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Resumen: La foliculogénesis es el proceso mediante el cual los foliculos
ovaricos inmaduros (primordiales) se desarrollan y se convierten en foliculos
preovulatorios. En las hembras prepuberales, el desarrollo folicular hasta
estadio de foliculo antral generalmente se produce en ausencia de estimulo
gonadotréfico basal. Los analisis morfométricos son muy utiles para
cuantificar los cambios foliculares estructurales que se producen en las
diferentes etapas del ciclo reproductivo de las hembras (prepuberal, pubertad,
madurez sexual y senilidad) asi como en los diferentes estadios del ciclo
estral en animales adultos. Los principales objetivos de nuestro estudio
fueron: a) establecer la dinamica folicular ovarica describiendo el porcentaje
de foliculos de cada una de las distintas poblaciones foliculares (primordiales,
de transicion, primarios, preantrales pequefios, preantrales grandes y antrales
pequefos); b) determinar el porcentaje de foliculos antrales atrésicos y la
incidencia de FMOs y c) cuantificar el diametro del ovocito, diametro nuclear,
diametro folicular, espesor de las capas de células de la granulosa y de la
teca y determinar la profundidad promedio de localizaciéon de los diferentes
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tipos foliculares. Se utilizaron 10 (diez) corderas de la raza Frisona. En el dia
postnatal 45 se realiz6 la ovariectomia bilateral bajo anestesia general. Los
ovarios se disecaron, se pesaron y procesaron hasta su inclusion en parafina
para ser finalmente tefidos. Los resultados obtenidos en nuestro estudio
permitiian un mejor conocimiento del mecanismo de foliculogénesis vy
aportarian informacién para entender qué factores necesitan ser controlados
para, por ejemplo, producir ovocitos de calidad para Fertilizacion in vitro (FIV)
y Transferencia Embrionaria (TE) a partir de hembras puberes -MOET- o
prepuberes -JIVET-, asi como para la implementacion de técnicas de
Ingenieria genética en pequefios rumiantes.

Palabras-clave: ovario; poblacion folicular; oveja

Abstract: Folliculogenesis is the process by which immature (primordial)
ovarian follicles develop and become preovulatory follicles. In prepubertal
females, follicular development up to the antral follicle stage generally occurs
in the absence of basal gonadotrophic stimulation. Morphometric analyzes are
very useful to quantify the structural follicular changes that occur in the
different stages of the reproductive cycle of females (prepubertal, puberty,
sexual maturity and senility) as well as in the different stages of the estrous
cycle in adult animals. The main objectives of our study were to: a) establish
the ovarian follicular dynamics, describing the percentage of follicles of each
of the different follicular populations (primordial, transitional, primary, small
preantral, large preantral and small antral); b) determine the percentage of
atretic antral follicles and the incidence of FMOs, and c) quantify the diameter
of the oocyte, nuclear diameter, follicular diameter, thick ness of the granulosa
and theca cell layers and determine the average depth of location of the
different follicular types. Ten (10) lambs of the Friesian breed were used. On
postnatal day 45, bilateral oophorectomy was performed under general
anesthesia. The ovaries were dissected, weighed and processed until they
were embedded in paraffin to be finally stained. The results obtained in our
study allow a better knowledge of the folliculogenesis mechanism and provide
information to understand what factors need to be controlled to, for example,
produce quality oocytes for In Vitro Fertilization (IVF) and Embryo Transfer
(ET) from females. pubertal -MOET- or pre-pubertal -JIVET-, as well as for the
implementation of genetic engineering techniques in small ruminants.

Keywords: ovary; follicle population; sheep

1. Introduccion

1.1. La oveja como modelo animal de investigaciéon en reproduccion

La gran mayoria de los trabajos cientificos biomédicos se realizan en animales de
laboratorio, utilizando especialmente como modelo animal a la rata o el ratén por
las ventajas que ofrece su manejo sencillo y sus ciclos reproductivos y vital cortos.

