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Resumen

En nuestro pais se ha desarrollado en la presente década toda una infraestructura de grupos de
investigacion, enfocados en la produccion in vitro de germoplasma animal, en donde la maduracion de
gametos (IVM), la fertilizacion (FIV), y el desarrollo embrionario (1VD) in vitro han logrado erandes
avances. En 1996 se publicd en la literatura internacional el primer trabajo que logré reproducir ¢l
desarrollo folicular in vitro, a partir de foliculos primordiales en ratones. Nuestro grupo de investisa-
cién se propuso estandarizar el modelo de desarrollo de foliculos bovinos in vitro, a partir de foliculos
primordiales obtenidos de ovarios fetales, con el fin de contribuir al desarrollo de otras alternativas
biotecnolégicas de la reproduccion animal y de disponer de un modelo para el estudio de medicamentos
¥ compuestos de uso potencial en la reproduccion, previo a su aplicacion en estudios in vivo. En la
presente revision se hace un aporte critico sobre la informacion publicada en el campo del desarrollo
Jolicular in vitro, y se proponen alternativas de investigacion en las cuales el modelo de estudio seria de

gran utilidad cientifica y clinica.
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Introduccion

En la actualidad, algunos investigadores del campo
de la reproduccion han dirigido su trabajo a definir los
procesos que controlan la reproduccion tanto humana
como animal, con el objetivo de desarrollar métodos
que faciliten la manipulacion in vitro: porello, se han
propuesto algunos modelos de crecimiento folicular in
vitro, los cuales una vez se logren estandarizar permi-
tiran disponer de alternativas para evaluar cada una
de las etapas de la dinamica folicular y proceder a ma-
nipular las estructuras foliculares (14). Estos modelos

exigen una gran depuracién técnica, en razon de la
labilidad de cada uno de los componentes de la unidad
folicular. Al estandarizar la técnica de desarrollo
folicular in vitro no sélo se pretende entender el me-
canismo de foliculogénesis en los estados tempranos
del desarrollo, sino también comprender los mecanis-
mos de accion de algunos factores intrinsecos
involucrados en el desarrollo de los foliculos maduros
que finalmente pueden ovular; ademas, se vislumbra
la posibilidad de estudiar la aplicacion de medicamen-
tos que modulen los procesos de la foliculogénesis y la
dinamica folicular - reclutamiento de la cohorte, cre-
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cimiento, establecimiento de la dominancia, atresia y
ovulacidn - para poder solucionar diversas patologias
de la reproduccion. Finalmente, se podrian optimizar
los protocolos de reproduccion asistida en humanos y
se desarrollaria otra alternativa biotecnoldgica para la
reproduccion animal (12, 27,41, 42), ademas de dispo-
ner de cultivos in vitro a posteriori en situaciones que
exigen la criopreservacion de unidades primordiales (5,
20,27,31).

Desarrollo folicular

En los mamiferos las células germinales se origi-
nan del endodermo extraembrionario y migran por mo-
vimiento ameboide hacia la cavidad celomica, para al-
canzar la cresta mesodérmica urogenital entre lacuarta
y octava semana en el humano y el bovino (1, 49).
Después de la octava y décima semanas en el humano
yel bovino, lacélula germinal se transforma en oogonia,
la cual ha de poblar la gonada por procesos mitoticos
(seis o siete divisiones) entre el tercero y el quinto mes
en bovinos (39, 39). o del segundo al séptimo mes en
humanos (50). Al terminar la mitosis la oogonia entra
en el ciclo meidtico hasta el estado de diplotene de la
profase |, donde adquiere el estado de oocito primario
(46, 49). El oocito primario y una capa de células de la
granulosa conforman el foliculo primordial, estadio a
partir del cual comienza la foliculogénesis.

En los foliculos primordiales los oocitos primarios
dejan su estado de latencia espontaneamente y siguen
hacia otras fases de crecimiento durante las cuales
coexiste la diferenciacion y la proliferacion del oocito
y de las células que lo rodean (23). por efecto de los
factores de crecimicento sintetizados en el
microambiente del ovario (12, 13.22, 43): todos estos
eventos son independientes de las gonadotropinas.

