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éter, los especimenes se inyectaron directamente en la vena
superior del ala con una-sola dosis de peroxidasa (Horseradish
peroxidase, type II, Sigma Chemical) consistente en 2-3 mg por
10 g de peso corporal, disueltos en 0.1 ml de solucién salina.

Después de la inyeccién, los ovarios se extrajeron a intervalos
de 30 seg, 1 min, 2 min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min, y 120
min. Para eliminar variaciones intraespecificas, se procuré
obtener ovarios de individuos diferentes para un mismo
intervalo.

2. Procedimientos citoquimicos y de microscopio de luz
Los ovarios se despojaron de los tejidos adiposo y conectivo y
para fijarlos se sumergieron en una solucién de glutaraldehido
(Ladd Research Industries, Burlington-Vermont) al 2.5% en
amortiguador fosfatado 0.1 M pH 7.5 durante 4 horas a 42C.

Posteriormente se pasaron a solucién de sacarosa (Sucrose
grade I crystalline, Sigma Chemical) al 5% en amortiguador
fosfatado 0.1 M pH 7.5, donde permanecieron durante 12

horas, al cabo de las cuales se cambiaron a amortiguador

fostatado 0.1 M pH 7.5.

Utilizando un cri6tomo (Lipshaw Manufacturing, Detroit,
Mich.) los ovarios se seccionaron por congelacién, en cortes,
de 6 micras de espesor.

Para demostrar la actividad de peroxidasa, las secciones se
incubaron por 20-30 minutos a 37 2C en el medio DAB-H ,0,
de Graham-Karnovsky!® que consiste de una solucién
preparada con 6 a 9 mg de 3,3 -diaminobencidina (Sigma
Chemical) en 30 ml de amortiguador tris-HCL 0.05 M pH 7.5 a
la que se afiade 0.1 ml de H,0, (Acqua ossigenata 120 vl »
H,0,, Carlo Erba-Milan) al 31.5% hasta obtener una
concentracion final de 0.001%, de acuerdo con la modificacién
de Nakane y Pierce2°.

Para verificar si la coloracién resultante no provenia de la
actividad de la peroxidasa endégena ovérica, los ovarios de
control, o sea los de los animales que no recibieron inyeccién
de peroxidasa, se incubaron en un medio completo de
DAB-H,0,. Todos los cortes se lavaron en tres cambios de
agua destilada, luego se contrastaron con verde luz al 1% vy se
deshidrataron en alcoholes de grado creciente, en xilol-alcohol
y en xilol.

Por dltimo, todas las secciones se montaron para su estudio
y observacién con el microscopio de luz.

RESULTADOS

Al microscopio de luz, la peroxidasa aparece como un producto
de color marrén que se localiza tanto en el lumen de los vasos
sanguineos como en el espacio extravascular del ovario (Figura
1). En los primeros intervalos después del tratamiento con
peroxidasa (30 seg, 1 min, 2 min, 5 min, 15 min, y 30 min),
la distribucién de la enzima es idéntica. mas no su intensidad
que aumenta gradualmente. En los invervalos tardios (60 min,
120 min), se nota una marcada disminucién y hasta ausencia
del producto de reaccién.

Sin embargo, dentro de una misma seccién de tejido, la
intensidad varia desde la periferia hacia la porcién central del
organo, pues es mayor en el epitelio superficial y drecrece a
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nivel de la corteza, donde se encuentran los foliculos en
diferentes estados de maduracién y el cuerpo liteo, y en la
medula, que contiene vasos sanguineos y tejido intersticial

(Figura 1).

Figura 1. vncrorotograna de luz de un corte de ovario, | minuto después de la inveccién de
peroxidasa. kn este corte aparecen las tres zonas de distribucion del producto de reaccion: La
primera, mas coloreada, en el epitelio germinal del ovario (1). La segunda, de coloracién menos
intensa, donde la peroxidasa se localiza en los foliculos y en el cuerpo liteo (2). La tercera, en
la medula del ovario, donde el trazador aparece dentro de los vasos sanguineos (3). Se aprecia
un foliculo en fase preovulatoria (f) invadido por la peroxidasa, especialmente a nivel del
antro. Sin embargo el oocito se encuentra libre por completo de la proteina. X 140.

