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I. INTRODUCCION

El ciclo sexual de la rata es uno de los
mejor conocidos. Long y Evans (1922), en
una memoria fundamental, asentaron las
bases de lo que hoy sabemos sobre fisiolo-
gia sexual de esta especie. En el mismo tra-
bajo, aplicando el tetradxido de osmio a la
demostracion de los lipidos en el cuerpo lu-
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teo y la glandula intersticial, iniciaron tam-
bién el estudio histoquimico del ovario. Sin
embargo, y a pesar de ser una de las espe-
cies mas utilizadas para los estudios de
endocrinologia sexual, muchos puntos fun-
damentales de su histofisiologia son todavia
ignorados o insuficientemente aclarados. Bas-
te recordar que es necesario llegar al ano
1951 (Pederson) para encontrar un trabajo
en que se analice cuidadosamente la histo-
génesis del cuerpo luteo, y ain esto con
técnicas muy generales.

Para nuestro proposito debemos analizar
los cambios morfologicos e histoquimicos
que se cumplen en el foliculo durante su
maduracion y su ruptura; luego los que
transcurren en el cuerpo lateo, tanto en su
etapa progresiva como en su fase regresiva.
Estudiaremos también el comportamiento
del tejido o glandula intersticial, en los di-
ferentes momentos del ciclo, durante 1a pre-
fiez y la lactacion.

El estudio histoquimico del ovario en la
rata comienza con la aplicacion del tetra-
oxido de osmio a la tincion de los lipidos

. comprobandose que poco después de la ovu-

lacion se acumula sustancia osmiéfila en las
células luteinicas (Long y Evans, 1922). La
técnica empleada ha perdido el caracter his-
toquimico que se le asignaba en la época en
que fué publicado ese trabajo; ademas el he-
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cho anotado por los autores es un pequeno
dato en un estudio mucho mas amplio, que
abarca todo el ciclo sexual de la rata, por
lo que no entraron en mayores detalles.
Dempsey y Basset (1943) han estudiado
los materiales lipidicos del ovario de rata
analizando la birrefringencia, la aufofluores-
cencia, la distribucién del colesterol, y apli-
cando la técnica de la fenilhidrazina de Ben-
net (1940), para la demostracion de los gru-
por carbonilos. - En los foliculos primordiales
no observaron birrefringencia lipidica, que
los autores  distinguen con precisién de la
producida por-el colageno. En el estadio de
formacién- del antro aparecen células con
cristales birrefringentes, situadas en la teca
interna. En el foliculo maduro la situacién
es la misma pero la cantidad de lipidos de
la teca interna es menor. -La birrefringen-
cia se reduce en'seguida de' la:ruptura fo-
licular, y durante la formacion del cuerpo
lateo, hasta alcanzar.un minimo a los 36
horas después de la ovulacion, minimo que
se mantiene hasta las 48 horas. A partir de
este momento aumenta el material lipidico
birrefringente hasta que, 5 dias despueés de
la ovulacién, casi todo el tejido.luteinico
esta lleno de cristales que per51sten durante
el resto de la vida del cuerpo luateo. Es in-
dudable que los autores han diferenciado
con toda precision la birrefringencia de los
lipidos (acetonasolubles) y la birrefringen-
cia del colageno. Sin embargo, no han dis-
criminado en la birrefringencia lipidica
aquella natural, producida por la estructura
molecular del cuerpo, y que se presenta bajo
forma de cruces de polarizacion, de la bi-
rrefringencia presente en cualquier clase de
lipidos luego .de fijacion: en formol. Esta
ultima no presenta cruz de polarizacién, sino
que da dos posiciones de extincion y desapa-
rece por calentamiento (Lison 1953). Para
diferenciarlas: hemos considerado como bi-
rrefringencia lipidica solamente la que apa-
rece en forma de cruz de polarizaciéon cuan-
do se observa el preparado <en  platina
calentada a 55°. Los estudios realizados con

microscopio de fluorescencia por Dempsey
y Basset (1943) los llevé a la conclusion de
que, en la teca interna del foliculo maduro,
aparece. una fluorescencia amarilla que se
observa también en el cuerpo luteo. Des-
aparece cuando se tratan los cortes con di-
solventes de las grasas. La reaccion de la
fenilhidrazina fué positiva en la teca inter-
na, la glandula intersticial y el cuerpo luteo.
Estudiaron también la localizacién ‘del- co-
lesterol : 'por la reaccion:de-Romieu  (ecler
marrén con el acido-sulfirico concentrado),
hallando una distribucién similar ala birre-
fringencia y a la reaccién:dela‘fenilhidra-
zina. Alrededor de 36 horas después de-la
ovulacion las gotas son escasas y mas claras,
para aumentar nuevamente 12 horas mas
tarde. En una seccion, los cuerpos lateos
viejos son los mas intensamente coloreados:.
Los autores con51deran las reacciones: estu-
diadas.- como presumiblemente : indicativas
de ‘“Cholesterol or related compounds, -in=
Cluding ;. many - of ‘ the - biologically . active
steroids’’. . La - demostracién ; de:substancias
é_acetqnasolubles-que reaccionan‘con :1a" fe-
nilhidrazina, seria una “evidencia:presuntiz
va” de la presencia’de compuestos idénticos
o similares o “biologically active sterol hor-
mones”. El mismo razonamiento hacen para
la reaccién de Romieu.. “Summing up, since
each of these three reactions indicates, more
or less difect}y, the:presence of sterol subs-
tances and since the chemical .and physical
basis for the reactions are entirely diffetent;
it seems clear that the regions: which- give
positive reactions ‘must be those which con-
tain the biologically aCtive steroxds or, clo-
sely related substances”. e
El- argumento de Dempsey y Basset
(1943), que puede ser valido para el ana-
lisis de un lipido puro en el tubo de ensayo,
no.es aplicable, lamentablemente, a los li-
pidos de’ la célula viva' formando mezclas
complejas, donde la coexistencia de dlversas
reacciones. pueden deberse a "distintos le-
dos. Esto sin entrar en la validez de la inters
pretacion de cada una de las reacciones:-en
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particular,-que no son umversalmente acep-
tadas. ‘

Everett (1944-1945) ha analizado histo-
quimicamente los lipidos del cuerpo liteo en
la rata y comprobé que, durante el diestro
que sigue a la ovulacion, hay un aumento de
la reaccion para lipidos en general, de la
reaccion de Schultz y de la birrefringencia.
En el proestro siguiente a la ovulacion se
reduce la intensidad de estas reacciones, pa-
ra volver a aumentar en el estro siguiente.
En la rata prefiada el contenido en material
sudandéfilo es escaso hasta el 169 dia de gra-
videz; la reacciéon de Schultz y la birrefrin-
gencia negativas hasta esa fecha. 'Everett
(1945) hace hincapié en la reduceién de los

lipidos del cuerpo liteo durante’el proestro

con la formacion de células privadas de li-
pidos, a las que denomina “tipo embarazo”,
Y. que- considera activamente secretantes.
Al mismo tiempo observa la aparicién de
manchas necréticas con formacién de grue-
sas gotas sudanoéfilas conteniendo abundante
material birrefringente y ' Schultz - positivo.
Estas manchas serian idénticas a las man-

chas vacuoladas descritas por Boling'y col!

(1943) y por Basset (1943). En base a los
hechos mencionados considera Everett que
el cuerpo lateo ciclico de rata es funcxonan-
te, bien que sin repercusién endocrina.’ EI
colesterol seria el precursor de lé proges-
terona y por efecto de la estimulacién pPro-
estral se reduciria para producu' la hormona
dando lugar a la aparicién del tnpo celular
que llama “de embarazo”.