El feto ovino muestra una secuencia y un tiempo de desarrollo ovarico similar al
observado en el humano (Pryse-Davies y Dewhurst, 1971; Juengel et al., 2002;
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Sawyer et al., 2002; De Felice et al., 2005). A diferencia de los roedores, el ovario
fetal ovino sintetiza estrégenos (Eg) que cumplen un rol importante en el desarrollo
de las células germinales (Pannetier et al., 2006). Ademas, algunas especies de
rumiantes son susceptibles de padecer, de forma natural, afecciones reproductivas
similares a las de la mujer. Por estas y otras razones, la oveja es utilizada como
uno de los modelos animales de eleccién para estudiar patologias reproductivas
tales como el Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) (Steckler et al., 2005;
Padmanabhan et al., 2006). A este interés se le agrega la importancia que tienen
los estudios en ovinos para mejorar aspectos de la produccion animal tanto de
esta misma especie como de la de otros rumiantes.

1.2. Foliculogénesis. Generalidades

Se llama foliculo ovarico a la estructura formada por un ovocito rodeado por una o
mas capas de células somaticas. La foliculogénesis es el proceso mediante el cual
los foliculos ovaricos inmaduros (primordiales) se desarrollan y se convierten en
foliculos preovulatorios (Oktem y Urman, 2010). Este proceso se inicia durante la
vida embrionaria y continda a lo largo de la vida reproductiva de la oveja; los
foliculos pasan por diferentes etapas de crecimiento y desarrollo, hasta que se
produce la ovulacion o entran en atresia (Picazo y Lépez, 1995).

Durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano, se cumplen dos procesos
importantes en el ovario (Driancourt, 2001; Skinner, 2005):

- ensamblado folicular (formacién de foliculos primordiales)

- activacion folicular o reclutamiento inicial (transicion de foliculos primordiales a
foliculos primarios)

Ensamblado folicular

Esta fase esta regulada por factores de crecimiento paracrinos e influenciada por
concentraciones locales de hormonas esteroides. Durante la etapa prenatal, los
ovocitos estan en grupos denominados “nidos o clusters”. Luego, dependiendo de
la especie animal, el ensamblado ocurre durante la gestaciéon (ej.: oveja, vaca,
mujer) o luego del nacimiento (ej.: rata, ratén). Durante este proceso un grupo de
ovocitos muere por apoptosis y los que sobreviven se rodean de una capa simple
de células somaticas planas (células inmaduras de la granulosa o también llamada
pregranulosa) formando los foliculos primordiales (Kezele y Skinner, 2003). Se
cree que la supervivencia de un ovocito depende de la capacidad de ensamblarse
para construir un foliculo primordial (Martins da Silva et al., 2004). Los ovocitos
que no completan el ensamblado permanecen en grupos de dos o mas rodeados
de una capa simple de células planas y se los conoce como foliculos multiovulares
(FMOs). Teniendo en cuenta que los FMOs son ovocitos que no se separan y que
quedan incluidos en los nidos (clusters), (Pepling, 2006), la proporcién de FMOs
puede ser usada como un indice del grado de éxito en el proceso de ensamblado
folicular y de inhibicion de la ruptura de los nidos (nest breakdown) (Tilly, 2003;
Tingen et al., 2009). La mayor incidencia de FMOs tiene consecuencias directas
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sobre la fertilidad de la hembra. Se considera que la poblacién de foliculos
primordiales (reserva de foliculos ovaricos) en la oveja se forma durante la vida
fetal y neonatal y que una vez establecida, esta poblacién no prolifera. En la oveja
el ensamblado comienza alrededor del dia 75 de gestacion (McNatty et al., 1995;
2000; Hussein et al., 2005).

Activacion folicular

La transiciéon de foliculo primordial a primario, o activaciéon, es un proceso
irreversible que se inicia alrededor del dia 100 de gestacién en la oveja e incluye la
transformacion de las células de la granulosa, de planas a cuboides.

Esta fase incluye el crecimiento de algunos foliculos primordiales mientras que
otros permanecen quiescentes por meses, anos o décadas dependiendo de la
especie (Hirshfield, 1991). De esta forma, los foliculos primordiales que
inicialmente se mantienen quiescentes son gradualmente reclutados a lo largo de
la vida reproductiva de la hembra.

Los mecanismos de ensamblado y activacion estan regulados localmente por
factores de crecimiento celular y hormonas esteroides (ej.: progesterona,
estrogenos, andrégenos) y son independientes de la accion de las gonadotrofinas
hipofisarias (FSH y LH) en todas las especies de mamiferos estudiadas
(Driancourt, 2001). De modo que en esta etapa temprana, la foliculogénesis es
estimulada por otros factores, muchos de los cuales son aun desconocidos
(Fortune, 2002).