Al examinar en detalle los capilares sanguineos, se observa que
la peroxidasa forma conglomerados que se adhieren a su
endotelio (Figura 2). Una vez que la proteina abandona esta
estructura, ninguna regién del aparato folicular impide su paso
hacia la membrana plasmatica del oocito. Asi, en los foliculos
primordiales o unilaminares se sittia sobre la lamina basal
perifolicular, entre las células foliculares y sobre la superficie
del oocito (Figura 2) y, con algunas excepciones, en el
ooplasma.

Figura 2. Microfotografia de luz de un corte de ovario, 15 minutos después de la inyeccion de

peroxidasa. kn los foliculos primarios (p). el producto de reaccién ocupa la ldmina basal peri-
folicular, v en el interior del oocito se observa como pequefios puntos. Aparece también un
foliculo secundario (s), donde la peroxidasa se localiza en la teca, en los intersticios entre las
células foliculares, en la zona pelicida y en el ooplasma. En el endotelio capilar (c), la

perpxidasa forma conglomerados pequefios. X 600.
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En los foliculos secundarios o preantrales, se distribuye entre

las fibras colagenas y elasticas del tejido conectivo de la teca,
forma depésitos entre las células foliculares, y aparece como
una placa densa en la zona pelicida (Figura 3). Mientras que
los oocitos de algunos foliculos secundarios incorporaron el
trazador, otros no lo hicieron (Figura 2).

Figura 3. Microfotografia de luz de un corte de ovario, 5 minutos después de la inveccion de

peroxidasa. En esta seccién de corteza, se aprecian algunos foliculos primarios (p) donde el
trazador ocupa la lamina basal perifolicular, notdndose una coloracion débil en el interior del
oocito. El foliculo de mayor tamatfio (s), que corresponde a un foliculo secundario o preantral,
esta rodeado por capilates maltiples (c) saturados de peroxidasa. La zona pelicida (z), es
accesible a la proteina. X 300.

En los foliculos terciarios o antrales se repite la misma dis-
tribucién que ocupa ademais los limites del antro y el ooplasma.
Los foliculos preovulatorios son también permeables a la
peroxidasa, que se localiza principalmente en la cavidad antral
y en la zona pelicida, sin penetrar al interior del oocito (Figura
1). No fue posible determinar claramente al microscopio de luz
si las células de tejido conectivo y las células intersticiales
incorporaron peroxidasa por medio de vesiculas o vacuolas. kn
contraste, la proteina es perfectamente visible en el espacio
intercelular (Figura 4). En los ovarios de control la peroxidasa
no mostro actividad endégena alguna.

DISCUSION

Se ha utilizado el vampiro Desmodus rotundus como sujeto
experimental, por la relativa facilidad para adaptarse a la vida
de laboratorio?! y por la necesidad de explorar algunos
aspectos de su morfofisiologia reproductiva, desconocidos
hasta ahora, que pueden ser dtiles en su posible control
biolégico. Esta altima anotacién es de importancia especial
pues el vampiro Desmodus rotundus es un vector de varias
enfermedades que como la rabia provoca pérdidas conside-
rables de ganado vacuno en Latinoamérica, donde se ha
constituido en una verdadera plaga?2.

Por otra parte, en esta especie hay ciertas peculiaridades que
permiten establecer algin paralelismo con la fisiologia re-
productiva de la mujer, como la apariciéon de procesos
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Figura 4. Microfotografia de luz de un corte de ovario, 2 minutos después de la inyeccién de
peroxidasa. El trazador es claramente visible en los capilares perifoliculares (c), en la teca (t)
en forma de lineas finas, y en las células foliculares. La reaccién es fuerte a nivel de la zona
pelicida (z) y débil en el ooplasma (o) de este foliculo secundario o preantral. X 800.

degenerativos en la capa funcional del endometrio, fenémeno
que podria asimilarse a una menstruacién 23; la funcionalidad
de ambos ovariosy laliberacién de solamente un oocito en cada
ovulacién?4, lo cual conduce, si hay fecundacién, al
nacimiento de una cria por afio. El periodo de gestacién en la
hembra del Desmodus rotundus tiene una duracién aproxi-
mada de siete meses?!.

En el presente estudio se utiliz6 como trazador la peroxidasa,
proteina de bajo peso molecular (40,000) y de poco tamafio

(30-40 A ¢ de diametro) '°.