Los estudios histoquimicos més comple-
tos del ovario de rata han sido realizados
por Deane (1952) y Deane y Barker (1952).
El analisis que estos autores han hecho de
la composicion. histoquimica del ovario ha
recaido sobre los lipidos, los compuestos con
radicales carbonilo, la fosfatasa alcalina,"la
esterasa, el acido ascorbico, las proteinas ba-
séfilas, el glicogeno, los mucoides, etc., apli-
cando las técnicas reconocidas como mas
adecuadas para cada substancia. Han com-

probado que en-los foliculos primordiales
no hay lipidos, esterasas ni acido ascérbico;
hay en cambio una débil reaccion positiva
para la fosfatasa alcalina y una débil baso-
filia difusa que desaparece en- los cortes
tratados con ribonucleasa. En los foliculos
en crecimiento las células de la teca interna
presentan pequeﬁas gotitas . sudandfilas,
Schultz-positivas, - con cristales birrefrin-
gentes, que reaccionan débilmente con los
reactivos para grupos carbonilos y que no
emiten fluorescencia. La reaccion de Hot-
chkiss (acido peryédico-reactivo de Schiff;
PAS). Es francamente positiva en la pela-
cida, el licor folicular y la membrana basal
del foliculo. El licor folicular es fuertemente
metacromatico, reaccién que desaparece pre-
vio -tratamiento con hialuronidasa, hecho
que habia sido ya demostrado por Wislocki,
Bunting y Dempsey (1947). La granulosa
es la estructura que presenta mayor basofi-
lia. - La reaccién - para fosfatasa alcalina es
positiva en los vasos de la teca interna y el
citoplasma’de las células tecales.

Durante el diestro la reaccién para gru-
pos carbonilos en las células tecales se hace
més intensa y aparece una fluorescencia
amarillo-verdosa que se mantiene y atn
acentia durante el proestro y el estro. En
estas Gltimas fases los grandes foliculos de
Graaf, en mmmencla de ruptura, presentan
una reduccién del nimero y tamafio de las
gotas sudandfilas, de los cristales birrefrin-
gentes, y del material Schultz—posmvo en
las células tecales.

En los foliculos atrésicos la distribucién
de la. fosfatasa alcalina presenta particula-
ridades notables; la granulosa, que es nega-
tiva en los foliculos “normales”, ofrece una
reaccién . francamente positiva en los atré-
sicos. Al mismo tiempo aparecen gotitas
lipidicas y reaccion positiva de esterasas en
las células de la granulosa. Es muy notable
la aparicion de granulaciones intensamente
basodfilas, no atacables por la ribonucleasa,
y Feulgen positivas. Son restos de fragmen-
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tacion nuclear que fueron ya reconocidos
como tales por Vincent y Dornfeld (1948):

En las primeras etapas de formacion del
cuerpo luteo aparecen lipidos en pequenas
gotitas, mas abundantes en las células de
origen tecal que en las células de la granu-
losa, negativos a la reaccion de grupos car-
bonilos y que presentan cristales; birrefrin-
gentes y Schultz-positivos. Al mismo tiempo
se observa que la fosfatasa se ha reducido
en las células ‘tecales y que la esterasa es
débilmente positiva. Durante el diestro el
aspecto es el mismo pero aumentando la
intensidad de las reacciones. En el estro
aparece en la region central zonas necroti-
cas, Schultz-positivas que corresponden a
las descritas por Everett (1945).

La presencia y distribucion histoquimica
de succino-dehidrogenasa ha sido estudiada
por Padykula (1952) quien comprobé. su
presencia en el cuerpo luteo ciclico (y. atn
mas intenso de embarazo), asi como en la
glandula intersticial. Seria fuertemente po-
sitiva en ciertas células del cuerpo luteo con
aspecto degenerativo. Es también positiva
en la teca interna de losvfoliéplos ¥, al con-
trario, negativa en la granulosa.

Como vemos el estudio histoquimico del
ovario en la rata, durante las diversas etapas
del ciclo ha sido realizado con bastante aten-
cién; sin embargo, no han sido aplicadas
técnicas como la de Baker (1946, 1947) pa-
ra fosfolipidos, a pesar de ser un proceder
que ofrece amplias garantias por su valor
citoquimico. Ademaés no se han realizado
hasta la fecha estudios histoquimicos del

ovario de esta especie ni durante el emba— .

razo ni durante la lactacion, penodos en que
presenta sus modificaciones mas espectacu-
lares.

II. MATERIAL Y TECNICAS

Hemos empleado ratas blancas cuyo ci-
clo estral se sigui6 diariamente mediante el
estudio del frotis vaginal. Se eligieron’ ani-
males que’ présentaran ciclos regulares' de
cuatro dias de duracion. Los animales se

sacrificaron en los momentos convenientes
del ciclo, mediante un golpe en la cabeza.
El tracto genital se fijo en formol-Baker o
en acetona fria. El primer fijador se utiliz6
para todas las investigaciones con excepcion
de las enzimas (fosfatasa y esterasa) que se
investigaron en material fijado en acetona
fifal

Las técnicas empleadas fueron las si-
guientes:

a) .. Coloraciones generales.
1. Hematoxilina-eosina.
2.. Coloracion del reticulo (Rio Hor-
tega).
3. Coloraciones tricromicas (Galle-
go, Gomori).

b) Lipidos.

1. Coloracién general de los lipidos
con negro Sudan B. (Lison,
1953). '

2. Coloracién de los glicéridos. Co-
lor rojo con sulfato de azul
Nilo. i

3. Coloracién de los fosfolipidos
(técnica de Baker, 1946- 1947).

4., Demostracién de los esteres del
colesterol (tecmca de Schultz).

5. Examen con luz polarizada de
cortes. montados en- glicerina.
El examen se hizo en platina
caldeada a 55°.

6. Examen de la fluorescencia con
luz ultravioleta.

7. .Reaccion de los grupos carbonilos
(O2-Schiff). Color rojo con el

<" reactivo de Schiff en material
fijado en formol-Baker, 'sin
ningun tratamiento previo (Li-
son, 1953).

8. Reaccion de la fenilhidrazina
(Bennet, 1940).

c) .Protidos.
1. Ribonucleoproteinas.

Coloracion
.con la- pironina. ‘
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2.. Desoxiribonucleoproteinas. ‘Reac-
- cion de Feulgen.

3. Mucoproteinas. Metacromasia con
azul de toluidina. Técnica de
Hotchkiss del acido periodico-
reactivo de Schiff. Ambas con
y sin previa digestién con hia-
luronidasa.

d) Enzimas. .

1. Fosfatasa alcalina con la técnica
de Gomori (1952). (Substrato
glicerofosfato.)

2. Esterasa con la técnica de Gomo-
ri (1952). Substrato Tween.)

IiI. OBSERVACIONES

1°) ESTUDIO . HISTOQUIMICO DEL
OVARIO DURANTE EL CICLO ESTRAL.
Podriamos empezar nuestra descripcién in-
diferentemente en cualquier momento del
ciclo, y estudiar los cambios que se producen
hasta volver al mismo punto del ciclo si-
guiente. Razones practicas nos llevan a to-
mar como punto_de partida el metaestro,
alrededor de 10 horas después de la ovula-
cion: en general se puede determinar este
punto con suficiente precision.

En cualquier momento del ciclo se en-
cuentran foliculos primordiales, foliculos en
crecimiento, foliculos atrésicos y cuerpos lu-
teos de varias generaciones. Durante el
estro - se encuentran también foliculos de
Graaf. En cualquier momento del ciclo en-
contramos también varios juegos de cuerpos
luteos. . En primer lugar los.producidos a
raiz de la reciente ruptura folicular y que
pertenecen’-propiamente al ciclo. Los lla-
mamos CL: I; reciben este nombre hasta que
en el proximo estro vuelve a producirse la
ruptura folicular y vuelven a formarse nue-
vos cuerpos luteos.: En segundo lugar los
cuerpos luteos resultantes de la ruptura fo-
licular del ciclo anterior, que han alcanzado
el maximo desarrollo y 'que denominamos
CL. II. Luego los CL.-de dos generaciones

de edad, es decir de 8 dias de evolucion y
que llamaremos CL. III. Se puede recono-
cer todavia otra generacion de cuerpos lua-
teos, CL, IV. Pueden hallarse mas CL. en
regresion pero ya su estructura es indistinta
y no discernible su edad. En conjunto en un
ovario de rata se pueden reconocer hasta 20
0. 30 cuerpos luteos dado que en cada ovu-
lacién se rompen aproximadamente 5 folicu-
los. '

Estudiaremos separadamente la composi-
cion histoquimica de cada.una de las estruc-
turas ovaricas analizando los cambios que
sufren durante las diferentes etapas del ci-
clo, la prefiez y la lactacion.

a) El epitelio germinativo.— El epite-
lio germinativo no presenta homogéneamen-
te la misma estructura en toda la superficie
ovarica y tampoco las mismas reacciones
histoquimicas.