1.3. Formacion de foliculos preantrales y antrales

En el dia 120 de desarrollo embrionario de la oveja se verifica la presencia de
foliculos preantrales caracterizados por contener varias capas de células de la
granulosa; a partir del dia 135 empiezan a observarse foliculos antrales (McNatty
et al., 1995). En este periodo el ovocito comienza a crecer en diametro, la capa de
células de la granulosa prolifera y se hace evidente la presencia de las células de
la teca, que provienen de las células del estroma y constituyen la capa mas
externa de la estructura del foliculo. Si bien los foliculos preantrales son sensibles
a la FSH, en ausencia de ésta, son capaces de seguir madurando hasta el estadio
de foliculo antral.

Durante el periodo postnatal temprano pueden observarse en el ovario de la
cordera, un numero variable de foliculos antrales (McNatty et al., 1995).
Especificamente, a los 30 dias de edad se observa un pico en el nimero de
foliculos antrales ditribuidos por todo el ovario (Tassel et al., 1978).
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1.4. Desarrollo ovarico postnatal: etapa prepuberal

Se define a la etapa prepuberal como el periodo comprendido entre el nacimiento
y la pubertad. Los ovarios de las corderas joévenes incrementan su tamafio
paulatinamente, dependiendo de la raza y presentan numerosos foliculos activos
de diferentes tamanos. Los foliculos continian su crecimiento a lo largo de toda la
vida o al menos hasta que la reserva se agota. Desde el nacimiento y hasta la
pubertad las corderas no muestran conducta de estro ni ocurre ovulacién, aunque
se han observado secrecion pulsatil de LH en corderas de 11 semanas de edad y
concentraciones crecientes de FSH desde las semanas 3 a 11 de vida (Foster y
Karsch, 1975). Varios experimentos realizados en corderas han demostrado un
numero elevado de foliculos antrales al nacimiento (Kennedy et al., 1974; Land,
1978). En observaciones realizadas cada 4 semanas (desde el nacimiento hasta la
semana 24 y 33) se hallé que el numero de foliculos antrales es alto y constante
entre las 4 y 8 semanas de edad, y que luego disminuye manteniéndose
relativamente estable hasta la primera ovulacion en la pubertad (aproximadamente
180 dias de edad), (Kennedy et al., 1974). Durante la etapa prepuberal, el nimero
de foliculos primordiales se reduce a un tercio debido a las ondas de crecimiento
folicular que terminan en la atresia (Fortune, 2003).

1.5. Objetivos

Objetivo general-

- Describir la morfologia ovarica de hembras de Ovis aries (oveja doméstica)
prepuberales (dia 45 postnatal) de la raza Frisona.

Objetivos especificos:

- Determinar los pesos de las corderas y ovarios.

- Establecer la dinamica folicular ovarica, describiendo el porcentaje de foliculos de
cada una de las distintas poblaciones foliculares (primordiales, de transicion,
primarios, preantrales pequefios, preantrales grandes y antrales pequefios).

- Determinar el porcentaje de foliculos antrales atrésicos y la incidencia de FMOs.

- Cuantificar el diametro del ovocito, diametro nuclear, diametro folicular, espesor
de las capas de células de la granulosa y de la teca y determinar la profundidad
promedio de localizacion de los diferentes tipos foliculares.
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2. Materiales y métodos

Todos los procedimientos fueron revisados y autorizados por el Comité
Institucional Asesor de FEtica, Cuidado y Utilizacion de Animales para
Experimentacién (CICUAE) de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Lomas de Zamora.

2.1 Seleccion de animales

Se utilizaron 10 (diez) corderas de la raza Frisona, nacidas en primavera,
provenientes del establecimiento Don Daniel (Roque Pérez, prov. de Buenos
Aires). Las corderas fueron criadas al pie de sus madres sobre pastura natural.
Las ovejas prefiadas fueron separadas y al parto se seleccionaron sélo aquellas
corderas nacidas de partos unicos. No se utilizaron mellizos para evitar la eventual
influencia sobre los fetos que podria producir un ambiente hormonal uterino
distinto, producto de una gestacién multiple (vom Saal y Bronson, 1978). Todos los
animales estudiados fueron pesados al momento del nacimiento y posteriormente
al dia 45, previo a la ovariectomia.

