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OOGENESIS Y FOLICULOGENESIS

ASPECTOS GENERALES

La oogénesis y la foliculogénesis son procesos que
ocurren simultdneamente en el ovario, y la progresion
de ambos eventos debe acontecer de forma coordina-
da para lograr el desarrollo de un oocito y su expul-
sién en el proceso de ovulacion.

En este capitulo se analizaran estos dos procesos
por separado, con fines didacticos, pero se debe tener
siempre en cuenta que son procesos simultaneos, con
caracteristicas definidas, que ocurren en el ovario del
mamifero durante la vida prenatal, nifiez, edad
reproductiva y postmenopausia.

OOGENESIS

La oogénesis consiste en una complicada serie de
cambios bioquimicos, genéticos y estructurales de la
célula germinal, que se inician en estadios muy tem-
pranos del desarrollo embrionario y pueden terminar
afios después, en hembras sexualmente maduras
(Wassarman and Albertini, 1994).

La transformaciéon de la célula germinal no sélo
involucra la preparacién del ntcleo celular con el fin
de contribuir a la conformacién del genoma del em-
brién, sino también modificaciones en su citoplasma
que permiten que el zigoto herede del oocito macromo-
léculas y organelos que soportan sus requerimientos
energéticos y de regulacion.

La oogénesis se puede dividir en las siguientes eta-
pas (Vendrell and Tarin, 2001):

* Laaparicién y migracion de las células germinales

primordiales hacia el ovario en formacién, duran-
te el desarrollo embrionario.

El crecimiento y diferenciaciéon de las células
germinales dentro del ovario.

La meiosis y adquisicién de la capacidad de ser fe-
cundado.

APARICION Y MIGRACION DE
LAS CELULAS GERMINALES

En el embrién masculino o femenino, la aparicién
y migracion de las células primordiales germinales es
idéntica; asimismo, las génadas en formacién son in-
diferentes en embriones masculinos o femeninos des-
de la semana 5 hasta la semana 7 del desarrollo (tabla
2-1). Los oocitos y los espermatozoides se originan de
un pequefio nimero de células madre o «stem cells»,
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que son células primordiales germinales de origen
extragonadal (Buccione et al., 1990; Clark and Eddy,
1975).

Las células germinales primordiales de mamiferos
constituyen una masa de células diploides caracteri-
zadas por su gran tamafio (aproximadamente 12um),
forma redondeada, ntcleo esférico y la presencia de
granulos de glucégeno y numerosas gotas de lipidos;
ademas presentan un elevado contenido de actividad
de fosfatasa alcalina (Motta et al., 1997). Estas células
aparecen en el ser humano durante los dias 20 a 21 de
gestacion en el endodermo del saco vitelino, cerca del
alantoides en desarrollo. Los detalles del mecanismo
que rige esta migracion no se conocen totalmente, pero
se sabe que durante su recorrido existe una estrecha
interaccion entre las células germinales y las somaéticas,
que se manifiesta porque las sefiales de las células
somadticas controlan la proliferacién y desplazamiento
de la célula germinal e impiden que sobreviva en lu-
gares ectopicos.

Las células germinales se desplazan por el epitelio
endodérmico del intestino posterior, que es el mesen-
terio dorsal, hacia las génadas en formacién (Witschi,
1948). En un principio, la migracién es pasiva pues
depende del movimiento de los tejidos adyacentes;
pero luego las células germinales adquieren movimien-
to ameboide que responde a mecanismos modulados
por la produccién local de citoquinas. En este momen-
to, el control de la proliferacién celular parece estar
regulado por el factor de crecimiento TGF-f y la acti-
vina (Schilling and Yeh, 1999; Richards et al., 1999).
Otras moléculas involucradas en el fenémeno de mi-
gracion son la interleucina 4, el factor de crecimiento
de fibroblastos y el factor-o. de necrosis tumoral (Morita
and Tilly, 1999).

Un sistema ligando-receptor indispensable para la
colonizacion completa del epitelio gonadal es el recep-
tor c-kit, que se expresa en la membrana de las células
germinales primordiales (Driancourt et al., 2000). Mien-
tras que el ligando de este receptor, el factor de células
madre, o «stem cell factor», se expresa en la cresta ge-
nital y en los tejidos por los que atraviesa la célula
germinal en migracion (Matsui et al., 1990).

Es muy interesante que tanto los mecanismos im-
plicados en la migracion de las células germinales ha-
cia la génada primitiva, como la relaciéon de atracciéon
y repulsion de las células germinales con las células
somadticas de los tejidos por los que se desplazan y su
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movimiento ameboide, estan altamente conservados
en la evolucioén, ya que presentan similitudes en espe-
cies tan divergentes filogenéticamente como Xenopus
(rana), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta),
Caenorhabditis elegans (un nematodo hermafrodita)
(Ikenishi and Germ, 1998) o el raton (Mus musculus)
(Matova and Cooley, 2001). Sin embargo, a diferencia
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de las especies animales inferiores, en mamiferos no
se ha podido demostrar la presencia en el citoplasma
del oocito de un determinante de la linea germinal, esto
es, un area especializada del citoplasma del huevo que
sea segregado exclusivamente a las blastoémeras que
daran origen a las células germinales primordiales del
embrion (Matova and Cooley, 2001).

Tabla 2-1. Cronologia de la diferenciacién celular.

Edad de concepcion Evento

Se desarrolla la génada primordial a los 32 dias de la fertilizacion. Crecen los conductos

Las células primordiales alcanzan el canto gonadal. Diferenciacion de los conductos

Diferenciacion de las células de Leydig. La parte craneal del conducto masculino de Mdiller

Las células de Leydig comienzan la produccion de testosterona. Comienza la masculinizacion

Comienza la degeneracion de los conductos femeninos de Wolf. Los conductos masculinos de

Se forma el cordon vaginal. Aparecen los foliculos primordiales. Se desarrollan las vesiculas

32 dias
femeninos de Wolf. Comienza la diferenciacion de las células primordiales.
37 dias
masculinos de Muller.
42-50 dias Diferenciacion del conducto seminifero.
55-60 dias
comienza su regresion.
9 semanas
del seno urogenital y los genitales externos.
10 semanas
Miller desaparecen. Aparecen las estructuras que van a formar la préstata.
12 semanas
seminales. Los testiculos alcanzan el anillo inguinal.
14 semanas Se completa la organogénesis uretral masculina.
16 semanas Aparecen los foliculos primordiales.
20 semanas Formacion del utriculo prostatico.
22 semanas La vagina alcanza el periné.
24 semanas Aparecen los foliculos de Graaf.

27-30 semanas

La primera evidencia de la formacién de las géna-
das ocurre hacia la semana 5 del desarrollo, cuando
aparece una ligera hipertrofia del epitelio celémico, que
sera el futuro peritoneo y que cubre el mesonefros.
Estos engrosamientos bilaterales se llaman pliegues o
crestas genitales y dardn origen a las génadas, aunque
en su parte superior se condensardn para formar la
corteza de las glandulas suprarrenales (Witschi et al.,
1953). Las células germinales primordiales llegan a la
cresta genital entre las semanas 5 y 6 de desarrollo del
embrién; a partir de este momento se denominan
oogonias, contintian su desarrollo simultdneamente
con el ovario en formacién y su supervivencia depen-
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Descenso del testiculo al saco escrotal.

de de su interaccién con las células somaticas de la cres-
ta gonadal (Baker and Franchi, 1967). Por tanto, las
oogonias, junto a células mesenquimaticas y perito-
neales, formardan la futura génada. En ausencia de cé-
lulas germinales no se formara el ovario.

El desarrollo testicular, a diferencia del ovérico, no
depende de la presencia de células germinales, puesto
que la destruccién selectiva de esas células primordia-
les en embriones de rata o de pollo, antes de alcanzar
la cresta gonadal, no impide la diferenciacion del teji-
do testicular (Merchant, 1975; McCarrey et al., 1978).
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DIFERENCIACION Y DESARROLLO
DE LAS CELULAS GERMINALES

A medida que las células germinales llegan a las
crestas gonadales, se agrupan en el espesor del epite-
lio y el mesénquima, pierden su movilidad y adoptan
una forma esférica para transformarse en oogonias.
Estas células estdn unidas por puentes intercelulares
debido a citocinesis incompleta durante la mitosis, es
decir, debido a que la separaciéon de la membrana ce-
lular de las células hijas no es completa. Su funcién
parece ser la de coordinar la diferenciacion celular
(Sathananthan et al., 2000). Este fenémeno de agrupa-
ciéon de oogonias interconectadas por puentes inter-
celulares parece ser un evento universal en la oogénesis
animal de vertebrados e invertebrados y cada especie
tiene un nimero de mitosis especifico antes de iniciar
la meiosis (Pepling et al., 1999).

La génada indiferenciada, entre las semanas 5y 6,
consta de una corteza en la superficie de la cavidad
celémica y una médula, en el interior de la cresta geni-
tal. En el embrion masculino, la médula constituira
principalmente el testiculo y la corteza se revierte a un
simple epitelio. Por el contrario, en el embrién femeni-
no, la corteza gonadal prolifera de forma determinan-
te y la médula disminuye de tamafo.

