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DESARROLLO DE lAS CELUIAS DE LEYDIG EN TESTICULOS DE 

EMBRIONES DE POLLO 



1 NI'RODUCCION 

El presente estudio fué diseí'iado para observar el efe,f. 

to de la gonadotrofina cariÓ ni ca humana sobre la producciÓn -

ce testosta~o~a por las células de Leydig, demostrar a partir 

de que edad estas pueden responder a la estimulaci6n gonado -- · 

tr6fica y aportar m~s informaciÓn acerca de la integraci6n -

funcional del eje hipotálamo- hip6fisis-gónada durante el des2. 

rrollo prenatal de embriones de pollo. 

Para introducirnos al tema resumiré cÓmo se diferen- -

clan l as g6nadas, especialmente el test!cu10, cuál es su es-

tructura y funciÓn, qué tipo de informaci6n tenemos respecto 

a la producciÓn de testosterona por las células de Leydig as! 

como de su dependencia funcional con la hip6fisis y el hipot! 

lamo durante el desarro llo de mam1feros y aves. 

1. - DIFERENCIACION y FUNCION DEL TES TI CULO EN MAMIFEROS 

La diferenciaci6n sexual se inicia en el momento en 

que ocurre la fecundaciÓn, dependiendo del tipo de espermato

zoide fecundante. El proceso de diferenciaci6n es determinado 

primeramente por factores genéticos y posteriormente por fac 

tores hormonales y ambientales (Brobeck, 1979). 

La gÓnada en los embriones humanos adquiere caracter!~ 

ticas morfolÓgicas masculinas o femeninas sÓlo hasta la 7a. -

semana de desarrollo, aproximadamente en la 4a. semana apare-
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ce l a pr imer a manifestac i 6n de las gónadas en forma de un -

par de emi nenc ias l o ngitudina l es. p l iegues o crestas genitales 

o gonadalee, a los lados de la línea media entre el mesonefros 

y el mesenterio dorsal. Si la g6nada se diferencia hacia tes-

tículo es debido principalmente a la presencia de un cromosoma 

Y, durante la 7a. semana los cordones sexuales primitivos pro

liferan introduciéndose en la médula ganadal formando cordones 

testiculares . A la 7a . semana las células germinativas primor

diales que migrar6n desde el saco vitel ina, est~n incorporadas 

dentro de los co rdones testiculares. Ya cerca de la 8a. semana 

las células de Leydig aparecen en el mesénquima medular y su -

función asegura la subsecuente diferenciación masculina de l os 

conductos genitales y genitales externos (Langman 1975) . 

Durante la 7a. semana de vida embrionaria, el embri6n -

contiene primerdios de l os sistemas de conductos genitales - -

masculinos y femeninos, conductos mesonéfricos o de Wolff y 

conductos paramesonéfricos o de Huller . Si se desarrolla un rn~ 

cho el sistema de conductos rnesonéfricos dará o rigen al epid1-

dime, conducto deferente. las veslculas seminales y el conduc

to eyaculador; mientras que en la hembra los co nductos parame

sonéfricos o riginan a las tubas uterinas y al ~tero. Durante -

el 3er . mes de vida fetal los conductos mesonéfricos o parame

sonéfricos completan su diferenciación seg~n el caso , mientras 

el otro involuciona . El mecanismo por medio del cuál, se dete~ 
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mina que uno de los conductos persista para formar los genita

les internos durante el desarrol l o embrionario, fué demos trado 

en embriones de conejo, observando que en presencia de un tes

tículo la~ estructuras mesonéfricas se desarrollan y las para

mesonéfricas involucionan, (Jost, 1953); de esta manera el m1~ 

mo autor lleg6 a la conclusi6n de que 108 andrógenos estimulan 

el desarrollo mesonéfrico y sin la influencia de esta clase de 

esteroides, el sistema de conductos involuciona; por otro lado, 

el sistema de conductos paramesonéfricos se desarrolla en au-

sencia de estímulo hormonal a partir de la g6nada, pero la re

gresi6n de este sistema de conductos se debe a una hormona prQ 

téica proveniente de los testículos. la cual constituye un fa~ 

tor inhibidor de los conductos paramesonéfricos; se cree que -

esta hormona estImula el crecimiento de las células masenquiJr!. 

tosas, las cuales rodean a los conductos paramesonéfricos cau

sando su regresi6n activa, (Jost, 1953). 

Estructura testícular; 

Es sabido que tanto los testículos como los ovarios ti~ 

nen una doble funci6n, gametogénica y hormonal; estas dos fun

ciones en el caso de los testículos se llevan a cabo, una en -

los tubos s eminíferos con la espermatogénesis y la otra en las 

cé l ulas de Leydig con la biosíntesis de andr6genos. 

El testículo es un 6rgano de forma ovalada, ubicado de!, 

pués del nacimiento en el escroto, su aspecto liso y brillante 
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se debe al revestimiento transparente externo. la t~nica vagi

nal. su blancura depende de la capa fibrosa subyacente . la tG.

oiea albug~nea. engrosada por su cara interna en el borde pos

terior formando el hilla del testículo. del que parten hacia -

el interior muchos tabiques incompletos radiados. que forman -

alrededor de 300 16bulillos o compartimientos . cada uno de los 

cuáles posee de 1 a 3 tubulos seminales contorneados. Estos se 

advierten como conductos filiformes que comienzan de extremos

ciegos y se entrela zan uniéndose para formar tubos seminales -

rectos, que se abren en la rete-testis o red de Haller. Detrás 

del polo superior. la red de Haller se une con el epi didimo --

por medio de vasos eferentes rectos que se contornean formando 

masas c6nicas. los lobulillos de la cabeza del epidídimo . Los 

tubos de cada lobulillo, que tienen alrededor de 15 cm de l on

gitud. desembocan en el conducto del epidídimo que forma el 

cuerpo y la cola del epidídimo. Este conducto a nivel de la cQ 

la se ensancha y se engruesa convirtiéndose en conducto defe-

rente. Antes de l a pubertad, los cordones testiculares son ma 

cizos. posteriormente se canalizan transform<1ndose en tubos se 

miníferos dentro de l os cuales podemos encontrar varios tipos 

celulares ; esparmatogonias que por mitosis se transforman en -

esperrnatocitos primarios. estos a su vez sufren la primera di

visión meiótica transform<1ndose en espermatocitos secundarios. 

los cuales sufren la segunda división meiótica formando esper -



6 

mátides, éstas por últ imo son trans formada s en espermatozoides 

por medio de un proceso llamado espermiogénesis. Las células -

de Sertali se extienden desde la membrana basal hacia la luz 

del tubo seminífero; entre estos tubos se di sponen grupos de 

células intersticiales o de Leydig que secretan la hormona se

xual mascu lina, de la cual depende el desarrollo de los carac

teres sexuales secundarios. 

Morfología oe las Células de Leydiq: 

Fawcet y Burgos (1960) , estudiando la estructura fina-

de los tes t ículos de los mamíferos observaron que el tejido in 

t e rtubular de l os testículos humanos adultos está compuesto de

células intersticiales o de Leydig, macrófagos . mastocitos y -

células fusiformes que corresponden a fibrob1astos . Las cé1u-

las de Leydig se agregan en grupos conspícuos en el espacio in 

tertubu1ar ose alinean a 10 largo de los vasos sanguíneos. 

Según Johnson (1970) , la célula de Ley di g típica de los 

mamíferos es una célula epite1ioide de tipo poliédrico, que -

tiene un núcleo único excéntrico , de forma esférica o vesícu-

lar, con un nucléolo excéntrico, citoplasma con abundante re-

tícu10 endop1ásmico liso y abundantes 1ípidos. 

Christensen (l965) , estudiando la forma que présentan 

las células ce Leyoig 1leg6 a resu1taaos semejantes postulando 

que son fibrob1astos modificados de tipo poliéórico que se en-
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cuentran entre los intersticios de los tubos seminlferos , con-

un retículo endoplásmico liso de t6.bulos interconectados en la 

región cent.ral, en la periferia el retículo está comurunente -

organizado dentro de grupos en forma de cisternas aplanadas fg 

nestradas, ocasionalmente se observan pequeftas p iezas de re- -

t1culo endoplásrnico rugoso que se conecta con el retículo endQ. 

plásmico liso . mitocondrias con crestas lamelares y con una ~ 

triz densa, un complejo de GOlgi disperso. citoplasma con 90--

tas lip1dicas. gránulos de pigmento Lipofucsina que son proba -

blemente cuerpos residuales polim6rficos; los l1pidos contie--

neo colesterol (precursor de las hormonas esteroideas). y pre

sencia de la enzina .6. 5_3 ~ hidroxisteroide dehydrogenasa 

(Il. 5-3 ~ HSD). que interviene en la formación de l os b4-cetoe~ 

teroides como la progesterona a partir de los Ói, 5_3 ~-hidroxi~ 

teroide como la pregnenolona. 