2.2 Obtencion de ovarios

En el dia postnatal 45 (DPN45) se realiz6 la ovariectomia bilateral bajo anestesia
general segun protocolo oportunamente aprobado (Rivera et al., 2011; 2015;
Rivera 2014). Los ovarios se disecaron bajo lupa y posteriormente se pesaron en
balanza analitica. Estos fueron seccionados longitudinalmente en dos mitades
iguales y se fijaron por inmersién en una solucién de formol al 4% tamponada a pH
7,5 con una solucion de fosfato 0,05 M (PBS, Phosphate Buffer Solution). El
procedimiento hasta su inclusién en tacos de parafina se realiz6 segun fuera
descripto por Junqueira y Junqueira (1983): deshidratacion en alcoholes de
graduacion creciente, clarificacion en xilol e inclusion en parafina.

2.3 Clasificacion de los foliculos ovaricos

Los foliculos fueron clasificados de acuerdo a los siguientes criterios morfolégicos
establecidos previamente por Lundy et al., (1999): foliculos primordiales (Tipo 1),
ovocitos rodeados con una capa de células planas de la granulosa; foliculos de
transiciéon, con una capa de una mezcla de células planas y cuboides de la
granulosa (Tipo 1a); foliculos primarios, de una a menos de dos capas completas
de células cuboides de la granulosa (Tipo 2); foliculos preantrales pequefios, de
dos a menos de cuatro capas completas de células cuboides de la granulosa (Tipo
3); foliculos preantrales grandes, de cuatro a menos de seis capas completas de
células de la granulosa (Tipo 4) y foliculos antrales pequefios, con mas de seis
capas de células cuboides y un antro completamente formado (Tipo 5), (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion morfologica de los foliculos ovaricos de la cordera de acuerdo a la
poblacion de células de la granulosa (Lundy et al., 1999). (A) Foliculos primordiales (Tipo
1), (B) foliculos de transicion (Tipo 1a), (C) foliculos primarios (Tipo 2), (D) foliculos
preantrales pequefios (Tipo 3), (E) foliculos preantrales grandes (Tipo 4) y (F) foliculos
antrales pequeiios (Tipo 5). Microfotografias: Dioguardi, 2020.

Para evitar que un mismo foliculo fuera contado mas de una vez en diferentes
cortes histolégicos, sélo se contaron aquellos foliculos que contenian el ovocito
con su nucleo.

El porcentaje de foliculos de los diferentes estadios de maduracion fue calculado
en relaciéon al numero total de foliculos en la muestra (Tilly, 2003; Rodriguez et al.,
2010)

También se evalué el ensamblado de foliculos primordiales (“nest breakdown”) de
acuerdo a criterios establecidos con anterioridad (Suzuki et al., 2002; Britt et al.,
2004). Para ello, se contaron aquellos foliculos con mas de un ovocito incluido
dentro de la capa de células de la granulosa, definidos como foliculos
multiovulares (FMOs) y que identifican un ensamblado folicular incompleto. La
incidencia de FMOs se expreso en relacién al numero total de foliculos.

Resulta dificultoso distinguir signos morfolégicos de atresia en la mayoria de las
categorias foliculares estudiadas, a excepcién de la categoria de mayor grado de
desarrollo (antrales pequefios). Para esta ultima categoria, el criterio utilizado para
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distinguir a los foliculos saludables de los atrésicos fue morfolégico. Los foliculos
clasificados como saludables mostraron una capa de células de la granulosa de
apariencia compacta y bien organizada, con numerosas figuras mitéticas y
ocasionales o raras células picnoticas. En contraste, la atresia folicular esta
caracterizada por una amplia desintegracion de la capa de células de la granulosa
y rara presencia 0 ausencia de células mitdticas. En los foliculos antrales
pequefos atrésicos el resto de la capa de células de la granulosa consistié casi
completamente de nucleos picnoéticos y cuerpos apoptéticos.

2.4 Caracterizacion morfométrica de los foliculos ovaricos

Para la determinacion de la dinamica folicular, se obtuvieron 4 cortes seriados de 5
um de espesor cada 200 um de cada hemiovario, paralelos al eje mayor del
organo, luego fueron tefiidos con picrosirius-hematoxilina y evaluados con
microscopio optico de transmisién Arcano.

