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RESUMEN

El magnum es 1a porcidn mis larga del oviducto de la gallina y sinte
tiza la mayoria de compuestos de la clara del hvevo; en el animal sexval
mente maduro su mucosa estd altamente desarroliada. En embriones y anima
Tes inmaduros, las dosis hiperfisiolégicas de estrigenos inducen un incre
mento en la sintesis de proteinas, ADN y ARN, aumento de peso hiimedo, ede
ma estromitico y citodiferenciacidn de la mucosa. Las células blanco a
estradiol se localizan en el estroma del conducto mulleriano en el dfa 15
de desarrollo; sin embargo, se han encontrado receptores citopldsmicos y
nucleares desde el dia 8.

En el presente trabajo se determinaron los cambios morfoldgicos y
bioquimicos en el oviducto de pollos recién nacidos al ser tratados "in
vivo" con diferentes dosis de 178-estradiol (0.2, 1, 2 y 4 ng/embrién),
los dias 15 y 17 de incubacién. EI lote testigo fue tratado con suero fi
sioldgico estéril. Los animales fueron sacrificados 24 horas despuds de
la eclosidn. E) oviducto izquierdo fue disecado, se registrd su peso hi-
medo y se cuantificé el contenido de ADN y proteinas totales. Para el es
tudio morfoldgico se extrajo la porcién del magnum y se obtuvieron cortes
transversales semiseriados.

Por el andlisis histoldégico se identificaron 4 niveles a 1o largo
del” magnum, tanto en testigos como en tratados, establecidos principalmen
te por diferencias en 1a mucosa. En todos los grupos se observa un aumen
to caudal en la altura del epitelio de la mucosa, la cual no se modifica
con las dosis hormonales,

La morfometria revela que en el nivel cefdlico (denominado 1) la do-
sis de 0.2 pg provoca un incremento en las dreas total y de la pared del
magnum, debido principalmente a un aumento en la porcidn no epitelial.
Histoldgicamente se observa una mayor densidad celular estromitica y epi-
telial, con una tendencia en el epitelio a la pseudoestratificacién. En
los 3 niveles restantes, al igual que con dosis altas de 1a hormona, las
modificaciones son menos marcadas. La cantidad de ADN, proteinas totales
y peso himedo no se alteran con 0.2 y,9 de estradiol,
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Con base en estos resultados concluimos que: existe una diferencia
cién morfoldgica por niveles en el magnum del oviducto de pollos recién
nacidos, las dimensiones y e) aumento caudal en la altura del epitelio
concuerdan con lo reportado en animales aduTtos; hay uma respuesta di-
ferencial a la hormona en los distintos niveles y tejidos de la pared
del magnum, que en esta etapa del desarrollo es evidenciada por incre-
mentos morfomStricos y aumento en la densidad celular estromitica y epi
telial, sin que el tratamiento hormonal provoque una citodiferenciacidn
de la mucosa como 1a observada en el animal sexualmente maduro.
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AN TECEDENTES
I. HORFOLOGIA DEL APARATO UROGENITAL EN AVES

En el embri6n de polio estdn presentes dos ovarios y dos
oviductos, pero s610 el ovario y el oviducto izquierdos al-
canzan la' madurez y se convierten en los 6rganos funcionales
de la gallina adulta, mientras que los 6rganos derechos per-
manecen de manera vestigial (Bradley, 1960; Gilbert, 1971a;
Tankred, 1973). '

La asimetrfa de las g6nadas es sexo-dependiente en aves
y e5 un punto critico en el que se establece el patrén defi-
nitive de 1a diferenciaci6n sexual y se hace perceptible en
embriones de pollo de 7 dfas (Gasc, 1978). En otras especies
aviarias se reporta que ambos ovarios persisten durante toda
la vida (Tankred, 1973). En la gallina se han reportado al-
gunos casos de persistencia y funcionalidad del ovario y ovi
ducto derechos (Gilbert, 1971a), principalmente en estirpes
consangufneas,

A. DESARROLLO DE OVARIO Y CONDUCTO MULLERIANO

ET ovario es un 6rgano de color amarillento, oval y a-
planado, formado esencialmente por una corteza y una médula
altamente vascularizada {Bradley, 1960; Hodges, 1974), sepa-
radas por una capa de tejido conectivo denso: la tlinica al-
bugfnea.

E1 ovario izquierdo comienza a desarrollarse al tercer
dfa de fncubacién, cuando las células germinales primordia-
les {Gilbert, 1971a) y las células mesenquimatosas se incor-
poran al epitelio germinal. Su crecimiento continda después
del nacimiento. E) evario derecho crece en los primeros es~-
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tadios de desarrcllo y hacia los dfas 9 a 11 sufre regresién
(Teng y Teng, 1977). Gasc (1978) indica que la regresidn no
se tnicfa antes del dfa 11, ya que el crecimiente (medido por
ADN y protefnas) es todavia significativo en este estadio:
La secrecién estrogénica temprana por e) ovario jzquierdo
probablemente impide el desarrollo del ovario derecho (Gil-
bert, 1971a). :

Durante la diferenciacifn gonadal, el epitelio germinal
en el ovario derecho no forma la corteza y cordeones sexuales
secundarios en 1os dfas 8 a 1l en que aparecen en el otro o-
vario. La diferenciaci6n del ovario izquierdo se manifiesta
por una proliferacién celular de la corteza, estimulada por
estrégeno. La falta de diferenciacidén cortical en la gdnada
derecha puede explicarse por la ausencia de células b]anéo a
estrégenc en su epitelio germinal (Gasc, 1980).

E1 conducto miilleriano derecho inicia su involucidn al-
rededor del dfa 9 de desarrollo enbrionarfo (Hamilton, 1961;
Teng y Teng, 1978), al dia 12 sufre una involucidén antero-
posterior lenta y al nacimiento aparece como un vestigio
cloacal diminuto (Teng, 1980).

l.a destrucci6n experimental de las g6nadas provoca la
retenci6n de los dos conductos miillerianos, tanto en hembras
como en machos (Hamilton, 1961), por lo que se piensa que ~
las hormonas gonadalés intervienen en la diferenciacidn de
1os conductos. En embriones, el tratamiento con dosis de
0.1 mg de estradiol provoca la retencién y diferenciacidn de
oviductos en machos intersexuales (Rahil y Narbaitz, 1972).

De igual forma, se ha pensado que la secrecibn ovdrica
de esteroides es la responsable del crecimiento y regresitn
de los conductos de Miiller jzquierdo y derecho, respectiva-
mente (Teng y Teng, 1977); aunque se ha encontrado que los
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tratamientos con dosis de 10 ug a2 1 mg de estradiol no alte~
ran la diferenciaci6n normal ni previenen la involucidn del
conducto derecho (Hamilton, 1961).

Por otra parte, se ha detectado en los ovarios derecho
e izquierdo la presencia de una sustancia inhibidora de los
conductos de Miller (MIS) de naturaleza glicoproteica, sinte
tizada probablemente por cé&lulas de los cordones medulares
dispersos en la corteza; su funcién seria andloga a la de
las células de Sertoli. La diferencia en la respuesta de bs
conductos a la MIS puede estar dada por: a) diferencia en
la susceptibilidad de cada conducto, b) antagonismo entre
MIS-esteroide (Hutson gt al, 1981),

El conducto miilleriano izquierdo exhibe dos fases de
crecimiento: a) una fase lenta, los dfas 8 a 12 de incuba-
cién, en 1a que el peso, longitud, contenido de ADN y protei
nas citopldsmicas se incrementan ligeramente y l0s recepto-
res citopldsmicos a estradiol aumentan en ndmero y b) una
fase de crecimiento rdpido, los dias 14 a 18, en la cual el
nimero de receptores citopidsmicos se mantiene constante mien
tras que los otros pardmetros aumentan rdpidamente (Teng y
Teng, 1975b). Existe correspondencia entre este crecimiento
bifésico y 1a sintesis de estradiol por el ovario izquierdo
que es constante los dias 6.5 a 12.5 y aumenta los dfas 13.5
a 18.5 (Woods y Erton, 1978).

Después del nacimiento, el oviducto atraviesa por un es
tado de maduracién de 100 dias para finalmente desarrollarse
en una drgano activo, secretor de las proteinas de la clara
y cdscara del huevo (Wrenn, 1971; Teng, 1980; Kiell et al,
1982).




II. FISIOLOG!A OVARICA

El1 ovario produce los ovocitos y secreta hormonas que a-
fectan la actividad reproductiva: progestdgenos, andrdgencs
y estrdgenos {(Gilbert, 1971c). :

La esteroidogénesis comienza tempranamente en las gdna-
das embyrionarias. Las c&lulas esteroidogénicas se localizan
en 1os cordones medulares desde el dia 8 a 9 de incubacidn
(Narbaitz y Adler, 1966; Jordanov et al, 1978). Se ha des-
crito la presencia de 17g-estradiol y estrona desde el dia
3.5 de desarrollo (Woods y Erton, 1978).

En estadios embrionarios tempranos el desarrollo del ova
rio es independiente de la accidn hipofisiaria (Teng y Teng,
1977) y efectia sintesis estrogénica auténoma {Woods y Erton,
1978). La esfrona, el 17g-estradiol y el 17g-estradiol estdn
presentes como sus conjugados en el liquide alantoideo desde
el dia 8 de incubacién, E1 17g-estradiol aumenta del dia 14
al nacimiento (Gi11 et al. 1983}, este aumento coincide conla
aparicidn de células gonadotrépicas en la hipéfisis {(Gilbert,
1971¢c) y con la influencia hipofisiaria, cuando el eje hipotd
lamo-hipéfisis-ovario se conecta (Woods y Weeks, 1969).

En cultivo de Srganos el tratamiento exdégeno con gonado-
tropina coriénica, provoca el aumente de secrecidén de testos-
terona por ambos ovarios, su porcentaje de secrecidn es mis
alto que el de estrdgenos y, ademds, la gonadotropina comien.
za a ejercer su influencia a partir del) dia 13 de desarrollo
embrionario (Teng y Teng, 1977).

IT1. MORFOFISIOLOGIA DEL QVIDUCTO

Et oviducto de la gallina es un conducta muscular altamen
te circunvolucionado que en su estado active alcanza wuna
-6~



longitud igual a dos veces la del cuerpo: 60 a 80 cm (Brad-
ley, 1960: Aitken, 1971; Tankred, 1973) y presenta un incre-
mento correspondiente en didmetro como resultado de hiperpla
sia e hipertrofia (Yu y Marquardt, 1974). En aves sexualmen
te inactivas se observa como un tubo estrecho de 14 a 19 cm
de longitud (Aitken, 1971).