La mayoría de las recientes investigaciones ha n descri-

to dos tipos de células de Leydig en l os testículos adultos de 

mamíferos: 

1. - Células pequenas en forma de huso (forma inmadura). 

2.- Células grandes en fo rma redonda o poligonal (forma 

madura) . 
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Funciones de las Células de Leydiq : 

Las células i ntersticiales o de Leydig situadas en el -

mesénquima entre los tubos seminíferos tienen como función - -

principal la producción de andrógenos, de los cuales el más i~ 

portante es la testosterona . El mecanismo por medio del cual -

se sintetiza esta hormona es a partir del colesterol, el cual 

se forma desde acetato, luego e l colesterol sufre oxidaciones

y desdoblamientos de su cadena lateral y produce ~S pregneno

lona , esta puede seguir dos caminos para llegar a testoterona. 

la vía llamada /:}.4 pasando por progesterona; 17-hidroxiproges

terona y ~4 androsteno 3,17 diana. o la vía l:l.5 pasando a 17 -

hidroxipregnenolona; dehidroepiandrosterona; y f::::,.4 androsteno 

3.17 diona. Las enzimas que van catalizando estos pasos son -

b. 5-Isomerasa 3 ~ hidroxisteroide dehidrogenasa , 1 7 hidroxil~ 

sa, 17 desmo1asa, y 17 ~ dehidrogenasa . 

Las células de Leydig se diferencian y secretan andr6g~ 

nos durante la Ba. semana de vida fetal en los humano s, su de

sarrollo inicia l en fetos machos se debe a la estimulaci6n por 

la gonadotrofina cari6nic a proveniente de la placenta, después 

del nacimiento estas células sufren una regresi6n a un estado

no diferenciado. activándose nuevamente en la pubertad debido 

a un incremento en las go nadotrofinas del plasma provenientes

de la hip6f i sis haciendo que produzcan testosterona. 

Po demo s deci r qi.le la t esto stero na es la c a usa de l a s c~ 
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racteristicas distintivas del sexo masculino; cuando es produ

cida durante el desarrollo fetal (20 . mes), estimula el desa-

rrollo de ,las estructuras sexuales masculinas, corno el creci--

miento de l pene, formaci6n del escroto. desarrollo de la gl!n. 

dula prostática, de las vesículas seminales y de 108 conductos 

genitales masculinos; más tarde ayuda al descenso testicular y 

en la pubertad determina otra serie de características como e l 

crecimiento del pe l o en pubis y axilas, hipertrofia de la mucQ. 

5a laríngea y agrandamiento del 6rgano provocando una voz ron

ca, aumento de intensidad de secreci6n e n las glándulas aeM-

ceas, aumento del volumen y resistencia de los huesos . aumento 

del desarrollo muscular esquelético , aumento de la excreción -

tubular renal de potasio. mantenimiento de los ca r acteres se-

xuales masculinos. facilitación de la líbido y la potencia - -

sexual. 

Transporte de testosterona: 

Puesto que la testosterona es relativamente insoluble -

en soluciones acuosas, es transportada en la sangre unida a -

proteínas del plasma. una de estas pro teínas que se une a la -

testosterona con mucha afinidad es la globulina transportadora 

de testosterona y estradiol (TEBG); esta es una B-globulina de 

94.000 de peso molécular; en los vasos solamente el 3% de la -

testo sterona esta libre. mientras que el 42% esta unido al - -
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TEBG; el 39% a la albúmina y el 16% a otras proteínas del pla~ 

ma • 

Los andrógenos unidos a TEBG no estan fáci l mente dispo

nib l es para e l metabolismo in vivo , y la testoster ona unida se 

vuelve i nactiva, por l o ta nto e l grado de androgenic i dad se re 

l aciana directamente con los niveles de testosterona libre en

e l plasma . Si n embargo, como l a TEBG no esta presente en el 

p l asma de todas l as especies, no podemos genera l izar acerca de 

si juega un pape l esencia l en el mecanismo de acci6n de los an 

dr6genos . 

Como l a testosterona entra a l a cé l ula por difusi6n p~ 

siva. la cantidad de la misma en un tejido dado es determinada 

por BU concentración e n e l plasma. por l a actividad de enz i mas 

intr acelu l ares y por la unión a proteínas específicas. 

Mecanismo de acción de la testosterona : 

La testosterona entra a la cé l u l a por difusión pasiva y 

puede seguir doS caminos diferentes , por un lado unirse con el 

receptor androgénico, o por el otro ser metabolizado por la en 

zima 5 0\ - reductasa a dihidrotestosterona (esteroide más poten 

te que l a testoster ona); posteriormente testosterona o dihidrQ 

testoster ona se unen a una proteína específica intracelular, -

el receptor androgé nico; la presencia de esta proteína determi 

nará en parte si un tejido responde o no a un andrógeno; una -

vez formaóo el complejo receptor-andrógeno , este es transferi-
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do al p6cleo de la célula, en donde reacciona con la cromatina 

nuclear (D~). esta combinación a su vez regula la producci6n

de RNAm que act6a como molde dirigiendo la síntesis de proteí

nas específicas. 

En ciertos tejidos el AMP cíclico desempena un papel im 

portante en el mecanismo de acción de la testosterona ya que -

esta hormona activa a la adenil - ciclasa que le sirve de blanco 

y produce un aumento de AMP cíclico ; este activa a una protein 

cinasa que cata liza la fosforilaci6n, y de este modo la activ~ 

ción de una RNA polimerasa; la po limerasa activada a su vez e~ 

tímu l a la producción de RNi\ e l cual funciona como mensajero PA 

ra la síntesis de proteínas. 

La mayor parte de las acciones de la testosterona son -

mediadas por el camino de receptores androgénicos; sin embar go, 

en otros tejidos los receptores estrogénicos y otros efectores 

intracelulares son importantes. En algunos tejidos la testost~ 

rana es aromatizada a estradiol; en otros los efectos de l a --

testosterona no son mediados ni por receptores androgénicos, -

ni por receptores estrogénicos, como es el caso de sus accio-

nes sobr e la próstata mediada s por el AMP cíc l ico . Recientes e-ª. 

tudios demuestran que los andrógenos pueden estimular en el h!. 

gado la síntesis protéica microsomaL por un mecanismo indepeQ. 

diente del receptor . 

La testosterona que no es fijada por los tejidos, se --
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transforma rápidamente (principalmente en el hígado) en andro~ 

terona y dihidroepiandrosterona que son conjugadas como gluco 

ronidos o sulfatos, estas substancias se excretan al intestino 

con la bilis o a la orina . 

Control hipofisiario de la función testicular: 

Se ha demostrado, estudiando en ratas, que la pars dis

talla de la hipófisis ejerce un contro l primario de la estruc

tura y función de la gónada; seg6n estas investigaciones cuan

do se hace una h ipofisectomía hay atrofia testicular y de todo 

el sistema genital. 

La adenohip6fisis participa controlando dos funciones -

importantes de los testículos. la gametogénica con producci6n

de espermatozoides y la hormonal con prOducción de hormonas an 

dr6genicas; estas dos funciones son controladas por medio de la 

secreción de gonadotrofinas : hormona folículo estimulante -

(FSH) y hormona luteinizante (LH). La asociaciÓn intima de la 

hipófisis con el hipotálamo ofrecida por el sistema portal hi 

pofisiario provee un camino para que hormonas liberadoras pro

ducidas por el hipotálamo regulen la funci6n de la hipófisis. 

La hormona liberadora de la LH es segregada desde el h~ 

potálamo hacia la hipófisis, la cual a su vez secreta LH; esta 

hormona gonadotr6fica estímula a las células de Leydig hacien

do que produzca testosterona, y esta a su vez regula los cara~ 
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teres sexuales. 

La velocidad de síntesis de testosterona por l as célu-

las de LeXdig depende del nivel de LH en sangre . Un incremento 

en su secreci6n produce una hipertrofia de las cé lulas de Ley

dig y un aumento en la secreción de testosterona, el descenso

de los niveles de LH se asocia con una actividad reducida de -

las células de Leydig testiculares y una disminución en la se

creción de testosterona. 

cuando las células de Leydig son estimuladas. secretan

más testosterona. y esta hormona inhibe la secreción de LB: de 

esta manera el eje hipotalamo-hipófisis - testícul o forma una 

unidad funcional, la cual sirve para mantener relativamente 

constantes en la sangre los niveles de testosterona. 

La hormona lutei nizante de la hipófisis y la gonadotro 

fina cori6nica de la placenta tienen la misma actividad bio16 -

gica (Dufau, 1978) . 