El cromosoma Y en su brazo corto posee el gen de
mayor importancia para la determinacién de la génada,
llamado SRY, «sex-determining region of Y». Este gen
transforma en testiculo a la génada indiferente bipo-
tencial del embrién XY porque codifica para el factor
determinante testicular una proteina de 223 aminoa-
cidos que actda, probablemente, como factor de trans-
cripcion del ADN (Sinclair et al., 1990; Brennan, 1998).

Los cordones sexuales primarios se originan en la
goénada indiferenciada por el crecimiento del epitelio
celémico hacia el mesénquima. Estos cordones se defi-
nen mejor hacia el final de la semana 6 y penetran en
la médula gonadal para transformarse, en el embrion
masculino, en cordones seminiferos o testiculares que
son el origen de los tdbulos seminiferos del testiculo
(Satoh, 1991).

En el embrién femenino, la ausencia del factor de-
terminante testicular retarda un poco el desarrollo de
la génada, que se diferenciara en ovario hacia la sema-
na 10 del desarrollo. Desaparecen entonces los cordo-
nes sexuales primarios y aparece una segunda oleada
de cordones celulares, que son los cordones sexuales
secundarios, en los cuales se incorporan las oogonias.
Hacia la semana 16 de desarrollo, los cordones sexua-
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les secundarios se rompen en grupos celulares aisla-
dos, cada uno de los cuales rodea a un oocito primario
para constituir los foliculos primordiales (Wassarman
and Albertini, 1994).

MEIOSIS DEL OOCITO

Al iniciar la meiosis, la oogonia se transforma en
oocito y tanto las células germinales primordiales como
las células somaticas contienen un ntimero diploide
(2n) de 46 cromosomas (23 pares de cromosomas
homologos). Mediante la meiosis se producen gametos
con una dotacién haploide (n) de 23 cromosomas, de
forma que durante la reproduccion sexual, los gametos
se unen para reconstituir una dotacién diploide de
cromosomas en el embrion.

Por otro lado, la meiosis favorece la variacion
genética mediante el proceso de recombinacién que
conlleva al intercambio genético entre cada uno de los
miembros homdélogos de una pareja de cromosomas.
Los miembros de cada pareja de cromosomas se deno-
minan cromosomas homologos, uno de origen pater-
no y el otro de origen materno. Esto explica la heren-
cia biparental, pues cada organismo diploide tiene dos
copias de cada uno de sus genes, una de origen mater-
no y otra paternal (Klug and Cummings, 1999).

Mediante la recombinacién genética de estos cro-
mosomas homologos en la meiosis, se producen ga-
metos que poseen combinaciones tinicas y diferentes
de las de las células somaticas del organismo del cual
provienen. Los cromosomas de estos gametos son un
mosaico de los homologos paterno y materno. Es cla-
ro, sin embargo, que cada gameto posee un solo cromo-
soma del par presente en la célula diploide que le dio
origen; esto significa que un gameto contiene ya sea la
copia maternal o paternal de cada gen y no ambas.

La meiosis consta de dos fases que se denominan
primera division meidtica o meiosis I, y segunda divi-
sién meidtica o meiosis II, respectivamente. En ambas
fases se reconocen estadios similares a los de la mito-
sis: profase, metafase, anafase y telofase. Sélo la pri-
mera division meidtica estd precedida por la replicacion
del ADN. Dicha replicaciéon conllevard la duplicacién
de los cromosomas que se constituyen en dos cromatides
hermanas unidas por el centrémero (fig. 2-1).

Como se mencion6 anteriormente, las oogonias que
inician la meiosis se denominan oocitos; cuando el
oocito transcurre por la primera division meidtica se
le denomina oocito primario, mientras que durante la
meijosis II se le llama oocito secundario (fig. 2-2).
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La meiosis que sufren las espermatogonias en el
proceso de espermatogénesis es un proceso continuo;
la primera y segunda divisién meiética se suceden de
forma inmediata. Por el contrario, la meiosis durante
la oogénesis se ve interrumpida por los llamados blo-
queos meidticos o arrestos meidticos, que significan la
detencion fisiolégica de la meiosis en un determinado
estadio o etapa (Polanski and Kubiak, 1999).

Telofase Il

Meiosis 11

Anafase Il

Metafase Il

INFERTILIDAD

Estos bloqueos durante la meiosis son comunes en
muchas especies y en la mayoria de los casos se pro-
ducen dos de ellos (Sagata, 1996). En todos los mami-
feros, los oocitos detienen la meiosis en la profase I 'y
una vez que han alcanzado su crecimiento completo,

se reinicia la meiosis para lograr la madurez y la capa-
cidad de ser fecundado (Masui, 2001).

Interfase

L)

Meiosis |

Metafase

Anafase

Telofase

Profase Il

Figura 2-1.
Fases de la meiosis.

Es importante destacar que un évulo maduro es
aquél capaz de ser fecundado, aun cuando no haya
culminado la meiosis, como en el caso de los oocitos
humanos.

Existen dos mecanismos para el reinicio de la
meiosis, a fin de lograr la madurez del 6vulo. En la
mayoria de los animales, la maduracién es inducida
por las gonadotropinas secretadas por la hipofisis en
los vertebrados, y por terminaciones nerviosas en los
invertebrados. Sin embargo, en algunos invertebrados,
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el reinicio de la meiosis y la maduracién del oocito son
inducidos por la penetraciéon del espermatozoide; en
este dltimo caso, existe un solo momento de bloqueo
de la meiosis y después de la fecundacién, el oocito
completa las dos divisiones meiédticas sin interrupcién.

Por el contrario, si la maduraciéon del oocito es in-
ducida por gonadotropinas, el oocito maduro, de
acuerdo a la especie, se puede encontrar en cualquie-
ra de los siguientes tres estadios al momento del en-
cuentro con el espermatozoide:
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* Metafase de la primera divisién meiética (MI),
como en los insectos.

* Metafase de la segunda divisién meidtica (MII), en
los vertebrados.

* Después de la apariciéon del prontcleo femenino,
una vez concluida la meiosis, como en el caso de
los erizos de mar y las medusas.

En todos estos casos, los oocitos maduros deben
ser activados durante la fecundacién (Masui and

Periodo prenatal

| Células germinales
primordiales

1o

Pico de LH
Ovulacion

Arresto de la meiosis
(Dictioteno)

Qocito secundario

Periodo postnatal

Clarke, 1979). En el humano, ocurren dos bloqueos de
la meiosis, uno durante la meiosis I y el otro en la
meiosis II. En la profase de la primera divisién meiética,
se produce el primer bloqueo meiético; en ese momen-
to, el oocito primario se encuentra en el estadio de ve-
sicula germinal, término con el que se designa al nu-
cleo que presenta dicha célula, el cual es esférico y tie-
ne un nucléolo prominente. En efecto, las oogonias in-
gresan en meiosis de forma mdas o menos sincrénica
durante la vida fetal dando origen a oocitos detenidos
en profase I, fase en la que se encuentran al momento
del nacimiento.

Etapa reproductiva

Oocito primario

Fecundacion

Cigoto

Figura 2-2.
Esquema de la oogénesis.

Este primer bloqueo de la meiosis se libera varios afios
después, en el transcurso de la vida reproductiva de la
mujer, porque en cada ciclo menstrual, gracias al pico de
LH, los oocitos que son ovulados reinician y culminan la
primera divisién meiética, expulsando el primer corpts-
culo polar y transformandose en oocitos secundarios.
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El oocito secundario, que se encuentra en metafase
de la segunda divisiéon meiética, se considera maduro,
es decir, capaz de ser fecundado y detiene la evolucién
de la meiosis hasta la penetracion del espermatozoi-
de. Esto significa que, a menos que se produzca la fe-
cundacién, la meiosis no se completara y el oocito se-
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cundario o MII degenerard como una célula diploide
al no culminar la segunda divisién meiética. Todo esto
hace que el promedio de duraciéon de la meiosis hu-
mana sea de unas seis semanas en el hombre mientras
que en la mujer puede durar desde 12 hasta 50 afios.

Adiferencia de la espermatogénesis, donde se pro-
ducen cuatro gametos funcionales a partir de una cé-
lula germinal, durante la oogénesis se observa una
citoquinesis no equitativa, que da origen a una célula
funcional de gran tamafio y tres células mas pequefias
que se denominan corptsculos polares. La principal
funcién de éstos es permitir la remocién del exceso de
material genético de la célula que se convertird en 6vu-
lo, por tanto, son descartados. Este mecanismo de
citoquinesis minimiza la pérdida de productos citoplas-
maticos almacenados en el oocito, los cuales seran ne-
cesarios para el desarrollo temprano del embrion
(Polanski and Kubiak, 1999).

Profase de la primera division mei6tica

El apareamiento de los cromosomas homélogos y
la recombinacién genética se llevan a cabo en la profase
de la primera divisién meidtica, fase en la que transcu-
rre el 90% del tiempo que dura la meiosis completa. La
profase se divide en cinco estadios: leptoteno, zigote-
no, paquiteno, diploteno y diacinesis (fig. 2-3). A dife-
rencia de otras especies, la oogénesis en humanos es
un proceso asincronico, en el que las células germinales
pueden coexistir en varios estadios de la meiosis entre
leptoteno y diploteno (Hartshorne et al., 1999).