E1 oviducto yace en el lado izquierdo de la cavidad ab~
dominal y estd suspendidoc entre dos capas de un pliegue de
peritoneo que forma los ligamentos membranosos dorsal y ven
tral (Bradley, 1960; Aitken, 1971; Hodges, 1974), Fig. (1).
Sus funciones se relacionan con: a) transporte del ovocito
desde el ovario, b) fecundacidn de! ovocito y «c¢) sfntesis
del albumen, membranas y cdscara del huevo {Hodges, 1974).

Fig., 1| Esquema que muestra la localizacidn del
oviducto en Ta gallina adulta.

Morfolégica y funcionalmente se distinguen 5 regiones:
infundfbulo, magnum o regién secretora de albumen, istmo, §=
-7-



tero o glidndula de la c&scara y vagina (Bradley, 1960; Aitken
1971; Hodges, 1974). Los limites entre estas regiones estdn
determinados principalmente por cambios en la estructura de
las gldnduias tubulares (Richardson, 1935).

Otros autores reportan 6 regiones, ya que dividen al
istmo en dos porciones: istmo granular y regi6n roja (Dra-
per et al, 1972) o glindula tubular de la cdscara (Solomon
et al, 1975). Con excepcién de la vagina, todas Jas regio-
nes estdn involucradas con el proceso de la formacién del
huevo, que al momento de la puesta, tiene aproximadamente 24
horas de fecundado y estd en etapa de gdstrula avanzada
(Schneider y Norton, 1979).

La pared del oviducto estd formada por 7 capas: 1) se-
rosa de epitelio peritoneal, 2) muscular externa longitudi-
nal, 3) tejido conectivo externo (vascularizada), 4) muscu-
tar interna circular, 5) tejido conectivo interno, 6) ldmi
na propia y 7) epitelial interna (Bradiey, 1960; Aitken,
1971; Hodges, 1974; Sclomon, 19B3). La mucosa estd formada
por las dos capas mds internas, estd sumamente plegada y po-
see gran complejidad histolfgica (Hodges, 1974}).

Las capas musculares aumentan en grosor céfalo-caudal_
mente, en especial en la unién dtero-vaginal (Aitken, 1971;
Solomon, 1983).

A) INFUNDIBULO

E1 infundfbulo es el segmento inicial del oviducto, con
siste de un embudo aplanade en direcgifn dorso-ventral {Hod-
ges, 1974) o "ampolla" (Aitken, 1971) y un cuello estrecho
de 2 a 3 cm de longitud (Bradley, 1960), ambos de paredes
delgadas (Aitken, 1971).
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- Sus funciones son capturar elrovocitd liberado por el
ovario y ‘ser el sitic de fecundaci6n {Solomon, 1983).

En l1a regi6n del embudo los pliegues mucosos son poco
pronunciados (Bradley, 1960) y estdn recubiertos por células
ciliadas columnares no secretoras (Hodges, 1974; Solomon,
1983). Conforme el embudo se estrecha, los plieques se vuel
ven mis altos y delgados con otros pliegues secundarios y ter
ciarios cuyo epitelio es columnar simple y no ciliado. En
las porciones media y caudal el epitelio es pscudoestratifi-
cado con células ciliadas columnares y'cé1uﬁas caliciformes
secretoras de moco dcido {Aitken, 1971: Solomon, 1983). La
altura epitelial varfa de 25 a 30 um (Myburn et _al, 1970; Ait
ken, 1971; Hodges, 1974).

Al avanzar por el cuello infundibular se observa el de-
sarrollo de gldndulas tubulares (Richardson, 1935; Aitken,
1971) 1llenas de grénulos secretorfos electrodensos (Solomon,
1983).

B} MAGNUM

E1 magnum o regién secretora de albumen es la porcién
mis larga del oviducto. Su longitud varfa en la diferentes
razas de gallinas desde unos 33 cm {Richardson, 1935} a 40 cm
(Bradley, 1960).

Durante el desarrollo crece a una velocidad proporcio-
nalmente mayor respecto a las otras regiones del oviducto,
principalmente como resultado de una continua hiperplasia
del tejido glandular 1leno de productos secretorios (Yu y
Marquardt, 1973},

Los pliegues de la mucosa son mis numerosos, altos y an
chos que en otras regiones del oviducto; su epitelio es pseu
-g-



doestratificado en el que alternan células columnares cilia-
das y células caliciformes secretoras {Bradley, 1960; Aitken,
1971; Solomon, 1983), 1lamadas también células granulares
(Wyburn et _al, 1970 Hodges, 1974) y que de acuerdo con 1la
fase de formacién del huevo predomina uno u otro tipo celu-
lar (Bradley, 1960). Se indica que las células ciliadas y
caliciformes pueden interconvertirse (Richardson, 1935).

La altura del epitelio aumenta en direccidn caudal; du
rante la secrecifn activa es de 10 um en la parte anterior
(Richardson, 1935; Wyburn et al, 1970} y de 25 um (Richard-
son, 1935; Solomon, 1983) a 30 um en el magnum posterior (Wy
burn et at, 1970). Sandoz et _al (1971) consideran que la al-
tura epttelial varfa de 13 a 30 ym y estd en relacidn direc-
ta con la fase del ciclo secretor.

Los Gltimos 3 @ 4 c¢cm de} magnum posterior forman la "re-
9i6n mucosa® debido a la presencia de un gran nimero de cé-
lutas secretoras (Richardson, 1935). E1 moco secretado por
el epitetio a todo lo largo del magnum, incluyendo la regién
mucosa, cunsiste de un mucopolisacirido &cido (Aitken, 1971).

Las c&lulas ciliadas son delgadas con una altura de 20
a2 30 um poco antes de la ovulacibn, después que el huevo ha
pasado su altura es de 13 a 18 um, producen grdnulos electro
densos de glucoprotefna (Sandoz et _al, 1971) y estdn relacio
nadas con la propulsifn del material a través del oviducto
(Kohler et _al, 1969).

Las cé&lulas caliciformes predominan en el epitelio antes
del paso de un huevo (Bradley, 1960); 1los materiales secre-
tados son la avidina {Kohler gt al, 1969; O'Malley et al,
1969} y la ovomucina (Wyburn et al, 1970; Sandoz et al, 1971).

tas gldndulas tubulares son muy largas, tortuosas y fre
cuentemente ramificadas (Bradiey, 1960; Hodges, 1974); sus
-10-



conductos estén revestidos por epitelio glandular, el cual e-
merge sobre la superficie con el epitelio de revestimiento
(Wyburn et al, 1970). Sus células tienen forma piramidal con
una altura de 10 a 15 um (Hodges, 1974) y secretan lisosima y
ovalbimina (Kohler et al, 1969; COka y Schimke, 1969a,b), 1la
cual comprende alrededor del 54% del total proteinico de 1la
clara del huevo (Gilbert, 1971b).

En la morfologia de las células de las gldndulas tubula-
res se distinguen tres fases durante el ciclo de formacidn dei
huevo: a) fase secretora, que enpieza antes que la yema entre
al magnum, b) fase de regeneracibn, cuando el huevo sale del
magnum y en la que se reorganizan los grdnulos secretorios re
siduales y ¢) fase de descanso, en la que el citoplasma estd
1leno de grdnules de secrecién {Richardson, 1935).

Wyburn et al (1970} han descrite tres tipos celulares
dentro de las gldndulas tubulares: A, B y €, vistos en todos
os niveles del magnum. Las células tipo A parecen ser las
productoras de ovalbdmina en una fase pre-secretora; las ti-

po C corresponden a las células A en fase de recuperacidn;
las células B se consideran la fuente de lisosima bacterici-
da.

Las gldndulas de una misma &rea no estdn en Ta misma fa-
se del ciclo secretor (Richardson, 1935), lo que implica des-
carga asincrénica de 1a secreciones en grupos de gldndulas ad
yacentes (Aitken, 1971). Durante un periodo intersecretorio,
el magnum tiene proteina suficiente para formar dos huevos
{(Oades y Brown, 1965).

£) 1STHO

El istmo produce la membrana de la céscara. Es mds del-

gado que el magnum y sus pliegues son menos voluminosos y al-
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tos (Bradley, 1960, Solnmnn.‘1983). 1a a1tura de su epite11o { 
es de 25 wm (Hodges, 1974) i

Su 1Tm1te anterior est& defin1do por una’ zona estrecha
translicida aglandular revest1da por células ci\iadas yno
ciliadas (Ritken, 1971; Hudges, 1974) que es factible que
contFibuyan a la producci6n del albumen viscoso {Solomon,1983),

Su 1imite posterior es tema de controversia debido al
tipo ce células glandulares en la ld&mina propia, por lo que
algunos autores dividen al istmo en dos porciones: a) istmo
granular proximal, que posee células glandulares llenas de
grdnulos electrodensos y b) regidn roja distal, con céiulas
glandulares que contienen pocos grdnulos (Draper et al, T472)
e implicada en 12 transferencia de calcio y Ylamada por lo
mismo glindula tubular de la clscara (Sé\omon et al, 1975);
sus células glandulares se distinguen de las del istmo grany
lar por su contenido de glucégeno (Solomon, 1983).

0) UTERO

Tiene 1a forma de un saco expandido, secreta algo de al
bumen y en €1 se forma la cédscara del huevo. Su parte ini-
ctfal (unién istmo-uterina) es corta y tiene forma tubular
{Richardson, 1935). Su extremo posterior estd delimitado por
un esfinter muscutar bien desarrollado (Hodges, 1974).

Sus paredes son delgadas y expandibles. La musculatura
y en particular, la longitudinal externa, estd bien desarro-
11ada (Hodges, 1974). La mucos2 estd formada de numerosos
pliegues planos, discontinuos y en forma de hoja.

E1 epitelio tiene una altura de 30 um y consiste en una
capa simple de cé&lulas columnares que, de acuerdo con la po-
sicién de sus nidcleos, han sido denominadas "apicales” cilia-
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das 'y "basales" no ciliadas (Richardson, 1935; Hodges, 1974).

Las células epiteliales en conjunto contribuyen a lafor
maci6n de la porcién proteica de la matriz de la ciscara (Hod-
ges, 1974}, de la cutfcula (Aitken, 1971), al transporte de
calcio {Solomon et al, 1975), al transporte activo de ijones
fosfato y liberaci6n del pigmento de la céscara: ovoporfiri-
na (Solomon, 198§).

Las cé&lulas de las glandulas tubulares estd&n implicadas
en la elaboracitn del flufdo acuoso rico en calcio que origi-
na Ta parte inorgédnica de la céscara {(Richardson, 1935; Hod-
ges, 1974; Solomon, 1983).