En las distintas fases de la foliculogénesis en bovi-
nos, se distinguen caracteristicas que permiten identi-
ficar los foliculos asi (3. 26, 49):

1. Foliculo primordial. Tiene un diametro promedio en
cultivo superior a 40 mm posee un oocito de locali-
zacion central cuyo diametro es de 29.7 mm ro-
deado por una sola capa de aproximadamente 10
- 15 células aplanadas y una lamina basal que cons-
tituiran la futura capa de la granulosa (3,28, 48). A
partir de este foliculo se inicia el proceso de creci-
miento y maduracion folicular, con el fin de garan-
tizar unidades cada vez mas maduras que pueden
llevar al oocito hacia la ovulacion o hacia la atresia.

2. Foliculo primario. Se caracteriza porque ocurre un
cambio significativo cuando las células aplanadas
que rodean el oocito aumentan su tamaiio hacia una
forma mas cuboidal. crecen hasta los 80 mm de
diametro y se consolida como una estructura con
un oocito de un diametro superior a 31.12 mm y
una capa de 25-40 células cuboidales llamadas cé-
lulas de la granulosa (GC). Sobresale el aumento
del volumen del oocito y la formacion de la zona
pelicida (3, 26, 28.29. 48).

3. Foliculo secundario. La transicion hacia este esta-
dio depende del estimulo de la hormona foliculo es-
timulante, FSH (Follicle Stimulating Hormone), en
donde el foliculo alcanza entre 81-130 mm de dia-
metro, posee de dos a siete capas rodeando el
oocito, que fluctiia entre 49.5 y 68,6 mm, para un
total de 41 a 250 GC; en esta fase las GC desarro-
llan la capacidad de sintesis de factores de creci-
miento y esteroides (2, 3.26,27.29.43.47,48).

Para el caso humano, Gougeon (1996). recomien-
da una clasificacion desde el foliculo secundario hasta
la ovulacion, segin la relacion entre la formacion y ¢l
crecimiento del antro folicular (23):

a. Foliculodeclase 1. Corresponde al foliculo preantral
temprano con un diametro folicular de 100 mm en
promedio, en el cual se observan pequenas cavida-
des del antro folicular inicial, producto de la acu-
mulacion del fluido folicular (al parecer el antro es
¢l resultado de un proceso de apoptosis). También
se presenta un gran aumento en las células de la
granulosa en la region antral.

b. Foliculode clase 2. El diametro del foliculo aumen-
ta hasta 180 y 250 mm. Luego, como consecuencia
de la acumulacion del fTuido en la cavidad antral y
de la proliferacion de las células de la granulosa y
de la teca interna, el foliculo progresa por los esta-
dios del desarrollo clase 3 y clase 4. hasta un dia-
metro superior de 500 mm (3, 23, 28, 29).

¢. Foliculos de clase 5 y 6. Corresponden a la unidad
folicular dominante, producto de la seleccion y el
establecimiento de la dominancia a partir de la
cohorte reclutada inicialmente; estos foliculos po-
dran llegar hasta la ovulacion si reciben el estimulo
preovulatorio de la hormona luteinizante, LH (9. 21,
22.51).

d. Foliculos de clase 7y 8. Representan el final de la
fase de desarrollo. cuando las células de la granulosa
presentan una marcada transformacion morfologica.
como resultado de la modulacién en la organiza-
cion del citoesqueleto (23).
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El objetivo de la dinamica folicular es alcanzar el
estadio de foliculo preovulatorio que llega al maximo
nivel de maduracion con un oocito capacitado para ser
fecundado (12). Para la consecucion de este objetivo,
se requiere que en el proceso de maduracion ocurra
simultaneamente el desarrollo nuclear y citoplasmatico
(49). Los factores que regulan el proceso coordinado
de maduracion, depende de la accion conjunta de las
gonadotropinas, los diferentes factores de crecimien-
to, las citoquinas, los péptidos como la inhibina y la
activina, todos ellos modulados por el efecto del estradiol
(8,21,32,34,35,40).

Aislamiento y obtencion de foliculos preantrales

En esta década de los 90 se han empleado varias
técnicas para aislar unidades foliculares, dependiendo
del tipo de foliculos que se quieran estudiar y de los
objetivos propuestos en el ensayo (27). En los cultivos
in vitro de foliculos en el raton se ha logrado desarro-
llar a partir de foliculos primordiales y primarios hasta
la ovulacion, la fertilizacion (7) y el desarrollo embrio-
nario (14. 15). Los métodos de aislamiento de los
foliculos preantrales del ovario. descritos por los diver-
sos autores, pueden afectar la estructura y los compo-
nentes celulares de la unidad folicular, principalmente
las células de la teca, las cuales muestran una tenden-
cia a la degradacion temprana y en consecuencia, la
respuesta de las unidades foliculares es muy pobre.
Por esta razon, se han tenido grandes dificultades para
su aplicacion en otras especies (13, 17, 18,27, 38, 42,

48).