Leptoteno 1. Es el comienzo de la meiosis, en esta
subfase los cromosomas se condensan lentamente y se
hacen visibles. Aun cuando se han duplicado antes de
esta fase, al microscopio de luz no se puede apreciar
que cada cromosoma se compone realmente de dos cro-
matides hermanas. Durante esta fase se inicia el pro-
ceso de la bisqueda de cada homologo para iniciar el
apareamiento (Klug and Cummings, 1999).

Zigoteno I. Durante esta fase los cromosomas se conti-
nuian acortando, se hacen mas gruesos y las cromatides
homologas estdn alineadas entre si. Al microscopio
electrénico, se observa una ultraestructura compleja
que une a los cromosomas homoélogos llamada com-
plejo sinaptonémico. Los homoélogos apareados de esta
forma se denominan bivalentes, como en la fase ante-
rior, y aunque los dos miembros de cada bivalente ya
han duplicado su ADN, todavia no es aparente al mi-
croscopio Optico que cada miembro es una estructura
doble.
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Paquiteno I. Es la fase mas prolongada de la profase I.
Mientras el leptoteno y el zigoteno por lo general du-
ran pocas horas, el paquiteno se extiende por un pe-
riodo de dias o semanas. Se presenta un mayor desa-
rrollo del complejo sinaptonémico, lo que conduce a
un apareamiento mds intimo de los cromosomas que
se denomina sinapsis. Ahora ya es evidente que cada
homodlogo es en realidad una estructura doble, lo que
proporciona una prueba visual de la anterior replica-
cién del ADN de cada cromosoma. De esta forma, cada
bivalente tiene cuatro miembros que son dos crométides
de cada cromosoma y ahora se denomina tétrada. Es en
este momento cuando se produce el intercambio de ma-
terial genético entre las dos crométides apareadas.

Zigoteno

Leptoteno Paquiteno

P am

Diploteno

Vesicula a/ I

germinal

=

Profase |

Figura 2-3.
Profase primera division meidtica.

Diploteno I. En esta subfase de la profase I, cada par
de cromatides hermanas se comienza a separar, pero
permanecen unidas en uno o més puntos de contacto.
Cada punto de contacto se denomina quiasma y se cree
que representa el lugar en donde las cromatides han
sufrido intercambio genético mediante el proceso de
recombinacién genética. En este momento, el oocito pri-
mario detiene la meiosis y se denomina estadio de
dictiotene; toda la profase I transcurre con la membra-
na nuclear intacta por lo que es visible el niicleo que se
denomina vesicula germinal, nombre que también se
aplica al oocito mismo. En cada ciclo menstrual, des-
pués de la pubertad y durante toda la vida reproduc-
tiva, la meiosis se reiniciara en el momento del pico de
secrecion de la hormona luteinizante. El paso desde el
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estadio de dictiotene hacia la metafase II se denomina
maduracién del oocito.

Diacinesis I. Es la subfase final de la profase I. En este
momento, los cromosomas se comienzan a separar y
los quiasmas que los unen se desplazan hacia los ex-
tremos de la tétrada en un proceso llamado termina-
lizacién. En esta tltima subfase, el nucléolo y la envol-
tura nuclear desaparecen y los dos centrémeros de cada
tétrada se unen a las fibras del huso meiético recién
formado. Debido a que al nticleo del oocito en profase
I se le denomina vesicula germinal, la desaparicion de
la envoltura nuclear durante la diacinesis se denomi-
na ruptura de la vesicula germinal. El apareamiento
previo de los cromosomas, ademds de explicar la
recombinacion genética, es un mecanismo que permi-
te al huso meié6tico identificar a los cromosomas homé-
logos para su correcta segregacion en las células hijas.

Metafase, anafase y telofase de la primera division

meidtica. Estas fases son similares a las de la mitosis,
excepto por la forma en la que se segregan los cromoso-

Madre

Padre

Centromeros

Intercambio
inicial

Padre

Q)

mas. Durante la metafase I se forma el huso meiético,
en el que las tétradas se mantienen unidas por quias-
mas terminales.

En la anafase I ocurre la disyuncién, que es cuan-
do la mitad de cada tétrada se separa hacia uno de los
polos de la célula en divisién, debido a la separacion
de los quiasmas que unen las crométides de los dife-
rentes cromosomas homoélogos y no a la division del
centrémero que une a las cromatides hermanas de un
mismo cromosoma, como sucede en la mitosis.

Como resultado, cada célula hija, al final de la pri-
mera divisiéon meidtica, posee el cromosoma de origen
paterno o el de origen materno de cada uno de los 23
pares de cromosomas (esta distribucion es aleatoria en
distintos cromosomas), y no una cromatide paterna y
una materna de cada cromosoma, como en el caso de
la mitosis. Sin embargo, como en la mitosis, las células
hijas que provienen de esta primera division meidtica

son aun diploides (fig. 2-4).

Division
reductora
(M)

Division 4 productos
ecuacional haploides
(MIT)

)

i

Figura 2-4.
Intercambio cromosémico durante la meiosis.
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Finalmente, se separan las células hijas y comien-
za la segunda divisiéon mei6tica o meiosis II. Como se
explic6 antes, una de las células hijas recibe muy poco
citoplasma y se le denomina primer corptsculo polar
o primer cuerpo residual. La otra célula es el gameto
funcional que mantiene todo el citoplasma y se con-
vierte en oocito secundario, el cual inicia entonces la
meiosis II. La célula ingresa en la meiosis II sin haber
reconstituido la envoltura nuclear.

Durante la meiosis I femenina es cuando se produ-
cen con mayor frecuencia los errores de disyuncién que
producen trisomias, como el sindrome de Down
(Hassold, 1996).

La frecuencia de aparicién de estos errores de dis-
yuncion es directamente proporcional a la edad de la
mujer. No se conocen las razones precisas de esto, pero
se sabe que el niimero de quiasmas que se establecen
entre cromosomas homoélogos, durante la profase I, se
reduce en pacientes de mayor edad lo que pudiera ex-
plicar el aumento de los errores de disyuncién (Polanski
and Kubiak, 1999).

Segunda division meidtica

La célula ingresa en la meiosis II sin previa replica-
cion del ADN. De esta forma, durante la anafase II, se
segregan las cromatides hermanas de cada cromosoma,
al separarse el centrémero que las une, y cada una de
ellas pasa a una célula hija haploide. La meiosis ha crea-
do entonces, cuatro células haploides genéticamente
diferentes a partir de un precursor diploide (fig. 2-4).

El segundo bloqueo de la meiosis se produce en la
metafase II, momento en el cual se observa una célula
esférica sin ntcleo visible, con el corpusculo polar en
el espacio perivitelino, rodeado por la zona peltcida.
La reanudacion de la meiosis, o activacion, solo se ve-
rifica cuando se produce la fecundacién.

REGULACION DE LA MEIOSIS
EN EL OOCITO

El estudio de los mecanismos genéticos y bioqui-
micos que regulan la meiosis ha sido de gran interés
en los ultimos afios. El avance de las investigaciones
en esta drea logrardn mejorar en un futuro las técnicas
de maduracién de oocitos inmaduros in vitro, aun
aquéllos conservados por criopreservacion, lo cual es
una limitante en la actualidad. Estos logros permiti-
rian prolongar el periodo reproductivo de la mujer o
evitar la esterilidad en pacientes que van a ser someti-
das a radioterapia o quimioterapia. Otro resultado de
este conocimiento seria poder inducir meiosis en célu-
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las somaticas, lo que permitiria transformarlas en
pseudogametos titiles en la reproduccion asistida.

Durante el proceso de meiosis se requiere de mo-
dificaciones importantes del control del ciclo celular.
El bloqueo o detenciéon temporal del ciclo celular, du-
rante la profase I y la metafase II meiéticas, depende
de la activacion de mecanismos moleculares especifi-
cos. Dichos mecanismos no estan completamente di-
lucidados porque los datos son controversiales y difi-
cultan su interpretacion, esto se puede deber al cono-
cimiento parcial que se tiene actualmente de la regula-
cion del ciclo celular.

El primer aspecto que hay que considerar es el po-
sible mecanismo mediante el cual el oocito en la vida
fetal, es capaz de detener la progresion de la profase I
y mantenerla durante afios. Como se menciond, la ma-
duracién in vivo es inducida por el pico preovulatorio
de LH. Sin embargo, el oocito carece del receptor LH/
HCG, el cual estd presente en las células granulosas
del cumulus oophorus (Lawrence et al., 1980). Hace
varios afios se demostré que el efecto de las gonado-
tropinas en la maduracién del oocito es mediado por
las células del foliculo y no a través de una accién di-
recta sobre el gameto (Masui, 1967). A continuacion,
se analizardn las posibles vias de este efecto indirecto.

El hallazgo de que el oocito de mamifero, detenido
en profase I, reinicia espontdneamente la meiosis al ser
retirado del foliculo antral que lo contiene (Edwards,
1965), condujo a la hipétesis de que las células granu-
losas del foliculo proporcionaban un factor inhibidor
que mantiene dicho oocito en arresto meiético. Se ha
sefialado que las células granulosas del cumulus emi-
ten proyecciones citoplasmaticas largas, que atravie-
san la zona peltcida, contactan con la membrana celu-
lar del oocito, llamada oolema, y podrian servir como
canales para el paso de alguna sustancia inhibidora de
la meiosis (Dekel et al., 1978).