E) VAGINA

Es un conducto muscular corto y estrecho gque se extien
de desde el esffnter uterino hasta la pared cloacal, Tiene
forma de “S", cuyas flexiones estdn unidas unas con otras y
al dteruv por capas externas de tejido conectivo bien desarro-
1ladas (Hodges, 1974). La capa muscular interna estd bien de
sarrollada y es mis gruesa que en cualquier otra parte del o-
viducto {Bradley, 1960).

Sus pliegues mucosos son largos, delgados y presentan
pliegues secundarios muy requlares (Bradley, 1960; Aitken,
1971; Hodges, 1974). Su epitelio consta de células ciliadas
con ntcleo apical, alternadas con células glandulares no ci-
liadas secretoras de mucopolisacdridos dcidos (Hodges, 1974)
y alcanza una altura de 35 ym (Richardson, 1935).

La mucosa no presenta glindulas tubulares excepto cerca
de 1a unifn dtero-vaginal y almacenan esperma para insemina-
ciones posteriores {Hodges, 1974). Estdn revestidas por cé-
lulas epiteliales columnares (Bradiey, 1960} de unos 25 pm
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'de altura (Hodges, 1974), que contienen lipidos. g]ucdgeno
y fosfatasa §cida (Solomom, 1983)}.

IV. MORFOGENESIS DEL MAGNUM

E1 desarrollo natural del magnum ha sido objeto de muy
escasos estudios, tales como el de Pageaux et al (1986) reali
zado en codornices de 7 a 35 dias. Ellos 1o dividen bioquimi
ca y morfolf6gicamente en tres fases:

FASE 1

a) Proliferaci6n celular epitelial, precedida por una
disminucidn brusca en la concentraci6n plasmética de proges-
terona, se ocbservan algunas mitosis en el estroma;

b) formacién de gldndulas tubulares inactivas y diferen
ciacién de células ciliadas en el epitelio, las mitosis aumen
tan en las gldndulas y disminuyen en el epitelio;

c) diferenciaci6n de algunas células caliciformes epite
liales que contienen pocos grinulos mucosos. Aumento signi-
ficativo en la concentraci6n de receptores citopldsmicos a
progesterona, mientras que 105 niveles plasmiticos de esta
hormona son bajos y los de estradiol aumentan regularmente.

FASE 11

a) Aumento de niveles plasmiticos de estradiol y proges
terona. Esta Gltima aumenta mds rdpidamente;

b) maduracidn de gldnduias tubulares, que empiezan a
sintetizar y acumular proteinas de la clara;

c) aumento en ndmero de células mucosas en epitelio y

d) disminucién de la proliferacidn celular.

FASE 111
Involucra s6lo acumulacidn de productos secretorios,
estd asociada con niveles plasmdticos constantes de estradiol
{100 pg/ml) y aumento de progesterona (mds de 3,000 pg/mli}.
-14-



V. RESPUESTA MORFOGENETTCA A ESTROGENOS EN AVES

Experimentalmente se ha logrado inducir diferenciacion
morfoldgica tanto en el oviducto del animal inmaduro como en
el conducto del embridn.

A) INMADUROS

En los de 4 dias, el tratamiento con 1 mg/dia de 178-estra
diol proveca aumento en el tamafo del magnum y de las capas mus
cular externa y epitelial interna. La diferencia mis relevan
te es en la porcidén glandular, ocupada casi enteramente por nu
merosos aclimulos de células que contienen grdnulos eosindfilos.
Aparecen también células caliciformes y ciliadas {Oka y Schim
ke, 1969a). En animales de 7 a 12 dias sc produce la aparicién
de filamentos de 35 a 50; de didmetro en las células epitelia
les, que proliferan para formar glédndulas tubulares. E1 trata_
miente con citocalasina B inhibe 1a formacién de estos filamen
tos {Wrenn, 1971).

Si el tratamiento con estradiol es suspendido las gléndu
tas tubulares se atrofian, se reduce su citoplasma y los grdnuios
de secrecidn son escasos. Al restituir el tratamiento, las glandu
las aumentan de tamafio, estdn compuestas de células columnares
altamente desarrolladas, presentan abundantes grinulos de secre
cién y se observa la organizacién de polisomas (Palmiter et al, 1970).

En codornices ovariectomizadas de 3 semanas, las inyeccignes
de estradiol de 10 a 20 yg/dia provocan la ciliogénesis en las cf-
lulas indiferenciadas del magnum y es posible controlar la di-
ferenciacién epitelial en células mucosas o en ciliadas y tam
bién provocar la transformacién de células mucosas en ciliadas
(Sandoz et al, 1976). En cultivo de tejidos se ha observado tam
bién 1a interconversidn de células epiteliales (Seaver et al,
1984a)
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Si el estradiol se administra simultineamente con proges
terona se aumenta ia diferenciacién de las células epitelia-—
tes (Oka y Schimke, 1969a; Sandoz et al, 1976); pero se impi
de la formacidn de las gldndulas tubulares {Oka y Schimke,
1969a). '

El tratamiento con dietilestilbestrol (DES), estrégenono
esteroide, también se induce respuesta morfogenética en el mag
num. Las dosis de 5 mg/dia dan como primera respuesta un ede-
ma del estroma subepitelial cuyas células pierden su borde po
ligonal y se alargan. Se observan 3 fases de desarrollo: 1)
preparacién estromitica, 2) proliferacidn glandular rdpida,
3) maduracidn glandular. Las mitosis se observan primero en
el epitelio, donde se desarrollan células ciliadas y calici-
formes; se evidencian 4 etapas:; a) alargamiento nuclear, K b)
hipertrofia nucleolar, c) aumento de zonas ribosomales y d)
formacién de polirribosomas. Posteriormente, las mitosis son
mds frecuentes en las glidndulas tubulares (Kohler et al, 1969},

En cultivo de tejidos se promueve el crecimiento relati-
vamente mayor de las células de las glindulas tubulares con
respecto a atros tipos celulares (Seaver et al, 1984a),

B) EMBRIONES

En ¢l magnum de hembras y machos Intersexuales, tratados
con testosterona y posteriormente con estradiol (0.1 mg) en las
etapas embrionaria y postnatal inmediata, se observan gléndu-
las secretoras de albumen con grdnules iguales a los de los a-
nimales maduros, lo que podria indicar la presencia de ciclos
secretorios activos (Rahil y Narbaitz, 1972).

se reporta que la capacidad para diferenciar células de
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las gldndulas tubulares en respuesta al estrdgeno, se desa-
rrolla antes del dia 13 en el conducto Milleriano. Después
de 5 dfas de exposicibén al DES {10 mg/huevo), las células de
las glédndulas tubulares inducidas representan alrededor del
10% de 1a poblacién celutar del magnum (dfa 10 de incubaci6n)
y alcanzan un valor méximo del 50% al dia 16. La mayor res
puesta por parte de las células glandulares pudiera indicar
que las cé&lulas epiteliales adquieren competencia estrogéni-
ca més temprano que las estromdticas (Teng, 1980).

l.a administracifn de dosis altas da DES (5 y 10 mg/ml)
a embriones de 5 a 8 dias inhibe 1a diferenciacidn de las
gldndulas tubulares a pesar de la reestimulacidn en los ani-
males inmaduros con inyecciones diarias de 17g-cstradiol
(500 ug/pollo/5 6 15 dfas), en cambio en los embriones de 15
dfas se produce una menor inhibicién (Teng y Teng, 1985).

En el magnum de embriones de pollo de 13 y 16 dias man-
tenidos en cultivo de Grganos por 12 dfas, la altura del epi
telio es de 11.25 ym aproximadamente y el mesénquima es laxo.
La combinaci6n estradiol + hidrocortiscna (3 + 0.125 ug/ml)
induce desarrollo morfol6gico completo, dado por un engrosa-
miento del epitelio que se pliega en criptas y muestra desa-
rrollo de células ciliadas y caliciformes, el nimero de es:
tas G1timas aumenta con dosis mayores de estradiol; hay, a-
demds, formacidn de gldndulas tubulares y gran desarrollo de
estroma que muestra mucho material fibroso. E1 tratamiento
con estradiol solo provoca una respuesta incompleta. Con 4
uwg/ml de estradiol el estroma se observa edematoso y con fi-
bras aparentemente de coldgena (Kiell et al, 1982):

VI. LOS RECEPTORES A ESTRADIOL

Las hormonas esteroides (estrégenos, andrdgenos, proges
tinas y corticosteroides) penetran a la células por difusidn
-17-



y se acoplan a receptores proteicos citopldsmicos (0'Malley
y Schrader, 1976), se forma un complejo hormona-receptor que
sufre translocacién termodependiente al nicleo (Jensen y De-
Sombre, 1973; 0'Malley y Means, 1974; Notides, 1978) donde
existen sitios aceptores cromatinicos. '

A) CITOPLASHMICOS

Se sefiala que el receptor citopldsmico a estrégeno es
un dimero BS que consta de 2 subunidades 45 (Jensen y DeSom-
bre, 19733 0'Malley y Means, 1974; 0'Malley y Schrader, 1976;
Notides, 1978).

Por otra parte, se ha indicado que en las células del conduc
to Milleriano los receptores citopldsmicos a estradiol son 2
macromoléculas con coeficiente de sedimentacién 85 {pl 5.8)
y 4.55 (pl 6.9) ambas de alta afinidad por 1a hormona y baja
capacidad de uni6n (Teng y Teng, 1975a). Se han identifica-
do receptores similtares en el citosol de células de oviduc-
tos de ponedoras, animales inmaduros y con tratamiento hormg
nal suspendido (Teng, 1980).

En el dia 8 de desarrollo embrionario existen aproxima-
damente B00 sitios citopldsmicos de unidn a estr6geno por cé
fula (0.7 pmol/mg ADN). Su nimero aumenta lineaimente a
3,500 sities (2.4 pmol/mg ADN) al dfa 12, después el nimero
es constante. Las caracteristicas fisicas y 1a afinidad del
receptor (constante de disociacidn Kd = 3 a 3.2 nK) no cam-
bian durante el desarrollo (Teng y Teng, 1975b).

La concentracién de receptores en un tejido no es fija:
puede alterarse por la edad, cambios en el estado fisiol6gi-
co y por la presencia de otras hormonas (0'Malley y Schrader,
1376) .
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En células uterinas la captacidn inicial de la hormona
no es saturable, incluso con dosis considerablemente hiper-
fisiol6gicas (Jensen y DeSombre, 1973). En el conducto Ni-
1leriano la unifn especifica del receptor citopldsmico a es
tradiol se satura "in vitro” a una concentracién de 10 n¥
{Teng y Teng, 1975b).

B) NUCLEARES

E1 complejo nuclear receptor-estradiol sedimenta en la
regidn 4.5 a 65 {pl 6.8) en embriones de 15 dfas (Teng y Teng,
1975a, 1976) . Su concentracidn es de 0.06 pmol/mg de ADN en
el dia 8 y aumenta a 0.45 pmol/mg de ADN al dfa 15 de incuba~
ci6n. La Kd en todas las edades es de 3 a 3.1 nM (Teng ¥
Teng, 1976). Del dia 15 al nacimiento, el ndmero de sitios
de uni6n permanece constante (Teng y Teng, 1978).

