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ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES DEL OVARIO IRRADIADO

Por

1. ADAME GAMERD (1)

RESUMEN

En el presente trabajo, hemos descrito las alteraciones que se presentan en los ovarios
de conejas virgenes, que han sido radiadas con 1.500 r. en una sola dosis y sacrificadas a
intervalos de uno, une y medio, dos, cuatro, ocho, quince, treinta y cuarenta y cinco
dias.

Las lesiones han sido estudiadas con el microscopio electrénico y han consistido en
procesos alterativos del dvulo y células foliculares,

Estas alteraciones del foliculo las hemos descrito en los grupos correspondientes a las
conejas sacrificadas durante el primer dia, dfa y medio, dos dias y cuatro dias, tras la ra-
diacion y han consistido en marcada destruccién de los componentes celulares del folfcu-
lo y pérdida total de la zona pelicida; en tanto que en los dias ocho, quince, treinta y
cuarenta y cinco después de la radiacidn, hemos encontrado procescs de formicion de
falsos cuerpos luteos y formas de reactivacion folicular,

PALABRAS CLAVE GENERICAS:
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INTRODUCCION

El estudio de las alteraciones subcelulares que se producen con la utilizacion de las
radiaciones, cada dra mds empleadas en el campo de la medicina es de gran interés cuando
se aprecian sobre los Grpanos germinativos, dentro de la ginecologia, Dichas observaciones
ya fueron realizadas desde principio de siglo por LACASSAGNE (1913) entre otros, pero
sus descripciones se hicieron con microscopfa 6ptica v ne con la profundidad que hoy
dia, gracias al microscopio electranico, se pueden conseguir.

Con el microscopio dptico se habian observado alteraciones en la arquitectura gene-
ral del foliculo, su destruccién, su reactivacisn, etc., pero detalles subcelulares de estos
foliculos, tanto a nivel de sus membranas como de sus organoides no eran posibles al ne-
cesitar de mayores aumentos y esto se ha podido conseguir con el microscopio elec-
trénico.

En este trabajo, vamos a describir las lesiones producidas por las radiaciones de
rayos-X en los ovarios de las conejas virpenes y adultas. Para ello, se ha estudiado la
arquitectura general del foliculo y su membrana basal, y dentro del foliculo los organoi-
des nucleares y citoplasmiticos.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Con el micrascopio dptico las primeras descripeiones sobre el ovario irradiado de
coneja corresponde a HALBERSTAETER y BERGONIE (1905), posteriormente amplia-
das por LACASSAGNE (1913). Radiosensibilidad semejante a la existente en la coneja
habia sido puesta de manifiesto por REIFFERCHEID (1910) en el mono. GENTHER
(1931) comprobé dichos resultados en el conejillo de India y DRIPS y FORDS (1932)
en la rata. Con similares resultados fueron estudiados los ovarios tratados con redium,
en la especie humana por MATEWS (1923).

Mds recientemente han sido investigados los diversos organoides celulares, las mito-
condrias, ¢l reticulo endoplismico v el complejo de Golgi. Por SANDRITTER (1967),
DUSTIN (1969) y POLICARD y BESSIS (1968), la zona pelicida por BACA y ZAM-
BONI (1967), y el niiclea por POLICARD v BESSIS (1968) y DUSTIN (1969).



MATERIAL Y METODOS

Como material de estudio en el presente trabajo hemos empleado conejas de raza
parda gigante, virgenes y adultas de 3 a 4 meses y con un peso aproximado de 2.a 2y
medio Kg. El nimero total de animales utilizados fue de 54, lo que permitié estudiar
108 ovarios. Siendo distribuidos estos conejos en 9 lotes de 6 animales cada uno.

Estos animales fueron obtenidos del mismo criadero, a los dos meses de nacimiento
y colocados en idénticas condiciones ambientales y de alimentacién, procurando que
estuvieran en un sitio aislade de todo influjo del macho para evitar ovulaciones pro-
vocadas.

A los 15 dias de su aislamiento se procede a fijarles los ovarios 4 la anterior pared
abdominal, con el fin de que todos los ovarios reciban dosis muy similares de irradia-
cion. Para ello, se coloca el animal sobre un marco rectangular, con sus cuatro extremi-
dades fijas al mismo y, una vez anestesiado se dispane en posicion Tredelemburg acen-
tuada, con el fin de que en las expiraciones no se eventren las asas intestinales. Una vez
abierta la cavidad abdominal y visualizados los ovarios, se procede a fijarles, con lino,
los ligamentos tubo-ovéricos & un punto fijo de la pared abdominal, que posteriormente
nos va a servir de referencia para sobre €], hacer incidir el foco de rayos-X, pero cuidan-
do que dichos ovarios no toquen la pared abdominal, pues si asi’ ocurriese, se produce
una reaccion peritoneal en este punto que tenmina englobdndolos en el tejido cicatri-
cial y haciendo posteriormente muy diffeil la identificacion del tejido ovdrico en las
muestras tomadas. A continuacion se cierra la pared abdominal catgut erémico.