En otros estudios se ha encontrado que los niveles
elevados de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc¢) inhi-
ben la maduracién del oocito (Dekel and Beers, 1978;
Homa, 1988) y que ésta podria ser la molécula respon-
sable del arresto meidtico. Debido a que con el uso de
estimuladores de la adenilato ciclasa no ha sido posi-
ble incrementar el AMPc citoplasmatico en el oocito
sin cumulus, hasta los niveles requeridos para inhibir
la maduracién espontanea del mismo; se ha planteado
que el AMPc generado por las células del cumulus es
transferido al oocito a través de las proyecciones cito-
plasmaéticas para mantener el arresto mei6tico (Dekel,
1996; Bornslaeger and Schultz, 1985).
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Por otro lado, se ha demostrado que las comunica-
ciones entre el oocito y las células del cumulus se redu-
cen con la administracién de HCG, lo que se podria re-
lacionar con la disminucién del paso de AMPc desde
las células granulosas al oocito, con el consecuente des-
censo de los niveles de este nucledtido y posterior
reinicio de la meiosis (Moor et al., 1980). Experimental-
mente, utilizando sustancias que bloquean la comuni-
cacion entre células, se ha obtenido una secuencia de
eventos similar a la que se acaba de exponer; ademas,
existen evidencias moleculares que indican que por ac-
cién de la LH, se produce la desconexién de las proyec-
ciones que emiten las células del cumulushacia el oocito.
(Piontkewitz and Dekel, 1993; Granot and Dekel, 1994).

Paradéjicamente, muchos de los agentes que indu-
cen la reanudacién de la meiosis in vitro en oocitos
incluidos en sus foliculos, también estimulan la pro-
duccién de AMPc (Hillensjo et al., 1978; Dekel and
Sherizly, 1983). Se ha sugerido ademas, que la accién
de la LH en la reanudacién de la meiosis es mediada
por el AMPc (Tsafriri et al., 1972). Algunos estudios
indican que la administraciéon de sustancias estimula-
doras de la adenilatociclasa en oocitos desnudos, que
son los que no tienen las células del cumulus oophorus,
inhiben la meiosis; mientras que en aquellos oocitos
que estan incluidos en sus foliculos, estos inhibidores
de la adenilatociclasa estimulan la maduracién (Dekel
and Sherizly, 1983; Yoshimura et al., 1992), esto sugie-
re que el AMPc tiene un doble papel en el control de la
maduracién del oocito.

Se sabe ademas que para estimular el reinicio de la
meiosis, se requieren niveles de AMPc en el oocito cua-
tro veces superiores a los presentes durante el arresto
meidtico (Dekel et al., 1988). También se ha tratado de
explicar este efecto paraddjico del AMPc, al sefialar que
éste varia segtin la célula que recibe la accion del mis-
mo, porque el incremento de los niveles de AMPc en
las células granulosas del cumulus induce la madura-
cién del oocito, mientras que las elevaciones de AMPc
en el oocito mismo inhiben el reinicio de la meiosis
(Dekel et al., 1981).

Otros factores que inducen la madurez en los
oocitos de rata, incluidos en sus foliculos, son la GnRH
o sus analogos y los activadores de la proteinquinasa
C (PKC); esta accién aparentemente es independiente
dela LH. Sin embargo, no se sabe si los mismos consti-
tuyen vias fisioldgicas importantes en la maduracién
del oocito o, por el contrario, si evocan la aparicién de
segundos mensajeros por vias alternas diferentes de
las fisiolégicas, provocadas por las condiciones expe-
rimentales en el laboratorio (Ekholm et al., 1981; Dekel
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et al., 1983; Aberdam and Dekel, 1985; Dekel and
Sherizly, 1985; LaPolt et al., 1990).

La regulacién del ciclo celular es similar en todas
las células eucariotas y es mediada por la fosforilacion
y desfosforilacion de residuos especificos de amino-
acidos en quinasas y desfosforilasas, que las activan o
inactivan y a su vez, ellas activan o inactivan a otras
quinasas o desfosforilasas. Todavia no se conocen to-
dos los sustratos de las enzimas que se estan estudian-
do; sin embargo, en principio, uno de ellos podria co-
rresponder a una proteinquinasa dependiente de AMPc
(PKA) (Palmer and Nebreda, 2000), la cual se inactiva
cuando descienden los niveles de este nucle6tido cicli-
co, lo que se corresponde con el reinicio de la meiosis
del oocito.

Estudios realizados a principios de 1970 sefialan
que la transferencia de una alicuota de citoplasma de
un oocito de rana, en reinicio de meiosis, puede indu-
cir, de forma dosis dependiente, la maduracién de otro
oocito, lo que sugiere la existencia de un componente
intracelular presente en los oocitos que reiniciaron la
meiosis y que seria capaz, por si mismo, de inducir la
maduracién (Masui and Markert, 1971; Smith and Ecker,
1971). Esta sustancia putativa se denomin factor pro-
motor de la maduracion (MPF), «<maturation promoting
factor», la cual regula la transicién hacia la fase de mito-
sis 0 meiosis en todas las células eucaridticas.

En 1988, se logré purificar el MPF del citosol de
oocitos del sapo Xenopus laevis (Lohka et al., 1988) y
se determiné que era una proteinquinasa compuesta
por dos unidades, una de 32 kD y otra de 45 kD. Hoy
dia se sabe que las dos subunidades son la cdc2 y la
ciclina B (Nurse, 1990). La cdc2, que fue descubierta
inicialmente en la levadura Schizosaccharomyces pom-
bey esté presente también en células animales, corres-
ponde a la subunidad catalitica, la cual fosforila resi-
duos de serina y treonina (serina/treonina-quinasa) de
varias proteinas que son su sustrato (Simanis and Nur-
se, 1986), mientras que la ciclina ejerce de subunidad
reguladora, para que la quinasa funcione con los
sustratos apropiados; esto significa que la subunidad
quinasa sola es inactiva y se activa al unirse a la ciclina
(Gould and Nurse, 1989).

Ahora bien, las ciclinas son proteinas que regulan
el ciclo celular y se acumulan porque se sintetizan con-
tinuamente durante la interfase, que es el tiempo que
transcurre desde el final de una mitosis hasta el prin-
cipio de la siguiente, y luego desaparecen durante la
fase de mitosis (M). La degradacion, por protedlisis,
de la subunidad de ciclina durante la mitosis, es res-
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ponsable de la inactivacion de la quinasa cdc2, lo que
permite que la célula abandone la mitosis. Asi el MPF
primero se activa para reiniciar la meiosis I, luego se
inactiva de forma transitoria entre la meiosis I y II, y
finalmente se reactiva en la meiosis II (Nebreda and
Ferby, 2000).

Durante el estadio de dictiotene existe una forma
inactiva del MPF llamada pre-MPF; esta inactivacion
se debe a que la subunidad cdc2 esta fosforilada en la
treonina 14 y en la tirosina 15 de su secuencia peptidica.
Esta fosforilacion inhibidora esta catalizada por la
proteinquinasa Myt1, mientras que la desfosforilacién
que activa al MPF esté catalizada por la fosfatasa
cdc25C. A su vez, la fosfatasa cdc25C es regulada por
otra proteinquinasa denominada Chkl, la cual inhibe
la fosfatasa, al fosforilarla en su serina 287 (Najako et
al., 1999); de esta forma, se establece una cascada de
quinasas y desfosforilasas, que establecen un control
de la meiosis del oocito. En relacién con la secuencia
de los eventos, se cree que la PKA (proteinquinasa de-
pendiente de AMPc) seria la responsable de potenciar
la activacion del pre-MPF (Nebreda and Ferby, 2000).

Otro factor que se encuentra en todos los oocitos
de vertebrados es el MAPK, «mitogen-activated protein
kinase», cuya activacién es necesaria para evitar que
haya una fase de sintesis de ADN antes de la segunda
divisién meiética y, de esta forma, permite que se pro-
duzca una célula haploide (Gross et al., 2000). Duran-
te la maduracion del oocito, el sistema MAPK es acti-
vado por fosforilaciéon al mismo tiempo que se activa
el MPF (Palmer and Nebreda, 2000). El activador del
MAPK es una oncoproteina y proteinquinasa denomi-
nada MOS (Sagata, 1997) y esta via MOS/MAPK es
esencial para la supresion de la replicacion de ADN
entre la meiosis I y II, lo cual se ha relacionado con el
segundo arresto meiético (Nebreda and Ferby, 2000).

Ahora bien, faltaban por descubrir los factores
involucrados en el segundo bloqueo meiético durante
la metafase II, los cuales deben impedir que el oocito
inicie la mitosis, a menos que suceda la fecundacion;
es decir, es necesario evitar la division partenogenética.
A dicho factor putativo se le denominé factor citostatico
(CSF), «cyto-static factor» (Masui and Markert, 1971).
La actividad de este factor aparece después de la
metafase I y se incrementa gradualmente permanecien-
do alto en el oocito maduro, pero desciende abrupta-
mente poco después de la fecundaciéon (Masui, 2000;
Masui, 2001).