En animales aduitos e imnmaduros, tanto "in vive" como
"in vitro", la unién del complejo hormona-receptor a los si-
tios aceptores (proteinas nucleoacfdicas) tiene alta afini-
dad (Kd = 1.8 x 10"104), baja capacidad (saturable a 3,000 a
5,000 sitios/nidcleo) y especificidad tisular {Kon y Spelberg,
1982; Ruh y Spelberg, 1983). A diferencia de Tos receptores
citopldsmicos, en el niicleo la retencifn es saturable a do-
sis fisioldgicas de la hormona (Jensen y DeSombre, 1973),
“in vitro" hay unién lineal (no saturable) del complejo es_
tradiol-receptor con el ADN puro {(Ruh y Spelberg, 1983).

En animales inmaduros se han encontrado dos picos de u-
ni6n a estradiol en cromatina: el 7 a 85 y el 13 a 145 que
se correlaciona con la induccibn de la sintesis de conalbdmi
na (Lebeav et al, 1982).

Mientras que Jensen y DeSombre (1973) manifiestan que
la captacién nuclear del complejo hormona-receptor puede 1le
-19-



varse a cabo tanto a 0°C como a 25 °C, Teng y Teng, (1576)
indican que la uni6n especifica de estradiol a sitios de u-
nién nucleares es termodependiente (37 a 41°C). :

C) EL COMPLEJO ESTRADIOL-RECEPTOR

Cuando YTa hormona se une al receptor citopldsmico se mo
difican Ya actividad intrinseca de éste y sus caracterfsti-
cas de sedimentacién, ya que pasa de la forma 85 a la forma
55 que se transloca al nicleo (Jensen y DeSombre, 1973; 0'Ma
1ley y Schrader, 15876] Notides, 1978).

E1 complejo hormona-receptor "activado" interactia con
componentes “aceptores" nucleares, definidos como proteinaé
né-histonas, para activar genes (O'Malley y Sthrader, 1976;
Kon y Spelberg, 1982; Ruh y Spelberg, 1983).

Después de la adminfstracidén de estrégeno, los recepto-
res citopldsmicos desaparecen temporalmente, mientras que el
receptor nuclear aparece cuando se localiza el estradiol en
el ndcleo (Jénsen y DeSombre, 1973; 0'Malley y Means, 1974);
posteriormente hay reabastecimiento de receptores citopldsmi
cos (Teng y Teng, 1976) que, al parecer, requiere nueva sfn-
tesis de protefna receptora (Jensen y DeSombre, 1973).

E1 porcentaje de receptores translocados al nicleo de-
pende de la dosis de estradiol administrada (Teng y Teng,
1976; Clark et al, 1978). En las células del conducto Mille
riano la translocacién ocurre a partir del dfa 10 (Teng, 1980)
y la mixima se obtuvo en embriones de 15 dfas (Teng y Teng,
1976).

Se propone que }os receptores a esterocides representan
un tipo estructural de proteina reguladora cuya funcidn es
abrir regiones especificas de cromatina (Bloom y Anderson, 1982).

-20-



Por otra parte, el estradiol produce un aumento en el
nimero de receptores citpp]ésmicos a testosterona {Tokarz et
al, 1979) y progesterona (Palmiter, 1972; Pageaux et al, 1986)
por contacto directo con las células blanco (Laugier et al,
1983). En el oviducto de polles, a los que se les ha suspen
dido el tratamiento estrogénico, el nimero de receptores nu-
cleares a-estrégeno disminuye (Thomas et al, 1981).

D) ESTRADIOL Y CELULAS BLANCO EN OVIDUCTO

En las células del conducto MWilleriano se detecta la pre
sencia de receptores citopldsmicos y nucleares a estradiol
desde el dfa 8 de incubacién (Teng y Teng, 1975b). La auto
rradiograffa indica presencia de receptores nucleares en las
células estromdticas s6lo hasta el dfa 15, mientras que en
el epitelic no se observa concentracifn nuclear de estradicl
en ningln estadio (Gasc y Stumpf, 1981).

A diferencia de lo ocurrido en aves, en animales que
presentan ciclo estral, como la rata, las concentraciones
més bajas de receptores a estradiol se detectan el dia del
estro y son miximas en el diestro tardio (Robertson et al,
1971). La sensibiiidad del 6rgano a1 estradiol exSgeno dis-
minuye en estro y proestro y aumenta durante metaestro ydies
tro (Skafar y Seaver, 1985).

Eh 12 especie humana la concentracién de receptores
en células uterinas varia a través del ciclo sexual, se ha-
ce méxima a mitad del ciclo y minima al inicio y final del
mismo; ademds, la concentracién de receptores a estradiol
en células del endometrio y miometrio disminuye a través de
la longitud del Grgano, desde el fondo hasta el cérvix, don-
de ya no se detectan (Robertson et al, 1971).
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VII. CAMBIOS EN CROMATINA, ADN, ARN V. .
PESO DURANTE EL - DESARROLLO ™ DEL
CONDUCTO MULLERIANO

Durante el desarrollo de los 6rganos embrionarios, la
composicién y estructura de la cromatina estdn sujetas a cam
bio, marcado por un aumento gradual en la cantidad y diversi
dad de proteinas no-histonas, que es midximo al dfa 15 y se
mantiene constante hasta el nacipiento, contrastado con una
pequefia variacion en las histonas (Teng y Teng, 1978},

Se postula que durante 1a diferenciacién, ciertas protei
nas no-histonas estadio-especificas, probablemente en conjun
cién con histonas, pueden restringir la transcripcidn del ge
noma a un estado que s6lp puede ser reactivado por factores
especificos como las hormonas {Teng, 1980).

En e) estadio de 10 a 12 dias la capacidad transcripcio
nal de la cromatina es alta y la administracién de estrégeno
al embrién {DES 10 mg/huevo) la aumenta sélo en un 6%; sin
embargo, en los estadios tardfos, cuando 1a capacidad trans-
cripcional es reprimida gradualmente, se aumenta en un 130,
144 y 150% en los dias 15 y 18 de desarrollo embrionario y a
los 9 de post-nacimiento, respectivamente (Teng, 1980}.

El nimero de sitios de iniciacidn de la cadena de ARN
sigue el mismo patrén temporal {Teng y Teng, 1978} y es mayor
mente estimulado por estrdgeno en estadios tardios que en los
tempranos. E1 contenido de ARN/célula es mds alto en estadios
embrionaries tempranos que en los tardies {Teng, 1980).

purante 1a fase lenta de crecimiento (dias 8 a 12) lon

gitud, peso himedo, contenido de proteinas citopldsmicas y

ADN/oviducto se incrementan ligeramente; mientras que en

la fase de crecimiento rdpido (dias 14 a 18) se incrementan
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grandemente (Teng y Teng, 1975b).

Se ha observado que la diferenciacidn del ‘oviducto du-
rante 1a embriogénesis no origina amplificacién o delecidn
génica importante y que el 30% del genoma en pollos de 3 a
20 dfas consta de secuencias repetidas (Rosen et al, 1973).

Y111, EFECTO DE ESTROGENOS SOBRE PESO,
ADN, ARN Y PROTEINAS DEL OVIDUCTO

En pollos inmaduros el tratamiento estrogénico induce
un profundo crecimiento del oviducto principalmente por hi-
perplasia e hipertrofia celular (Kohler et al, 1969; Yu et al,
1971; Clark et al, 1978)

E1 aumento en la cantidad de ADN por oviducto es indica
dor de hiperplasia celular, mientras que la concentracibn in
crementada de componentes celulares diferentes al ADN (ARN,
proteinas, 1ipidos y carbohidratos), es indicadora de hiper-
trofia (Yu et al, 1971). E1 aumento de peso himedo es findi-
cador de ambos fenfmenos (Laugier et al, 1983).

En animales inmaduros el tratamietno tanto con estradio}l
como con DES, con dosis que van desde 0.1 a 5 mg, provoca un
incremento en el peso himedo (Oades y Brown, 1965; Gka y Schim
ke, 1969a; Yu et al, 1971; Palmiter, 1972) que es mds marca-
do al aumentar la cantidad de hormona administrada (Kohler
et al, 1969; Seaver et al, 1984a; Skafar y Seaver, 1985) vy
se da tanto por efecto directo como indirecto del estradiol
(Laugier et _al, 1983}.

Inicialmente el aumento de peso himedo se da por una
captacidon de agua por el oviducto, ya que el peso seco se
mantiene constante {Oka y Schimke, 1969a).

-23-



E1 contenido de ADN/oviducto se incrementa notablemente
al administrar dosis de 1 a 5 mg/dia de estradiol (Kohler et
al, 1969; Yu et al, 1971; Palmiter, 1972). La cantidad de
ADN/mg de tejido decrece después de 3 dias de tratamiento de
bido a la .captacién de agua dentro del tejido provocada por
el estradiol, aunque el ADN total sigue aumentando (Oka y
Schimke, 1969a}.

La diferenciacién inducida por estrfgeno no se acompaiia
de amplificaci6n o delecifin génica importante ya que no se
afecta la cinética de renaturalizacibén del ADN (Rosen et al,
1973).

Mientras que en el Gtero de ratas se requiere la presen
cia sostenida de estrfgeno en el nicleo, para provocar sinte
sis mixima de ADN {Stormshak et al, 1978), en e)] oviducto de
aves, el efecto del estradiol parece ser indirecto sin reque
rir concentracién alta de receptores nucleares, se propone
al hfgado como 6rgano intermediario en la respuesta prolife-
rativa (Laugier et al, 1984a).

La adici6n de estradiol {1 a 100 nM) al suero de pone-
doras y de pollos a los que se Ves ha suspendido el tratamien
to no causa proliferaci6bn répida del oviducto cultivado, se
sugiere que los estrSgenos administrados "in vivo" causan 1a
sfntesis de factores de crecimiento en un Grgano adn no i-
dentificado y llegan por corriente sanguinea a) oviducto pa-
ra estimular su proliferacién rdpida. Al parecer, estos fac
tores no son s6lo esteroides {Seaver et al, 1984b}.

Los estrdgenes y, en general, las hormonas esteroides’
conducen a un aumento en la sintesis de ARN (Oka y Schimke,
196%b; Gilbert, 1971b; Yu et al, 1971; O'Malley y Means,
1974; Clark et al, 1978), demostrado por modificacidn en la
cromatina donde aumenta el nimero de sitios de iniciacién
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(Clark et ai, 1978) y la actividad de ARN polimerasa (Kon y
Spelberg, 1982).