II. - DIFERENCIACION DEL TESTICULO EN EMBRIONES DE POLLO 

Diferenciaci6n gonadal en pollos: 

Las g6nadas se desarrollan a partir de un engrosamiento 

esplácnico y del mesodermo intermedio. La primera indicación -

visible de la g6nada es una cresta genital medial con respecto 

al mesonefros. Las células germinativas primordiales van sien

do incorporadas dentro del epitelio de la cresta, a medida que 
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este ep i te l io se diferencia, se condensa el meserquima subyacen 

te y forma el estroma de la gónada en desarrollo. Del epitelio 

germinal proliferan prolongaciones como brotes (cordones sexu!, 

les) en el estroma. Las prOliferaciones sucesivas de estos co~ 

dones sexuales que contienen cé l ulas de sostén y germinales, -

conducen a la formación de una gónada primitiva caracterizada

por una médula de situaciÓn interna y una corteza. 

Las g6nadas femenina y mascu lina poseen generalmente 

una médula y una corteza . El ovario se caracteriza por una di

ferenciación de la corteza la cual forma tejido propio del ór 

gano mientras que la médula experimenta regresión . En la for~ 

ciÓ n del testículo la médula aumenta de tamaf'lo y se diferencia, 

mientras la corte za generalmente involuciona. Poco después de

que las g6nadas se han diferenciado, comienzan a secretar las -

hormonas especIficas del sexo , (Bodemer, 1972). 

Desarrollo del testículo en pollos : 

Los testIculos son los 6rganos sexuales esenciales en -

las aves (machos), se encuentran localizados dentro de un saco, 

en la cavidad del cuerpo, ventral a la porci6n inferior del In§. 

tanefros: cada uno de ellos esta unido por un mesorquio (plie 

gue peritoneal que envuelve al testIculo fetal en el abdomen) 

a la pared del cuerpo dorsal. Los testículos estan irrigados -

por la arteria espermática de la aorta dorsal. El testículo iz 
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quierdo es comurunente más grande que el derecho. su forma es -

ovoidea y se encuentran cubiertos por una capa fibrosa, la t6-

niea albu~lnea a la cual externamente la cubre una capa serosa. 

la tG.nica vaginal. Internamente cada testículo co nsiste en una 

serie de tubuloB seminíferos, los cuales están muy unidos y no 

estan separados por tabiques. En el interior de estos tubulos. 

se forma un epitelio germinal constituido por diferentes tipos 

celulares; durante el periodo de qUiescencia sexual el epite~

lio germinal está formado por espermatogonias tipo A Y células 

de Sertali; sin embargo con los cambios de estaciones se prod,l! 

ce una gran actividad mit6tica por parte de las espermatogo- -

nias tipo A transformándose en espermatogonias tipo B. Y estas 

en espermatocito s primarios. los cuales sufren la primera div~ 

sión meiótica transformándose en espermatocito s secundarios. -

estos sufren la segunda división meiótica formando espermáti-

des las cuales por Ultimo se transforman en espermatozoides -

por medio de un proceso llamado espermiogénesis; volviéndose -

así mucho más grueso el epitelio germinal. 

Una vez que l os espermatozoides son liberados hacia la

luz del tubo seminífero. migran hacia la r ete testis y van ha

cia los vasos o conductos eferentes para fina lmente ser eyacu

lados dentro del tracto genital de la hembra. 

La diferenciación de las gónadas de embriones de pollo

fue estudiada por diversos autores, (Swift. 1916; Venzke. 1954; 
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Stah l y Carlon, 1973; Woods y Erton. 1978) . Se demuestra por -

la morfología la existencia de testículo u ovario en el dIa --

6. S de incubación. 

Estudios in vitro ut ilizando precursores hormonales ra

dioactivos, muestran que los testículos de 7 días producen pe

quefias cantidades de testosterona y los ovarios estradiol y -

testosterona (Galli y Wassermann, 1973) . De los 7 días en ade 

lante los testícu l os aumentan su capacidad de producir testos 

terona y l os ovarios de estrona y estradiol. manteniendo nive

les menores de testosterona. (Guichard y colab. , 1973) . Estos

hallazgos se confirman con mediciones por radioinmunoensayo -

tanto in vitro como en plasma (Guichard y colab . • 1 977; Woods 

y ao la b ., 19 75). Sin embargo Woods y Podczaski (1974). detec-

tan que previo a los 7 días gónadas indiferenciadas de 3 . 5 - -

días presentan inmunofluorescencia positiva par a testosterona. 

Si bien a l gunos estudios sugieren que las gónadas pue-

den ser capaces de iniciar la s1ntesis de hormonas sexuales a~ 

tes de los 6 días de incubación, la mayoría de l o s autores - -

coinciden en que a partir del 80. d1a de incubación las góna -

das pueden producir tanto estrógenos como andrógenos. 

Se considera que las c~lulas de Leydig son una de las 

principales fuentes de estero ides (andrógenos) , en el tejido 

intertubular de los testículos de embriones de pollo (Rothwell, 

1973), estas c~lulas se caracter izan por presentar un gran de-
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sarrollo del retículo endoplásmico liso en forma de vesículas. 

as! como gotas lipldicas y colesterol en su citoplasma (Con- -

oel1 y colab. , 1966) ; además poseen actividad positiva de la -

enzima ~S_3 ~ hidroxiesteroide dehidrogena sa. una enzima cla 

v e e n la bioslntesis de esteroides (Haffen. 1970) _ 

En t estículos de embriones de pollo lo s U.p i das están -

presentes después del dla 8, y el colestero l en el día 10 de -

incubaci6n (Narbaitz y Sabatini . 1963) . La actividad de la en

zima A 5_3 ~ hidroxiesteroide dehidrogenasa está presente en -

el día S, en el tejido estromal (Chieffi y colab., 1964) ; sin -

embargo. Woods y weeks (1969) observan histoqulmicamente la -

presencia de esta enzima en las células de la cresta genital -

de embriones de pollo de dos días. 

Respecto al orígen de las células responsables de la -

producción de hormonas sexuales, las células de Leydig, De Si 

mone - Santorno y co lab~ (1969) describieron precursores de cél~ 

las intersticiales en testículos de embriones de pollO de 7 -

días, como células basófilas, con ribosomas, poco RER y REL, -

varias inclusiones lipídicas, mitocondrias con crestas lamela

res, nOc leo pequefto e irregular. Sin embargo, otros autores c~ 

mo Scheib (1970) encuentra, células bas6filas obscuras. como -

precursoras de las células intersticiales que inicialmente a~ 

recen en los cordones seminíferos del testí c ulo, las cuales -

posterio rmente entran al estroma testicular . Así pues podemos-
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concluir que existen 60S teorías respecto al origen del precuE 

sor de las células intersticiales o de Leydig en embriones de

pollo: La primera teoría nos dice que el precursor de las cél~ 

las intersticiales se forma en el estroma y por tanto es de -

origen mesenquimatoso, (De Si mone- Santorno. 1969 ; Brudas y - -

Preuss, 1973~ Narbaitz y Adler, 1966). Swift, 191 6, Venzke, --

1954 . Ag~ilar y colab. 1981. han descrito en testículos de em

briones de pollo formas transicionales entre fibroblastos y cf 

lulas intersticiales. Connell (1972). identific6 cé l ulas de 

Leydig en pollos de dos d!as de .nacidos y describi6 la presen-

cia de células fibroblastoides como precursoras de las células 

de Leydig . La segunda teoría nos dice que el precursor de l as 

c~lulas intersticiales se forma dent ro de los cordones test!cu 

lares, y desde ah! migra hasta situarse en el estroma; y por -

tanto es de origen epitelial. (Benoit , 1926; Scheib, 1970; --

Jordanov, 1979). 

Eje hipotálamo-hipófisis-testículo en aves: 

Diversos autores observaron que la gónada se forma ind~ 

pendiente de la hipófisis durante la primera mitad del periodo 

de incubación. (wolff y Stool, 1937; Ancel, 1938; Fugo y wits

chi, 1938; Stool, 1939; Fugo, 1940). Además Wolff y Haffen - -

(1952) , demostrar6n que en cultivos organotípicos la gónada 

tiene capacidad de autodi ferenciarse sin la hipófisis . 