En el transcurso de los estudios se describieron dos
tipos de actividades del CSF: una de ellas era sensible
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a la inhibicién por calcio y se denominé 1° CSEF, «pri-
mary CSF», mientras que la segunda actividad era in-
sensible a los niveles de calcio intracelular y se deno-
miné 2° CSF, «secondary CSF»; sin embargo, sus efec-
tos eran citolégicamente indistinguibles (Meyerhof and
Masui, 1977). De lo anteriormente expuesto, se dedu-
ce que el aumento del calcio intracitoplasmético es uno
de los mecanismos por los que el CSF se inactiva des-
pués de la fecundacién y se activa el 6vulo, iniciando
la mitosis de las blastémeras.

No se halogrado purificarel 1 CSF porque es muy
inestable en los extractos de citoplasma; sin embargo,
el comportamiento de este factor es muy similar a la
proteinquinasa llamada MOS, (Sagata et al., 1989), por
lo que se sospecha que son el mismo factor. De hecho,
el sistema MOS/MAPK es esencial para la reactivacién
y estabilizacién del MPF en la meiosis 11, lo cual es ne-
cesario para el arresto en metafase II (Sagata, 1997).

Tanto el MPF como el CSF tienen actividades que
no son tejido-especificas y, por eso, la transferencia de
citoplasma de un oocito a células de cualquier otro te-
jido puede inducir en ellas metafase (Ziegler and
Masui, 1973). Dichas actividades tampoco son espe-
cie-especificas y se ha demostrado que el CSF de anfi-
bios puede impedir el clivaje de blastémeras de otros
animales (Meyerhof and Masui, 1979).

CAMBIOS CITOLOGICOS Y
BIOQUIMICOS DURANTE

LA OOGENESIS

Crecimiento del 6vulo

En la mayoria de los animales los 6vulos son célu-
las muy grandes que dan origen a muchas células mas
pequefias. Mientras una célula somética tipica mide
de 10 a 12 pm, el oocito maduro en MII mide de 120 a
160 pm (Mandelbaum, 2000). Los 6vulos de animales
en las que el desarrollo embrionario se produce fuera
del organismo materno, como aves o reptiles, son atin
mayores y llegan a medir varios centimetros de dia-
metro. Las células somdticas pueden tardar hasta 24
horas en doblar su tamafio, en preparacion para la di-
vision celular, por lo que se podria asumir que el tiem-
po requerido por la célula germinal primordial para
incrementar varias veces su tamano, hasta oocito ma-
duro, seria extremadamente largo.

Este problema podria ser critico en animales como
los insectos, que viven pocos dias pero que producen
huevos de hasta 1.000 pm de didmetro. La naturaleza
ha propuesto una simple estrategia para el crecimien-
to rapido del 6vulo, la cual consiste en disponer de
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una copia extra del gen durante la profase I. Asi, el
retraso del oocito para completar la meiosis I no es ca-
sual, sino que permite disponer de un tiempo para la
biosintesis proteica necesaria para duplicar el ADN y
tenerlo disponible para la sintesis de ARN (Metz and
Monroy, 1985). Ademés, la citoquinesis asimétrica du-
rante la meiosis, en la cual el oocito recibe casi todo el
citoplasma mientras que los corptisculos polares muy
poco, permite proveer de una gran capacidad de sin-
tesis a una sola célula, con lo que podré responder a
los requerimientos de la embriogénesis temprana.

Los 6vulos humanos crecen durante meses y pa-
san de 35 a 120 ym de didmetro, es decir, un incremen-
to de 100 veces el volumen, hasta que logran abando-
nar el estadio de vesicula germinal (Picton et al., 1998).
Este aumento de tamafio significa un periodo de in-
tensa actividad metabédlica y acumulacién de agua,
iones, lipidos y proteinas.

Zona pelicida

La existencia de una matriz extracelular que en-
vuelve al oocito es un hecho comiin en todos los
vertebrados. Esta capsula adopta diferentes nombres:
corion en los peces, capa vitelina en las ranas, capa
perivitelina interna en las aves y zona pelticida en los
mamiferos. Ademas, la estructura filamentosa de es-
tas envolturas se ha conservado a lo largo de la evolu-
cién (Rankin and Dean, 2000). La zona peltcida del
oocito humano tiene aproximadamente 15 um de es-
pesor y estd compuesta por tres glicoproteinas, cuya
estructura primaria muestra secuencias conservadas
entre los mamiferos euterianos, que son aquéllos cu-
yos fetos poseen placenta (Zhu and Naz, 1999). Dichas
glicoproteinas de denominan hZP1, hZP2 y hZP3 y sus
pesos moleculares son 80-92 kD, 58-66 kD y 54-62 kD,
respectivamente (Wassarman, 1988; Sinowatz et al.,
2001). Estas glicoproteinas se organizan formando fi-
lamentos que se entrecruzan y que son polimeros cons-
tituidos por ZP2 y ZP3 que se repiten de forma alter-
na; la ZP1 se ubica entre los filamentos (Wassarman et
al., 1996).

No se sabe a ciencia cierta como es ensamblada la
zona peltcida durante la oogénesis; aunque se ha de-
mostrado que el oocito sintetiza las proteinas, proba-
blemente las células granulosas ayudan en su forma-
cién. En el caso del ratén, que posee una zona peltcida
muy delgada, las glicoproteinas que la constituyen son
sintetizadas en su totalidad por el oocito (Wassarman
et al., 1998). Sin embargo, en humanos hay evidencias
que demuestran que tanto el oocito como las células
del foliculo contribuyen a la formacién de la zona
(Grootenhuis et al., 1996).

47

<

Existen ejemplos en la naturaleza en los que la capa
que rodea al oocito es sintetizada por las células del
oviducto; por ejemplo, los huevos de rana al pasar por
él adquieren varias capas gelatinosas secretadas por
las células que lo tapizan, asimismo los huevos de aves
adquieren la clara y la cdscara en el oviducto, después
de ser fertilizados (Gilbert, 1991). En los mamiferos,
pudiera estar contribuyendo con la elaboracion final
de la zona pelicida, mediante la secrecién de
glicoproteinas que se unen a la zona y que se denomi-
nan colectivamente oviductinas, cuya funcién es des-
conocida (Malette et al., 1995; Buhi et al., 2000).

La zona pelticida de los mamiferos es importante
porque en ella se encuentran receptores espermaticos
especie-especificos que impiden la unién de esperma-
tozoides procedentes de especies heterdlogas y, ade-
mas, facilitan la penetracion de los espermatozoides
homologos. La ZP3 constituye el receptor primario y
la ZP2, el receptor secundario del espermatozoide
(Prasad et al., 2000). Muchos oocitos, incluyendo los
de mamiferos, contienen vesiculas secretoras especia-
lizadas en la region periférica del citoplasma, proxi-
mas a la membrana celular, llamadas granulos corti-
cales, que liberan sus productos por exocitosis después
de la fecundacién y alteran la zona peltcida para evi-
tar que otros espermatozoides la penetren (Sinowatz
etal., 2001).

Otra funcién de la zona peltcida es evitar la dis-
gregacién de las blastomeras durante los estadios
tempranos de division. La zona pelicida permite la
salida o eclosion del embrion al llegar al interior del
utero para su implantacién; las fallas en este mecanis-
mo se han relacionado con la aparicién de embarazos
ectopicos. Por otra parte, la zona pelicida protege al
embrién temprano de moléculas toxicas y del ataque
de las células del sistema inmune.

Reduccién del nimero
de células germinales

Las células germinales incrementan su nimero
durante su migracién desde el saco vitelino hasta la
colonizacion de la génada en desarrollo, desde unas
1.000 a 2.000 células, en el endodermo del saco vitelino,
hasta alcanzar 5 a 7 millones en el quinto mes de vida
intrauterina. Sin embargo, para el momento del naci-
miento se cuenta s6lo con unos 700.000 oocitos, estas
células permanecen en reposo hasta que ocurre la pri-
mera menstruacion, cuando se empiezan a liberar. En
la pubertad el ntiimero de células se reduce a unas
250.000 por ovario (Baker, 1963).
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Todos los meses se utilizan unas 1.000, de las cua-
les s6lo una llega a la etapa final de maduracion. Si se
considera que la mujer tiene 13 ciclos menstruales
anuales y mas de 450 ciclos durante su vida reproduc-
tiva y en cada ciclo se gastan alrededor de 1.000 6vulos,
es facil comprender que cuando la mujer llega a los 48-
50 afios de edad, se han agotado los 500.000 oocitos
que tenia al momento del nacimiento. Una vez que se
agotan los foliculos, se suspende la menstruacién y co-
mienza la menopausia. Por esto, la edad de la mujer
desempefia un papel importante en el proceso repro-
ductivo porque nace con el nimero total de 6vulos que
va a liberar a lo largo de su vida reproductiva, de tal
manera que a los 20 afios un 6vulo tiene 20 afios de
edad y a los 40, tiene 40 afios.

La desaparicion de las células germinales durante
la vida prenatal ocurre por un fenémeno diferente a la
atresia folicular que ocurre después del nacimiento,
cuando los foliculos empiezan a crecer. Si bien la pato-
genia de ambos eventos es la apoptosis o muerte celu-
lar programada, los factores que la desencadenan son
diferentes. Durante la oogénesis, ademas de la prolife-
racion celular, se produce constantemente apoptosis de
las células germinales. Este proceso comienza cuando
las oogonias estan interconectadas por los puentes
intercelulares y se presenta en las oogonias en mitosis,
en oocitos en estado de paquiteno y en oocitos en esta-
do de diploteno (DePol et al., 1997; Morita and Tilly,
1999).