Entre las técnicas para aislar las unidades foliculares
del ovario se resumen en esencia dos procedimientos:
los enzimaticos y los mecanicos. En los enzimaticos el
tratamiento se realiza con pronasa, tripsina y
colagenasa (4,12, 16,24, 27.35), donde la colagenasa
s ideal para aislar foliculos pequeiios -primario y pri-
mordial, de ovario fetal en murino, debido a que se
obtiene un gran numero de unidades foliculares (4).
La desventaja de esta técnica es la induccion del daio
en algunas estructuras de la unidad folicular, las cuales
van desde la remocidn de la membrana basal, de las
células tecales y de otras estructuras en la superficie
celular, que afecta la viabilidad y sobrevivencia de las
unidades foliculares.

El aislamiento mecanico presenta dos alternativas:
ladiseccion manual (3,7,8, 12,13, 17, 18) vel rallado
mediante el uso de utensilios tipo raspador (33.41). La
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diseccion manual se recomienda para unidades de gran
tamanio (foliculos secundarios, preovulatorio), este pro-
ceso, si se realiza con precaucion. puede producir
menor dano en las estructuras que constituyen las uni-
dades foliculares y se recomienda para el tejido ovarico
muy fibroso, como es el caso del ovario bovino. La
desventaja que presenta la técnica es la obtencién de
un reducido nimero de unidades foliculares por ovario
(12,27).

El rallado con utensilios tipo raspador, se usa para
ovarios con tejido no muy fibroso, presenta un mavor
namero de unidades foliculares con respecto a la di-
seccion manual, pero puede generar muchas unidades
con daiio en la mebrana basal. en las células tecales y
deformaciones de la unidad por presion; no obstante,
esto se puede ver compensado por el gran niimero de
unidades obtenidas con buena morfologia (27). Lo an-
terior plantea el uso de una apropiada combinacion de
las dos técnicas (mecanica y enzimatica) para la diso-
ciacion de unidades foliculares mas pequenas -primor-
diales y primarias (17, 18) que puedan alcanzar su de-
sarrollo in vitro hasta el estado preovulatorio.

Aislamiento de foliculos bovinos

La técnica mecanica se prefiere para separar
foliculos preantrales de ovarios de fetos, y de animales
prepuberes y adultos bovinos. Estos métodos incluyen
cortes delgados sucesivos de los ovarios en fragmen-
tos, seguidos por el desprendimiento mecanico de los
foliculos pequeiios por pipeteo (17, 18): y el uso de
objetos tipo raspador con los cuales se liberan foliculos
preantrales pequenos y células diversas (33). Con es-
tos métodos se obtienen foliculos de 30 a 150 um. es
decir, foliculos preantrales en crecimiento temprano (18,

32.33).

Otros grupos han efectuado tratamientos
enzimaticos con colagenasa para el aislamiento de
foliculos y han comparado su eficiencia con el trata-
miento mecanico, y si bien se ha logrado aislar un gran
ntiimero de foliculos usando la enzima, la calidad del
foliculo se ve muy comprometida (47). En nuestro grupo
de investigacion se hicieron ensayos con la técnica
enzimatica pero no se obtuvieron resultados satisfac-
torios (Resultados no publicados), lo cual sugiere la
existencia de grandes diferencias estructurales entre
los ovarios murinos y bovinos. Algunos autores han
informado el aislamiento de foliculos preantrales en
ratones usando colagenasa y DNAsa, obtenidos con
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morfologia normal, de 60 — 170 pm de diametro (4,
47). Sinembargo, en el bovino no se ha determinado ni
la concentracion optima de la enzima ni el tratamiento
mecanico que puede ser usado en combinacion con
ésta, para asegurar el aislamiento de foliculos de bue-
na calidad. Nuestro grupo se encuentra trabajando en
esta linea de investigacion.