Hipofisectomía de embriones de pollo a las 33 y 38 ho-
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ras de . incubación provocan una reducción en los andrógenos te.§. 

ticulares por el d1a 13.5 de incubaci6n... (Woods y Weeks, 1969) . 

asociado con un decremento en la producción de la enzima /).,5_ 

3 ~ hidroxiesteroide dehidrogenasa y del contenido de coleste

rol. posteriormente a este día y hasta el día 17.5 la cantidad 

de andrógenos en los testículos privados de pituitaria es más

baja con respecto a l a observada en embriones intactos; por -

otra parte la administración de LH o l a adición de transplante 

adenohipofisiarios a la membrana corioalantoidea de embriones

de pollo hipofisectornisados de 9 . 5 dias restauran los andróge 

nos tresticulares a niveles intactos por el día 15.5 de incu~ 

ci60; (Woods y colab. , 1977: Voge l. 1956-1957: Betz, 1967). 

La etapa ontogénica en la cual la adenohip6fisis se - -

vuelve capaz de sintetizar gonadotrofinas no se conoce; aunque 

algunos estudios indican que por el dia 11, las células gonad.Q. 

tr6ficas en adenohip6fisis están bien diferenciadas rnorfo16gi

camente , (Mikami y colab., 1973; Daikoku y colab. , 1974). Sin

embargo Grignon (1956) postula que células gonadotr6ficas apa

recen en la adenohip6fisis de embriones de pollo por el dfa 14 

de incubaci6n . 

De acuerdo a los estudios realizados sobre el efecto de 

la hormona gonadotrofina cori6nica humana (HCG) en g6nadas de

embr iones de pollo Cedard y colab., (1968), encontraron que es

ta hormona produce un incremento en la biosintesis in vitro de 
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esteroides sexuales en los testícu l os de embriones de pollo de 

18 dias; Guichard y colab. (1979) estudiando testículos de la 

misma edad demuestran que la HCG estimula la producci6n de te-ª. 

tosterona in vitro. Canoel l y colab. (1966) estudiando el efeR 

to de la HCG sobre los testículos de pOllo de 2 dlas de nacido 

encontró que bajo este estImulo se producen más andrógenos . 

Byre l y Burrows (1938) . inyectando gonadotrofina de suero de y!!. 

gua preBada a pollos recién nacidos encontraron un incremento

en el peso testicular. 

Además es importante mencionar que l a producción in vi 

tro de estradiol y testosterona por los ovarios de embriones -

de po l lo es estimulada cuando ' se anadeo 20 ui de HCG a l media 

de incubación ; tanto el ovario derecho como el izquierdo res-

ponden al estímulo gonadotr6fico incrementando la producci6n -

de estr6genos yandr6genos. (Teng y Teng , 1977; Guichard y co 

lab . 1979) . 

De los datos aportados por la literatura sobre la fun-

ci6n del eje hipotá1arno - hipófisis - testícu10 en embriones de ~ 

110, Y en las que se utilizan metodologías diferentes, podernos 

concluIr que la diferenciaci6n gonadal es aut6noma durante los 

primeros dIas de incubaci6n y que a partir de l dIa 13.5 se ha 

ce funcional el eje hipotálamo-hip6fisis-g6nada , y por lo tan 

to la g6nada se hace dependiente de la hip6fisis. Sin embargo, 

no se conoce con exactitud la edad e mbrionaria de aparici6n de 



21 

actividad gonadotr6fica en hipófisis. 

No se han hecho experimentos en embriones de pollo acef. 

ca del momento ontogenético en el cuál las células de Leydig -

son capaces de responder a la estimulaci6n gonadotr6fica . in-

crernentando la producción de testosterona; es importante cono

cer a partir de que día las células de Leydig pueden responder 

a este estImulo para poder relacionar esta información con la

aparición de actividad gonadotr 6fica en adenohi pófisis y poder 

aportar datos acerca de esta dependencia funcional. 
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OBJETIVO : Analizar la aparici6n de células de Leydig durante 

el desarrollo embrionario de testículos de pollo,

la producci6n de testosterona de l os mismos y su -

capacidad de responde r al estímulo con gonadotrofi 

na cori6nica. 
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MATERIAL Y METODOS 

Se utilizar6n 250 embriones de pollo Rhode island. 108-

cuales se obtuv ieron de una incubadora a 37 . 8°C, con circula-

ci6n de aire y humedad contro l ada. Los embriones fue r on c l asi 

ficados de acuerdo a las t ablas de Hamburger y Hamilton (1951). 

tomando en cuenta sus características morfol6gicas inte r nas y 

externas. descarta ndo as! embriones que tuvieran un mayor o ~ 

nor desarrollo. Se estudiaron embriones de l estadio 34 (8 dias), 

estadio 36 (10 dl as). estadÍo 38 (12 días). estadío 40 (14 - -

días). estadio 42 (16 dIas) , estadIo 44 (1 8 dIas) . Los embri o 

nes fuer6n disecados, con el objeto de extraer l os testícu l os. 

analizando su peso, morfología de las células productoras de -

testosterona (Leydig) a nivel de microscopía 6ptica y fina l men 

te se determinó por radioirununoensayo, la secreción de testos

terona in vitro. 

Técnica histológica para observaciones a l microscopio ópt i co: 

Los embriones de las diferentes edades fuer&n decapita

dos y disecados por su parte media ventral. extrayendo los te-ª. 

tículos, para fijarlos inmediatamente en glutaraldehido al 2.5% 

en buffer de fosfatos O. 16M, ph7.4 , durante 2 horas , una vez -

transc urrido este tiempo los testículos fueron lavados con bu 

ffer de fosfatos 0.16M ph 7.4 (300 mili-osmoles), una vez laVA 

dos fuerón pasados sucesivamente a través de aH:oholes de con-
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centraci6n creciente. iniciando con alcohol al 30% hasta lle-

gar a absoluto (3 cambios en este último). durante 10 minutas

en cada uno. después fueron pasados a xilol, 3 cambios de 10 -

minutos cada uno y finalmente se embebieron en Paraplast 56°C _ 

57 °C. (3 cambios de 1.30 horas); l os cortes fueron hechos a 6 -

micras por medio de un microtomo, para que finalmente se les -

tiriiera con hematoxilina y eosina montándo l os con bálsamo de 

canadá para observaciones al microscopio óptico . 

Técnica de Incubación de los Testículos: 

Los embriones fueron extraídos del huevo, decapitados y 

disecados por su parte media ventral. tomando los test í culos, 

estos se pasaron a una caja de Petri que conten!a medio de in

cubación (medio Eagle modificado por Dulbecca + Albúmina 0. 1%) . 

Con el objeto de que el peso no se viera afectado por el medio, 

antes de pesarlos , se procedi6 a secarlos con la ayuda de pa -

pel filtro, fueron co l ocados en una cápsula hermética, para -

después pesarlos directamente en una balanza analítica. segl1n

el tamai'lo de los testículos y de acuerdo a la edad del embri6n 

se cortaban en pequei'los fragmentos (14 y 16 días), o se les 

utilizaba enteros (8, 10 Y 12 días) para después pasarlos a ~ 

traces de 10 ml. (frascos de incubaci6n), a los cuales previa

mente ya se les había puesto 2 mI. de Dulbecco + Albl1mina 0.1%, 

ph 7.2 . La cantidad de testículos puestos dentro de cada fras-
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ca de incubación varió de acuerdo a su tama~o, desde 2 a 9 pa

res de testículos. 

Inmediatamente después se procedió a pone r en un grupo

de los frascos de i ncubación 2 . 5 ui/rnl. de HCG. (Hormona Gona 

dotrofina Cori6nica Humana . sigma Chemica l Ca. , St Louis); qu~ 

dando una parte como grupo control; la h ormona fue disuelta en 

Dulbecco + Alb~mina. Posterio rmente todos los frasco s f uero n -

gaseados durante 5 segundos con 5% de C02 + 95% de aire y tap~ 

dos herméticamente para después ser colocados en baBa tipo Dug 

noff a 38 °C . durante 2 horas de incubació n y con agitación de -

80-90 ciclos por segundo; una vez transcurrido este tiempo, se 

procedió a efectuar la extracción de la testo sterona con éter. 

Técnica de extracción de testosterona: 

1.- Vaciar el contenido de los frascos de incubación -

en tubos de extracción con 10 mI. de éter f rlo, -

evitando dejarcaher los fragmentos del testlculo. 

2.- Agitar por 30 seg. 

3.- Meter los tubos al cuarto frlo por 1 hora. 

4.- Sacarlos y congelarlos en hielo-seco-acetona, sep~ 

rando de esta manera dos fases, una acuosa y ot r a -

de éter. 

5 . - Extraer todo el éter, vaci á ndo lo a otros tubos y -

esperar a que se descongele la fase acuosa. 
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6 . - Volver a repeti r la extracción una vez má s. (pa s a 

No. 2 al No. 5) . 

7 .- Una vez extraído todo el éter en los tubos, poner

los en baño maria a 35°C hasta dejar evaporar todo 

el éter. 

8 . - Poner a cada tubo 0.5 mI . de Buffer RIA con gelati 

na . 