Dos semanas después de dicha intervencién se sacrifican seis conejas de las recogidas
para la prueba; las que van a servir de lote testigo. Son extrardos sus ovarios y tras ser
fijados, incluidos, cortados y contrastados, son estudiados con el microscopic electro-
nico con el fin de comprobar si se habian producido algunas alteraciones por su desi-
tuacion. Siendo las imdgenes obtenidas totalmente idénticas a las observadas por noso-
tros, procedentes de conejas sin modificacién topogrdfica de sus ovarios (ADAME y
COL. 1974).

Inmediatamente después de este control, hemos procedido a la irradiacion. Para
ello, se fija la coneja en un marco cuadrangular por sus cuatro extremidades, este marco
a su vez se fija a la mesa del aparato de rayos-X, por contacto directo, de la cabeza de
dicho aparato a la pared abdominal, con el fin de que los ovarios queden a 40-50 cm. de
distancia de la fuente generadora de rayos-X, se procede a la irradiacion; para ello hemos
empleado un voltaje de 230 kilovoltios, una intensidad de 15 miliamperios v un filtro de
1 mm. de Cu., con lo que se obticne en 18 minutos y 45 segundos la cantidad de 1.500 r.

Los sacrificios de los lotes de conejas se realizan de la forma siguiente: 2.9 lote a las
24 horas post-radiacion; 3.9 a las 36 horas; 4.9 a lus 48 horas; 5.9 a las 96 horas; 6.2 a los
8 dfas; 7.%alos 15 dias; 8.%alos 30 diasy 9.0 a los 45 dras.

Para ello y sujeto el animal por sus cuatro extremidades a los dngules de la mesa
operatoria, se anestesia con éter y se realiza la extraccion de los ovarios para sumergirlos
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inmediatamente en glutaraldchido contenido en una placa de Petri. En el interior de dicha
placa se trocean, en tres fragmentos lo mis finos posible (de alrededor de dos milimetros
de espesor como maximo), tratando que las porciones incluyan el mayor nimero de
folfeulos.

Las muestras se fijan en glutaraldehido al 5 % tamponado, segin el proceder de
SABATTINI y cols., y se refija después en tetréxida de osmio.

Una vez refijadas las piezas se incluyen en DURCUPAN A.CM. (araldita), para des-
pués realizar los cortes con un grosor alrededor de 500 A, con un Ultramicrotomo (Ultro-
tome L.D.B. 111).

Realizados los cortes, las muestras fueron contrastadas con citrato de plomo.

La visualizacion de las piezas y el electrografiado se han obtenido con un microscopio

electronico PHILIPS, modelo 300,



RESULTADOS Y DISCUSION

Para mejor exposicion de los resultados hemos dispuesto los distintos lotes en tres
grupos por presentar alleraciones similares:

El grupo primero lo componen los lotes: 2.2,3.0,4 0y 50,

El grupo segunda lo componen los lotes: 6.2, 7.0y 8.9,

Y el grupo tercero lo componen el lote: 9.9,

PRIMER GRUPO. Las alteraciones que hemos encontrado en el primer grupo son de
tipo degenerativo, siendo mds acentuadas conforme nos acercamos al lote 5.9. Dichas al-
teraciones se aprecian tanto en la distribucién arquitecténica de Jos foliculos, como a
nivel de los orgdnulos celulares.

A) FOLICULO PRIMARIO.— En los foliculos primarios las alteraciones son mas acen-
tuadas si éstos han estado situados en lugares donde han incidido con mayor intensidad
Ia radiacién; por lo tanto, estudiaremos dos tipos de foliculos primarios, unos con grandes
alteraciones y otros prdcticamente destruidos.

1) En el primero de los casos observamos al ovocito con un ndcleo voluminoso
en posicion central y de escasa cromatina. Cuya alteracién principal consiste en presentar
un nicleolo con una primera fase de vacuolizacion de la masa nucleolar, mientras en una
segunda existe una total separacién entre la porcion fibrilar y la porcion granular, incluso
puede llegarse a la desaparician total de la porcién granular y desintegracién de la por-
cién fibrilar (fig. 1).

En el citoplasma, uno de los organoides mds afectados en su complejo de Golgi
(Fig. 2); experimenta en un principio un fraccionamiento con posterior desintegracién
del mismo, hasta tal punto que en ocasiones estd representado solo por restos de vesi-
culas. Alteracién ésta, que va a influir en los foliculos secundarios en la “no'" presencia
de la zona pelicida; de acuerdo con la idea de Baca y Zamboni, al considerar al comple-
jo de Golgi, como precursor de la zona pelticida.