En ciertas zonas es mas alto, cilindrico,
en tanto que en otras es aplanado. En algu-
nas regiones presenta gotitas sudanofilas y
O,-Schiff positivas en su polo apical, que
son negativas con el sulfato de azul Nilo,
Schultz-negativos, y no dan birrefringencia
ni fluorescencia. En cambio la reaccion de
Baker es positiva mostrando granulos negros
en la region apical y basal de numerosas cé-
lulas. Se observan algunas células del epi-
telio germinativo' fuertemente cargadas de
fosfolipidos. Estas células son, en general,
mas delgadas que sus vecinas y parecen ser
elementos en regresion (fig. 1) El citoplas-
ma de las células epiteliales presenta dis-
creta afinidad para los colorantes. basicos
(pironina) indice de su contenido en ribo-
nucleoproteinas. Las reacciones para mu-
coides (PAS y metacromasia) fueron nega-
tivas. En cambio el conjuntivo subyacente
al epitelio, que forma una delgada albugi-
nea, es francamente positivo con el PAS y
discretamente metacromatico.

No hemos observado variaciones ciclicas
en el epitelio germinativo habiendo compro-
bado, en cambio, diferencias bastante gran-
des entre unos individuos y. otros,
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b) Foliculos primordiales— El negro
Sudan muestra la presencia de algunas fi-
nas granulaciones lipidicas en el ovocito. En
cambio las células tecales, que forman una
sola capa, son totalmente negativas.

La técnica de Baker revela la existencia
de gotitas de fosfolipidos en el citoplasma
del ovocito. Todas las otras reacciones han
sido negativas en cualquiera de las estructu-
ras de los foliculos primordiales.

c) Foliculos en crecimiento.— Hay ya
una etapa evolutiva importante cuando en
el foliculo comienza la secrecién del licor
folicular y se produce el antro. En los fo-
liculos en crecimiento la reacciéon general
para lipidos (negro Sudéan) es positiva en
el citoplasma de las células de la teca inter-
na (fig. 2). La granulosa esta, en general,
libre de gotitas sudanofilas pero durante el
metaestro la mayor parte de los foliculos en
crecimiento contienen finas gotitas de lipi-
dos en el citoplasma de las células de la
granulosa (fig. 3). Se trata en este caso de
foliculos que han alcanzado un cierto grado
de desarollo y que se hacen atrésicos inme-
diatamente después. de la ovulaciéon. ‘La
reaccion para glicéridos (sulfato de azul Ni-
lo)  es negativa en las distintas estructuras
de los foliculos en crecimiento. En cambio
en las células tecales la reaccion O,-Schiff
es positiva y se obseryan cruces de polari-
zacion . (fig. 4). Con la técnica de Baker las
células tecales presentan gotitas de fosfoli-
pidos distribuidas homogéneamente en - su
citoplasma. En la granulosa las células pre-
sentan uno o varios granulos, localizados en
el citoplasma, al lado del nucleo y que se
tifen intensamente con la técnica de Baker
(fig. 5). Con toda probabilidad se trata de
los fosfolipidos del aparato de Golgi que
aparecen en esa forma. La reaccion de
Schultz es positiva en la teca interna.

El citoplasma de las células de la granu-
losa es francamente basofilo. -Es la estruc-
tura citoplasmica .mas basofila de todo el
ovario, en cualquier momento del ciclo. :Con
el azul de toluidina el licor folicular aparece

enteramente metacromatico: también es me-
tacromatica la membrana pelucida aunque
con menor intensidad. Ambas reacciones
desaparecen digeriendo previamente los cor-
tes con hialuronidasa. Con la técnica del
PAS se tihe la membrana pelacid2 y el licor
folicular, tincién que no es afectada por la
digestion con hialuronidasa (fig. 6).

La fosfatasa alcalina aparece en la teca
interna de los foliculos en crecimiento. En
esta capa la reaccion es positiva a nivel del
citoplasma de las células tecales, toda{ria
mas en los endotelios capilares, También es
netamente positiva en las estructuras ‘inxte'r‘-
celulares, probablemente fibrilares (fig. 7).
La reaccion es negativa, muy o débilmente
positiva en el citoplasma de las células gra-
nulosas, Es débilmente positiva a nivel del
licor folicular. iy

En los foliculos en crecimiento no es de-
mostrable la presencia de esterasa. -~

Fuera de la presencia en metaestro de
gotitas lipidicas en la granulosa, que no se
observan en los otros periodos, no se advier-
ten diferencias histoquimicas en los folicu-
los en crecimiento en las diferentes fases del
ciclo estral. T

‘d) Foliculos de Graaf.— Los foliculos
de Graaf maduros se encuentran en el estro.
En estos foliculos la teca interna ha adqui-
rido un desarrollo notable, en tanto que 12
granulosa ha quedado reducida a unas pdcgs
hileras celulares. La teca interna esta nota-
blemente irrigada y presenta formaciones en
cuha que deprimen a la granulosa y hacen
saliente en ella. Sin embargo, la granulosa
todavia no ha comenzado a vascularizarse.

Las células de la teca interna presentan
su citoplasma con abundantes gotitas suda-
nofilas. En las células tecales la técnica del
sulfato de azul Nilo muestra una muy dis-
creta coloracion rojiza. En las mismas célu-
las se comprueba la existencia de abqndanf
tes fosfoipidos dispuestos en forma de fi-
nas granulaciones (fig, 8). La reaccién O:-
Schiff es positiva en las células de la teca
interna asi como también se encuentran en
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ellas gotitas birrefringentes. La reaccion de
Schultz muestra la presencia de gotitas de
colestéridos.

En la granulosa es notable la existencia
de abundantes gotitas de lipidos localizadas
en la regién basal de las células de la capa
mas externa. Estos lipidos dan una intensa
reaccion de Baker (fig. 8). Se pueden ob-
servar espaciadas gotitas lipidicas también
en la segunda y hasta en la tercera capa de
las células de la granulosa. La técnica de
Baker, ademés de la intensa reaccion en las
células mas externas, muestra también reac-
cion en todas las células de la granulosa.
Esta reaccion’ esta formada por algunos' gra-
nulos' que rodean el nucleo. Persisten las
reacciones que hemos descnto en los folicu-
los en crecimiento para mucoprotemas, aun-
que débiles. La reaccién para fosfatasa al*
calina es positiva en las células y en los
endotelios capilares'de la teca interna y la
reaccion para lipasa es negativa.

Hemos investigado fermentos proteoliti-
cos en el licor folicular de foliculos de Graaf,
con resultado negativo.

e) Cuerpo liteo— Inmediatamente de
roto el foliculo comienza la invasion de
capilares y células tecales y se cumple el
proceso de -transformacion ‘de las células
granulosas y tecales, en células luteinicas.

Diez horas después de la ovulacién el
cuerpo liteo esta en vias de organizacién y
recién estan comenzando a penetrar los va-
sos. En esta etapa posee’todavia pocos ele-
mentos sudanofilos localizados en la perife-
ria y hay una relacién bastante regular
entre la zona de penetracion de los capilares
y la de luteinizacion celular (figs. 9 y 10).

El cuerpo luteo de la rata se forma por
participacion de elementos originados en la
teca y en la granulosa (Pederson, 1952). Es
posible, todavia en esta etapa, diferenciar
las células de origen tecal de las células de
la granulosa. Las células granulosoluteini-
cas mas pequefias, de citoplasma mas baso-
filo y nucleo mas denso; las otras con gran
nucleo ‘ vesiculoso muy claro, 'con escasa

cromatina granular y con 1 a 2 nucléolos.
En las células tecaluteinicas se observan con
frecuencia mitosis las que, al contrario, son
raras, en esta etapa, en las células granulo-
soluteinicas.