9 . - Tapar los tubos y agitar 30 seg. 

10 . - Dejarlo s en e l c uarto frío por una hora. 

11 . - Sacarlos y agitar por 5 seg. para proceder direct~ 

mente con el Radio - inrnunoensayo . 

Técnica de Radioinrnuniensayo: 

1. - Pipetear po r duplicado 0 . 2 mI . de muestras titula 

das de testosterona a tubos de ensayo. Preparar e l 

tubo control de ci.lentas totales , el de la unión no 

especifica y la unió n con muestra Q. 

2 . - Pipetear por duplicado 0 .2 mI . de las muestras prQ 

blema . 

3 . - Añadi r 0 . 1 mI. de testosterona tritiada a todos -

los tubos (aproximadamente 3.000 cuentas por minu

to) . 

4 . - AHadir 0 . 2 m1. de antisuero antitestosterona a to

dos los t ubos e x cepto al tubo total y al de la 



27 

uni6n no especifica, a estos últimos anadir 0.2 -

mI. de Buffer . 

5.~ Agitar rápidamente, tapar. 

6.- Llevarlos al ba~o maria a 38°e por 1 hora. 

7.- Llevarlos al cuarto frío por otra hora. 

8 .- Aftadir a 4°C. 0 . 5 mI. de carbón activado a todos 

109 tubos, excepto a los de las cuentas totales. a 

los cuales se les aí'l.ade 0 . 5 rol. de Buffer RlA con

gelatina. 

9 .- Mezclar todos los tubos con un vortex , dejándolos

reposar por 10 mino a 4°c. 

10.- Centrifugar a 4°C, a 3.000 revoluciones por mino -

durante 15 mino 

11. - Pasar todo el sobrenadante a frascos para contador 

de centelleo. y ai'l.adir 5 ml. de líquido de cente-

lleo • . 

12 . - Agitar 15 seg . 

13. - Contar en el contador de centelleo, se utiliz6 un

contador Packand. con una eficiencia del 30% para

tritio. 

Reactivos: 

1. - Buffer de fosfatos O. 16M. ph 7.4: 

Soluci6n A. KH2P04- 21.7 gr/l litro de soluci6n. 
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Solución B. Na 2HP04 -22.7 gr/l litro de solución. 

Tomar 1.96 ml. (solución A) + 804 ml. (solución a). 

2. - Glutaraldehldo al 2 .• 5% en buffer de fosfatos 

O.16M. ph 7.4: 

Glutaraldehldo al 25% - 10 mI. 

Buffer de fosfatos O.16M. ph 7 . 4 - 90 mI . 

3. - Buffer RIA: 

0 . 05 M Tris HCL buffer (ph B.O), conteniendoO.lm. 

de Na eL, 0 .1% NaN3 Y 0.1% gelatina . 

4. - Carb5n activado dextran: 

0.5% peso/vol. Norit A. carbón activado y. 

0.5% peso/voL. dextran T- 70 en buffer RIA . 

5.- Curva de Titulación de testosterona: 

Preparar una solución titulada de IJIg/rnl. de tes 

tosterona en etanol absoluto. Diluir una allcuota 

en etanol a una concentración de lOng/mI (1 : 100) . 

Hacer 5 diluciones dobles con buffer para obtener 

las siguientes concentraciones : 

1.0 ng/ml. 

Q.5 ng/ml. 

0 . 25 ng/ml. 

0.12 ng/ml. 

0.62 ng/m1. 

0 .31 ng/ml. 
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·6. - Antisuero: 

Antitestosterona - 7 o{ BSA. Miles-YEIlA. extraído -

por medio de inmunización a conejos con testoster~ 

na - 7 c{carboxy-methyl-thioéter albúmina de suero-

bobino . Reconstituir el antisuero en hielo seco --

con O. Sml. de buffer (solución madre de antisuero). 

7 .- Testosterona radioactiva: 

Testosterona 1, 2, 6, 7, 3H (N) 98.8 Ci/m M (New -

England Nuclear, Boston. Masa. U. S . A.) . 

Preparar una solución de 80,000- 100 , 000 dPmVrn1 de 

testosterona tritiada en buffer . 

8. - Eter. 

9.- Hie l o- seco. 

10 . - Acetona. 

Especificidad del radioinmunoensayo: 

El anticuerpo anti-testosterona utilizado posee una - -

gran especificidad para la testosterona, como se observa en la 

siguiente tabla de reactividad cruzada: 

Porcentajes de reacción cruzada; 

ESTEROIDE 

Testosterona 

5 ol.. Dehidrotestosterona 

5 ~Dehidrostestosterona 

PORCENI'AJE 

10,", 

17% 

'% 



17 e{ Epitestosterona 

Androstenodiona 

5 ol. -Androstane-3. 1 7 diona 

5 ~ -Androstane-3, 17 diona 

3 o(, -Hydroxy-S Androsten-17 -ona 

Dehydroepiandrosterona 

5 o( - Androstane - J, 17S- diol 

5 ot.. -Androsti5 ne-3B-17B-diol 

ll-oxotestosterona 

11-8 Hydroxytestosterona . 

S oC.. -A ndrostane-3B.llB.l 7B Triol-Cortisol 

5 c::oC.-A ndrostane -3 B.11B,17B Triol-17B estradiol 

Progesterona 

17" 
." 

30 

-< 0.001% 

..:: 0 .001% 

-< 0.001% 

<. 0 . 001% 

0 . 001% 

.c 0.001% 

Sensibilidad y coe ficiente de variaci6n del Radioinmunoensayo : 

La fig . No. 1 representa una curva standard del radio 

inrnunoensayo. donde se muestra el porcentaje de unión con re~ 

pecto a la cantidad de testosterona expresada en picogramos -

por tubo (Pg/tubo), pudiéndose detectar la sensibilidad del -

mismo (6 Pg/tubo por testosterona) . 

El ensayo presenta un coeficiente de variaci6n interell 

sayo del 7 .3% y un coeficiente de variación intraensayo del -

4%. por lo que se considera un modelo confiable y reproduci- -

ble. 



Análisis estadístico: 

Los resultados fueron analizados estadísticamente apli

cando la prueba de "t" Student para comparar los grupos testi

gos con los tratados. 
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60 

ANTICUERPO MILES 
COCIENTE DE VARIACION 
INTERENSAYO 7.3 % 

50 

z o 40 z 
:::> 

l&I o 

~ 30 

20 

10 

6 10 ~ 100 200 

~ I TUBO TESTOSTERONA 

Fig. 1: Curva patrón de testosterona para el Radioinmunoensa -

yo. Valores promedios de 4 ensayos. 
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RESULTADOS 

Se describira la histología del testículo de embriones 

de pollo a diferentes edades vistos a través del microscopio

óptico. 

Testículo de embri6n de pollo de 8 días (estadío 34); 

En esta edad se observa que el testículo se encuentra

rodeado por un epitelio ce16mico de tipo cCi.bico. 

Si analizarros su estructura interna podemos notar que

existe una diferenciaci6n en dos zonas; una obscura y otra -

clara, las cuáles corresponden respectivamente a los cordones 

testiculares y al tejido intersticial. 

Determinando los tipos celulares que se encuentran den 

tro del cordón testicular. tenemos primeramente a un tipo de

células que corresponden a l os gonocitos. caracterizados por

ser grandes, redondos, de n(leleo esfl'lrico y excéntrico con -

cromatina laxa con un nucléolo y con un citoplasma vacuo lado

ligeramente bas6filo: la otra variedad de células son de tipo 

indiferenciadas y no presentan ninguna disposici6n caracter!.§. 

tica, su forma es irregular, y presentan un núcleo de cromat~ 

na laxa" y un citoplasma ligeramente bas6filo. 

En el tejido intersticial del testículo encontramos v-ª. 

sos sanguíneos y dos tipos de células: unas poco diferencia- 

das cuya forma varía desde alargadas a estrelladas con múlti-
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pIes px::olongaciones que poseen un n(¡cleo de cromatina laxa y -

un nucléolo evidente; las otras células, que podrían correspon 

der a fibrpblastos. se encuentran en muy poca cantidad y dis-

persas dentro del tejido intersticial. son mucho más peque~as. 

su forma es alargada y su n(¡cleo presenta cromatina más canden 

sada. 

Dentro del tejido intersticial no se observan células -

con características de células de Leydig. 

Encontramos gran cantidad de figuras rnit6ticas tanto en 

cordón testicular como e n el tejido intersticial, (Fig . 2). 

Testículo de embrión de pollo de 10 días (estadío 36) : 

El epitelio ce16mico que rodea al testícu l o en su mayor 

parte es de tipo cúbico, aunque en ciertas regiones se vuelve 

plano. 