Sus mitocondrias toman un aspecto muy caracteristico, &l presentar la mayoria de
ellas forma globular y sus crestas disponerse de forme concénlrica, proceso conocido
con el nombre de degeneracién en “huella dactilar” (Sandritter 1967). Estas alteraciones
mitrocondriales las encontramos sobre todo en los lotes 2.0y 3.9 en tanto que hacia los
lotes 4.° y 5.° son muy numerosas las figuras de mielina y su desintegracion parcial,
(fig. 3).

El reticulo endoplésmico, a nivel del ovocito, se dispone de forma muy irregular, ya
que mientras unas veces adoptan forma de estratificacion concéntrica, otras lo hacen a
modo de bandas paralelas, entre las que se observan una serie de vesiculas tapizadas por
formaciones membraniformes de morfologfa variable y sin contenido aparente (fig. 4).

2) En el segundo tipo de foliculos primarios, aguéllos que se encuentran mds afec-
tados, se caracterizan porque el ovocito muestra un nicleo muy desplazado hacia un

9



FIGURA 1. Se abserva [raccionamiento de la pars fibrilar del nucleolo,
34.200 ¢.
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FIGURA 2, Se observa el fraccionamiento del complejo de Golgi en el ovocito del
foliculo primario.
18.500 ¢.




FIGURA 3. Folfculo terciario. Se observan las crestas mitocondriales distribuidas con-
céntricamente.
92.340 ¢.




FIGURA 4.

Foliculo primario. Se observa la presencia del elemento membraniforme de
distribucidn concéntrica.
23.256 ¢.



FIGURA 5. Se observa en el ovocito los organoides distribuidos en actimulos. Sin apenas
TECONOCETSE SUS estructuras, :
28.094 ¢,



FIGURA 6. Foliculo primario. Se observa el évula contactando con la membrana
basal del foliculo.
23256 ¢.




FIGURA 7. Foliculo terciario. A nivel de las células foliculares, se observan vacuolas
autofdgicas.
34,200 9.



FIGURA 8. Se observa un aumento en todo el campo de fibras de coldgena.
54720 6.
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FIGURA 9. Foliculo terciario en regeneracion.
34.200 ¢.
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polo celular y con cambios interesantes en su morfologia, como reduceibn de su volu-
men, por lo que su superficie se hace imegular v la cromatina disminuye en cantidad.
También apreciamos nucleolisis,

Los organoides citaplasmiticos se encuentran desplazados hacia el polo opuesto al
que estd el nicleo, destacando sobre todo ¢l proceso alterativo de su reticulo endoplds-
mica, que se dispone mostrando dilataciones de sus cisternas. Igualmente del tipo altera-
tivo se presentan muy alteradas sus mitocondrias y précticamente es inexistente su com-
plejo de Golgi.

B) FOLICULO SECUNDARIO.— En los folfculos secundarios de este primer grupo, las
alteraciones son mas acusadas que las enteriormente descritas en el folfculo primario,
tanto a nivel de la arquitectura del foliculo como de los orgdnulos celulares, a los que
hemos de agregar un dato ya apuntado, el escaso desarrcllo de la zona pelicida. Pues
como ya indiciramos anteriormente, y debido al fraccionamiento y posterior desinte-
gracion del complejo de Golgi, en el transcurso de maduracion de dicho foliculo solo
observamos una pequefia relacion de la corona ovular con el Gvulo, mediante una serie
de prolongaciones digitiformes, pero sin engarzarse ninguna de ellas a la sustancia de
la zona pelticida, ya que dsta es pricticamente inexistenie. Aunque hemos de hacer
notar que de forma muty irregular se pueden apreciar algunas formaciones de zona
pelucida, distribuidas en pequefios actimulos de forma zislada y se caracterizan poer pre-
sentar escasa densidad electrénica.

C) FOLICULO TERCIARIO.— Y por ditimo, localizamos los foliculos terciarios
inmersos en el interior del parénquima cortical. Son las estructuras mds alteradas de
toda el ovario.

La arquitectura folicular estd francamente alterada, con foliculos en donde el cito-
plasma ovular parece envaolver a las células foliculares. Mientras los organoides del avulo
se muestran reunidos en actimulos y en muchos casos, casi 1o $e reconocen sus estruc.
turas, (fig. 5).

Las células foliculares, (fig. 6), normalmente rodean al évulo, pero existen territo-
rios en los que se aprecia una pérdida de continuidad, permitiendo que el Gvulo pueda
llegar a contactar con la membrana basal del foliculo. Su nicleo es de superficie muy
irregular y cromatina también irregularmente repartida, con un nucleolo en el que se
aprecian las alteraciones ya resefiadas en el ovocito primero. Su citoplasma estd muy
vacuolizado, caracteristica de todo sindrome post-radiacion, siendo dificil identificar
en €l los organcides citoplasmdticos, entre los que destaca el complejo de Golgi, que
presenta fraccionamientc y la presencia de unas granulaciones muy polimorfas v de
gran tamafio (vacuolas autofigicas) (Fig. 7).