Se reporta induccidn en la sintesis de ARN. (Palmiter
et al, 1970; Clark et al, 1978), ARN. y formaci6n de nuevas
especies de ARNp {Gilbert, 1971b; O'Malley y Means, 1974} que
se detectan dos dfas después de la administraci6n estrogénica
{Kohier et_al, 1969}, se han reconocido para ovalbimina, co-
naibidmina, ovomucina y lisosima, todas ellas protefnas de la
clara (Palmiter, 1972}, )

En las gldndulas tubulares la concentracibn de ARNp para
ovalbdmina puede ser inducida a 50,000 moléculas/célula (Teng,
1980), el nicleo contiene unas 3,000 de las cuales aproxima-
damente 200 estén en los complejos ribonucleoproteicos {RNP)
{Thomas et al, 1981).

En cultivo de drganos, ademds del estrbgeno, se requie-
ren otros factores para promover el aumento de ARN, de oval-
bimina (Seaver et al, 1984a),

Por otra parte, el estradiol aumenta la captacidn de a-
minodcidos por el oviducto (Oka y Schimke, 1969a}); la sinte
sis proteica se hace evidente después de 2 dfas e incrementa
al dfa 5 de tratamiento (Kohler et al, 1969), el magnum con=
tribuye con la mayor parte de protefnas hidrosolubles sinte-
tizadas (Oades y Brown, 1965).

Al tercer dia de tratamiento se detecta la lisosima (O-
ka y Schimke, 1969a) y las gldndulas tubulares tienen grinu-
los secretorios de ovalbdmina (Kohler et al, 1969). Oades y
Brown {1965) no detectan lisosima en las proteinas hidroso-
iubles del magnum y si gran cantidad de post-aibimina compa-
rada con niveles bajos de ovalbdmina,

Se indica que hay una induccibn coordinada en la sinte-
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sis de protefnas de la clara, cuando la cantidad de estrége-
no administrada es suficiente para saturar todos los sitios
de unidén, tanto en estimulacién primaria come secundaria (Pa}
miter, 1972); aunque otros estudios reportan que la ovalbi-
mina no es inducible por estimulacidn primaria y que la in-
duccifn de la sintesis general proteica requiere contacto dj
recto del estradiol con las c&lulas blanco y niveles mids al-=
tos de la hormona que para la proliferacibn {(Laugier et al,
1983).

Se reportan incrementos en 1ipidos, gluc6geno, glucosa
(Yu et al, 1971) y en la actividad de enzimas que intervie-
nen en el metabolismo de carbohidratos {Campbell et al, 1971).

En cultivo de tejidos también se estimula 1a sfntesis
de protefnas de la clara (Seaver et al, 1984b); 1la expresién
del gene de ovalbimina estd bajo influencia estrogénica di-
recta, aunque su velocidad de sintesis es menor que "in vivo"
(Seaver gt al, 1964a).

E1 oviducto puede volverse insensible al aumentar la do
sis o al cambiar el tipo de estrfgenc administrado, la insen
sibilizacién puede ser regulada a diferentes niveles de la
expresifn génica. En el primer caso, es a nivel de la tra-
duccibn, ya que la actividad de los ARN; de ovalbimina y co-
nalbdmina permanece elevada y en el sequndo, disminuye para-
lelamente con la sintesis de las dos protefnas, que caen a
niveles pricticamente indetectables, aunque con diferentes
patrones (Skafar y Seaver, 1985). Esto apoya la idea de la
regulacibn protejca independiente propuesta por Palmiter
(1972).

Al suspender el tratamiento estrogénico hay una reduc-
ci6n en la concentracidn y sintesis de protefnas (Palmiter
et al, 1970) asf como en e} peso hdmedo, ADN y ARN en un 76,
24 y 82%, respectivamente, después de 12 dfas. Tal disminu-
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cién puede prevenirse si al suspender la administracién de
estradio) se continda con progesterona, con la que se obtie-
ne una mayor cantidad de proteinas que si se continda con es
tradiol (Oka y Schimke, 1969b). El ARNy de ovalbimina dismi
nuye primero en las RNP y tres horas después se registra SU
pérdida en el citoplasma (Thomas et al, 1981).

La estimulacifn secundaria con estradiol o progesterona
restablece en 12 a 24 horas la sintesis de ARN y se asocia
con organizacién de polisomas dentro de las c&lulas glandula
res. Por efecto estrogénico, hay induccibn de la sfintesis
de ARNy, con el concomitante aumento en la concentracién de
ribosomas (Palmiter et al, 1970)., Los ARNy de ovalbimina y
" conalbGmina reaparecen en las RNP con cinéticas diferentes y
en el citoplasma (Thomas et _al, 1981).

Se sugiere que la funcibn principal del estrdégeno y
progesterona en el magnum, es regular las concentraciones de
ARN, especificos, de acuerdo a sus velocidades de degradacidn
y sintesis-activacidn, que para cada uno de eilos parece ser
regulada independientemente (Palmiter, 1972)

E1 estradiol o la progesterona, en estimulacidn secunda
ria, 1levan a una restitucién de la sintesis de lisosima (0~
ka y Schimke, 1969b) y a un‘inCrementé de varios cientos de
veces en la de ova]bﬂmina por las g]andulas tubulares, con
aumento de 5 veces en la sintesis general proteica después de
7 dtas (Palmiter et al, 1970), sin necesidad de proliferacién
celular (Oka y Schimke, 1969b; Palmiter et al, 1970).

La cromatina de ovalbimina se reorganiza en una conforma
cién transcripcionalmente activa y el gene expresado son nu-
cleosomas no plegados (Bloom y Anderson, 1982), La sfintesis
de esta protefpa se ha detectado sobre polisomas unidos a mem
brana {Seaver et al, 1984a)
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Se propone ocue existen miltiples sitios blanco para los
receptores, dado que el estrégeno estimula la proliferacidn
y funcién celulares y la progesterona sélo la funcién {Oka y
Schimke, 1969b; Palmiter, 1972; Pageaux et al, 1986), la cual
parece tener regulacifn multihormonal (Pageaux et al, 19855,

En embriones de 10 a 16 dias, la velocidad en los incre
mentos de peso himedo, ADN y ARNy de ovalbimina inducidos por
DES es mayor que en animales de 16 dias de incubacidn a una
semana de post-nacimiento, En embriones sin tratamiento no
existen cantidades detectables de ARN, para ovalbimina (Tenn,
1980).

La exposicidn prenatal a dosis altas de DES, 5y 10
mg/ml disminuyen'el contenide de ADN en un 29 y 32%, y la-ex
presifn del gene de ovalbimina en un 75 y 78%, respectivamen
te; con dosis de 2.5 mg/ml no se afecta el contenido de ADN
pero se suprime la expresidn del gene de ovalbdmina en un 47
a 53%. El1 mayor efecto inhibitorio se da en embriones de §
a 8 dias y es menor cuando el Srganc se ha diferenciado {15
dias), debido a que se ha originado estabilidad en el genoma
(Teng y Teng, 1985},

IX. RELACIONES SINERGICAS Y ANTAGONICAS

En la cromatina los sitios aceptores para estradiol,
progesterdna y testosterona son diferentes.

La progesterona administrada junto con estrdgeno tiene
efecto antagénico en la formacién de las gldndulas tubulares
(0ka y Schimke, 1969b) y en general sobre el crecimiento hi-
perplisico del oviducto (0ades y Brown, 1965; Yu et al, 1971;
Paimiter, 1972). pero es sinérgica en la sintesis proteica
(0ades y Brown, 1965; OKa y Schimke, 1969b: Palmiter, 1972);
aunque cada hormona promueve la sintesis de diferentes pro-
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teinas {Yu et _al, 1971), Hay tambiém sinergismo en la acti-
vidad de las enzimas fosfofructocinasa, fructosa 1,6-difosfa
tasa y aldolasa (Campbell et al, 1971).

Si la dosis de progesterona se aumenta no induce la sin-
tesis de ovalbimina, pero muestra mayor sinergismo en la con-
centracidn de glucosa y glucdgeno (Yu et _al, 1971). A dosis
altas existe un marcado antagonismo entre estradiol y proges-

- terona que parece ocurrir durante un evento muy temprano de
Ta transcripcidn (Kon y Spelberg, 1982).

El estrfgeno necesita la adicidn de progesterona o tes-
tosterona para confinar la ovalbdmina en gr&nulos de secre-
cidn (Seaver et al, 1984a),

La testosterona actda sinérgicamente con el estradiol sg
bre el crecimiento hiperplﬁsicd e hipertr6fico del magnum, a-
si como en la induccién de ovomucina y coﬁa]bﬁmina; el siner
gismo se observa sdéle si los niveles de recepfores a testoste
rona estdn elevados (Tokarz et al, 1979).
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0BJETI:VO . -DE TRABAJO

En el presente trabajo se estudiaron los cambios morfo-
16gicos y bioquimicos en el oviducto de pollos recién nacidos
al ser tratados "in vivo" con diferentes dosis de 178-estradiol
(0.2, 1, 2 y 4 yg/embridn los dfas 15 y 17 de incubacién.

Este estudio permite tener informacifn acerca del efec-
to de 1a hormona sobre el oviducto en los dltimos estadios
embrionarios, previo al desarrolio de las estructuras glandu
lares de la mucosa y funcionalidad del Grgano.
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MATERIALES .Y METODOS

Para la realizacidn del presente trabajo s¢ utilizan hue
vos fértiles de gallinas White Leghorn, obtenidos de la gran-
ja avicola Tulyehualco de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, UNAM, los cuales son incubados a 37.8°C y con 60
a 65% de humedad en una incubadora de circulacidn de aire.

Al dfa I3 de incubacidn, los huevos viables son limpia-
dos con alcohol al 70% y, en condiciones de esterilidad, se
procede a hacerles una abertura para permitir el tratamjento
hormonal, de la siguiente manera:

a) En el extremo correspondiente a la cdmara de aire se pers
fora el cascardn con una aguja de diseccién,

b

sobre el plano ecuatorial del huevo se hace un pequefio
tridnguto de aproximadamente 0.5 cm por lado con una segue
ta comercial. Se retira el cascardn y se deja al descu-
bierto la membrana externa del huevo,

se vierte una gota de suero fisiol6gico estéril para pro-
mover ta separacién de las membranas externa y corioalan-
toidea y se presionan con unas pinzas de punta roma,

[

d) con un bulbo de litex se succiona en el orificio practica
do en la cdmara de aire, para obligar el descenso de 1la
membrana corioalantoidea,

e) con unas pinzas de punta delgada sec retira l1a membrana ex-
terna. Los dos orificios practicados se sellan con cinta
adhesiva transparente,

Los embriones se vuelven a incubar. En los dias 15 y 17
de desarrollo, los huevos son limpiados con alcohol al 70% y
nuevamente en condiciones de esterilidad, se inyectan 1as do-
sis hormonales sobre la membrana corioalantcoidea, E1 grupo
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control es tratado con 100 ul de suero fzsiolﬁgico estéril por
inyeccidn,

Para el andlisis morfoldgico se wtilizan cuatro Vgrdpos
experimentales tratados con dosis de 0.2, !, 2 y 4 yg de 17j-
estradiol por inyeccién,

Para los estudios bioquimicos {cuantificacidn de ADN y
protefnas}, el grupo experimental es tratade con 0.2 pg de 17g-
estradial por inyeccidn. Las dosis hormonales se administran
siempre en un volumen de 100 1.