Se han encontrado células germinales con cambios
compatibles con apoptosis en ovarios de fetos huma-
nos de 18 a 20 semanas y ovarios fetales de ratén de 13
a 17 dias, los cuales se caracterizan por la presencia de
protrusiones acentuadas del nticleo, condensacion de
la cromatina, alteraciones del citoplasma y presencia
en el estroma de vesiculas con fragmentos de citoplas-
ma y ntcleo (cuerpos apoptéticos). El alto porcentaje
de pérdidas celulares durante la meiosis puede ser un
sistema de seleccion para prevenir la formacién de cé-
lulas aberrantes, especialmente en aquéllas con defec-
tos cromosémicos (DePol et al., 1997; Coucouvanis et
al., 1993).

Tradicionalmente, se ha sefialado que la hembra
del mamifero pierde la capacidad de renovar las célu-
las germinales durante la vida fetal y por ese motivo,
la mujer al nacer tiene un niimero definido y limitado
de células germinales, lo que hace que tenga una vida
reproductiva con un tiempo también limitado, pues al
agotarse este grupo de células, se establece la menopau-
sia (Zuckerman, 1951; Anderson and Hirshfield, 1992).
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En investigaciones recientes se ha observado que
los ovarios de ratones juveniles y adultos tienen la ca-
pacidad de dividir sus células germinales por mitosis,
con lo que se determina la existencia de células germi-
nales proliferativas que promueven la formacién de
oocitos en el ovario de mamifero (Johnson et al., 2004).
Estos hallazgos, aunque deben ser confirmados, pue-
den cambiar la concepcion actual de lo que se conoce
como reserva folicular (Couzin, 2004).

FOLICULOGENESIS

Los ovarios de mamiferos estan constituidos por
unidades funcionales bésicas denominadas foliculos.
El foliculo es la tnica estructura en la cual la célula
germinal, el oocito, estd en intima asociacién con célu-
las sométicas especializadas. Los foliculos pasan por
diferentes etapas de desarrollo, las cuales han sido cla-
sificadas segtin su morfologia y el tipo y ntimero de
células que los componen, en foliculos primordiales,
foliculos primarios, foliculos secundarios o preantrales
(clase 1) y foliculos antrales. Los foliculos antrales son
clasificados a su vez en clases desde el 2 al 8, este ulti-
mo corresponde al foliculo preovulatorio (Gougeon,
1986). El desarrollo de los foliculos primordiales hasta
el estadio de foliculos maduros se conoce como
foliculogénesis (fig. 2-5).

Los foliculos mdas inmaduros constan tinicamente
de una capa de células de la granulosa alrededor del
oocito, pero a medida que van creciendo y maduran-
do, promueven la diferenciacion de las células del
estroma ovarico que rodean al foliculo, forméndose asi
las capas de la teca, que se clasifican en teca interna y
teca externa. Ademads, durante el desarrollo folicular,
se puede apreciar claramente la aparicion de una cavi-
dad llena de liquido dentro del foliculo, denominada
antro (fig. 2-5). Asi, se pueden distinguir los foliculos
preantrales de los antrales, los cuales presentan varia-
ciones fisiolégicas notables, en cuanto a la sensibili-
dad a las gonadotropinas hipofisarias.

ESTRUCTURA DE LOS FOLICULOS

Los foliculos en los estadios méas tempranos y pe-
quefios se denominan primordiales y son los méas abun-
dantes. Estdn compuestos por un oocito detenido en
profase I, de la primera divisién meiética, rodeado por
una capa plana de células de la pregranulosa (figs. 2-5
y 2-6). Su didmetro es de aproximadamente 30-60 pm
y contienen un oocito diploide con un didmetro de 9-
25 pym (Hirshfield, 1991; Lintern-Moore et al., 1974).
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Al continuar el desarrollo folicular, el oocito pri-
mordial pasa a foliculo primario, etapa en la que apa-
rece la zona peltcida y se mantiene una sola capa de
células que rodean al oocito, pero ahora con forma
cuboidea (Wassarman et al., 1996). La transformacion
de un foliculo primordial en primario estd supeditada a
que el ntcleo del oocito, que se presenta como una vesi-
cula germinal, haya alcanzado un didmetro minimo de
20 pm, momento en el cual el foliculo entra en una eta-
pa de crecimiento exponencial, con incremento de su
diametro y del nimero de células de la granulosa.

)

El crecimiento simultdneo del oocito y el foliculo
se da solo hasta el estadio de foliculo secundario, que
es el momento en que el oocito alcanza un maximo de
80 pm de diametro; la vesicula germinal, de 26-27 pm;
y el foliculo de 110-120 pm. De alli en adelante, el oocito
no crece mas y el aumento del didmetro folicular va a
depender del crecimiento y proliferacion de las célu-
las foliculares y de la aparicion del antro. La teca inter-
na temprana se forma hacia el final del estadio de fo-
liculo primordial, mientras que la teca externa aparece
a medida que el foliculo crece y comprime el estroma
circundante (Erickson et al., 1985).

Liquido

folicular
Atresia Ovulacién
Foliculo — Foliculo = F:rl:t(; L;IIO _— Foliculo —— Cuerpo
primordial preantral pequefio preovulatorio lateo
Hormonas : ??? FSHI/LH /\
Pico de LH
HH\
| —=;
Estradiol Progesterona

Figura 2-5.
Clasificacion morfoldgica de los foliculos ovéricos.

Con la aparicion de la capa de la teca se adquiere
la vascularizacion del foliculo; asi, estas células ten-
dran acceso a las gonadotropinas y al LDL colesterol,
que son moléculas importantes para la esteroido-
génesis. Por el contrario, las células de la granulosa no
poseen irrigacion y sélo acceden a ella luego de la ovu-
lacién, cuando el foliculo se transforma en cuerpo liteo.
Las células de la granulosa y de la teca permanecen
separadas por una ldmina basal.
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La proliferacién y diferenciacién de las células de
la granulosa, la hipertrofia de las células de la teca y el
crecimiento del oocito causan el agrandamiento foli-
cular y transforman el foliculo primario en foliculo se-
cundario, el cual alcanza un diametro de 120 um (Lin-
tern-Moore et al., 1974). Luego de la aparicion del an-
tro folicular, las células de la granulosa se comienzan a
diferenciar funcionalmente, de acuerdo a su localiza-
cién dentro del foliculo. Las células mas cercanas a la
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membrana basal, denominadas murales, son las que
tienen la mayor capacidad de sintesis de esteroides y
el mayor niimero de receptores tempranos para LH
(Zoller and Weisz, 1979); las células que dan hacia el
antro reciben el nombre de antrales, mientras que las
que rodean al oocito se califican como células del
cumulus oophorusy son las que acompafan al oocito
después de la ovulacién, formando la corona radiata.

Las células del cumulus tienen una alta capacidad
de division, poseen baja expresion de receptores de LH
y carecen de actividad aromatasa, por lo que se cree
que podrian ser una especie de células nodrizas para
el oocito, mas que una fuente de estrégenos para el
foliculo (Lawrence et al., 1980). Ademas, las células de
la granulosa emiten proyecciones citoplasmaticas que
atraviesan la zona peltcida para hacer contacto con la
membrana del oocito. Esta intima relacién parece re-
gular el reinicio de la meiosis en el oocito, como se ex-
plicé en la seccién dedicada a la oogénesis.

Epitelio
ovarico

Cuerpo luteo
atrésico

Foliculo de
Graaf

Foliculos
primarios

Foliculo
atrésico
Foliculo

en crecimiento

Estroma
ovarico

Figura 2-6.
Estructura histolégica del ovario.

Estudios realizados utilizando cultivo de foliculos
in vitro han demostrado que esta comunicacién bidi-
reccional, entre el oocito y las células somaéticas, es esen-
cial para el desarrollo folicular (Senbon et al., 2003). Se

50

INFERTILIDAD

ha sefialado que la matriz extracelular podria actuar
no sélo como soporte del foliculo, sino también como
un lugar de unién y almacenamiento de factores que
regulan el crecimiento, desarrollo y funcién de las cé-
lulas foliculares (Armstrong and Webb, 1997).

FACTORES QUE CONTROLAN
EL DESARROLLO FOLICULAR

Para lograr la ovulacién, al menos un foliculo pri-
mordial debe alcanzar el estadio de foliculo preovu-
latorio. Hasta hace pocos afios, se creia que los facto-
res endocrinos provenientes del eje hipotalamo-
hipéfisis dirigian completamente el proceso de reclu-
tamiento y seleccion folicular; sin embargo, investiga-
ciones recientes indican que factores locales produci-
dos en el ovario, actuando de forma autocrina y para-
crina, podrian tener una funcién importante en algu-
nas de las etapas del crecimiento folicular (Peramo et
al., 2002). Adicionalmente, se piensa que el oocito des-
empefia un papel activo en la iniciacién y mantenimien-
to de la variabilidad ciclica de la reproduccién, més
que un papel pasivo como se creia anteriormente,
sugiriéndose que el oocito orquesta la tasa ovérica de
desarrollo folicular. Algunos estudios han demostra-
do que transferir un oocito de tamafio medio, prove-
niente de un foliculo secundario, a un foliculo primor-
dial, provoca la duplicacion de la tasa de desarrollo y
diferenciacion de las células de la granulosa (Eppig et
al., 2002).