El proceso de luteinizacion se cumple
progresivamente apareciendo en el citoplas-
ma primeramente 2 6 3 gotitas sudandfilas
que aumentan rapidamente en numero. En
general hay una tendencia en las gotas de
grasa a disponerse en posicion polar hasta
que, al aumentar su .numero, llenan total-
mente el citoplasma celular.

La técnica de Baker nos muestra que la
cantidad de fosfolipidos presentes es mucho
mayor que la que se pudiera sospechar dada
la cantidad de lipidos revelables por el ne-
gro Sudan. Todas las células periféricas es-
tan cargadas de granulaciones que llenan
totalmente el citoplasma. En general la dis-
tribucion es similar a la que hemos descrito
para los lipidos sudandfilos pero, aparte de
que los granulos presentes en las células pe-
riféricas son:mas abundantes, ‘también las
células centrales presentan muchas granu-
laciones, aunque menos intensamente colo-
readas.  Cada una de las células centrales
presenta-un niicleo rodeado por un collar de
granulos (fig. 11): La luz polarizada revela
unas pocas gotitas birrefringentes (fig. 12).
Es notable el hecho de que las células teca-
les de los foliculos en crecimiento son mas
ricas en gotitas birrefringentes que las del
cuerpo amarillo reciente. La reacciéon de
Schultz es negativa. No hay fluorescencia
apreciable. La fosfatasa alcalina no aparece
en el cuerpo liteo joven. En' cambio se
observa una neta ‘reaccion positiva ‘de' la
esterasa (fig. 13). La reaccion Os-Schiff es
negativa,

En el segundo dia del diestro, es decir,
36 horas después de la ovulacién, los cuer-
pios luteos se han vascularizado y luteinizado
completamente, Todas las células contienen
gotitas sudandfilas, aunque varia grande-
mente la cantidad que hdy en cada una de
ellas. Algunas, con el citoplasma atiborrado
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de granulaciones pequeias, han alcanzado el
maximo de luteinizacion. Otras celulas pre-
sentan solamente algunos granulos dispues-
tos hacia un polo (fig. 14). Entre estos dos
extremos estan todos los intermediarios, que
dominan en esta etapa. Hay glicéljidos que
se disponen en gotitas finas. El Baker mues-
tra que practicamente todas las células estan
llenas de granos pequenos, de contorno irre-
gular, que llenan todo el mtoplasma Pro-
bablemente no hay coincidencia entre éstos
y los granulos sudanoﬁlos La luz polariza-
da da alguno que otro punto brillante (figu-
ra 15). La reaccién de Schultz muestra
escasos granos muy finos de color verdoso.
La reaccion de O.-Schiff es intensamente
positiva. No hay fluorescencia amarilla. La
fosfatasa alcalina es negativa en las células
luteinicas, y al contrario positiva en el endo-
telio de los vasos (f1g 16). La eSterasa es
netamente positiva en las células. luteinicas
(fig. 17).

El cuerpo liteo en proestro esta, como
por otra parte todo el ovario, fuertemente
congestivo. . Las células van - adquiriendo
cada vez mas un.aspecto espumoso, conse-
cuencia de la mayor carga de lipidos. , Las
preparaciones con Sudan muestran que ha
aumentado el contemdo general en_ gotas
sudandfilas, en especial hay una mayor ho-
mogeneidad en el contenido de las células.
El sulfato de azul Nilo no muestra o muestra
s6lo muy escasos granulos rojizos. El meto-
do de Baker muestra abundantes granula-
ciones en casi todas las células. La reaccion
de Schultz es negativa o débilmente pOSltha
en la perlfena. Hay muy escasos gramtos
birrefringentes.

En el estro, es decir, en el momento que
se rompen los nuevos foliculos, el cuerpo
liteo ha alcanzado su maximo volumen y
también su mayor contemdo en 11p1dos Las
células son ahora homogeneamente grandes
y contienen abundantes g0t1tas sudanofllas
que se dlstrlbuyen en gotas pequenas y re-
gulares en todo el mtoplaSma (figs. 18 X 19).
Aparecen zonas en gue es notable una ‘des-

integracion celular que estd en contradic-
cion con el hecho de que es en este momento
que el cuerpo liteo ha alcanzado su vascu-
larizacién mas completa y abundante. Se
observan pocas gotitas de glicéridos; en
cambio es abundante e intensa la reaccién
para fosfolipidos. La reaccién 02-Schiff es
intendamente positiva en todas las células.
Las gotitas birrefringentes son mas abun-
dantes y mas homogéneamente distribuidas,
de lo que han sido hasta la fecha. La reac-
cion de Schultz es muy débilmente positiva
en las células lutefnicas. La fluorescencia
amarillo verdosa existe, pero es débil. La
técnica de Hotchkiss muestra el notable
aumento del reticulo que se ha desarrollado
en torno a las células luteinicas y en los
vasos.

A partlr de esta etapa, es decir del estro
siguiente a la ovulacidn,” el contenido de
materiales sudanoéfilos se reduce progresi-
vamente. - Las células, van perdiendo | sus
granulaciones - pequenas "y’ abundantes : para
adquirir una menor -cantidad de granulos
mayores. No todos los elementos celulares
realizan la evolucion simultaneamente, sino
que hay algunas células que se van empo-
breciendo en lipidos, al mismo tiempo.que
otras mantienen su primitiva riqueza. Du-
rante el diestro, del.ciclo_segundo. en . un
numero creciente de células empiezan a
reunirse el material sudanéfilo en una sola
gran gota, de tamano mayor que el nucleo.
Muchos elementos empiezan a mostrar una
tincién grisacea difusa del c1toplasma La
cantidad de ghcerldos ha aumentado y las
grandes gotas se tinen de rojo por el sulfato
de azul Nilo. El método de Baker muestra
que todas las células presentan abundantes
granulos positivos. Las grandes gotas son
negativas. Todavia se observa un cierto
niimero de gotitas birrefringentes notable-
mente menores que en etapas anteriores. La
reaccién 02-Schiff se ha reducido muy nota-
blemente apareciendo reaccion solamente en
algunas células. La fluorescencia es deb11
La' fosfatasa’ alcalina ‘sigue siendo negatlva
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en las células luteinicas en tanto que es
positiva en los endotelios vasculares. La
esterasa es positiva. Al terminar el nuevo
estro, coexisten tres generaciones de cuerpos
lateos; la de los foliculos recién rotos, los
que tienen un ciclo de edad, cuyo analisis
histoquimico ya hemos realizado, y los que
tienen dos ciclos de edad (es decir unos 8
dias de evolucion). Estos ultimos tienen
mucha menor cantidad de grasa y mas irre-
gularmente distribuida; en algunas células
aparece tan s6lo un color gris difuso en el
citoplasma, en tanto que otras exhiben una
gran gota que ocupa casi todo el citoplasma.
El sulfato de azul Nilo muestra una mayor
abundancia de glicéridos. El método de
Baker revela una notable reduccion de los
fosfolipidos 'y sobre todo una distribucién
desigual de los mismos, habiendo algunas
células muy cargadas y otras casi vacias.
La reaccion de O.-Schiff es practicamente
negativa. No hay granos birrefringentes.
La fluorescencia es nula. La reaccion para
lipasa esta debilitada; en cuanto a la fosfa-
tasa alcalina no hay variaciones.

El cuerpo hiteo ha completado en estos
dos ciclos toda su vida. Queda todavia una
agrupacion celular cada vez mas pobre en
lipidos, mas invadida por tejido conjuntivo
y mas pobre en irrigacion, que puede arras-
“trar su duracién hasta dos o excepcional-
mente tres ciclos mas. Pero ya ha perdido
totalmente su estructura glandular endocri-
na y toda capacidad reaccional. No es mas
que un resto que progresivamente va des-
apareciendo sin dejar rastro.

f) Tejido intersticial.— Aunque acepta-
mos el punto de vista de que la glandula
intersticial se forma a consecuencia de la
evolucion de los foliculos atrésicos, consi-
deramos conveniente describir por separado
los foliculos atrésicos que todavia exhiben
una granulosa, de aquellos que ya han per-
dido su individualidad como foliculos y que
se han incorporado a la estructura difusa
que constituye la glandula intersticial. Lla-|
mamos asi al tejido abundante en esta espe-

cie, que se forma como ultima etapa de la
atresia folicular, cuando ya no son mas in-
dividualizables los foliculos y el tejido se
convierte en una formacion difusa, epiteli-
oide, ricamente vascularizada y con la es-
tructura histoquimica que veremos.