La preparacidn de la hormana es de la siguiente manera: 10
mg de 17g8-estradiol son disueltos en 10 m} de alcohol etilico
al 95% y se aforan 2 100 ml con agua bidestilada estéri}. _De
esta salucibn madre (0,1 mg/ml) se taoman 0.2, 1, 2 y 4 mt que
se aforan a 10 ml con agua (2, 10, 20 y 40 ng/ml). Oe cada u-
na se toman 100 ul, por lo que se administran, segin el caso,
0.2, 1, 2 y 4 ug/inyeccidn.,

La eclosidn ocurre el dia 21 de desarrollo y, 24 horas des
pués de su nacimiento. los animales son sacrificados por deca
pitacién, Al momento de la diseccién se determina el sexo de
los animales. Se disecan los aviductos tzquierdos, se secan
en papel filtro y se introducen en cdpsulas pldsticas herméti
cas para obtener su peso himedo.

Para los estudios bioquimicos, los oviductos se mantienen
en las chpsulas y se congelan a -70°C durante 24 horas como minimo,

1. ESTUDIO MORFOLOGICO

Después de obtener el peso himedo, cada oviducto se ex~
tiende en una gota de fijador Bouin para ser fraccionado y ex
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traer 1a porcién del magnum (Fig, 2).: El.material asf obte- 7
nido se procesa de la siguiente manera: . :

INFUNDIBULO

BTCcC=200D =

UTERO

Fig, 2 Esquema del oviducto de pollo.
Longitud real 16 a 20 mm,
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1.- Fijacién“en 1iquido de Bouin por 2 horas. Vl‘i'
2.- Lavar en alcohol al 70%.  Realizar 4.13Qad65_més durante
24 horas.

3.- Continuar la deshidratacidn en alcoholes graduales (80,
96% y absoluto). 10 minutos en cada alcohol,

4.- Transferir a una mezc¢la 1:1 de aleohol absoTuto/tdlueno,
15 minutos.

§5.- Aclarar en tolueno, 20 minutos {2 cambios).

6.- Preincluir en una mezcla 1:1 de parafina (56 a 58°C)/pa-
raplast {56 a 57°C), durante 24 horas a 57°C.
7.- Incluir en parafina/paraplast, proporcifn 1:1.

Se realizan cortes transversales semiseriados de 5 um de
espesor, Para la elaboracidn de las laminillas se toma una
muestra de 5 a 7 cortes por cad2a 100 cortes obtenidos en el
microtomo, La tincidn se efectda por medio de 1a técnica de
Hematoxilina-Eosina (Bancroft, 1967) y se montanp con bilsamo
de Canada.

Las laminillas se observan al microscopio dptico, se ha
ce un muestreoc y se seleccionan de acuerdo a caracteristicas
morfoldgicas muy evidentes. E1 estudic morfoldgico cubre dos
aspectds: morfometria o estereologia y andlisis histoldgico,
los cuales se describen a continuacidn,

A) MORFOMETRIA O ESTEREOLOGIA

Este estudio consiste en la cuantificacidn de las dife-
rentes zonas que componen cada corte transversal del magnum
{Fig, 3); asfi, en cada corte se advierten cinco zonas bien
definidas, susceptibles de medicifn: drea total del tejide
{AT): pared del magnum {APM) compuesta de dos porciones, pa-
red no epitelial (APEn) y epitelio (AEp) y, finalmente, la
luz del magnum (AL).
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AREA TOTAL (AT)
REA PARED DEL
MAGNUM (APM)

REA PARED NO EPITELIAL
(APEN)
AREA EPITELIAL (AEP)

AREA LUZ (AL)

Para l1a cuantificacidn, los cortes son dibujados a es-
cala mediante la adicidn de una cdmara lGcida al microscapio
fotdnico; el valor real de los dibujos se obtiene por medio
de una reglilla mi¢rométrica. Los dibujos son Jlevados a un
equipo consistente en un digitalizador, computadora y unidad
de disco y se trabaja comn un programa de cidlculo de dreas
que utiliza un algoritmo de tridngulos infinitesimalmente pe
quefios (Burden y Faires, 1985}. Las dreas se reportan en um?

Se mide también Ta altura del epitelio de 7a mucosa me-
diante el uso de un ocular micrométrico, se toma una medida
cada 75.5 pm, hasta muestrear en su totalidad el arca epite-
1ial de cada corte,

Los resultados obtenidos para cada pardmetro cuantifi-
cado son sometides a las pruebas estadisticas de andlisis de
varianza, Scheffé y "t" de Student (Scheffé, 1953; Zar, 1984},
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B) ANALISIS HISTOLOGICO

Para este andlisis se describen las caracterfsticas his
tolsgicas del grubu control en cuanto a densidad, forma. dis
tribucién y tamafio relativo de las células no epiteliales,
asi como forma, tamafio y pseudoestratificacién de los nicleos
epiteliales para, posteriormente, ser comparédas con los gru-
pos experimentales pertenecientes a la curva dosis-respuesta
de 17g-estradiol.

I1, ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Los estudios bioquimicos consisten en la cuantificacidn
paralela de dcido desoxfrribonucleico (ADN) y protefnas, con
tenidos total y corregido por peso himedo en cado uno de los
oviductos.

La extraccién y cuantificaci6n de ADN se basan en los re
portes de Burton'(1956), Marmur (1961), Giles y Myers (1965)
y Rickwood (1980); pero fueron modificados hasta disefiar una
técnica mis conveniente de acuerdo a las caracteristicas de
peso, tamafio, edad y consistencia del tejido trabajado. Para
la obtencidn de proteinas se utiliza Va técnica de Lowry et
al (1951). '

" A. TECNICA PARA DETERMINACION DE ADN

Cada oviducto es procesado de la sigujente manera:

1- Homogenizar el tejido en 1 m} de buffer: 150 mM NaCl,
100 mM EDTA disddico, 20 mM NaOH; pH = 8.0

2- Tomar una alicuota de 800 i,

3- Incubar a 80°C por 3 minutos en bafio Marfa.
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10-

11-

13-

Dejar que los tubos tomen temperatura ambienté.

Afiadir un volumen igual (800 pl) de ﬁcwdo tr1cloracético
al 10% frio. Agitar en vértex.

Precipitar protefnas y AON durante 2 horas en frio (4°C).
Centrifugar a 3,500 rpm durante 10 minutos.,. Desechar el
sobrenadante.

Agregar 1 ml de &cido percldrico 0.5 N y resuspender en vér
tex,

Incubar a 70°C por 20 minutos en bafo Marfa.

Afiadir 2 ml de reactivo de Burton: 50 ml de difenilamina

al 3% en dcido acético glacial, 0.75 ml de Hp504, 0.25 ml
de acetaldehfdo acuoso al 2%,

Permitir la reaccién colorimétrica a 30°C durante 16 a 20
horas en bafio de incubacidn y con los tubos tapados.
Centrifugar a 3,500 rpm por 15 minutos. Recuperar el so-
brenadante,

Determinar 1a diferencia de densidad dptica entre 595 y 700 nm
leida contra un blanco, de tal forma que:

D.0.go i - 0.0.700 — D‘°'rea1 (Giles y Myers, 1965).

Se utiliza un espectrofotdmetro UV-visible, hibridizado

con un monocromador (Beckman, mod. DU}.

La curva patrén se elabora con concentraciones de 10, 20,

30, 50 y 70 pg de ADN (Sigma, Tipo I altamente polimerizade),
obtenidas a partir de una solucidén madre preparada al momento
del estudio con volimenes iguales de HC10, 0.5 N y una soly
cién de 0.2 mg de ADN/ml1 de NaOH 5 mM {Patterson, 1979).

Los resultados se reportan en pg de ADN/oviducto, pg de

ADN/mg de tejido y proporcién ADN/protefna y son sometidos a

la

prueba estadistica "t" de Student,
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_DETERMINACION- DE’ PROTEINAS

Ea?a cadg’bviduété se realiza el siguiente prdéedjﬁien-
to:. ; :

Homogenizér el tejido congelado en 1 ml de buffer.

Tomar una alicuota de 50 ul.

Agregar 150 pl de agua destilada.

Afiadir 1 ml1 de reactivo A: 50 ml de NaZCO3 al 2% en NaQH
0.1 N, 0,5 ml de tartrato de Na y K al 2% en agua, 0.5 ml
de sulfato de cobre pentahidratado (Cu504. SHo0) al 1%.
Agitar inmediatamente en vértex,

Dejar en reposo 10 minutos.

Agregar 100 u1 de solucién de Folin-Ciocalteus (1:1 en a-
gua). Agitar inmediatamente (vértex),

Dejar reposar 24 horas con los tubos tapados y en la obs-
curidad,

Determinar la densidad Gptica a 750 nm, lefda contra un
blanco,

La curva patrdn se elabora a partir de una solucién ma-

dre (1 mg/ml) de albdimina sérica de bovino (Sigma}; Tas con
centraciones usadas son de 10, 20, 30, 50 y 70 pg de albami-

na.

Todos Jos datos son registrades para su posterior con-

versién. Los datos se reportan en ug de proteina/oviducto,

Hg

de proteina/mg de tejido y son sometidos a ls prueba es-

tadistica “t" de Student.
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RESULTADOS
1. ESTUDIO MORFOLOGICO

En los oviductos destinados al andlisis morfolégico,
tratados con diferentes dosis de 178-estradiol (0.2, 1, 2 y
4 ug), les resultados obtenidos muestran un incremento en el
peso himede del oviducto, E1 andlisis de varianza reporta
una F = 3.014, P = 0,030; no obstante, las pruebas de Sche-
ffé y "t" de Student (Tabla I) indican que hay diferencia sig
nificativa sélo con la dosis de 1 pg de 1a hormona (Fig. 4).