Para realizar las mediciones de los diametros de los foliculos, ovocitos y nucleo
del ovocito, del espesor de las capas de granulosa y teca y ubicacion de los
foliculos de los distintos tipos de foliculos del ovario, se utilizé un sistema
computarizado de analisis de imagenes, Image Pro Plus 3.0.1. Las observaciones
se realizaron tras seleccionar dos cortes histolégicos de dos profundidades
distintas de cada hemiovario y se tomaron microfotografias de foliculos de las
diferentes categorias, donde el nucleo y el nucléolo eran claramente observables.
Las mediciones de cada variable se realizaron como se detalla a continuacién. En
el caso de los diametros, el valor fue el promedio de la longitud media de los
diametros mayor y menor (eje perpendicular).

- Diametro del foliculo: el tamafo de cada foliculo se establecié midiendo desde la
pared externa de las células de la teca (si se encontraba presente) o bien desde la
capa externa de las células de la granulosa (en aquellas categorias en las cuales
las células de la teca se encontraban ausentes), (Figura 2, A).

- Diametro del ovocito: se midié sin zona pelacida (Figura 2, B).

- Diametro del ndcleo del ovocito: se midieron los nucleos de los ovocitos que
presentaron una forma redondeada (Figura 2, C).

- Espesor de granulosa y teca: se midio el espesor de las capas de la granulosa y
de la teca en 6-8 puntos equidistantes alrededor del perimetro de cada foliculo
(Figura2,DyE).

- Ubicacién de los foliculos: la ubicacion en la que se encuentra el foliculo dentro
del ovario consistié en la longitud de la linea recta desde la tunica albuginea hasta
la pared externa de las células de la teca (si estuviera presente) o de la capa
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externa de las células de la granulosa (cuando las células de la teca estuvieran
ausentes), (Figura 2, F).

Figura 2. Medicién de parametros morfométricos. A, medicion del diametro folicular; B,
medicion del diametro del ovocito; C, medicidon del diametro del nlcleo; D, medicion del
espesor de la granulosa; E, medicion del espesor de la teca (interna + externa); F,
profundidad de localizacién del foliculo. Microfotografias: Dioguardi, 2020.

2.5 Andlisis estadistico

Los datos del peso de los ovarios derechos e izquierdos fueron calculados como el
promedio + SEM. Se realizé un analisis de Mann-Whitney para comparar los pesos
de los ovarios derechos vs. izquierdos. Como significativo fue aceptado un valor

de P < 0,05. El resto de las variables fueron analizadas mediante estadistica
descriptiva (promedio y SEM).

3. Resultados y discusion
3.1. Peso de corderas y ovarios

Las corderas mostraron un peso vivo promedio al nacimiento de 4,29 + 0,25 kg.
En DPN45, las corderas evidenciaron un peso vivo promedio de 14,03 + 1,53 kg.

No hubo diferencia significativa entre los pesos de los ovarios derecho e izquierdo
al DPN45 (ovario derecho: 0,63 + 0,11 g; ovario izquierdo: 0,64 + 0,09 g); cuando
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el peso de los ovarios se ajusté por el peso de cada cordera, tampoco mostro
diferencias significativas (ovario derecho: 0,05 + 0,01 g/kg; ovario izquierdo: 0,05 +
0,01 g/kg), (Figura 3).

0.75+ 2 0.07-
2 0.06
G g
o 0.50- = 0.057
E 8 0.04
o] & 0.03-
g 0.25+ E 0.024
o
) 0.014
0.004 & 0.00-
Owvario derecho Ovario izquierdo Ovarioderecho Ovarioizquierdo

Figura 3. Peso promedio de ovarios (g) y relacion peso ovario/peso vivo (g/kg) en corderas
de raza Frisona, en el DPN45.

3.2. Dinamica folicular

En la Figura 4 se grafican los resultados de la dinamica folicular observados en las
corderas en el DPN45.

En referencia al numero total de foliculos contabilizados (7.587), el 90,58 + 3,01 %
correspondi6 a foliculos primordiales (Tipo 1), los foliculos de transicion (Tipo 1a)
representaron el 3,71+ 0,67% del total, los foliculos primarios (Tipo 2), el 1,29 +
0,32%, los foliculos preantrales pequefios (Tipo 3), el 1,63 + 0,72%, los foliculos
preantrales grandes (Tipo 4), el 1,52 + 1,02% y la poblacion de foliculos antrales
pequefos (Tipo 5) correspondi6 al 1,24 + 0,83%.