La glandula intersticial presenta abun-
dantes lipidos (fig. 20), en cantidad aun
mayor que los cuerpos amarillos. Hay una
diferencia muy neta en la disposiciéon de
los materiales sudanofilos entre las células
de uno y otro tejido. Esta grasa esta cons-
tituida en gran parte por glicéridos y es en
estas células que los glicéridos son mas
abundantes. En cambio los fosfolipidos son
escasos y en lugar de aparecer, como en la
célula luteinica en forma de granulaciones,
se disponen en forma mas bien difusa. Se
observan lipidos birrefringentes; es aqui que
los materiales birrefringentes son mas abun-
dantes. La reaccion de O.-Schiff es intensa
en todo el citoplasma de estas células. La
reaccién de Schultz es intensamente positiva
en toda la extension del tejido intersticial.
Es esta region, indudablemente, la que pre-
senta mas intensa reaccion para colestéridos.
También presenta una notable fluorescencia
amarillo verdosa, que es la mas intensa de
todas las estructuras ovaricas.

2°) EL OVARIO GRAVIDICO.— Si
durante el estro se ha producido el acopla-
miento y sobreviene el embarazo el ritmo
regular de los ciclos estrales se interrumpe
y cambios profundos se cumplen en el ova-
rio. En primer término el cuerpo liteo no
regresa sino que permanece durante toda la
duracién de la prefiez. En segundo término
se comprueba una inhhibicién de la ovula-
cion que dura hasta el parto. Inmediata-
mente después que se ha producido éste hay
una nueva ovulacién que da origen al cuerpo
lateo de lactacion que, si hay nuevo acopla-
miento, se convierte en cuerpo luteo 'de una
nueva prefnez.

a) Los foliculos.— Al cuarto dia del
acoplamiento el ovario esta constituido por
un numero grande de foliculos en crecimien-
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to con mas o menos claros signos de atresia.
Entre éstos algunos de notable tamafio pro-
ximo al diametro del foliculo maduro, que
incluso presentan las cunas tecales caracte-
risticas de éste, pero que iran también a la
atresia. -

Se observan cuerpos amarillos de dife-
rente edad, pues ademas. de cuerpos-lufeos
gravidicos en plena evolucién progresiva, se
hallan los de los ciclos anteriores, en franca
regresion. :

Los foliculos primordiales - presentan al-
gunas escasas y muy finas gotitas sudanéfi-
las en el citoplasma del ovocito. También la
corona unica de células de la granulosa pre-
senta muy finos granitos sudanoéfilos. No
hay glicéridos.

Los foliculos en crecimiento, todos ellos
en vias de atresia, presentan variados gra-
dos de engrosamiento tecal. Las células te-
cales contienen gotas.lipidicas abundantes y
de tamano relativamente grande (figs. 21 y
22). La granulosa presenta aspecto variado
segun los foliculos. En algunos no presenta
signos regresivos y, al contrario, pueden
observarse células en mitosis.’ Otros, en
cambio, presentan fenémenos degenerativos
como ser cariorrexis con abundantes granos
cromatinicos (fig 23); en otros el proceso de
atresia se manifiesta por la existencia de
gotitas lipidicas en el citoplasma de las célu-
las granulosas.

La teca interna de los foliculos en atresia
presenta gotitas con reaccion de los glicéri-
dos. Estos son abundantes en las células
tecales transformadas en glandula intersti-
cial. Con el método de Baker se comprueba
la existencia de finas gotitas de fosfolipidos
en las células de la tecainterna. En la gra-
nulosa hay gotitas de fosfolipidos de variada
abundancia. En algunos foliculos la capa
externa de células de la granulosa presenta
abundantes gotitas de posicion basal.

b)  Cuerpo liteo.— Al ‘cuarto dia de
embarazo los cuerpos amarillos ‘se hallan
totalmente constituidos y vascularizados en
su totalidad. Las células luteinicas se hallan

llenas de gotitas lipidicas muy regulares en
tamafno y regularmente distribuidas en el
citoplasma (figs. 24 y 25). Aunque hay
apreciables variaciones en el contenido lipi-
dico de las diversas células, el conjunto es,
sin embargo, bastante homogéneo, estable-
ciéndose asi una diferencia en los cuerpos
[Uteos del ciclo. La reacciéon del sulfato de
azul Nilo para glicéridos es negativa. La
reaccién PAS es positiva a nivel del cito-
plasma de los fibroblastos del cuerpo lateo;
no desaparece cuando se le digiere previa-
mente con hialuronidasa.

- El método de Baker muestra todas las
células luteinicas llenas de muy finos grani-
tos de fosfolipidos homogéneamente distri-
buidos en el citoplasma (figs. 26 y 27). La
reacciéon de Schultz es negativa en los cuer-
pos liteos de prefiez en tanto que es positiva
en los cuerpos luteos viejos pertenecientes
a_ciclos anteriores. =

Al cuarto dia de la prefiez la glandula
intersticial es -relativamente abundante .y
sus células estan cargadas de gotitas lipi-
dicas. En ellas es positiva la reaccién de los
glicéridos con el sulfato de azul Nilo. Posi-
tiva intensa también la reaccion de Schultz.

A los catorce dias de la prefiez los cuer-
poos luteos han alcanzado su maximo des-
arrollo. “ En el -ovario no se observan otros
cuerpos amarillos que los que corresponden
a esa prenez ya que los de los ciclos anterio-
res han desaparecido completamente para
esta época. Hay numerosos foliculos en
atresia y una bien desarrollada glandula
intersticial. -

Las células luteinicas son grandes. Su
citoplasma esta atiborrado de lipidos suda-
néfilos que se disponen en muy pequenas
gotitas que llenan completamente las células
(fig. 28). La reaccion del azul Nilo demues-
tra la existencia de glicéridos que por pri-
mera vez aparecen en las células luteinicas
en esta época, los glicéridos no se hallan en
todas las células.pero hay un cierto numero
que presenta una reaccion ‘rojiza granular.
La reaccion de Schultz: muestra escasos 'y
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pocos granulos en las células. Es también
en este momento que' por.primera vez se
observan colestéridos en las .células  lutei-
nicas.

La técnica de Baker muestra una reac-
cién granular intensa en las células luteini-
cas que adopta la forma de granulos péque-
fios o de cortos bastOnc1tos Con esta técenica
Se deStacan muy netamente 'unas células,
més abundantes en unos cuerpos liteos que
en otros, de forma irregular, pero en general
con cortos prolongamientos, que’se diferen-
cian muy netamente de las células luteini-
cas, entre otras cosas, por sus bordes cénca-
vos, en contraste con el contorno saliente de
las luteinicas, y que’ con 1a tecmca de Baker
se caracterizan de'modo fotable por la enor-
me carga en fosfohpldos que hay en su cito-
plasma. La totalidad del c1toplasma aparece
densa, intensa y homogeneamente negra. Es
dificil, en algunos casos, distinguir el nicleo
incoloro a causa de ‘la“ intensa coloracién
citoplasmica. Estas células tienen una clara
situacion interstici_al y constituyeh;"segura;
mente, fibroblastos. Con51deramos a tales
elementos equlvalentes a las células que han
sido de51gnadas con el nombre de célilas K
por White y col. (1951) (fxg 29).° -

El PAS .nos muestra una neta reaccion
positiva a nivel del c1tqp1asma de los fibro-
blastos. L T R o

3°) EL OVARIO DURANTE LA LAC-
TACION.— En el momento, del parto el ova-
rio presenta un nuevo empuje' de madura-
cién folicular culminando con la ruptura de
una serie de foliculos que' ocurre:de- 24 a
36 horas.después del parto.. Se forman, a
partir. de estos foliculos, cuerpos liteos de
lactacion . que presentan algunas ‘caracteris-
ticas que les son propias. Sila hembr4d tiene
contacto con el macho en el momento de la
ruptura folicular, se ‘constituye un 'nuevo
embarazo que transcurre durante la lacta-
cién. Este embarazo es mas prolongado que
el normal pues la lactacion induce un. mar-

cado retraso. en la implantacion. . {

En el momento del parto y en las pocas
horas siguiente el ovario presenta dos jue-
gos diferentes de foliculos: en primer tér-
mino los que’pertenecen al embarazo trans-
currido’ constituidos por foliculos atrésicos
¥y cuerpos lateos en franca regresién; en se-
gundo lugar un juego de foliculos que evo-
luciona rapidamente a la ruptura folicular
Yy con ello hacia la formaciéon de nuevos
cuerpos amarillos.. En medio de una glan-
dula intersticial medianamente desarrollada
se encuentran unos pocos foliculos en vias
de atresia.  Pero el cuadro principal del
ovario en este periodo esta representado por
los cuerpos luteos en regresion y los folicu-
los de Graaf en inminente ruptura.