Las preparaciones comerciales de peroxidasa contienen mil-
tiples componentes que se pueden separar por electroforesis y
que no difieren en tamafio, peso molecular, actividad
enzimatica, espectro de absorcién o composicién de amino-
dcidos?>, La alta actividad enziméatica tiene un efecto
amplificador, de tal manera que su localizacién en un deter-
minado sitio se puede descubrir si se le permite actuar sobre un
sustrato apropiado, como la 3,3 -diaminobencidina, en
presencia de peréxido de hidrégeno (H,0,), lo cual conduce a
la formacién de un producto reactivo de color marrén,
facilmente observable al microscopio de luz?>.

Estas caracteristicas indican que la técnica empleada provee
una alta sensibilidad y es ademéas ventajosa porque solamente
los leucocitos y eritrocitos presentan una actividad peroxi-
dasica significativa?’, de tal forma que la casi totalidad del
marcador descubierto dentro de las diversas estructuras
estudiadas no corresponden a peroxidasa endégena, pues ésta
se halla confinada, por asi decirlo, a estos corpisculos

sanguineos, por lo cual no se puede evidenciar dentro de otro
tipo de células.

Debido a estas razones la peroxidasa se usa ampliamente como
trazador para estimar la permeabilidad tubular del rifion 26, de
los capilares25, de la barrera hematoencetélica?’.28, de la




barrera hematotesticular?®-3!, y de los capilares y foliculos
ovéaricos 1»16:18 en mamiferos.

Se ha ebservado que la peroxidasa puede inducir aumento en la
permeabilidad vascular y dafio similar al producido por las
aminas vasoactivas '.32,33. Sin embargo, estos efectos dependen
de las dosis y especies utilizadas!. Asi, las cifras altas de
peroxidasa por gramo de peso corporal, pueden causar ruptura
de los complejos celulares de unién en el endotelio capilar y
permitir una pérdida excesiva del trazador hacia el espacio
extravascular 152,33, kn el presente estudio, las cantidades que
se usaron (2 a 3 mg/10 g de peso corporal) estan por debajo de

los niveles toxicos.

Mientras los ratones y las ratas Wistar-Furth son resistentes a
la accién liberadora de histamina y serotonina de la peroxi-
dasa?°,34, los conejillos de Indias y las ratas Sprague-Dawley no
lo son !+32, Se ha determinado que las pérdidas extravasculares
del trazador ocurren principalmente en las vénulas, dentro de
los 5 minutos siguientes a la inyeccién y, que se pueden
detener con el tratamiento previo de una combinacién de
antagonistas de la histamina y de la serotonina (metisérgido y
tripolidina) '»25. Cuando esto ocurre, disminuye la intensidad
de la coloracion del producto de reaccién, efecto que se puede
atribuir a un descenso del flujo sanguineo ovarico o a un
retardo en el movimiento del trazador a través de los complejos
de unién interendoteliales!. Aln no se ha establecido si en el
vampiro ocurren cambios en la permeabilidad vascular
inducidos por la peroxidasa, hipétesis que se confirmaria
facilmente si se observa con el microscopio electrénico una
ruptura de los complejos de unién.

Por otra parte, se ha determinado que el transporte a través del
endotello capilar no se afecta ni por la pureza ni por el volumen
de dilucién del trazador!.

Durante el proceso de los tejidos, es frecuente hallar artefactos
de difusiéon creados por una absorcién inespecifica” de la
peroxidasa en los nicleos y membranas celulares. Este efecto
se puede contrarrestar si se proporciona al tejido una
proteccion osmética, por intermedio de una solucién hiper-
tonica de sacarosa afiadida a los medios de fijacién y lavado.

Los tejidos seccionados por congelacién en cortes de 6 micras
de espesor, se incubaron posteriormente en el medio Graham-
Karnovsky !° por un periodo de 20 a 30 minutos, permitiendo
asi una mayor superficie de exposicion al medio. Este pro-
cedimiento, empleado con éxito en otras oportunidades 151618,
mostr6 resultados satisfactorios porque no se presentaron
artefactos de difusion susceptibles de interpretaciones erroé-
neas.