Internamente la diferenciaci6n entre cordón testicular

y tejido intersticial es mucho más evidente. observándose fig~ 

ras mit6ticas en ambas zonas. 

Los cordones testiculares poseen un diámetro mayor . den 

tro de los mismos se observa una mejor organización de sus cé

lulas. encontrándose dos tipos de e llas: 

1.- Células indiferenciadas pequenas, cuyos nUcleos se 

disponen perif¡§ricamente dentro del cordón y su c.!. 

toplasma se dirige hacia el centro del mismo. ad--
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Fig. 2: 

Corte transversal de testículo de embrión de pollo, de 8 días, 

te~ido con H-E. En la superficie se observa el epitelio ce16~ 

ce de tipo cúbico simple. existe una diferenciacion entre cor

dón testicular (Ct) y tejido intersticial (Ti), aparición de -

gonocitos (9) dentro del cordón testicular. 16X. 



36 

quiriendo una disposición pseudoacinar. 

2 .- células grandes r edondas de núcleo esférico . ex- -

céntrico de cromatina laxa cuyo citoplasma es va-

cuolado ':1 ligeramente bas6filo. las cuales adqui~ 

ren una disposición central dentro del cordón tel!. 

ticular (gonocitos) . 

En el tejido intersticial encontramos vasos sanguíneos. 

heter6filos (g l óbulos blancos) y diferentes grupos de células. 

Un grupo de células se encuentran r odeando a l os cordones te.,! 

ticulares, su forma es a l argada y su núcleo de cromatina poco 

condensada y con un nucle610i el otro grupo celular se encue}l 

tra un poco más alejado de los cordones. posee múltiples pro-

longaciones y su nCicleo presenta cromatina laxa con un escaso 
; 

citoplasma perinuclear. Ambos grupos celulares pertenecen a -

c~lulas poco diferenciadas, además se observa escasas células 

que corresponden a fibroblastos con las características seBa-

ladas anteriormente, (Fig . 3). 

Testítulo de embri6n de pollo de 12 días (estadía 38) : 

A partir de esta edad el epitelio ce16mico que rodea al 

testículo es completamente plano. 

Se observa una marcada diferenciación entre cordón tes-

ticular y tejido intersticial , además se siguen observando fi -

guras mit6ticas en ambas zonas. 
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Corte transversal de testículo de embrión. de pollo de 10 dias. 

teñido con H-E. Dentro de los cordones testiculares los núcleos 

de las células indiferenciadas (ei). toman una disposición peri 

férica, existe una mayor cantidad de tejido intersticial. 16X . 

37 
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. Los cordones testiculares están mucho más desarrolla-

dos y poseen un diámetro mayor; dentro de los mismos se obse,f. 

van gonocitos, pero además podemos detectar que las células -

indiferenciadas pequeftas descritas en el especímen anterior -

(embrión de pollo de 10 días), toman una disposición bién de 

finida con los nUcleos dispuestos periféricamente y su cito-

plasma en posici6n apical; esta disposición ya simula la que

van a tener en 10 sucesivo, ya que esta población celular va 

a originar a las células de Sertoli. 

Dentro del intersticio existen vasos sanguíneos y una 

buena cantidad de heter6filos en los espacios intercelulares. 

Se identifican células dentro del intersticio rodeando 

a los cordones testiculares . cuya forma es alargada con un n~ 

cleo de cromatina laxa y un nucl~olo, a estas c~lulas en 10 -

sucesivo las llamaremos pericordonales . El otro tipo de c~lu

las que rellenan los espacios intercordonales corresponden a 

fibroblastos. Eventualmente, pueden encontrarse en el inters

ticio gonocitos, los cuáles pueden aparecer solos o acampana

dos por c~lulas más pequenas como si fuesen cordones en tran.,! 

formaci6n. 

Es importante mencionar que dentro del tejido intersti 

cial se llegan a observar c~lulas con caracterIst icas de c~l~ 

las de Leydig, como grupos de tres a cuatro c~lulas redondas, 

de núcleo exc~ntrico con un núcl~olo y un citoplasma vacuola

do eosin6filo , (Fig . 4). 



Fig. 4: 

Corte transversal de testículo de ambri6n de pOllo. de 12 días. 

teí'tido con H-E. De ntro de los cordones testiculares se obser--

van gonocitos (g) y futuras célula s de Sertoli (5). se delimi

ta el tejido pericordonal (Tp) que rodea a los cordones tes- -

ticulares y dentro del tejido intersticial la primera apari- -

ci6n de grupos de células de Leydig (1). 40X. 
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Testículo de embrión de pollo de 14 días (estadío 40): 

El epitelio ce16mico se conserva plano. 

Debajo de este epitelio, se observa una condensación de 

una capa de tejido conectivo laxo con vasos sanguíneos. 

Los cordones testiculares se encuentran bien desarroll~ 

dos pudiéndose localizar dentro de los mismos dos tipos de cé 

lulas, los gonocitos con las características ya descritas y 

las células de Sertoli de forma piramidal con un n6cleo que se 

dispone en la base del cordón testicular. 

Dentro del tejido intersticial. el tejido pericordona l

adquiere una mayor desarrollo y se empieza a esbozar una capa

bicelula r rodeando a los cordones testiculares. 

En el resto del intersticio se siguen observando vasos 

sanguíneos. heter6filos y fibroblastos : en forma notable se en 

cuentran grupos de células de Leydig bien definidas con un nG

cleo excéntrico. bas6filo y un citoplasma eosin6filo. (Fig. S). 

Testículo de embrión de pollo de 16 días (estadío 42): 

El epitelio que reviste al testículo es plano: ya se OE 

serva un esbozo de cápsula rodéandolo, la tónica albugínea. 

Dentro de los cordones testiculares podemos observar 

bien delimitados gonocitos y células de Sertoli, con las cara~ 

terísticas antes mencionadas. 

En el tejido intersticial, la capa bicelular que rodea -
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a los cordones se hace mucho más evidente. formando un tejido

pericordonal al cual se le pueden delimitar dos capas: 

1.- Capa interna, de aspecto pseudoepitelial, cuyas e! 

lulas son ligeramente alargadas, con n(¡cIeoa redol! 

dos de cromatina poco condensada y con prolongaci~ 

nes citoplasmáticas dirigidas hacia l a membrana ~ 

sal del cord6n. 

2. - Capa externa, cuyas cé lulas presentan también una

forma alargada. cuyos núcleos son de la misma for

ma, con cromatina poco condensada. 

Dentro del intersticio nuevamente se observan vasos sa!!. 

guineos, heter6filos, fibroblastos y una mayor cantidad de cé

lulas de Leydig. cuyo citoplasma es mucho más vacuol ado, -

(Fig. 6). 

Test!tulo de embri6n de pollo de 18 días (estadío 44): 

En esta edad ya existe una verdadera túnica a l bugínea -

rodeando al testículo. 

Dentro de los cordones testiculares, se siguen observa~ 

do gónocitos y c~lulas de Sertoli. 

El tejido pericordonal se encuentra ahora limitado por 

tres capas: 
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1.- Capa interna, de aspecto pseudoepitelial, cuyas e! 

lulas son ligeramente alargadas, con n\leleos redon 

dos de cromatina poco condensada . 

2.- Capa externa, cuyas células son de forma alargada , 

con nGclees de la misma forma, con cromatina poco-

condensada. 

3. - Capa superficial. células de forma alargada con un 

citoplasma vacuo lado. células de tipo transicional 

Aguilar y colab. (19Bl). 

Dentro del intersticio observarnos vasos sangulneos, he---
ter6fi los y células de Leydig perfectamente bien definidas, --

(Fig. 7a. y 7b.) . 
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Fig . 5: 

Corte transversa l de testlculo de embri6n de pollo. de 14 días. 

te~ido con H-E. Dentro del cordón testicular se observan con -

mayor c laridad los 90nocitos (9), existe un mejor desarrol l o -

del tejido pericordonal (Tp). aparecen grupos de células de -

Leydig (1 ) dentro del tejido intersticial. 40X. 
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Fig. 6: 

Corte transversal de testlculo de embri6n de pollo. de 16 días. 

teÍHdo con H-E. Dentro de los cordones testiculares se observan 

gonocitos (g). el tejido pericordonal (Tp) se encuentra mejor -

delimitado y formando parte del tejido intersticial grupos de -

células de Leydig (1). 40X. 
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Fig. 7a : 

Corte transversal de testículo de embrión de pollo de 18 d1as, 

teñido con H-E, dentro del cordón testicular se observan bien-

definidos los gonocitos (g) y las células de Sertoli (s), den-

tro del tejido intersticial grupos de células de Leydig (1) . -

40X. 