Existen varios criterios para denominar las diferen-
tes etapas del desarrollo folicular, en este capitulo se
adopté la clasificacion de reclutamiento folicular su-
gerida por McGee y Hsueh (McGee and Hsueh, 2000),
en la que se diferencia el reclutamiento inicial del re-
clutamiento ciclico. Durante el reclutamiento inicial,
la liberacién de factores intraovaricos y desconocidos
o la liberacién de senales inhibitorias estimulan a al-
gunos foliculos primordiales a iniciar su crecimiento,
mientras que el resto permanece en estado latente por
meses 0 anos.

El reclutamiento inicial se cree que es un proceso
continuo que comienza justo después de la formacién
de los foliculos. En contraste, el reclutamiento ciclico
comienza luego de la pubertad y es el resultado del
incremento de los niveles circulantes de FSH dentro
de cada ciclo reproductivo, lo cual propicia el rescate
de una cohorte de foliculos antrales de la atresia. Los
oocitos en esta etapa ya han completado su crecimien-
to y son capaces de reanudar la meiosis (McGee and
Hsueh, 2000).
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Reclutamiento inicial

Atin no se conocen los mecanismos que controlan
el inicio del reclutamiento de los foliculos desde el pool
de reserva, debido a que éste es un proceso lento y que
involucra un gran ntimero de foliculos (Hirshfield,
1989). Se cree que los foliculos en reposo estan bajo la
continua influencia de factores inhibitorios, ya sea de
origen local o sistémico, que hacen que permanezcan
en descanso (Wandji, 1996). Una disminucién de las
influencias inhibitorias, o un incremento en los facto-
res estimulatorios, podrian provocar el inicio del cre-
cimiento. Se ha asociado el aumento de FSH y LH en
suero con la aceleracion del reclutamiento folicular
(Edwards et al., 1977; Flaws et al., 1997). Sin embargo,
los foliculos primordiales y los primarios carecen de
receptores para LH y FSH; éstos aparecen en el folicu-
lo secundario, asi que se piensa que estas hormonas
deben actuar de una forma indirecta (Oktay et al.,
1997).

Se ha propuesto que factores involucrados en la
comunicacion entre las células de la granulosa y el
oocito cumplen un papel en el reclutamiento inicial.
Uno de los sistemas observados en esta comunicacién
es el c-kit/kit ligando que es expresado por las células
de la granulosa de foliculos en crecimiento, mientras
que el c-kit (un receptor tipo tirosina-quinasa) se loca-
liza en el oocito y en las células de la teca. En ratones
con mutaciones que previenen la formacién de c-kit,
no se logra el desarrollo folicular més alla del foliculo
primario (Huang et al., 1993); sin embargo, las muta-
ciones equivalentes en la mujer no parecen afectar la
fertilidad (Ezoe et al., 1995).

Recientemente se ha aislado un factor producido
por el oocito, que parece incidir en el desarrollo de los
foliculos tempranos. Esta molécula se conoce como
factor de crecimiento y diferenciacién-9 (GDF-9). Es
producida por oocitos primarios y foliculos grandes y
estd ausente en foliculos primordiales (Dong et al.,
1996). Luego del reclutamiento inicial, las células de la
granulosa adquieren la forma cuboidea tipica de los
foliculos secundarios, el oocito continta creciendo, se
forma la zona pelticida y se condensan las células de
la teca alrededor del foliculo preantral. Durante este
periodo, es muy importante la comunicacién oocito-
células de la granulosa, mediante uniones estrechas for-
madas por la proteina conexina 37 (Simon et al., 1997).

El papel de la activina en el desarrollo folicular no
se ha precisado. Estudios realizados en bovinos indi-
can que promueve el crecimiento de foliculos prean-
trales y del oocito, pero no tiene influencia sobre la for-
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macion del antro ni la sobrevida de los foliculos (Tho-
mas et al., 2003). Otra molécula implicada en el desa-
rrollo folicular es el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo I (IGF-I), el cual se cree que promueve la
expresion de receptores de FSH en las células de la
granulosa, aumentando asi la capacidad de respuesta
a esta hormona (Zhou et al., 1997).

En animales y en humanos hipofisectomizados,
donde se presentan concentraciones minimas circulan-
tes de FSH, o en aquellos casos donde existe un defec-
to en el receptor de FSH, se observa que los foliculos
pueden alcanzar los estadios secundario y antral tem-
prano; por ese motivo, durante mucho tiempo se ha
enfatizado que el desarrollo folicular temprano es in-
dependiente de las gonadotropinas (Hillier, 1994). Sin
embargo, algunos estudios han demostrado que los
foliculos preantrales responden a gonadotropinas con
division celular y diferenciacion; por esto, se necesitan
ensayos en modelos humanos para llegar a conocer
exactamente la funcién de la FSH durante el crecimien-
to folicular temprano (Scaramuzzi et al., 1993).

Reclutamiento ciclico

La atresia, o muerte celular programada, es el des-
tino natural de los foliculos en crecimiento durante la
vida prenatal y la nifiez, asi como de la mayoria de
ellos luego de la pubertad, con excepcion de aquéllos
que sobreviven y llegan a ser los foliculos ovulatorios
(Shikone et al., 1997; Fukaya et al., 1997). Aunque la
apoptosis ocurre en cualquier estadio del desarrollo, en
roedores se ha observado que los foliculos mas suscep-
tibles a este proceso son aquéllos que pasan por la tran-
sicién de preantral a antral temprano (Hirshfield, 1991).

Para el reclutamiento ciclico de los foliculos an-
trales, asi como para la supervivencia y multiplicacién
de las células somaticas del foliculo, es de suma im-
portancia la presencia de las hormonas hipofisarias,
sobre todo de la FSH, la cual es un factor de supervi-
vencia de foliculos antrales tempranos en cultivo, al
prevenir su atresia espontanea; accion que no puede
ser lograda por la LH sola (Markstrom et al., 2002;
Chun et al., 1996). El papel de la LH en la superviven-
cia de los foliculos podria ser mediado por estrégenos,
a través del mecanismo donde la LH provee la sintesis
de androstenodiona en las células de la teca y ésta al
pasar a las células de la granulosa, por accion de la
aromatasa se transformaria en estradiol (Hsueh et al.,
1984). Asi que los estrégenos y, sobre todo, la FSH, se-
rian los que actuarian directamente sobre el rescate de
la apoptosis; sin embargo, el mecanismo de accién atiin
no se conoce.
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Mientras que la FSH es el principal factor que pro-
mueve la sobrevida de los foliculos antrales tempranos,
en los foliculos preovulatorios otros factores pueden
contribuir al mantenimiento de la viabilidad celular al
actuar de forma endocrina, paracrina, autocrina y
juxtacrina y asegurar la ovulacién (Hsueh et al., 1995).
Se puede promover la sobrevida de los foliculos preo-
vulatorios mediante el tratamiento con factores endo-
crinos como la LH, la FSH y la hormona de crecimien-
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to (GH) (Spiliotis, 2003), asi como factores de produc-
cion local como el factor de crecimiento epidermal
(EGF), el factor transformador del crecimiento-alfa
(TGF-a), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
(Tilly et al., 1992) y el factor de crecimiento similar a la
insulina-I (IGF-I) (Chun et al., 1994). La interleucina 1-o
también es un factor de sobrevida para los foliculos
preovulatorios y su accion parece estar mediada por
la liberacion de 6xido nitrico (Chun et al., 1995).
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Figura 2-7.
Ciclo ovulatorio normal.
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SELECCION DEL
FOLICULO DOMINANTE

Regulacién endocrina

Luego que los foliculos son reclutados para empe-
zar su crecimiento, viene el proceso de seleccion del
foliculo ovulatorio, durante el cual la cohorte de foli-
culos en crecimiento es reducida al nimero equivalen-
te a la cuota ovulatoria caracteristica de la especie. La
seleccién concluye cuando el nimero de foliculos sa-
nos en la cohorte, con potencial ovulatorio, es igual al
de la cuota ovulatoria (Yeh and Adashi, 2001). Es posi-
ble que durante la fase folicular temprana no se pueda
distinguir facilmente al foliculo dominante del resto
de la cohorte en crecimiento; sin embargo, éste se pue-
de diferenciar del resto por su tamafio, un alto indice
mitético de las células de la granulosa, la presencia de
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cantidades detectables de FSH en el liquido folicular y
la secrecion de cantidades significativas de estradiol.