Debido a la intima relacién que existe entre las composiciones
quimicas del liquido intersticial y del plasma sanguineo,
cualquier cambio en la concentracién de un determinado ion o
molécula en la sangre que irriga los tejidos, se refleja inme-
diatamente en variaciones de su concentracion en el liquido
intersticial. Los iones y las moléculas pequefias como sodio,
potasio, cloruro, bicarbonato, urea, glucosa y agua, pasan sin
ningin problema a través de la pared capilar, mientras que las
moléculas grandes como las proteinas, lo hacen con dificultad

bajo condiciones normales, y en el liquido tisular tienen

Vol. 12 No. 4 — 1981

concentraciones bajas. Sin embargo, a causa de la vasta area de
intercambio y del flujo de sangre que lo irriga, la cantidad de
proteinas intercambiadas por dia alcanza una magnitud
apreciable?. Si se inyecta una sustancia exégena capaz de
difundirse en un tejido, la corriente sanguinea la lleva hasta el
espacio intersticial, disminuyendo la cantidad o concentracién
de la sustancia a un ritmo que cambia a cada momento, de
acuerdo con la concentracién restante *°. Esto se puede aplicar
al caso de la peroxidasa, teniendo presente que, ademas de
tratarse de una sustancia exégena en estos experimentos, debe
atravesar con algin grado de dificultad la pared capilar, debido
a su estructura proteica. Los resultados indican que, a un
intervalo tan corto como 30 segundos después de la inyeccion,
la peroxidasa se ha difundido a través del endotelio capilar y de
su ldmina basal, para situarse en el espacio extravascular del
ovario. La enzima se agrupa en pequefios conglomerados que se
adhieren a la pared capilar, por lo cual es dificil discernir a
nivel de microscopia éptica, si el transporte se efectia a través
de los espacios intercelulares del endotelio capilar o por
intermedio de vacuolas o vesiculas pinocitéticas.

Se puede definir la permeabilidad capilar como el grado en que
el capilar permite el paso de una molécula determinada de
acuerdo con su solubilidad en los lipidos y con su tamafio y su
torma. La pared capilar actia como una barrera pasiva,
libremente permeable en toda su extensién a las moléculas
liposolubles. Las que no son liposolubles, como la peroxidasa,
no disponen para su intercambio de toda la superficie
endotelial, v deben limitar su transporte a través de canales
acuosos intracelulares o intercelulares, para llegar al espacio
extravascular. Por consiguiente, el dreareal parala difusién de
las moléculas insolubles en lipidos es menor que el area total de
la membrana, y la velocidad de penetracién capilar es menor
que la de difusién libre?37.

listos hechos llevan a pensar que el capilar sanguineo res-
tringe en algin grado el transporte de la peroxidasa desde el
lumen hasta el espacio intersticial del ovario, y que la via a

segulr estd constituida por los canales acuosos intra o

intercelulares. De otro lado, en estudios con trazadores
enzimaticos y proteicos, se ha establecido que los espacios y las
uniones intercelulares del endotelio de los capilares de tipo
continuo, son permeables a la peroxidasa?®3% mientras que
solamente las fenestras de los capilares discontinuos son
permeables a este trazador3®’. Otros cuerpos mayores como
ferritina, diéxido de torio, oro coloidal, sulfito mercirico y
carbonato, son obstruidos por las fenestras y uniones, pero
pueden ser transportados dentro de vesiculas®® 43, o en
vacuolas fagociticas#4, o via gap-junctions” en vasos nor-
males*, y en vasos tratados con histamina . Las uniones vy las
fenestras se pueden considerar como las manifestaciones
fisicas del sistema de “poros’ pequenios 38, mientras que los
sistemas de transporte por vesiculas o vacuolas pueden
representar los “poros’ grandes que han propuesto algunos
fisi6logos 3.

Aunque los capilares ovaricos del vampiro no se han descrito
ultraestructuralmente, se supone que son semejantes a los de
otras especies de mamiferos, como el ratén hembra, donde
Payer '8 observé un endotelio de tipo continuo similar al
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descrito por Bruns y Palade*? 47 y Karnovsky?® en el lecho
capilar del misculo esquelético; o como las ratas de las cepas
Wistar-Furth y Sprague-Dawley, donde Anderson! demostr6
la presencia de un endotelio continuo con numerosas vacuolas
o vesiculas.