Los cuerpos luteos gravidicos en regre-
sién. presentan sus células cargadas de lipi-
dos. que rellenan totalmente su citoplasma
en forma de pequefias gotitas regulares. La
técnica del sulfato de azul Nilo muestra que
una.gran parte de los lipidos esta constituida
por glicéridos. " Existen también fosfolipidos
pero.en menor cantidad y situados entre las
gotitas lipidicas. Hay células con gran car-
ga de fosfolipidos, probablemente fibroblas-
tos,.pero en menor- cantidad que en etapas
anteriores. 'La reaccion O.-Schiff es positiva
y ‘también localizada en la superficie de las
gotitas. La'técnica de Schultz muestra una
intensa reaccion grariular a nivel de las cé-
lulas luteinicas.

La fosfatasa es positiva en los endotelios
capilares y negativa en las células luteinicas.

Los foliculos maduros. no presentan ca-
racteristicas que los diferencien de los que
hemos descrito en un ciclo regular.

La glandula intersticial es pobre en lipi-
dos, mas pobre que en ningin otro momento
de.la actividad sexual. Presenta pocos gli-
céridos y una reaccion neta, pero también
reducida, con el reactivo de Schultz. No
contiene fosfolipidos, en cambio la reaccion
O.-Schiff es intensamente positiva.

Cinco dias después del parto, el cuerpo
liteo gravidico y'el de lactacion se distin-
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guen facilmente uno de otro por su estruc-
tura histolégica y por su constitucion histo-
quimica (fig. 30).

Los cuerpos luteos gestativos acentuan
su carga lipidica y aumentan en ellos los
glicéridos. En cambio los cuerpos, liuteos de
lactacion presentan una carga:lipidica’ mu-
cho menor (fig. 31) y especialmente una
menor cantidad de glicéridos que estan re-
ducidos a unas pequefias y escasas gotitas
distribuidas en la periferia del érgano. Los
fosfolipidos son mas abundante en los cuer-
pos liteos gravidicos que en los de lactacion;
también las reacciones O.-Schiff y Schultz
son netamente mas intensas en los cuerpos
amarillos viejos que en los recientes. .En
especial los cuerpos luteos gravidicos pre-
sentan una intensa birrefringencia con: luz
polarizada, que es muy escasa, 0 mismo in-
existente, en los cuerpos de lactac10n

IV. DISCUSION

La oportunidad de poseer técnicas histo-
quirhicas de mayor valor para €l anélisis de
los lipidos que de cualquier otra substancia,
permite reconocer mejor las var1ac1ones li-
pidicas que cualquier otro cambio. Es’ ya un
dato clasico que las células lutelmcas se
caracterizan precisamente por su progreswo
enriquecimiento en lipidos citoplasmicos.

En los foliculos primordiales no hemos
reconocido la presencia de lipidos sudané-
filos con excepcién de una coloracién' gris
difusa en el citoplasma del ovocito. La bi-
rrefringencia, la reaccion de :Schultz, la
reaccién para grupos carbonilos, la reaccién

de Hotchkiss-Mc Mannus, asi como las reac-

ciones para fosfatasa alcalina y lipasa, han
sido constantemente negativas en estos fo-
liculos.
Dempsey y Basset (1943) y de Deane y
Barker (1952) y Deane (1952). Esta ultima
autora, agrega la reaccion negativa para'el
acido ascérbico y al contrario encontré una
débil reaccion positiva para la fosfatasa al-
calina, casi- imperceptible cuando se emplea

Confirmamos asi los hallazgos' de

como substrato el glicerofosfato. A la luz de
estos hallazgos el foliculo primordial no pa-
rece poseer una gran actividad metabolica,
los hallazgos mas importantes parecen estar
en el ovocito:donde se ha encontrado glu-
cogeno (Deane, 1952) y donde nosotros he-
mos puesto:de manifiesto .la presencia de
fosfolipidos. bastante abundantes. Creemos
que ambos hechios deben estar relacionados
a la vitelogénesis que se esta cumpliendo
activamente en este periodo. En las células
de la granulosa hemos comprobado-la pre-
sencia de un»,grénulo_fosfolipidico probable-
mente en relacion con el aparato de Golgi

En los foliculos en erecimiento y en-los
foliculos maduros en inminencia de ruptura,
nuestros hallazgos .son, en general, confir-
matorios de los de Deane (1952). En cambio
no hemos comprobado la reduccién del con-
tenido - lipidico de ‘la-téca interna en- los
foliculos de Graaf del proestro y el estro
comenzante. Al contrario, en estos periodos
hemos comprobado - la:presencia:de: gotitas
lipidicas' pequehas Yy :relativamente: abun-
dantes localizadas en las capas mas externas
de la granulosa. Los lipidos de la teca in-
terna parecen estar formados principalmente
por fosfolipidos que se tifien por la técnica
de :Baker y ique:son birrefringentes. Los
mucopolisacaridos estan: representados en el
licor folicular' y en'la membrana pelicida.
El primero-es PAS:' positivo 'y fuertemente
metacromatico. Esta tltima ‘Teacciér des-
aparece por digestiéon previa con hialuroni-
dasa, lo que no.afecta la reacciéon del PAS.
Puede concluirse en consecuencia que en el
licor, folicular se encuentran, al menos, dos
tipos de mucopolisacaridos; uno conteniendo
acido ‘hialurdnico en su molécula y otro que
no es destruido por la hialuronidasa. En los
foliculos maduros ambas reacciones son mas
débiles, -lo que puede explicarse por imbibi
cion acuosa.’ Los mucopolisacaridos en cier-
tas condiciones absorben grandes cantidades
de agua y esto podria quiza explicar el brus-
co crecimiento que sufre el foliculo inmedia-
tamente antes de su ruptura.
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Los foliculos en crecimiento muestran
variaciones en su tamafio, su estructura y su
composicion histoquimica en las diversas
fases del ciclo. El contenido lipidico de la
teca interna aumenta a medida que va avan-
zando el diestro, y se hace mas intenso en
el proestro y el estro. En estos dos periodos
aparecen también lipidos en la granulosa
localizados en la zona basal de las células
de la capa mas externa. -

Deane (1952) ha descrito la aparicion,
en diestro, de una reaccion mas intensa en
la teca interna para los grupos carbonilos
y la fluorescencia mas vigorosa. Nosotros
no hemos podido confirmar estos hallazgos.
En cambio es evidente que tanto-la meta-
cromasia; como el PAS se hacen mas débiles
a medida que el foliculo va avanzando en su
maduracion, lo que parece indicar una re-
duccion relativa del contenido en mucopro-
teinas.

Los hallazgos antes mencionados indican
que, a medida que el foliculo va progresando
en su maduracion, aumenta el contenido en
lipidos de la teca interna.y que &n proestro
y- estro _también aparecen:lipidos en la gra-
nulosa. El conjunto de reacciones empleado
por nosotros muestra, asimismo, ‘que el
aumento se produce en una mezcla de lipi-
dos de diferentes clases (fosfolipidos, coles-
téridos, etc.), sin que un tipo especial de
lipido se haya elaborado con exclusividad o
predominancia.