La observacidn de los cortes histoldgicos en €1 grupo
control, llevd a la identificacifn de cuatro niveles a To lar
go del magnum del oviducto (Fig. 5), los cuales sec diferencian
a8 "grosso modo" y en una direccifn infundibulo-uterina, por
las siguientes caracteristicas morfoldégicas:

Nivel 1 - Cuerpo y luz grandes, sin pliegues, epitelio bajo.
Nivel [l - Cuerpo y luz medianos, pocos y bajos pliegques e-
piteliales, epitelio bajo.

Nivel IIl - Querpo y luz medianos, numercsos pliegues que in
volucran al estroma, criptas profundas, el epite
iio aumenta en altura.

Nivel IV - Cuerpo menor y lTuz peguefia, con esbozo de pliegues
- sin participacidn del estroma, epitelio muy alto.

De manera general, la forma de les cortes en el nivel [
es elfiptica y se hace circular hacia el nivel IV,

Estos cuatro niveles son también identificados en el mag-
num de los oviductos tratados con las diferentes dosis hormo-

nales.
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“A. MORFOMETRIA

La medicidn de las dreas total (AT), de la pared del mag,
num (APM) en sus porciones no epitelial (APEn) y epitelial
(AEp) y de 1a luz (AL), a o largo de la porcidn del magnum
en el lote control, marca diferencias entre los cuatro nive-
les propuestos,

Como puede verse en la Tabla 11, hay una disminucidn en
las dreas total, de la pared del magnum, porcidn no epitelial
y de la luz, conforme se avanza del nivel I al IV, Inversa-
mente, 1a altura epitelial (nEp) aumenta al seguir Ja misma
direccifn de avance (Fig. 6).

Entre los niveies II y II1 no se observan diferencias-
cuantitativas en las dreas consideradas, La presencia de nu-
merosos pliegues epiteliales altos establece la diferencia
morfolégica primaria entre estos niveles (Fig. 5).

El porcentaje de la pared del magnum con respecto al a-
rea total se mantiene constante en los tres primeros niveles
(85.5%) y se incrementa en el nivel IV donde el drea epitelial
cobra importancia notable y 1lega a representar el 26.2% del
drea total, a diferencia de lo contemplado en los niveles I,
IT y III, en los que representa s6lo el 17.5% en promedio (Ta
bla 11}, Contrariamente, el porcentajde de la luz disminuye
bruscamente en el nivel IV {7.23%), en tanto que en los nive-
les precedentes representa, en promedio, el 14.5% del &rea to
tal.

Un comportamiento andlogo en dreas y porcentajes se ad-
vierte en los grupos experimentales, aunque con diferentes
magnitudes (Tablas III, 1V, V y VI),

Al confrontar las dreas consideradas en el grupo control
con sus correspondientes en 1os grupos experimentales por ni-
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vel, se:obéerva,lo‘siﬁuiehte:

:En-el-nivel I ias-dreas total, de 1a pared del magnum,
pared noepitelial y de‘la luz, se encuentran elevadas con los
“cuatro tratamientos hormonales. La diferencia significativa
-radica en los grupos control y el tratado con la dosis de 0,2
ug de estradiol (Tablas I y I1I1},

En los niveles Il y IIl se registra un aumento del &rea
total con las dosis de 0.2 y 2 pg de estradiol (Tablas I, IV
y V) por efecto del aumento en el &rea de la luz en el primer
caso. Con el tratamiento de 2 ug se incrementan también las
dreas de la pared no epitelial y de 1a pared en conjunto (Ta-
bla 1).

Para el nivel IV todas las dreas cuantificadas tienden a
incrementarse con la administraci6n hormonal. La prueba de
"t" de Student indica que los aumentos son significatives con
las dosis de 0,2, 2 y 4 ug (Tabla I).

La altura del epitelio no muestra modificaciones signi-
ficativas con los tratamientos hormenales en ningin nivel.

B) ANALISIS HISTOLOGICO

E1 andlisis histolégico del magnum en el grupo control
revela modificaciones estructurales que, en tdrminos generales
y al seguir una direccién céfalo-caudal, son: a) variacién
en el plegamiento y aumento en la pseudoestratificacidn epite
1ial con alargamiento nuclear, b) variacién en la compacta-
cién del estroma (que se muestra aglandular), con aumento de
fibras de coldgena y c) homogeneidad en los estratos no epi-
teliales,
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Las caracteristicas de cada nivel se describen a conti-
nuacigén y estén ilustradas en las Figuras §y 7.

NIVEL 1

En 1a pared no epitelial se distinguen tres capas: a) la
serosa, constituida por células con nficleos aplanados dispues
tos en una sola fila y que no cambia en ningdn nivel, &) la
muscular, que es una capa circular gruesa de apariencia plexi
forme y laxa con nicleos alargados y c¢) un estroma denso y
grueso, con nilicleos de formas variables y a diferente nivel,
presenta algunas fibras dentro de é1 y muchas que se proyec-
tan hacia el epitelio.

En 1a parte media del corte, el epitelio presenta nicleos
ovales, grandes y arreglados en una capa. En los extremos la
terales, el epitelio presenta pequefios 16bulos donde los ni-
cleos se alargan y tienden a una pseudoeétratificacién. .

NIVEL I1

La capa muscular se aprecia igualmente laxa y gruesa que
en el nivel I, En el estroma los ndcleos son irregulares, es
mis laxo y contiene mis fibras que se proyectan hacia el epi-
telijo.

En el epitelio se observan desde pequefias ondulaciones
hasta pliegues bajos, anchos y poco numerosos. Les nidcleos
son mas alargados, sobre todo en los extremos laterales, dan-
do la apariencia de una pseudoestratificacibn.
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NIVEL T11

La capa muscular permanece como la mds laxa de la pared.
E1 estroma aparece un poco més compacto, con niicleos ovales y
fusiformes. Hay una tendencia a la homogeneidad de estratos
-no epiteliales, ya que no se distingue con abseluta precisidn
el 1imite entre la capa muscular y el estroma.

Los pliegues epiteliales son evidentes, aumentan en nﬁmg
ro, involucran al estroma y muestran criptas profundas. Hay
aumento en la pseudoestratificacidn, que es mds acentuada en’
los extremos laterales. :

NIVEL 1V

En este nivel la pared no epitelial es compacta y homogé
nea; los Timites celulares son difusos y dan al tejido un as
pecto poroso. En el estroma se distinguen fibras gruesas y
ocasfonalmente, eritrocitos.

En el epitelio, los pliegues no invelucran al estroma.
Hay una marcada pseudoestratificacidn con nicleos mayormente
alargados y se evidencian cilios.

TRATAMIENTO CON ESTRADIOL

Con dosis de 0.2 pg de estradiol se provocan cambios moy
fométricos y también se observan modificaciones estructurales
por efecto de la hormona en el nivel 1.

La serosa no muestra variacion. La capa muscular es mis
compacta, gruesa y evidente y, al parecer, es la que contribu
ye mayormente a la diferencia en el &rea de la pared no epite
1ial. El estroma es también mds denso y con fibras; sus nid-
cleas son ovales o redondos., mds pequefios y con un arreglo ra
dial hacia el epitelio. a diferencia del grupo control (Fig. 8).
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Hay formacién de pequefios pliegues epiteliales y se ob-
servan también 16bulos en los extremos laterales, Los nicleos
permanecen oﬁales y grandes y s6lo en los extremos se muestran
alargados, con forma cilindrica y tendencia a la pseudoestra
tificacion. Se observa claramente una separacidn entre el e-
pitelio y el estroma, formada principalmente de fibras.

En los tres niveles restantes, al igual que con dosis al
tas de la hormona, las modificaciones histolégicas son menos
marcadas.

11. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Los resultados obtenidos en los estudios bioquimicos (Ta
bta VIl), realizados en los grupos control y el tratade con
0.2 pyg de 17g-estradiol, confirman que el peso himedo del ovi
ducto se incrementa ligeramente con el tratamiento hormonal,
sin ser estadisticamente significativo.

Un fendmeno similar se visualiza en las cantidades de
ADN/oviducto y ADN/mg de tejido, siendo ain mds tenues los in
crementes observados,

Contrariamente, el contenido proteico/oviducto se ve dis
minuido con la administracifn hormonal, sin que el decremento
sea éignificativo; sin embargo, 1a disminucidn de proteinas/mg
de tejido en el lote experimental es significativa, arrojando
un valor de t=2,08, P«<0.05, Debido al aumento en el conteni
do de ADN y disminucidn en el de proteinas, la proporcién
ADN/protefina se ve aumentada en el grupo tratado con estradiol;
sin embargo, no hay diferencia significativa entre los grupos.
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TABLA 1

"Significanc13 estadistica del efecto de las diferentes dosis
dg.ITG-estradio1 con respecto al grupo control, sometidas al
andlisis de varianza (ANOVA), Scheffé (Sth) y "t de Student

e, '

ANALISIS POR DOSTIS

[ *o2ug F1 g t2 1 24 g
] anovA seh Sch t Sch t Sch_ ¢
PESO
HUMEDG  + - - P - - - -
AT + + + - + - + - +
LI 1 1,1 1 1,11 1,1v
i1,y HI,1v 11,1y
AP +
I
APEN +
1
AEp -
AL +
1,11,
v
hEp - - i - - - - -

Area total (AT): drea de la pared de) magnum (APM): &rea de la
pared no epitelial (APEn); area epitelial (AEp); drea de la -
luz {AL); altura del epitelio (hEp)}, P <0.05 (+); P »0.05 (-)
1, 11, 111 y IV {niveles del magnum).
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TABLA II

Variacidn morfom&trica en los distintos niveles del magnum de oviductos
de pollos recién nacidos, sin tratamiento hormonal, Areas expresadas en
104 ym?,

NIVEL AT APM APEN AEp AL
1 5.78 £ 0.32 4.87 £ 0.28 3.85 ¢ 0.24 1.03 ¢+ 0.09 0.90 £ 0.15
% 84.40 + 2,18 66,76 + 2,73 17,64 £ 0,88 15,60 + 2.18
n=6
II 4.81 1 0.26 4.16 £ 0.28 3.32 + 0.22 0.84 + 0.07 0.65 £ 0.10
% 86.28 + 2.22 68,75t 1.32 17,53 ¢ 1.08 13.72 +2.22
n=7
111 4.84 ¢ 0,24 4.15 ¢+ 0,22 3.32 + 0.18 0.83 + 0.06 0.68 +0.10
% 85.92 + 1,94 68,65+ 1,19 17.27 ¢+ 0.82 14,08 £+ 1.94
n=26
Iv 3.90 % 0.23 3.62 £ 0.24 2,61 ¢ 0.23 1.01 £ 0.02 0.28 + 0,04
% 92.77 + 1,18 66.60 £ 1,99 26.18 + 1.39 7.23 t 1,18
n=4

Valores expresados como la media t error standard.