Este investigador observé uniones aparentes de la membrana
celular, en los sitios donde se presentaban hendiduras o fisuras
intercelulares estrechas (200 A 9), resultados que concuerdan
con los obtenidos por Byskov*® y Morris y Sass*® en los
capilares de los foliculos preovulatorios de ratén hembra y en
los del cuerpo lateo de la rata, respectivamente.

Si los capilares del ovario del vampiro exhiben un endotelio de
tipo continuo, su permeabilidad al paso de proteinas debe ser
inferior a la de los capilares de higado e intestino, donde hay un
endotelio fenestrado y una permeabilidad alta a las proteinas, y
similar a la de los capilares de musculo, piel, corazén y
pulmones, que presentan un endotelio continuo y restringen el
paso de proteinas en forma significativa-°.

Una vez que la peroxidasa se ha difundido a través del endo-
telio capilar y de su lamina basal, se sitia en el espacio
extravascular del ovario, bien sea para alcanzar las células y los
elementos de tejido conectivo de la teca de los foliculos en
diferentes estados de desarrollo, o para penetrar al interior del
cuerpo lateo.

El foliculo ovarico, encerrado por su lamina basal, es una
estructura avascular 45,4, afirmacion valida para cualquier
tamafio o estado de maduracién folicular. El significado de esta
disposicion morfolégica es que cada molécula destinada a
entrar al foliculo, debe abandonar el lecho capilar de la region
perifolicular, atravesar la capa tecal y lalamina basal antes que
ocurra una posible incorporacién por parte de las células
foliculares '8,

En esterecorrido quedebeefectuarlaperoxidasa,seencuentran
las células intersticiales de la teca, que estan separadas de los
capilares por un espacio perivascular subendotelial similar al
descrito en otros organos endocrinos®. No se sabe con
exactitud qué funcién desempefien estas células en relacion
con el transporte de sustancias extrafias al interior del foliculo.
Al respecto, E. Anderson.'® observé una incorporacion activa
de la proteina por micropinocitosis, pero W. Anderson ! opina
que esas células actan en procesos de fagocitosis, que pueden
ocurrir en el caso de la peroxidasa, pero en una proporcion
limitada, pues el trazador es visible en el interior de los
foliculos. Aunque no existe una consideracién definitiva sobre
este punto, se puede afirmar que las células intersticiales y los
elementos de tejido conectivo de la teca no actian eficien-
temente en el control de la penetracion de la proteina al
interior del foliculo.

Merk y col.5! definen la teca y la lamina basal perifolicular
como barreras reguladas por hormonas al paso de determi-
nadas sustancias; sin embargo, en los hallazgos del presente
estudio no se han visto variaciones en la permeabilidad de estas
estructuras a la peroxidasa, en relacién con la fase del ciclo
reproductivo en que se hallaban los especimenes en el
momento de extraer los ovarios.
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En este trabajo se observé que la lamina basal perifolicular no
impide el paso del trazador al interior del foliculo. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Anderson Yy
Spielman!?, quienes encontraron que la ldmina basal era
permeable libremente a particulas con pesos moleculares entre
12,000 y 500,000 (citocromo C, peroxidasa, hemoglobina,
ferritina, catalasa, IgG-peroxidasa, complejo dextran-hierro y
di6éxido de torio) y dimensiones menores de 110 A ©, mientras
que moléculas mayores como el carbono (300-500 A% se
excluian por completo. En apariencia la lamina basal no ¢jerce
una selectividad de tipo quimico, pues permite indistintamente
el transporte de trazadores proteicos y polisacaridos'’.
Resultados similares obtuvo W. Anderson!, quien considera
dicha estructura como un filtro fisico libremente permeable al
paso de moléculas proteicas del tamafio de la peroxidasa (30-40
A? de didmetro) y menos permeable a moléculas mayores (70-
110 A 2de didmetro). Shalgi y col. 1 mediante electrotoresis de
disco, técnicas inmunolégicas y andlisis quimicos cuantita-
tivos, compararon las proteinas del suero y del fluido
folicular. Sus resultados demostraron que la barrera sangre-
foliculo acttia como un filtro molecular que permite el paso de
proteina en proporcién inversa a su peso molecular: bloquea el
50% de proteina con peso molecular de 250,000 y es imper-
meable a moléculas de peso molecular mayor a 850,000.

Segtin los resultados del presente estudio se considera que la
lamina basal perifolicular permite la difusién libre de la
peroxidasa, pues ademds de observar el trazador en el interior
de los foliculos, su peso molecular y su tamafio se encuentran
dentro del rango de permeabilidad que se atribuye a esta
estructura.