El aislamiento de foliculos preantrales en estados
tardios -entre 120-200 pm-, se puede lograr s6lo por
microdiseccion (3, 47) donde se obtienen alrededor de
50 a 60 foliculos después de 2 a 3 horas de aislamiento
(37). La microdiseccion no es un procedimiento ade-
cuado para aislar foliculos menores de 100 pm ni para
obtener gran niimero de foliculos, pero si asegura la
calidad del foliculo y es un método importante para
experimentos a baja escala, disenados para determi-
nar las condiciones optimas de cultivo de foliculos
preantrales (37).

Técnicas de seleccion de foliculos

La seleccion de las unidades foliculares varia de acuer-
do con el método utilizado para el aislamiento, la espe-
cie empleada como modelo y la hipdtesis a probar en
el ensayo (41). En el raton, la seleccion se realiza me-
diante lavados sucesivos para eliminar la contamina-
cion con otras células, porque el tratamiento enzimatico
permite obtener una poblacién predominante de
foliculos preantrales con una reduccion de otros tipos
celulares (4, 15, 16).

En el bovino, de acuerdo con la estructura del teji-
do ovarico, se ha visto la necesidad de combinar téc-
nicas mecanicas y enzimaticas, para el aislamiento de
los foliculos, donde se obtiene una poblacion
heterogénea de foliculos y células estromales, por lo
cual es necesario hacer varios lavados que reducen la
cantidad y calidad de los foliculos obtenidos. Los
foliculos primordiales y primarios de buena calidad
deben tener las siguientes caracteristicas: lamina basal
intacta, una o dos capas de células de la granulosa y el
oocito en posicién central (17,28, 47). Para mejorar la
seleccion se han utilizado filtros y pipetas precalibradas
los cuales aseguran una menor presencia de células
no deseadas y cultivos mas limpios.

Cultivo in vitro de foliculos preantrales

En el desarrollo de sistemas de cultivo in vitro para
foliculos preantrales de roedores -hamster, ratones, rata
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(18), se han realizado progresos significativos, que han
sido posibles, gracias a la aplicacion de diversos me-
todos y medios de cultivo, los cuales varian segiin el
proposito para el cual fueron disenados y por lo tanto
se hace dificil su comparacion.

Los medios de desarrollo y sostenimiento de los
foliculos cultivados in vitro se basan en un medio mi-
nimo suplementado con elementos necesarios para la
funcionalidad de la unidad folicular; entre los mas utili-
zados tenemos el MEM (alfa modificado). el Waymonth
MB 752/1, el Hepes 199 y el de M"Coys: este Gltimo
es el que presenta el mejor resultado sin la adicion de
gonadotropinas, esta suplementado con insulina,
transferrina, selenio, glutamina, piruvato e IGF-1 y se
ha probado en el raton y en otras especies con resulta-
dos similares (4, 13, 14, 17, 27). No obstante, en el
modelo bovino no se han logrado los éxitos esperados.

Un sistema desarrollado en ratones por Eppig y
Schroder, involucra el crecimiento de unidades indivi-
duales de complejos-oocito-cumulo en una matrix de
colageno que ha demostrado tener €xito en un gran
nimero de oocitos, los cuales han alcanzado una pro-
gresion meiotica pudiendo ser fertilizados y llevados a
un desarrollo embrionario (15, 16 y 42). Posteriormen-
te este sistema fue adaptado al cultivo intacto de uni-
dades foliculares preantrales en los diferentes esta-
dios de desarrollo, que pueden sobrevivir por un perio-
do de 7 dias en el bovino. Durante el cultivo se puede
presentar un incremento en el tamano del oocito, ob-
servar proliferacion de las células de la granulosa y
exhibir respuesta a las gonadotropinas (15, 16.42).

L.a FSH es esencial para la progresion del foliculo
hacia los estadios preovulatorios y la LH para la orga-
nizacion del oocito en el proceso de maduracion (4. 9,
10, 12, 32). De ahi que los autores recomiendan adi-
cionar concentraciones de FSH superiores a 100 ng/
ml con el fin de garantizar la funcionalidad en la uni-
dad folicular; con esta concentracion se disminuye la
competitividad entre los foliculos y se aumenta la
sobrevivencia (3.4, 7, 12). Asimismo, Tilly y Tilly (1995),
recomiendan utilizar gonadotropinas IGF-1 y otros fac-
tores endégenos, para disminuir el proceso de apoptosis
de las unidades foliculares (43).