Fig. 7b: 

Corte transversal de embri6n de pollo. de 18 días . te~ido con

H-E . Dent r o del cordón testicular nuevamente genocitos (9) , e! 

lulas de Sertoli (s) y figuras mit6ticas (m); el tejido peri-

cardonal (Tp) se encuentra limitado por tres capas 40X. 

46 
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Peso húmedo: 

Analizando el peso del testlculo de embriones de polla

de las dif(!rentes edades se obtuvo lo siguiente: 

El peso del testícu l o expresado en rng por embrión de PQ 

110 . con respecto a la edad en dlas de incubación representado 

en la Fig. 8. muestra claramente como se va incrementando con

forme va avanzando la edad del embrión. 

Entre los 10 y 14 dlas los valores se incrementan desde 

0.74 rng . hasta 1 . 65 rng . a los 16 días es notorio un mayor in-

cremento aproximadamente en un 300% con un valor de 5 . 05 rog. 

Secreci6n basal de testosterona : 

La secreción basal de testosterona se refiere a la can

tidad de la misma que producen las célu l as de Leydig en condi 

ciones de incubación ya descritas sin el agregado de ningún e-ª. 

timulo hormonal . 

La secreci6n basal de testosterona expresada en pg/em-

bri6n mostrada en la Fig. 9 presenta un comportamiento muy se 

mejante a la gráfica de la Fig. 8 , de peso corpora l de l test íc~ 

lo . Entre los 8 y 1 4 días la producci6n de testosterona expre 

sada en pg/embri6n, se mantiene más o menos constante , con va 

lores que varían entre 7.99 pg Y 14 . 52 pg . Sin embargo . a 109-

16 d1as se nota un incremento en la producci6n basal de testo.§. 

terona en aproximadamente un 250%. con un valor de 34.85 pg/e.m 

-
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bri6n. 

Este incremento a los 16 Mas . se debe mCl.s que nada a l

peso del testícu l o . esto lo comprobamos corrigiendo estos da -

tos y expresándolos ahora en pg/rng de peso de testículo . ta l -

como lo muestra claramente la Fig. 9 la producci6n de testost~ 

rana por las células de Leydig de embriones de pollo de l O, 12. 

14 Y 16 d1as se mantiene constante . con v alores que varía n de~ 

de '8 . 21 W/rng hasta 10 . 32 pg!mg. 

Secreci6n estimulada de testosterona con HCG: 

Este tipo de secreción se refiere a la cantidad de tes 

tosterona que producen las células de Leydig in vitra, al a~a 

dir a los frascos de incubaci6n que contenían los test í culos -

de las diferentes edades. la HOG. 2.5 ui/rnl . 

La secreci6n estimul ada de testosterona por las célul as 

de Leydig expresada en pgjembrión como respuesta a l estímulo -

gonadotr6fico se encuentra representada en la Fig. 10. si com

paramos en esta gráfica la secreción basal de testosterona con 

respecto a la secr eci6n estimulada con HCG. podemos notar que 

durante las primeras edades; 8 y 10 días. la secreción estimu

lada de testosterona por las células de Leydig no difiere de -

la basal ; en cambio a los 12 días. observamos claramente un -

aumento en un 300% en la secreción de testosterona estimulada

por HCG con un valor de 37.9 pg. esto implica que en esta edad 
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Fig. 8: 

Incremento en el peso húmedo del testículo de embriones de po-

lle, en diferentes edades del desarrollo. Los valores represeQ 

tan la media ~ error estandard de la media. En la abscisa en--

tre paréntesis el estadía correspondiente (Hamburger y Hamil--

ton, 1951) . 
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SECRECION BASAL DE TESTOSTERONA 
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!DAD EN DI AS 

Fig. 9: 