La peroxidasa permanece en el espacio intersticial del ovario
por un corto periodo, y se distribuye entonces en diferentes
regiones del ovario. Por una parte, penetra tanto al interior de
los foliculos en estados variables de maduracién, como dentro
del cuerpo lateo. Por otra, una cantidad no determinada atin de
la proteina, puede ser fagocitada por las células intersticiales de
la tecals!’, o puede ser transportada por una via linfatica de
drenaje!, fenémeno que casi siempre ocurre con el fin de llevar
de nuevo ala circulacién sanguinea constituyentes del plasma
y materiales extrafios que se depositan en los espacios
extravasculares3®, o se puede acumular en el epitelio super-
ficial del ovario, como lo confirman los datos de la presente
investigacién. Cuando esto ocurre W. Anderson ! opina que las
células epiteliales fagocitan activamente las particulas y las
transportan por medio de vesiculas o vacuolas a la cavidad
peritoneal. Sin embargo, Symons y Herbert!! trabajando con
[¢G flourescente, descubrieron este trazador solamente en los
espacios intercelulares del epitelio, razén por la cual proponen
que esta estructura representa una barrera para la difusién
libre de la proteina hacia el fluido folicular, donde se hallaron
en concentraciones menores (Figura J).

Como en este trabajo se ha visto a la peroxidasa tanto en el
espacio intercelular como en vacuolas intracelulares, es
posible apoyar la hipétesis de W. Anderson! segin la cual las
células epiteliales son potencialmente fagociticas, fenémeno
que tiene por objeto llevar particulas extrafias desde el interior
del ovario hasta la cavidad peritoneal, hecho que se confirma




...........

Figura 5. Microfotografia de luz de un corte de ovario, 1 minuto después de la inveccién de
peroxidasa. kn esta seccion de ovario, se aprecia la distribucién del producto de reaccién en el

epitelio germinal (e) que ocupa los espacios intercelulares y la lamina basal. Hacia afuera. la
peroxidasa rodea la superficie de la capa epitelial y aparece como una linea fina. X 600.

ademas en los resultados.de este estudio por la presencia del
producto de reaccién sobre la superficie externa del epitelio.

El mecanismo de transferencia y absorcién de vitelo desde la
sangre hasta el oocito se ha examinado a nivel ultraestructural
en ovarios de insectos 17,52, peces°3, anfibios %4, reptiles®s y
aves®®. Estos estudios han establecido claramente que las
sustancias del plasma (proteinas y polisacarides) se transfieren
al oocito en forma relativamente intacta. Ellas atraviesan de
manera preferencial los intersticios entre los tejidos periooci-
ticos para acumularse entre las células foliculares!, o en el
espacio perioocitico!”. La hipétesis corriente supone que,
durante la vitelogénesis, la mayoria de los precursores del
vitelo se sintetiza fuera del ovario y se transporta via espacios
intercelulares entre las células foliculares, hasta la superficie
del oocito, donde es tomada por pinocitosis y se almacena como
vitelo. Ademads, en algunos insectos, las células foliculares
sintetizan un producto que el oocito incorpora dentro del
vitelo 7.

En los mamiferos, las células foliculares y la zona peltcida que
rodean al oocito de los foliculos terciarios y preovulatorios,
estan 1dealmente localizadas para formar una barrera al paso de
proteinas desde el plasma hasta el oocito. Hope y col. 7, Hertig
y Adams#® y Neaves®5, suponen que los espacios entre las
células foliculares representan la via principal para la
migracién de materiales desde el plasma hasta el oocito.