En el humano, el foliculo seleccionado pasa a ser
dominante una semana antes de la ovulacién e inhibe
el desarrollo de los otros foliculos subordinados, al se-
cretar cantidades importantes de estradiol e inhibina a
la circulacién sistémica que por retroalimentacion ne-
gativa, en la hipofisis y el hipotdlamo, genera la caida
de los niveles séricos de FSH e impide el desarrollo de
los otros foliculos (Zeleznik and Hillier, 1984). Dado
que el foliculo dominante posee mayor cantidad de
receptores de LH, una alta capacidad de aromatizacién
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de andrégenos a estrogenos y una gran cantidad de
receptores para FSH, es capaz de seguir creciendo en
condiciones que para el resto de los foliculos son ad-
versas. Ademas, el foliculo dominante posee niveles
mayores de factor de crecimiento de fibroblastos basi-
co (bFGF), el cual tiene capacidad angiogénica, que fa-
vorece un mayor acceso a las gonadotropinas séricas
(Reynolds and Redmer, 1998). En cambio, los foliculos
subordinados son muy susceptibles a la disminucién
de los niveles séricos de FSH, lo que produce la
apoptosis de las células de la granulosa y provoca la
atresia folicular (Hsueh et al., 1994).

Regulacion intraovarica

El foliculo dominante continta su crecimiento y
produccién de estradiol gracias al incremento de la
biodisponibilidad de factores de crecimiento similares
a la insulina (IGF-Iy 2) y al incremento de la degrada-
cion de las proteinas que unen al IGF (IGFBP), princi-
palmente la IGFBP-4 y 5, que provoca el incremento
de IGF libre y estimula la estereidogénesis y la mitogé-
nesis en el foliculo dominante en desarrollo, preparan-
dolo para la ovulacién (Mazerbourg et al., 2003). Se ha
implicado a la proteasa denominada PAPP-A, «preg-
nancy associated plasma protein-A», como la respon-
sable de la degradacion de IGFBP-4 en foliculos preovu-
latorios humanos (Conover et al., 1999).

Se ha propuesto un mecanismo adicional de con-
trol intraovarico para la regulacién del foliculo domi-
nante, el cual consiste en una interaccion entre foliculos.
Estas interacciones pueden aumentar el efecto de re-
gulacién endocrina del foliculo dominante, ademds fac-
tores producidos por el foliculo dominante pueden
afectar el desarrollo de los foliculos subordinados
(Baker and Spears, 1999).

MADURACION IN VITRO
DE FOLICULOS OVARICOS

En el humano existen varias patologias que cau-
san infertilidad de origen ovulatorio, por lo que se han
desarrollado diferentes protocolos de induccién de la
ovulacién durante los programas de FIV-TE, para tra-
tar de solventar este problema. Al aumentar el nime-
ro de foliculos desarrollados se incrementan ademas
los niveles de hormonas esteroideas y, como consecuen-
cia, se acrecienta el riesgo de desarrollar el sindrome
de hiperestimulacion ovarica, la mds seria complica-
cién que afecta la induccién de la ovulacién (ver cap.
17). Debido a esto, la maduracién in vitro de oocitos
inmaduros de mujeres que no han sido estimuladas
con hormonas, puede ser una alternativa a la estimu-
lacién in vivo (Canipari, 2000).
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Estudios recientes han sefialado que el desarrollo
de técnicas de recoleccion de oocitos inmaduros, com-
binadas con nuevos medios de cultivo, representan una
posibilidad para el tratamiento de parejas infértiles;
sobre todo en dos grupos de pacientes: en las que su-
fren de sindrome de ovarios poliquisticos, que son muy
sensibles a la estimulacién con gonadotropinas y, por
tanto, tienen mayor riesgo de desarrollar el sindrome
de hiperestimulacién ovarica; y el segundo grupo, que
son mujeres con ovarios normales, referidas para un
procedimiento de FIV-TE por presentar factor mascu-
lino severo. La tasa de embarazo clinico senalada es
de 24% por aspiracién y los nifios nacidos hasta la fe-
cha han sido totalmente sanos; por tanto, la recolec-
cién de oocitos inmaduros junto con la maduracién in
vitro podria representar, en el futuro, una técnica que
reemplace a la FIV-TE convencional en determinadas
pacientes (Mikkelsen, 2005; Papanikolaou et al., 2005).

Por otro lado, se presenta el dilema de la preserva-
cion de la capacidad fértil en pacientes jovenes que
sufren enfermedades como el cdncer o alteraciones
autoinmunes, que requieran de esquemas de trata-
miento con quimio o radioterapia, los cuales con mu-
cha frecuencia generan falla ovérica prematura. En este
grupo de pacientes, se ha realizado la congelacién de
su propio tejido ovérico para su posterior transplante
(transplante ortot6pico) o el transplante de tejido ovari-
co de otra paciente (transplante heterotépico). Luego
se practica la estimulacién folicular con gonadotropinas
y la aspiracion de oocitos, para realizar una FIV. Aun-
que se han sefialado embarazos con ambos tipos de
transplante, esta técnica todavia se debe considerar
como experimental, hasta que no se logre una adecua-
da tasa de éxitos y se estandaricen los protocolos de
estudio.

Otra posibilidad es la criopreservacién de oocitos,
que representa una alternativa no quirdrgica para pre-
servar la fertilidad, sobre todo en pacientes que no tie-
nen pareja y, por tanto, no pueden congelar embrio-
nes. A pesar de que la técnica ha sido descrita desde
hace mucho tiempo, con malas tasas de éxito, recien-
temente se han sefialado mejores resultados relaciona-
dos con la sobrevida de oocitos luego de la desconge-
lacién, la fertilizacion y la tasa de embarazos. Los
oocitos en metafase II son extremadamente fragiles
debido a su gran tamafio, su alto contenido de agua y
a la estructura de los cromosomas; por lo que se han
usado las vesiculas embrionarias, que tienen mejor
sobrevida después de la descongelacién, pero que re-
quieran de la maduracién in vitro. En la evaluacion de
los niflos nacidos mediante esta técnica, no se han en-
contrado anormalidades del cariotipo, del peso al na-
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cer o en el desarrollo intelectual. Sin embargo, todavia
se necesitan mayores estudios para que la congelacion
y descongelacion de 6vulos sea aplicada rutinaria-
mente en la préctica clinica (ASRM, 2004).

RESUMEN

La oogénesis y la foliculogénesis son procesos que
ocurren simultdneamente y de forma coordinada
para lograr el desarrollo de un oocito y su expul-
sién en el proceso de ovulacion. La primera con-
siste en una complicada serie de cambios bioqui-
micos, genéticos y estructurales de la célula germi-
nal, que se inician en estadios muy tempranos del
desarrollo embrionario y pueden terminar afios
después; mientras que la segunda consiste en el cre-
cimiento y desarrollo de las unidades funcionales
del ovario que son los foliculos.

La oogénesis se puede dividir en tres etapas: la apa-
ricién y migracion de las células germinales pri-
mordiales hacia el ovario en formacién, el creci-
miento y diferenciacién de las células germinales
dentro del ovario y la meiosis y adquisicién de la
capacidad de ser fecundado.

En el humano, ocurren dos bloqueos de la meiosis,
uno durante la meiosis I y el otro en la meiosis II.
En la profase de la primera divisiéon meiodtica, se
produce el primer bloqueo cuando el oocito pri-
mario se encuentra en el estadio de vesicula
germinal. Este bloqueo se libera varios afios des-
pués, en el transcurso de la vida reproductiva de
la mujer, porque en cada ciclo menstrual, gracias
al pico de LH, los oocitos que son ovulados reinician
y culminan la primera divisién meiética, expulsan-
do el primer corptsculo polar y transformandose
en oocitos secundarios

El oocito secundario, que se encuentra en metafase
de la segunda divisiéon meidtica, se considera ma-
duro, es decir, capaz de ser fecundado, y detiene la
evolucion de la meiosis hasta la penetracion del es-
permatozoide, cuando se completa esta etapa. Los
mecanismos que regulan estos procesos son com-
plejos y se cree que estdn mediados por factores
intrinsecos que favorecen o impiden el desarrollo
del oocito.

Los ovarios de mamiferos estan constituidos por
unidades funcionales béasicas denominadas
foliculos. El foliculo es la tinica estructura en la cual
la célula germinal, el oocito, estd en intima asocia-
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cién con células somaticas especializadas. Los
foliculos pasan por diferentes etapas de desarro-
llo, las cuales han sido clasificadas segtin su mor-
fologia, y el tipo y nimero de células que los com-
ponen, en foliculos primordiales, foliculos prima-
rios, foliculos secundarios o preantrales y foliculos
antrales.

El reclutamiento folicular inicial se cree que es un
proceso continuo que comienza justo después de
la formacién de los foliculos. En contraste, el reclu-
tamiento ciclico comienza luego de la pubertad y
es el resultado del incremento de los niveles circu-
lantes de FSH dentro de cada ciclo reproductivo,
lo cual propicia el rescate de una cohorte de folicu-
los antrales de la atresia. Los oocitos en esta etapa
ya han completado su crecimiento y son capaces
de reanudar la meiosis. El reclutamiento y diferen-
ciacion de un foliculo dominante estd mediado por
la accién de factores hormonales como la FSH y la
LH, y por factores intraovéricos, que pueden au-
mentar el efecto de regulacién endocrina del folicu-
lo dominante.

Estudios experimentales han demostrado que la
maduracién folicular in vitro, con o sin congela-
cién de tejido ovérico u oocitos, puede representar
una alternativa terapéutica para grupos de pacien-
tes que requieran preservar su fertilidad o tengan
riesgo de sufrir complicaciones por la estimulacién
ovdrica.
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