El cuerpo luteo _ciclico se caracteriza
desde su comienzo por la presencia en las
células de finas gotitas lipidicas. Al prin-
cipio la carga lipidica es mayor en las célu-
las de origen tecal que en las células de la
granulosa pero pronto estas ultimas adquie-
ren mayor carga lipidica y es imposible
diferenciarlas por este procedimiento.” Un
hecho de interés es que ya desde las etapas
precoces se revela la existencia de abun-
dantes fosfolipidos y, al contrario, un escaso
contenido en glicéridos. En esta etapa pre-
coz no hemos podido poner de manifiesto la
presencia de colestéridos y.el nimero de

gotitas birrefringentes (cruces de polariza-
cion) es escaso notandose que su numero
es inferior al que presenta la teca interna
antes de la ruptura folicular,

Estos hechos indican una neta transfor-
macion del contenido lipidico caracterizado
por la presencia de mezclas complejas en
las que han aumentado notablemente al evo-
lucionar el ciclo, la cantidad de fosfolipidos,
y han aparecido glicéridos que no existian
anteriormente. Al contrario, se han redu-
cido las gotitas birrefringentes y han des-
aparecido los colestéridos revelables por el
método de Schultz. El otro elemento histo-
quimico importante observado en este pe-
riodo es la presencia en la célula luteinica
de una neta reaccion positiva para la es-
terasa. '

La reaccion ‘para la fosfatasa alcalina en
esta especie es positiva en la teca interna
del foliculo de Graaf y en el cuerpo ama-
rillo; en éste la reaccién se localiza exclu-
sivamente en los endotelios vasculares. En
esto el ovario.de rata se comporta como el
de cerdo, si tenemos en cuenta las observa-
ciones de Corner (1944, 1948); pero, al
contrario de lo que sucede en el cerdo,.las
células tecaluteinicas no continuan con:la
reaccion . fosfatasica, luego de formado el
cuerpo luteo. Nuestros hallazgos, en lo que
a enzimas se refieren, confirman totalmente
los que han sido descrito por Hebert y Ver-
ne (1953).

Estamos todavia lejos de poder sacar
conclusiones de :todos estos cambios que
puedan servirnos para conocer el mecanismo
de biosintesis de las hormonas ovaricas. Se
creyo primeramente que los esteroides se
elaboran a partir del colesterol o de alguna
substancia similar. Esta hipotesis aparecio
como unaconclusion natural a la similitud
de estructura molecular entre estas substan-
cias (Fieser, 1937), pero sin que se hubiese
aportado ninguna evidencia experimental a
favor de ese concepto.

Trabajos posteriores, realizados median-
te perfusion de suprarrenal con acetato o
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con colesterol, ambos “marcados” con car-
bono radioactivo, han mostrado que los es-
teroides radioactivos son mucho mas abun-
dantes luego de perfusion con acetato que
con colesterol. Esto parece indicar que la
biosintesis de los esteroides se cumple a
partir de un precursor (que esta formado
por el acetato y no por el:colesterol: La
inyeccién de colesterol-4-C 14 ‘en’ las venas
de una yegua prefiada no se siguio la elimi-
nacion de estrona radioactiva, como debid
acontecer, si esta hormona se formase a par-
tir del colesterol (Heard y O'Donnel 1954).
En opinién de Hechter y Pincus (1954), el
acetato Seria la primer etapa hacia la for-
macion del colesterol y éste daria origen a
los corticoides. Es razonable pensar que este
ciclo de biosintesis que se va revelando en
la suprarrenal, o0 uno muy similar, se cumpla
también en el ovario. Los estudios quimicos
e histoquimicos realizados . sobre el. ovario
de ‘1aconeja por Claesson y colaboradores
(Claesson e Hillarp, 1947, a y b; Claesson,
Diczfalusy, Hillarp y Hogberg, 1948) indi-
can que en la coneja prefiada el contenido
en colesterol (quimicamente apreciado por
dosificacién sobre el extracto cloroférmico),
y en substancia birrefringente (demostrable
en los cortes histologicos por la técnica de
Schultz), disminuye en los dias que siguen
inmediatamente al coito; la inyeccién de
hormonas ’go;iadotréficas produce también
una muy notable reduccién del Colesterol y
subStancias analogas. Los esteroles ovaricos,
en: especial el colesterol, seria movilizado
paralelamente’a la produccién de hormona
activa- (es decir  estrogenoS), movilizacion
que,; mediante inyecciones de gonadotrofina,
se cumple en unas pocas horas. Estos hechos
llevan a los autores a concluir que los este-
roles estan intrincadamente vinculados a la
formacion de estrégenos. La conclusion de
esos autores es que los esteroles almacenados
en la glandula intersticial son los precurso-
res de las hormonas estrogénicas. En la rata
habria-dos momentos del ciclo con maximo
contenido en “precursor”, el proestro y el

metaestro. Tres horas y media después del
coito habria una significativa reduccion del
contenido en precursor; esta reducida can-
tidad se mantiene hasta 15 horas postcoitum.
Luego vuelve a aumentar para mantenerse
a alto nivel durante toda la prenez; el “pre-
cursor’” se moviliza cuando a la hembra
prenada se le inyectan gonadotrofinas.

La interpretacion de los autores antes
mencionados no esta a cubierto de criticas,
en cuanto al valor que le asignan a la birre-
fringencia con la técnica que ellos emplean.
La circunstancia de que ésta sblo aparece
luego de una prolongada fijacion en formol,
parece indicar que se debe a cristalizacién
de lipidos no precisados, mas bien que a su
contenido en colesterol. Creemos prematu-
ra, en base a los métodos actualmente a
nuestro-alcance, atribuir a una o dos reac-
ciones histoquimicas tanto valor como para
permitirnos afirmar la existencia de un
“precursor” _de los estrogenos, que no ha
sido aiin demostrado por los estudios qui-
micos.

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se ha estudiado con técnicas histoquimi-
cas: adecuadas el ovario de la rata blanca
durante el ciclo estral, la gestacion y la lac-
tacion. . Se analizan los lipidos con una serie
de' reacciones - caracteristicas;  sudanofilia,
reaccion de Baker; sulfato de azul Nilo,
reaccion de Schultz, birrefringencia, reac-
cion 02-Schiff, fluorescencia, etc. Se estu-
diaron algunos - protidos;. acidos ribo y
desoxiribonucleico, mucoproteinas, etc. Se
analiz6, por 1ultimo, la localizacion de la
fosfatasa alcalina y de la esterasa no espe-
cifica.

La reaccion histoquimica de los diferen-
tes componentes cambia durante 1a evolucion
del foliculo. En los foliculos primordiales las
diferentes reacciones Son negativas.” En el
foliculo en crecimiento la teca interna pre-
senta lipidos (fosfolipidos y colestéridos) y
reaCcién - intensa de fosfatasa alcalina. La
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granulosa es rica en ribonucleoproteinas y
en mucoproteinas. En el foliculo maduro el
contenido en lipidos se acentiia y estos apa-
recen también en las capas mas externas de
la_granulosa.

En el cuerpo luteo el contenido en lipidos
aumenta hasta el ciclo siguiente y recién
cuando ha alcanzado el maximo de carga en
lipidos totales aparecen glicéridos. El con-
tenido en colestéridos es escaso en el cuerpo
lateo activo y solamente aparecen cuando
éste entra en neta regresion. La reaccién
para-fosfatasa "alcalina es negativa 'én xlas
células luteinicas y positiva en los endote-
lios vasculares. -La reaccién_ para esterasa
inespecifica (lipasa) es positiva en las célu-
las luteinicas.

Y

SUMMARY AND CONCLUSIONS

Histochemical study of the rat
ovary during the estrous cycle,
pregnancy and lactation

This study has been performed on ova-
ries of albino rats using several cytochemi-
cal techniques at different selected ' moments
of the estrous cycle, pregnancy and lacta-
tion.. The lipids have been demonstrated by
a group of.histochemical methods that cha-
racterize them: sudanophilia, method of
Baker, Nile Blue Sulphate, reaction of
Schultz, .birrefringence, : fluorescence, O.-
Schiff. Proteins have been studied by the
analysis of the basophilic. substances, Feul-
gen reactions and PAS. Finally, lipase (non
specific esterase) and alkaline phosphatase
have been studied by the methods of Go-
mori.