Aunque algunos estudios inmunocitoquimicos sugieren tam-
bién una via extracelular en los foliculos ovaricos de
mamiferos®, sin embargo, no es posible postular con toda
certeza una via intracelular concomitante. En el citoplasma de
las células foliculares granulosas se han hallado ciertos anti-
genos séricos transferidos. E. Anderson!®, observé que la
peroxidasa cubria la superficie de las células foliculares y una
infima cantidad de ella dentro del citoplasma. Segtin W.
Anderson!, los intersticios entre las células foliculares
constituyen la via principal por medio de la cual varios
trazadores como peroxidasa y citocromo C abandonan el
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plasma para difundirse entre las células foliculares, incor-
porarse al liquido folicular y saturar la zona pelacida. El mismo
investigador observé la presencia de pequefias cantidades de
estas proteinas en el citoplasma de las células foliculares. Estos
resultados estan acordes con los obtenidos por Payer '8, quien
indicé que las posibles uniones intercelulares entre las células
foliculares no presentaban ningin tipo de restriccién a la
peroxidasa y a la ferritina, en oposicién a la hipétesis sugerida
por Espey y Stutts58 y Merk y col. 5!, segiin la cual las células
toliculares pueden actuar como una barrera para impedir que
ciertas macromoléculas alcancen el oocito. Espey y Stutts >
observaron la existencia de numerosas zénulas ocludentes
entre las células foliculares, mientras que Merk y col. 5! des-
cribieron un aumento en el nimero de “gap-junctions” o
"nexos’’ entre células foliculares adyacentes, como respuesta a
estrogeno exdgeno en ratas hipofisectomizadas, y sugirieron
un posible control hormonal de la permeabilidad de estas
células. De otro lado, hay diversas hip6tesis que apoyan la
existencia de una via intracelular a través de las células foli-
culares para el transporte de sustancias desde la sangre hasta el
oocito. También se ha pensado que las protrusiones de las
células foliculares, que atraviesan la zona pelticida para hacer
contacto con el oocito, pueden representar sitios de inter-
cambio. Chiquoine > sugiri6 un movimiento de microvesiculas
a través de las protrusiones, o fagocitosis de las mismas
protrusiones por el oocito. Anderson y Albertini® informan
evidencia estructural de vias de comunicacién, tipo “gap-
junction’ entre las proyecciones de las células foliculares y
las microvellosidades del oolemma o la superficie libre de ellas,
que pueden ser esenciales para la regulacién de la funcién
oocito-célula folicular, durante la foliculogénesis y la
ovulacién.

Sobre el interrogante de la via que toman las sustancias
endogenas o ex6genas atin no hay una respuesta definida. Sin
embargo, los resultados que aqui se informan indican cla-
ramente que la peroxidasa se sittia entre las células foliculares,
en ocasiones formando depdsitos, y si bien no fue posible
determinar a nivel de microscopia Optica si las células folicu-
lares incorporaban la proteina por pinocitosis u otro proceso
similar, es de esperar que esta cuestién sea resuelta posterior-
mente a nivel de microscopia electrénica. Por el momento,
estos datos concuerdan con los obfenidos por E. Anderson !¢,
W. Anderson! y Payer!® en el sentido que las células
foliculares, a pesar de la posible presencia de zénulas
ocludentes o de “gap-junctions” no constituyen per se una
barrera a la difusion libre de peroxidasa desde la lamina basal
perifolicular hasta la zona pelacida.

De la misma manera, y aunque no hay observaciones
preliminares al respecto es posible decir que el liquido
folicular, ademas de contener sus componentes usuales,
probablemente constituye un reservorio dinamico de sustan-
clas extrafias capaces de penetrar al interior del foliculo, como
la peroxidasa, la cual segiin se aprecia satura en formarapida el
liquido que ocupa la cavidad antral. Por otra parte, y de
acuerdo con lo observado, la zona peltcida es libremente
permeable al trazador que cubre toda su extension, sin tener en
cuenta el estado de madurez del foliculo. Aunque hay algunos
estudios que tienden a determinar los rangos de permeabilidad
de la zona pelicida!s+9:15,16;18 no ha sido posible, hasta el
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momento, llegar a una conclusién definitiva. Sin embargo, el
hallazgo de peroxidasa dentro de esta estructura --segiin los
articulos de W. Anderson !, Hastings y col. 15, E. Anderson !¢,y
Payer!® confirma la hipétesis que la zona no opondria
restricci6én alguna a moléculas del mismo o menor peso
molecular que la peroxidasa.