La LLH se adiciona en el momento optimo de la ma-
duracion folicular, con el fin de no adelantar el proceso
de la luteinizacion (7, 12): otros investigadores sugie-
ren la necesidad de adicionar precursores androgénicos



142

-androstenodiona- (25). También se recomienda adi-
cionar el Factor de crecimiento epidérmico (EGF) jus-
to después de la formacion del antro folicular, porque
puede ser esencial para completar la maduracion nu-
clear en el oocito y prepararlo para la fertilizacion,
una vez ocurra la ovulacion (7, 11, 12). Ademas, se
presentan casos en los que se utiliza el fluido folicular
para suplementar el medio (6).

El estradiol parece ser una de las hormonas mas
determinantes para el éxito de los cultivos in vitro de
las células de la granulosa, en especial para la diferen-
ciacion y proliferacion (25, 44). Lo anterior podria su-
gerir que el estradiol también sea un factor importante
para el desarrollo de las unidades foliculares, dada la
estrecha relacion funcional entre las células de la
granulosa y el oocito. El cultivo simultineo de los
foliculos puede favorecer y prolongar su sobrevivencia,
con lo cual se puede garantizar una mayor produccion
y concentracion de los factores necesarios para su
desarrollo (12, 42).

Perspectivas de aplicacion biotecnologica

El desarrollo de sistemas de cultivos que permitan
soportar el crecimiento de oocitos inmaduros hasta el
estado donde ellos puedan ser madurados y fertiliza-
dos in vitro, permitiria entender el mecanismo de la
foliculogénesis en estados tempranos del desarrollo, asi
como también se podria asegurar un gran abasteci-
miento de oocitos para la manipulacion y un gran au-
mento en la produccion de una poblacion uniforme de
animales de alta genética.

En la especie bovina, el desarrollo de la técnica de
produccion de foliculos a partir de ovarios fetales y
preplberes, podria tener una gran repercusion en los
programas de cruce y mejoramiento genético, asi como
una reduccion en la inversion en el recurso animal como
vientres, porque permitiria disponer de los gametos
desde la etapa temprana fetal y evitaria la cria de la
hembra donante desde su nacimiento hasta el estable-

Summary

Rev Col Cienc Pec Vol. 12: 2, 1999

cimiento de la edad reproductiva. En consecuencia, se
podria incurrir en el ahorro en tiempo y en inversion,
de casi en una generacion dentro del esquema de cru-
zamientos.

Adicionalmente, la técnica se podria usar para acor-
tar el intervalo generacional en programas de selec-
cién y mejoramiento genético, y para la propagacion
de animales en via de extincion (48). Asimismo, en
diversos estudios basicos y moleculares que permiti-
rian esclarecer herramientas metodoldgicas para me-

Jjorar la eficiencia de la biotecnologia de la reproduc-

cion. Por altimo, los cultivos se podrian usar para el
estudio de diferentes agentes citotoxicos que afectan
el desarrollo folicular (19, 30, 36).

Conclusiones

El beneficio potencial de utilizar foliculos inmaduros
de ovarios fetales o de animales prepuberes ha sido
enfatizado por varios autores. El éxito del aislamiento
y el desarrollo de los sistemas de cultivo in vitro de
foliculos preantrales en roedores, ha dado esperanzas
para el desarrollo de sistemas similares en especies
domésticas. En estas Gltimas, las investigaciones de-
beran concentrarse en el desarrollo de procedimientos
de aislamiento confiables para obtener una poblacién
homogeénea de foliculos, y poder definir los requeri-
mientos metabdlicos para el crecimiento lento de los
foliculos preantrales para alcanzar el desarrollo nor-
mal del oocito hasta el estadio preovulatorio y la ovula-
cion.
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During the present decade the protocols for in vitro maturation (1VM), in vitro fertilization (1VE) and
in vitro development (1VD), have been developed in our country. The first report on in vitro rat
Jolliculogenesis was published in 1996, Our group was cncouraged to initiate the procedure for
standurdize the model of bovine folliculogenesis in vitro by using fetal bovine ovaries, with the aim to
contribute to develop biotechnological alternatives for animal reproduction, and to have a model in
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vitro in which medical compounds with potential use in animal reproduction could be evaluated, previous
to its application in in vivo studies. In this paper we present a critical review about the information
concerning the field of bovine in vitro follicular development; in addition, some areas of research are
proposed in which the model could be useful for basic and clinical research.

Key words: Bovine, Follicular dynamics, Folliculogenesis, Preantral follicles.
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