3.3 Foliculos multiovulares (FMOs)

La gran mayoria de las veces se los encontré en estadio de foliculo primordial
rodeados de una capa plana de células de la granulosa y fue menos frecuente
observarlos en otros estadios de crecimiento folicular. Durante la evaluacién, se
detecté que el porcentaje de FMOs representd el 0,18 + 0,07% del total de
foliculos ovaricos (Figura 5).

3.4 Foliculos antrales atrésicos

El porcentaje de foliculos antrales atrésicos fue de 25% respecto del total de
foliculos antrales pequenos contabilizados (Figura 6).
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Figura 4.

Porcentaje de cada tipo de foliculo en corderas de raza Frisona en el DPN45.
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Figura 5.

Ovarios de corderas mostrando los tipos de foliculos multiovulares mas frecuentes. A - B
tres y cinco ovocitos en un mismo foliculo; C, dos ovocitos en estadio de foliculo antral
pequefo. Magnificacion: 400X. Microfotografias: Dioguardi, 2020.
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Figura 6.

A, foliculos antrales pequefios atrésicos; B, foliculo antral saludable. Magnificacion 40X.
Microfotografias: Dioguardi, 2020.

3.5. Analisis morfométrico

En la Tabla 1 se detallan los valores morfométricos hallados de las distintas
estructuras foliculares estudiadas.

Los foliculos Tipo 5 presentaron los diametros foliculares del mas amplio rango de
variacion (274,6 a 1.087 p). En cuanto al didmetro del ovocito, en nuestro estudio,
la zona peldcida (formada por glicoproteinas), estuvo completamente visible a
partir de los foliculos Tipo 3.

La pared tecal comenzd a visualizarse a partir del foliculo Tipo 3 y estuvo formada
por una o dos capas de células con un espesor promedio de 9,82 + 0,20 p,
mientras que en el Tipo 4 (23,50 + 4,80 y) y 5 (40,73 + 3,70 y) su grosor aumentod
(Tabla 1).

Cuando fue analizado el grosor de la capa de la granulosa, se observd el rango
mas estrecho de variaciéon en el Tipo 5 (55,8 - 120,2 p) en comparacion con el
rango de variacion de espesor de la granulosa de los Tipos 3y 4 (10,1 -35p y
30,9 - 133 y, respectivamente).

En cuanto a la localizacion de foliculos en la estructura ovarica, aquellos del Tipo
1, 1ay 2 se localizaron en regiones corticales superficiales, mientras que los Tipo
3, 4 y 5 se ubicaron principalmente en regiones mas profundas de la estructura
ovarica (Tabla 1).

En la oveja prepuber no se observa un limite claro entre médula y corteza ovarica,
por lo que la distribucién de los foliculos no es la clasica de otros mamiferos. Esta
observacion ya habia sido informada por otros autores (Zukerman et al., 1962;
Fawcett, 1993). En la cordera Frisona, como en la mayoria de los mamiferos, los
foliculos menos desarrollados (primordiales, de transicion y primarios) se
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encuentran en la corteza, proximos a la tunica albuginea, pero aquellos que han
alcanzado mayor grado de desarrollo (foliculos preantrales y antrales) pueden
observarse distribuidos por todo el o6rgano. Resultados similares hemos
encontrado al estudiar ovarios de corderas cruza Corriedale x Hampshire Down de
30 dias de edad (Rivera et al., 2011).

Tabla 1.

Caracteristicas morfométricas de los foliculos ovéricos en corderas de raza Frisona
prepuberales (DPN45). Foliculos primordiales (Tipo 1), foliculos de transicion (Tipo 1a),
foliculos primarios (Tipo 2), foliculos preantrales pequefios (Tipo 3), foliculos preantrales
grandes (Tipo 4) y foliculos antrales pequefios (Tipo 5). Los valores se expresan como la
media + SEM.

Tipo 1 Tipo 1a Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 Tipo 5

Diametro del
foliculo () 26,74+1,06 30,83+1,10 44,80+3,21 106,80+9,16 253,70+23,56 569,30+72,22
Diametro del
ovocito (b) 21,61+1,06 24,18+0,93 32,59+1,97 55,83+3,57 85,30+4,84 108,00+3,68
Diametro del
nicleo (p) 9,14+0,25 9,48+0,42 10,78+0,68 16,39+0,84 21,71+1,03 24,35+1,44
Espesor de
Iagrazn)ulosa 2,59+0,12 4,62+0,47 6,48+0,61 23,19+2,84 64,37+5,08 81,99+7,95
M
Espesor de 9+0.2 9 4 4
la teca (i) 9,82+0,20 3,50+4,8 0,73+3,70
Profundidad
de
localizacién 47,37+4,15 49,46+4,55 64,30+7,5 90,55+16,01 112,60+29,01 112,80+15,85