Se ha propuesto que el oocito incorpora macromoléculas por
medio de procesos como difusién, pinocitosis activa, o
fagocitosis 161,62, Presumiblemente el medio de transporte
utilizado por la peroxidasa a través del oolemma corresponde a
un proceso de pinocitosis, pues se hallaron en el ooplasma
microvesiculas que contenian la proteina, resultados acordes
con los obtenidos por otros investigadores !+16-18, En este punto
se debe anotar que la incorporacién de peroxidasa ocurrié muy
lentamente y en consecuencia, la intensidad del producto de
reaccion no fue significativa. Por estas razones es licito sugerir
como lo hizo W. Anderson! que el oolemma opone algin
grado, atn no definido, de rechazo hacia trazadores ex6genos
como la peroxidasa; de esta manera es valido postular que en el
aparato folicular el oolemma es la estructura més efectiva para
restringir el paso de sustancias hacia el ooplasma.

Segiin se observé en el presente estudio, la peroxidasa se
localizaba de modo variable en el citoplasma del oocito: estuvo
presente en la mayoria de los oocitos de los foliculos primarios
y secundarios, en los oocitos de todos los foliculos terciarios
pero en ninguno de los oocitos de los foliculos preovulatorios.

Aun no es posible asegurar qué mecanismos fisicoquimicos o
fisiolégicos son los responsables de esta falta de uniformidad
en la captacion de peroxidasa. (QQuizds estas variaciones
obedezcan a diferencias en el riego sanguineo, de tal manera
que mientras algunos foliculos reciben un aporte abundante
otros estan pobremente irrigados y asi aumenta o disminuye la
oferta de peroxidasa.

Esta afirmacion es vélida para los foliculos terciarios, en cuyos
oocitos se encontr6 en forma invariable el producto de
reaccién pues el riego sanguineo aumenta a un ritmo progresi-
vamente mayor a medida que aumenta el tamaifio del foliculo y
explica por qué los oocitos de algunos foliculos primarios y
secundarios no presentan peroxidasa, mientras sise observa en
los oocitos de los foliculos-terciarios.

Estos hechos también se pueden explicar por el hallazgo de
concentraciones crecientes de estrogeno tisular en los
foliculos en crecimiento, que aumentarian la densidad, el
tamafio y la permeabilidad de los capilares perifoliculares 63.

Cualquiera que sea el mecanismo, es claro que un aumento en
el flujo sanguineo concomitante con un incremento en la
permeabilidad de los capilares, facilita la transferencia de
sustancias desde el plasma hacia el interior del foliculo. Asi se
explicaria la captacién diferencial de peroxidasa. Sin embargo,
esta hipétesis no es satisfactoria para comprender por qué en
ios oocitos de los foliculos preovulatorios no aparecié el
trazador. Aqui cabe anotar que cuando el oocito se acerca a su
desarrollo miximo sintetiza una cantidad cada vez menor de
glic6geno, lipidos y proteinas a partir de las sustancias que le
suministra el medio circundante. De esta manera es posible
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que cuando haya alcanzado un desarrollo 6ptimo, detenga por
medio de algiin proceso el transporte de macromoléculas para
depender de alli en adelante de las reservas existentes en su
citoplasma 64

Aunque no se deben descartar otros factores, como un control
hormonal de la permeabilidad del oolemma, es probable que la
anterior puede ser una explicacién provisional sobre la
ausencia de peroxidasa en el citoplasma del oocito de los
foliculos preovulatorios.

Para finalizar, los resultados de esta investigacién pueden
constituir un aporte ttil al desarrollo de conceptos sobre la
permeabilidad folicular del ovario, especialmente en lo
relacionado con las distintas captaciones de peroxidasa, segin
el estado de madurez de los foliculos. Todo esto viene a reforzar
las evidencias sobre la realidad de una barrera sangre-foliculo,
cuyo principal componente seria la membrana plasmatica de
oocito (oolemma).

SUMMARY

To examine the permeability of developing follicles in vampire
bat Desmodus rotundus ovaries, an intercellular tracer with
enzymatic characteristics, horseradish peroxidase was used. At
different intervals after intravenous tracer injection the
ovaries were removed.

Results indicate that peroxidase readily passes across the blood
capillaries endothelial wall and its basement lamina from
which it moves through connective tissue cells forming the
theca. The tracer permeates the perifollicular basement lamina
and accumulates among folliele cells for saturing the zona
pellucida of secondary, tertiary and preovulatory follicles;
however, it is not incorporated by the latter oocyte. This is in
contrast with the follicles oocytes in other maturational stages.
Therefore, it is suggested that in the preovulatory stage, the
barrier to the peroxidase free uptake is primarily located in the
oolemma of oocytes.
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