Secreción basal de testosterona producida i n vitro por los te~ 

tículos de embriones de pollo de 8 a 16 días de incubación. 

~~~o~~~o~~- pg/ernbrión de testo sterona. 

- - --- -e-- - ---e- ----- pg/mg de testosterona . 

Los va l ores representan la media ± error estandard de la media. 

En la abs cisa entre paréntesis de l estadio correspondiente - -

(Harnburger y Harnilton, 1951 ) . 
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) . 

las células de Leydig responden al estimulo gonadotr6fico, pr~ 

-duciendo una mayor cantidad de testosterona . A los 14 y 16 

dlas la secreción estimulada de testosterona por las células 

de Leydig, con valores de 31.49 pg Y 84 . 38 pg respectivamente, 

san claramente superiores a los valores basales. El mayor in-

cremento a l os 16 días se debe al incremento del peso testicu

lar a esta edad. 

La secreción estimulada de testosterana por l as células 

de Leydig expresada ahora en pg/m9 de peso testicular se mues

tra en la Fi9_ 11. Si comparamos nuevamente la secreción esti 

mul ada de testaste rana con respecto a la secreción basa l nota 

mos semejanzas con l a gráfica de la Fig. 10, a los 10 dias 

la secreci6n estimulada de testosterona por las células de Ley 

dig no aumenta con respecto a la basal: en cambio a los 12 

días se nota c l aramente el incremento en la secreci6n de tes-

tosterona en un 300%. con un valor de 3 4. 29 pg: nuevamente ob

servamos que en esta edad hay respuesta de las células de Ley

dig al estímulo con HeG. A los 14 y 16 días el incremento en -

la secreci6n estimulada de testosterona es semejante . con un -

in~remento en un 100% por sobre la basal con valores respecti 

vamente de 19.99 pg/mg y 20.01 pg/mg. 
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1~ HCG 

' 

BASAL 

16 ( 42) 

Secreci6n in vitre de testosterona estimulada por 2.5 ui/ ml -

de HCG (----e---- ) comparada con la secreci6n basal (~-o~-) 

de embriones de pollo de 8 a 16 días de desarrollo, los vale-- _ 

res representan la media ± error estandard de la media. En la-

abscisa entre paréntesis el estadio correspondiente (Hamburger 

y Hamilton, 1951). 
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Fig. 11: 

Comparaci6n de la secreci6n in vitro de testosterona, estimul~ 

da co n 2.5 ui/ml de HCG (---e-- -) respecto a la secreci6n ba--

sal (-o-o) de embriones de pollo de 10 a 16 días. Los valQ. 

res representan la media ~ error estandard de la media. En la-

abscisa entre paréntesis el estadio correspondiente (Harnburger 

y Harnilton, 1951) . 
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Edad en 
días 

(estadio) 

8 (34) 

10 (36) 

12 (38) 

14 (4d) 

16 (42) 

PRODUCCION DE TESTOSTERONI'. IN VITRO EN CONDICIONES 
BASALES Y ESTIMULADAS CON HCG POR TESTICULOS DE 

EMBRIONES DE POLLO DE DIFERENI'ES EDADES 

No. total de 
embriones 

Peso Mg/ Embri6n Sec. de Testosterona 
por embrión 

76 

62 

61 

32 

16 

0.74 ±. . 063 
(10) 

l. 20± .093 
(14) 

1.65 .± .075 
(11) 

55.05.:t. .696 
(10) 

Basal HCG 

12.7.±. 3 . 16 15.4±4.35 
(4) (5) 

ns 

7 . 99.± 1.85 8.90t]..30 
(5) (5) 

ns 

12.41± .969 37.9.±7.88 . 
(7) (8) 

p' 0.02 

14.52±. 1.21 31.49±.3.65 
(5) (6) 

p < 0.02 

34. 85.±. l. 45 84. 38±.4.10 
(4) (5) 

p <.0.01 

Los valores representan la media ± el error standard de la media . 

Sec. de Testosterona 
Mg. de peso 

Basal HCG 

lo. n.±2._s4 12. 45.±L 86 
(5) (5) 

9.87±.l..06 
(7) 

ns 

34. 29±_4. 8 
(8) 

p <. o.005 

8. 21±.. 538 
(5) 

19. 99.±1. 68 
(6) 

P <.O .01 

9. 05.±1. 22 
(4) 

20.01.±3.7 
(5) 

P <.O.OS 

ns 

Entre paréntesis el nlímero de determinaciones "Pools" efectuado en cada edad. 
No significativo. 

U1 
~ 
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DISCUSION 

La metodología empleada en este trabajo explora la cap~ 

cidad que tiene el testículo de embrión de pollo de las dife-

rentes edades de producir testosterona y de responder al estí

mulo de la HeG. Por ser un modelo in vit r e, el testículo se ma.!!. 

tiene aislado de influencias del resto del organismo y evita -

que cambios en los niveles hormonales sanguíneos puedan in- - 

fluir sobre su función. El tiempo de incubación ha sido el ad~ 

cuado para evitar cambios degenerativos del testículo. mante-

niende éste su capacidad funcional. El método de radioinmunoen 

sayo esel más adecuado para cuantificar testosterona. debido a 

su alto grado de confiabilidad y reproductibilidad; ya que pr~ 

senta un coeficiente de variaci6n internesayo del 7.3%, utili 

za un anticuerpo que es altamente especifico para la testoste

rona, con una reacción cruzada del 17% con 5 o( dihidro stestos

terona y mediante este método sepue den detecta r 6 pg de testo,ª

terona por tubo. 

El uso de la hormona gonado trofina cari6 nica humana, -

nos permite observar la respuesta de las c~lulas de Leydig a -

la hormona luteinizante (LH), ya que los receptores para la LH 

son los mismos que para la hormona gonadotr6fina cari6nica. h.5!. 

bitualmente se les designa como receptor LH-HCG, (Dufau y co - 

lab. 1978) . 
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El t ratamiento co n HCG humana en el medi o de i nc ubació n 

es agudo, por lo que se descartan modificaciones tales como - 

síntesis de nuevas receptores. debido a que el tiempo de incu

bación no permite el desarrollo de fen6menos que requieran de 

una síntesis prot~ica. 

A los 8 días las car acterísticas morfológicas observa-

das a través del microscopio óptico, que presenta el testículo 

de embrión de pollo muestra que ya se trata de una gónada dif~ 

renciada. Swif~ (1916) Venzke , (1954) Sthal y Carlon, (1973) 

Woods y Podczask i" (197 4) Woods y Ert6n, (1978). ya habían mos-

trado que la diferenciación morfológica de las gónadas de em-

briones de pollo hacia testículo es en el día 6.5 de incuba- -

ción. 

Al hacer el estudio cuantitativo de la producción de - 

testosterona por los testículos de embriones de pollo de 8 - -

dias en condiciones normales, efectuado por medio de radioirunu 

noensayo, se nota claramente que a esta edad el testículo - -

t 'iel1@ la capacidad de producir pequel'las cantidades de 

testosterona; esto coincide con l o s hallazgos de Chieffi y Co 

lab . (1964), quienes encontraron actividad de la enzima 5 0(-

3 'f> hidroxisteroide dehydrogenase en testículos de embriones -

de pollo de 8 días en el tejido estromal , de Narbaitz y Sabati:. 

ni (1963) que demostraron depósito de Hpi dos en testículos de 

embriones de pollo después del octavo día de incubación, De C~ 
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dard y colab. (197Q) y Galli y Wasserrnann (1973) . quienes inc~ 

bando testlculos de embriones de pollo de 7 días con progeste

rona. enc~ntraron que los testículos sintetizan testosterona,

así como de Guichard y colab. (1973) quienes muestran que 108-

testículos de embriones de pollo de B dlas producen andr6genos. 

Esta capacidad por parte del testlculo de embrión de pollo de

S dias de producir testostero na. se debe a la existencia de e! 

l ulas con capacidad esteroidegénica , probablemente células me

senquilllatosas poco diferenciadas . ya que no fué posible ident1. 

f i car céculas de Leydiq en el intersticio . Woods y Podczaski , -

(1974) demuestran por inmunofluorescencia que en testículos -

de embriones de pollo de 8 dias. la testosterona se localiza -

en las clnulas del intersticio que rodean a los cordones tes-

ticulares. 

La secreci6n de testosterona por testIculos de embrio-

nes de pollo de 8 dlas estimulados con HCG , no muestran dife-

rencias comparada con la secreci6n basal. es decir que a esta 

edad, las células que producen testosterona, no responden a l -

estImulo gonadotr6fico, esta ausencia puede ser explicada por 

una falta de maduraci6n en la capacidad de respuesta, posible

mente localizada a nivel de los receptores LH-HCG . 

A los 1 0 dIas de incubaci6n existe una mayor diferenci!'!, 

ci6n entre cordón testicular y tejido intersticial. sin obser 

varse cé l ulas de Leydig en el intersticio . Comparando la secr~ 
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ció n basal de testosterona con respecto a la secreción estimu

lada por HCG en testículos de embriones de pollo de 10 dÍas se 

nota nuevamente una falta de respuesta al estImulo gonadotr6f,i 

CO. 

A partir de los 12 días ya se encuentran pequeflos gru-

pos de células de Leydig dentro del tejido intersticial tes- -

ticular . Venzk.e. (1954) ha descrito la aparición de células de 

Leydig en testículos de embriones de pollo de 11. 5 días de in

cubación. 

Comparando la secreción de testosterona en testículos -

de embriones de pollo de 12 días estrmulados con HCG con la s~ 

crec i ón basal de testosterona, se observa un gran incremento -

en la producción de los testículos tratados, este dato indica

que a partir de los 1 2 días ya existen células capaces de res

ponder a la hormona gonadotrofina cori6nica humana, es decir -

que poseen receptores y los mecanismos intracitoplásmicos nec~ 

sarios para esta respuesta. 

Tanto en 14 d1as como en 16 días se siguen ' obse rvando,

cada vez en mayor cantidad células de Leydig en el te jido es-

tromal testicular, as1 como una respuesta en la secreci6n de -

testosterona de los test1culos estimulados con HCG. 

El aumento que se observa tanto en la secreci6n basa l,

como en la secreci6n estimulada de testosterona a lo largo del 

desarrollo expresada en pg/embri6n, se debe al aumento de peso 
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del testículo, ya que si corregimos estos datos, y los expres~ 

mes en pg de testosterona por mg de peso, se observa que l os -

valores permanecen constantes. Trabajos previos (Peder nera y -

colab. 1980) habían encontrado que entre los 17 días y el naci. 

mi ento el testículo aumentaba la cantidad de testosterona pro 

ducida por ffig de peso. esto quiere decir que en las etapas es

tudiadas en la presente tesis. 8 a 16 días. el crecimiento de 

las c~ lulas esteroidogénicas es paralelo al crecimiento tes- -

ticular. mientras que al final del desarrollo probablemente -

existe un crecimiento mayor en la poblaci6n de células de Ley

dig, o un cambio cuantitativo en su respuesta. 

Se observó que desde a l os 8 días hay células con capa 

cidad de biosIntesis de testosterona, sin embargo, recién a -

los 12 días del desarrollo se establece la capacidad de res- -

puesta a la hormona gonadotrofina cari6nica humana. Este cam-

bio cualitativo puede relacionarse con la aparici6n de células 

de Leydig en el intersticio o con una maduraci6n funcional de 

las células esteroidogénicas . 

La adenohip6fisis presenta células gonadotr6ficas dife

renciadas por microscopio e1e ct r6nico a los 11 días de desarr~ 

110 del embri6n de pollo (Mikami y co1ab. 1973, DaikoKu y co --

1ab. 1974), nuestros hallazgos acerca del inicio de la respue~ 

ta a la HCG a l os 12 días podría coincidir con el fen6meno de

maduración funcional de cé lulas gonadotr6ficas. La aparici6n -
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de la capacidad de responder del testículo a los 12 d.!as puede 

deberse al inicio de l a secreción de LH por adenohip6fisis 0, 

estar gen~ticamente programada; la respuesta a esta interrogan 

te requerirá de investigaciones futuras . 

Realizando hipofisectom1a en embriones de pollo numero

sos autores demostraron que el testiculo dependía de hipófisis 

a partir de l os 13 . 5 días, igualmente comprobaron que el tes- 

t!culo se desarro l la independientemente de hipófisis a ntes de

esta fecha . (wolff y Stool 1937, Ancel 1938, Fugo y Witschi --

1938, Stool 1939, Fugo 1940. Wolff y Haffen 1952. Vogel 1956--

1957, woods y colab. 1977). Los hal l azgos del presente estudio 

inducen a postular dos etapas en la maduración del testículo, 

una previa a los 12 dlas en que las células esteroidogénicas -

producen testosterona pero no responden a la hormona gonadotré. 

fina, y otra posterior a los 12 dlas en que se comportan corno 

células adultas; la primera pOdrla corresponder a la etapa de

independencia del testlculo con respecto a adenohip6fisis y la 

segunda a la aparici6n de la dependencia funcional. 
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CONCLUSIONES 

El testículo de embrión de pollo produce testosterona -

desde a l os 8 días de desarrollo. 

"El incremento observado en la secreci6n de testosterona 

a lo largo del desarrollo embrionario está correlacion~ 

do con e l aumento de peso testicular entre l os 10 ':1 16-

días de incubaci6n. 

Las cé l ulas de Leydig maduras se distinguen dentro del

tejido intersticial a partir de los 12 días del desarrQ 

110 embrionario. 

La capacidad del testículo de responder a la h o rmona 92. 

nadotrofina cari6nica humana. aparece a partir de los -

12 días de incubaci6n. 
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