(D]

El aumento en el diametro de los foliculos, ovocitos y nucleos de las distintas
categorias de desarrollo ha sido estudiado en diferentes especies de mamiferos,
especialmente en la etapa postpuberal: oveja (Lundy et al, 1999), cabra
(Ariyaratna y Gunaward, 1997; Sanchez y Ocampo, 1998), vaca (Braw-Tal y
Yossefi, 1997), nutria (Felipe et al., 1999), coneja (Zitny et al., 2004), gata
(Reynaud et al., 2009) y perra (Songsasen et al., 2009). La dinamica folicular ha
sido menos estudiada en animales prepuberes (Driancourt 2001; Rivera et al.,
2011; Oberlender et al., 2014). Nuestro estudio es el primero realizado para
evaluar la morfometria de la poblacién folicular en hembras prepuberes de la raza
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ovina Frisona. Nuestros resultados en corderas de esta raza a los 45 dias de edad
son comparables con los observados al estudiar corderas cruza Corriedale x
Hampshire Down de 30 dias de edad (Rivera et al., 2011), con algunas diferencias
atribuibles probablemente a la raza y edad de los animales.

En nuestro estudio determinamos que el aumento progresivo en el diametro del
ovocito esta estrechamente ligado al aumento del diametro folicular.
Observaciones similares fueron realizadas con anterioridad en otros mamiferos
como cerdo (Mobeck et al., 1992), perro (Songsasen et al., 2009) y lobo marino
(Katz y Johansson, 2013).

Generalmente, la zona pelicida esta completamente formada alrededor del
ovocito en el estadio de foliculo secundario, aunque en algunas especies (gato,
ratén, humano) ya se la observa desarrollada en estadio de foliculo primario
(Himelstein-Braw et al., 1976; Oakberg, 1979; Braw-Tal y Yossefi, 1997). En
especies como la cabra (Lucci et al., 2001), bufalo (Mondadori et al., 2007), cerdo
(Silva-Santos y Seneda, 2011) y perro (Jivago, 2012) recién es visible en forma de
fragmentos de zona pellucida en formacién en estadio de foliculo secundario
(Paulini et al., 2014). En el presente trabajo, la presencia de la zona pelucida
resulta evidente y visible por microscopia éptica en estadios foliculares de Tipo 4 y
5, equivalente a foliculo secundario.

En la oveja (como en otros mamiferos) la diferencia de espesor en la granulosa y
teca entre las distintas categorias de foliculos responde a un proceso de
proliferacion y diferenciacion. El rango de variacion en el espesor de la granulosa y
de la teca en las distintas categorias de foliculos ha sido poco estudiado (Katz y
Johansson, 2013). En nuestro trabajo, la descripcion de esta ultima variable aporta
mayor detalle al proceso de foliculogénesis en esta especie. En la oveja, la
formacién de la teca se hace evidente a partir de foliculo preantral pequefio, de
una manera similar a lo que ocurre en la vaca (Braw-Tal y Yossefi, 1997).

5. Conclusiones

El conocimiento acerca de los mecanismos de desarrollo folicular en las diferentes
especies resulta de suma importancia para disefiar métodos que permitan
controlar su reproduccidon (Evans, 2003). Un mejor conocimiento de estos
mecanismos aportara las claves para entender qué factores necesitan ser
controlados para, por ejemplo, producir ovocitos de calidad para Fertilizaciéon in
vitro (FIV) y Transferencia Embrionaria (TE) a partir de hembras puberes -MOET-
o prepuberes -JIVET-, asi como para la implementacién de técnicas de Ingenieria
genética en pequefios rumiantes.

Ademas, en los ultimos afios se ha demostrado la importancia del ovario,
particularmente del desarrollo folicular, como “blanco” de los efectos de distintos
contaminantes ambientales (ej: bisfenol A, dietilestilbestrol, glifosato), (Rodriguez
et al., 2010; Rivera et al. 2011; Rivera et al. 2015; Alarcén et al., 2019). Conocer
en detalle el proceso de foliculogénesis en las distintas especies contribuira al
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estudio y comprension de estas alteraciones producidas por quimicos con
actividad de perturbadores endocrinos.
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