Changes are observed in the distribution
of different substances during the evolution
of follicles and corpora lutea. In the 'pri-
mary. follicles the different reactions were
negative. In the vesicular. follicles. with an
antrum the cells of the theca interna con.
tain lipids (phospholipids and cholesterids)
and a positive reaction of, alkaline phospha-
tase. The granulosa is rich, in RNA and in

mucopolisaccharides. In the ripe Graafian
follicle the lipid- content increases and fine
lipid dropplets appear in the cytoplasma of
the cells of the outer layer of granulosa.

In- the cyclic -corpus luteum the lipid
contents increases steadily until the next
cycle; when its charge of lipids has reached
its maximum then appear glicerides. Cho-
lesterol contents is low in the active corpus
luteum 'and only appears in conspicuous
amount when the corpus luteum degenera-
tes. Alkaline-phosphatase is missing in the
lutein cells but is positive:in the endothe-
lium: of 'blood capillaries. The reaction for
non-specific. esterase, (lipase), is positive in
the cytoplasma of ‘lutein c:ells.
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LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Todas las microfotografias corresponden a ovarios
de rata. El momento del ciclo fué reconocido mediante
el examen del frotis vaginal y el estudio histolégico
del tractus genital.

ABREVIATURAS
E. G.: Epitelio germinativo.
F. 2: Foliculo en crecimiento.
F. A.: Folfculo atrésico.
G.: Granulosa.
T. I.: Teca interna.
G. I.: Glindula intersticial.
C. L.: Cuerpo liteo.
L. F.: Licor folicular.
P.: Membrana pelicida.

Fig. 1.— Epitelio germinativo. Rata en metaestro. La
flecha indica ura célula cuyo citoplasma aparece ecar-
zado de fosfolipides y que se interpreta como un ele-
mento en regresi6én. Técnica de Baker.

Fig. 2— Foliculo en crecimiento. Rata en diestro. En
la granulosa se observan células en mitosis. Algunas
células de la teca interna contienen gotitas lipidicas
tn el citoplasma. Coloracién con Negro Sudin.

Fig. 3.—Foliculo en crecimiento. Rata en metaestro.
Obsérvese las gotitas sudanéfilas localizadas en el polo
basal de la capa mis externa de células de la granu-
losa. Coloracién con Negro Sudin.

Fig. 4.— Foliculo en crecimiento. Rata en diestro.
a) Microfotografia de orientacién. b) Microfotogra-
fia con luz polarizada. Cruces de polarizacién a nivel
de la teca interna. Montaje con glicerina.

Fig. 5.— Foliculo en crecimiento. Rata en diestro. Las
células de la granulosa presentan un grano Gnico para
cada célula en correspondencia con el aparato de Golgi.
El citoplasma de las células tecales esta lleno de muy
finos grinulos de fosfolfpidos. Técnica de Baker.
Fig. 6.— Foliculo en crecimiento. Rata en diestro. La
membrana pelicida y el licor folicular son netamente
positivos con la técnica para coloracién de mucopo-
lisaciaridos. También aparecen coloreados los manojos
colagenos del estroma. Técnica de Hotchkiss (PAS).
Fig. 7.— Foliculo en crecimiento. Rata en diestro. La
teca interna presenta una intensa reaccién de la fos-
fatasa alcalina. La granulosa y la glindula intersticial
negativas. Técnica de Gomori.

Fig. 8.—Foliculo de Graaf maduro. Rata en proestro.
Las células de la granulosa presentan reaccién granu-
lar de fosfolipidos localizada a nivel del aparato de
Golgi. Las células de la capa mfs externa presentan
granulaciones de localizacién basal. Las células teca-
les tienen granulaciones regulares y abundantes que
llenan totalmente el citoplasma.. Técnica de Baker.
Fig. 9.— Cuerpo liteo reciente. Rata en metaestro.
Las células comienzan a cargarse de lipidos. Comienza
también la invasién capilar. Coloracién Negro BSu-
din B.

Fig. 10.— Cuerpo liteo reciente. Rata en metaestro.
Cada célula lutefnica tiene algunas gotitas lipidicas
irregulares. Coloracién Negro Sudin B.

Fig. 11.— Cuerpo liteo reciente. Rata en metaestro.
Gotitas de fosfolipidos ocupando el citoplasma peri-
nuclear en cada una de las células luteinicas. Técnica
de Baker. . -

Fig. 12.—Cuerpo liteo reciente. Rata en diestro,
a) Micro de orientaciébn. b) Con luz polarizada se
observa la existencia de algunas gotitas birrefringen-
tes en forma de cruces de polarizacién. Montaje con
glicerina.

Fig. 13.— Cuerpo liteo de 24 horas. Rata en diestro.
El citoplasma de las células luteinicas es positivo a la
reacci6n para la esterasa no especifica. Técnica de
Gomori.

Fig. 14— Cuerpo liteo de 36 horas de evoluci6én. EI
contenido lipidico es variable en las diferentes células.
La vascularizacién se ha completado. Coloracién con
Negro Sudan.

Fig. 16.— Cuerpo liteo de 36 horas de evoluci6én. La
luz polarizada muestra la existencia de escasas gotitas
con cruces de polarizacién.

Fig. 16.— Cuerpo liteo de 36 horas de evolucién. Re-
accibn negativa de la fosfatasa alcalina a nivel de
las células luteinicas y positiva en los endotelios vas-
culares. Técnica de Gomori.

Fig. 17.— Cuerpo liteo de 36 horas de evolucién. Re-
aceién positiva del citoplasma de las células luteini-
cas para la esterasa no especifica. Técnica de Gomori.
Fig. 18.— Cuerpo liteo en el estro siguiente a la ovu-
lacién. Cuatro dias de evolucién. Las células luteini-
cas estin cargadas de finas gotas sudané6filas que lle-
nan casi completamente el citoplasma. Se observan
regiones de irregular distribucién celular como la in-
dieada por las flechas. Coloracién Negro Sudin,

Fig. 19.— El mismo de la figura 18 a mayor aumento.
Fig. 20.— Vista panorimica de un ovario de rata en
diestro. Hay foliculos en crecimiento, foliculos atré-
sicos (uno dc ellos conserva todavia un resto del ovo-
cito) y abundante glandula intersticial. En esta ulti-
ma el contenido lipidico es muy abundante. Coloraeién
con Negro Sudén.

Fig. 21 y 22.— Foliculo atrésico al comienzo de la pre-
fiez. Aumento de la teca interna y mayor carga lipi-
dica en sus células. Coloraci6én Negro Sudin.

Fig. 23.— Foliculo atrésico al comienzo de la preiez.
Gran cantidad de granos intensamente basé6filos (Feul-
gen positivos) en las células de la granulosa, origi-
nados por fragmentacién nuclear.

Figs. 24 y 25.— Cuerpos liteos al 4° dia de preiez.
Las células tienen abundantes gotitas sudanéfilas aun-
que su riqueza varia entre célula y célula. Coloracién
Negro Sudin,

Fig. 26.— Cuerpo liteo al 4° dia de prediez. Las célu-
las luteinicas llenas de gotitas de fosfolipidos dejan
ver el nicleo en negativo. Algunos glébulos rojos apa-
recen intensamente coloreados. Técnica de Baker.
Fig. 27.— Cuerpo liteo al 4° dia de preiiez. Una ima-
gen a gran aumento del mismo cuerpo liteo de la fi-
gura anterior. Técnica de Baker.

Fig. 28.— Cuerpo liteo de una rata al 14° dia de pre-
fiez. El cuerpo liteo se halla al miximo de desarrollo
y sus células atiborradas de gotitas lipidicas. Colora-
cién con Negro Sudéin.

Fig. 29.— Cuerpo liteo de rata al 14° dia de preiez.
Las células presentan un moderado contenido en fos-
folipidos. Grandes células de tipo fibroblistico con_ el
citoplasma totalmente lleno de fosfolipidos. Técnlica
de Baker.

Fig. 30.—Ovario de rata cinco dias del parto. Hay
un cuerpo liteo de embarazo en regresi6én (CL.1) ¥
otro de lactaci6én (CL.2) en plena actividad. Colora-
cién con Negro Sudin.

Fig. 31.— Cuerpo liteo de lactacién. Contenido de las
células en lipidos. Coloracién Negro Sudin.
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