Las alteraciones que hemos encontrado en el primer grupo, tienen correspondencia
con lus estudiadas al microscopio de luz por LACASSAGNE (1913), utilizando rayos-X
y ZALAZAR (1932), con diversos apentes lesivos.

[gualmente hemos encontrade nucleolisis similar a la descrita por CARLSON y
MAC MASTER (1951) con el microscopio de luz, empleando radiaciones ionizantes
y calor.

También hemos observado, como lo hicieron BACA y ZAMBONI (1967), la escasa
formacién de la zona pelicida, por alteracion y a veces, casi desaparicién del complejo
de Golgi. Y, disposicion concéntrica del reticulo endopldsmico y de las crestas mito-
condriales como los describiera ESCOURELLE (1971) y que SANDRITTER (1967) le
diera la denominacién en huella dactilar,
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SEGUNDO GRUPO. El segundo grupo de la presenta experiencia, lo constituyen
los lotes 6.9, 7.2 y 8.2 que corresponden 2 los dfas 8, 15 y 30 post-radiacion. Concreta-
mente se caracterizan por la desaparicion parcial de unos falsos cuerpos liteos.

Estos, se distribuyen en grandos acimulos, radeados por una fuerte banda de fibras
de coldgena, (fig. 8). Constituidos por células de luteina totalmente atrpicas, de gran
tamafo y muy polimorfas, presentando en posicion central un nicleo muy veluminoso
y rico en cromating, con un nucleolo de gran tamaiio.

Su hialoplasma es muy denso e inmerso en él, encontramos gran cantidad de ribo-
somas, v reticulo endopldsmico de tipo liso. Se caracterizan estas células por tener en
su citoplasma numerosfsimas vesfculas prasas de pequefio tamafio. Son numerosas sus
mitocondrias, de pequeiio tamafio y gran densidad electrénica en su matriz mitocon-
drizl. También hemos de hacer notar la presencia de células gigantes.

En ¢l segundo grupo las células de los falsos cuerpos luteos, presentan alteraciones
similares, en el citoplasma y miicleo, a las encontradas por REGAUD y LACASSAGNE
(1913), con el microscopio de luz. Y, la intensa vacuolizacién es significativa de todo
proceso post-radiacién como sefialara HALBERSTAETER (1906) con microscopia
dptica en los tratamientos de tumores malignos por radiacién.

TERCER GRUPO. Lo constituye el lote 9.2 que corresponde a los 45 dias post-
radiacién, v se caracteriza:

— Por una disminucidn de los falsos cuerpos luteos.

— Pero sobre todo por la aparicion de fenomenos de reactivacion de los foliculos
que tras la radiacién permanecieron en estado de latencia, come ya los abservaron en
1956 VANECK y colaboradores.

En estos foliculos, de nuevo se aprecia una gruesa banda de zona pelicida alrededor
del Gvulo, en la que se encuentran inmersas escasas y pequefias formaciones digitiformes
de su membrana plasmaitica. En cambio, no hemos encontrado relacion intima de las
células de la corona ovular con la zona pelticida; ya que estas células presentan una
tnica y fina prolongacion citoplasmdtica que rodea solamente 2 la zona pelicida, (fig. 9).

La morfologia tanto del elemento ovular como de las células foliculares de estos
foliculos en reactivacion son aparentemente normales.

Las regeneraciones que hemos observado en el tercer grupo estdn de acuerdo con los
sefialados por LACASSAGNE (1913) y comprobados por VANECK y COLS. (1956),

con el microscopio de luz.
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FINE ULTRASTRUCTURAL ALTERATIONS OF IRRADIATED OVARY

SUMMARY

In the current investigation, we have described the mutations manifested in the
ovaries of virgin rabbite, which have been subjected to radiation of 1.500 r. in a sigle
dose and subsequently killed at intervale of one, one and a half, two, four, eight, fifteen,
thirty and fortyfive days.

The lesions have been examined under an electronic microscope and have consisted
of alterative processes in the ovule and follicular cells.

We have described these follicular variations in the groups corresponding to the
rabbits killed during the first day, day and a half, two days and four days after the
radiation, and they have consisted of a marked destruction of the cellular componente
of the follicle and total loss of the pellucid zone; while on the eighth, fifteenth, thir-
tieth and fortyfirth day efter radiation we have found processes of fonnauon of false
luteos bodies and forms of follicular reactivation.

INDEX KEY WORDS:

Ovary, Irradiation, ultrastructure.
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