Area total (AT)s area de la pared del magnum (APM); drea de 1a pared no epi-
telial (APEn); drea epitelial (AEp); drea de la luz (AL}); porcentaje del &-
rea coisiderada con respecto al drea total (%); nimero de organismos (n).
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TABLA 1

Variacién de los parametros morfométrices en el Nivel | del magnum de ovi-
ductos de pollos recién nacidos, en respuesta a la administracicn de las dj
ferentes dosis de 178-estradiol los dias 15 y 17 de incubacién. Areas expre

sadas en 10% wn2,

CONTROL

B9.2 1g 1 ug 2 ug 4 ug
AT 5,78+ 0,32 8.08+0.41 6.60£0.08 6,75+0.23 7.77 ¢ 0.53
ne6 n=6 n=2 n=3 n=2
APM 4,87 £ 0.28 6.33 £0.29 5,33 +0.44 5.,33£0.40 5.751% 0.33
% 84.40 + 2,18 78.69 t 2,77 B80.68 + 5.61 78,75 ¢ 3.52 74,08 t 0.8l
APEn 3.85 1+ 0,24 5.14+0.26 4.16+0.38 4,33£0,35 4.8l +0.,29
% 66.76 + 2,73 63.95 £ 3.08 63.084 + 5.01 63.97 ¢+ 3.08 61.87 t 0.52
AEp 1.03 £0.09 1,19 £0.07 1.16 £0.05 1.00+0.06 0.95+ 0.04
% 17.64 + 0.88 14.74 + 0,34 17.65 + 0.61 14,78 + 0,80 12.21 + 0.29
AL 0.90 £+ 0,15 1,75+ 0,27 1.27 £0.35 1.42% 0,20 2.02 £ 0.20
% 15.60 + 2,18 21,31 +2.77 19.32 + 5.61 21.25 ¢+ 3.52 25.93 ¢ 0.81

hEp 11.55 + 0.80 12.51 £ 0.28 11.71 + 0.54 11.76 £ 0.B7 11.00 % 1.27

Valores expresados como 1a media t error standard.

Area total (AT); area de la pared del magnum {APM); drea de la pared no epi-
telial (APEn); drea epiteiial (AEp); drea de 1a luz (AL); altura del epite-
lio {hEp); porcentaje del &rea considerada con respecto al drea total (%):
ndmero de organismos (n).
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TABLA 1TV
Variacion de los pardmetros morfométricos en el Nivel Il del magnum de oviduc
itos de pollos recién nacidos, en respuesta a la administracién de las diferen
tes dosis de 17@-estradiol los dias 15 y 17 de incubacidn. Areas expresadas
en 104 .,

CONTROL E0.2 ug £l g Es 1o Es g

AT 4.81 + 0,26 5.72+0,26 5,22+0.17 6.03+0.3% 5.4040,11
n=7 n=7 n=3 n=3 n=2

APM 4.16 + 0.27 4.61 4,28 23 40,09

+
(=1
n
o

.21 4,86 t0.20
6

+ 0 4,
% 86,28 + 2,22 80.28 + 1.15 82.18 + 5,69 80.77 £+ 1.90 78.24 ¢+ 0.05

APEn 3,32 + 0,22 3.70¢+0.23 3,39 +£0,20 3,941%0.14 3.47 0,13
%68.75 £ 1.32 64.41 £ 1.35 65.23 + 5,06 65.4311.48 64.154% 1.01
AEp 0.84 + 0,07 0,90 +0.08 0.88 +0.01 0.92 +0.06 0.76+0.04
% 17,53 £ 1,08 15.87 + 1,40 16.96 + 0,71 15,34 £ 0,60 14.08 ¢ 1,06
AL 0.65 ¢+ 0.10 1,12 £ 0.05 0.95+ 0,33 1,17 +0.16 1.18 4 0.03
% 13.72 £ 2.22 19,72 + 1.15 17.82 £ 5,69 19.23 +1.90 21.78 ¢ 0.05
hEp 12,34 ¢+ 0.83 13.83 £ 0.88 12.68 + 0.40 11.67 t 0.63 11.42 + 0.85

Valores expresados como la media + error standard,

Area total (AT); area de la pared del magnum (APM); drea de la pared no epi-
telial {APEn}; drea epitelial {AEp); &rea de la luz (AL); altura del epitelio
{hEp); porcentaje del drea considerada con respecto al drea total (%); nimero
de organismos (n),
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TABLA ¥
Variacidn de los pardmetros morfométricos en el Nivel 111 del magnum de ovi-
ductos de pollos recién nacidos, en respuesta a la administracién de las di-
ferentes dosis de 17g-estradiol los dias 16 y 17 de incubacién. Areas expre
sadas en 104 umz.

CONTROL Eo.2 ug 13 ug Ea ug Ey ua
AT 4,80 +0,23 5.74 £0.29 4.93 £0,15 5,95+ 0,35 4,82 +0.31
n=6 n=28 n=3 n=3 n=3
APM 4,15 ¢ 0,22 4,63 +0.23 4.17 £0,14 4,90 + 0,16 3.93 t 0.24

%8592 + 1,94 80.68 + 1.54 84,77 + 2,43 82,64 + 3.03 81.45 + 1.19

APEn 3.32 +0,18 3.63 +0.19 3,22 +0,07 3.94+0.14 3.18+0.18
t

% 68,65 + 1,19 63,43 + 1.88 65.58 ¢ 2.88 66.40 + 1,53 66.08 £ 1.00
AEp 0,83 ¢0,06 0,99 +0,07 0,95+0,14 0,96 £+0,07 0,74 0.06
% 17,27 £+ 0,82 17.25 £+ 0.64 19.19 +2.29 16.24 + 1,69 15.37 £ 0.39
AL 0.68 +0,10 1,12 +£0.,11 0.75+0.,13 1.05+0.23 0,90 + 0.09
%1408 +1.94 19,32 ¢ 1.54 15,23 + 2,43 17,36 + 3.03 18,55 + 1,19

hEp 14,89 + 1,07 17.37 £ 1.05 19.48 £ 3.25 17.20 + 1,42 14.59 t 0.39

Valores expresados como la media t error standard.

Area total (AT); &rea de la pared del magnum (APM); &rea de la pared no epi-
telial (APEn); &rea epitelial (AEp); drea de la luz (AL); altura del epite-
lio (hEp); porcentaje del drea considerada con respecto al drea total (%);
nimero de organismos (n).
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Varjacién de los parémetros morfométricos en el Nivel IV del magnum de ovi-

ductos de pollos recién nacidos, en respuesta a la administracion de las di-
ferentes dosis de 178-estradiol los dfas 15 y 17 de incubacién. Areas expre
sadas en 104 umz.

CONTROL EO.Z g E1 g E2 Vg Eq 19
AT 3.90 + 0,23 5,59 ¢ 0.40 4,42 £ 0,54 5,72 £ 0.52 5,07 £ Q.10
n=4 n=28 n=3 ne=3 n=3
APM 3.62+0.24 4.,86+%0.37 3.89+0.48 5094 0,36 4,37 +0.02
% 92,77 + 1,18 86,91 £ 1,11 88.12 + 0,52 89.16 + 1.86 86,13 + 1.61
APEn 2,61 +0,23 3.53+0.25 2.97+£0,46 3,74 40,29 3,201¢0.,05
% 66.60 + 1,99 63.42 + 1.85 66.81 + 1.77 65.55 + 1.21 64.85 ¢ 0,76
AEp 1.01 £+ 0,02 1.33+0.14 0,92 +0.04 1.3¢ + 0907 1.08+t0.03
% 26,18 + 1,39 23,49 £1.,06 21,31 + 1,69 23,60 + 0,93 21.28 + 1.04
AL 0.28 £+ 0,04 0.73 +£0.07 0.52+0,06 0.64 0,17 0.71 £ 0,10
% 7.23¢+1.18 13.09 +1.11 11.88 £ 0,52 10.84 + 1.88 13.87 + 1.61

hEp 26,58 + 2,00 28.15 t 1.91 23.45 + 1.11 27.84 ¢+ 1.25 27.03 t 1.76

Valores expresados como la media t error standard.

Area total {AT); &rea de la pared del magnum (APM); &rea de la pared no epi-
teiial {APEn); drea epitelial (AEp); area de Ya luz {AL); altura del epite-
lio (hEp); porcentaje del, &rea considerada con respecto al drea total {%);
nimero de organismos (n).
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Fig.

§

Niveles morfoldgicos ifdentificados a lo large del magnum en el oviducto de pollos re-
ci6n nacidos, en una direccidn céfalo-cavdal {256 X). Luz (L), epitelio (Ep), estro-
ma (E}, capa muscular {CM), serosa {S), pliegue (P), extremos laterales (EL),
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Fig. 6 Altura del epitelio a lo largo del magnum del oviduc

to de pollos recién nacidos, tratados con 0.2 yug de
178-estradiol los dfas 15 y 17 de incubacidén. Valo-
res expresados como 13 media + error standard.
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Fig. 7 Cortes histoldgicos de los diferentes niveles identificades en el magnum del oviducto
de pollos recién nacidos, sin tratamiento harmonal (1600 X), Luz (L), epitelio (Ep),
estroma (E), capa muscular (CH), cilios (C).
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Fig. 8 Modificaciones histol8gicas en 1a porcién cefdlica (Nivel 1) del magnum de oviducto de polles recién naci-

dos, tratados con 0.2 ug de 178-estradiol los dfas 15 y 17 de incubacién (256 y 1600 X).
Tratado (3 y 4).

cular (CM), serosa (S).

Testigo (1 y 2);
Luz (L}, epitelio (Ep), espacio interepiteldial (Ei), estroma (E}, pliegue (P), capa mus-



TABLA VI

Cuantificaci6én de peso himedo, contenido total y corregido por
peso de ADN y proteinas, en oviductos de pollos recién nacidos
tratados con 0.2 yg de 178-estradiol los dfas 15 y 17 de incu-

bacidn,

TESTIGO ESTRADIOL

PESO HUMEDO 5.96 + 0,10 6.26 t 0.14
(mg) n = 41 n = 46

ADN 39.40 + 1,75 41.26 ¢t 1.26
(ug/oviducto) n =39 n = 46

ADN 6.59 + 0,26 6.70 + 0.24
(1g/mg oviducto) n o= 39 n = 46

PROTEINAS 821.60 ¢ 18,34 787.35 + 21.28
{ug/oviducto) no= 41 n = 46

PROTEINAS 139.13 t+ 3.75 * 127.74 + 4.00
(ng/mg oviducto) no= 41 n =46

ADN/PROTEINA 0.049 £ 0.002 0.054 + 0.002
n=239 n = 46

Valores expresados como la media t error standard,

n = nimero de organismos

* = Pe 0,05
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DISCUSITON

La utilizacién de embriones de aves constituye un buen mo
delo que permite estudiar el efecto de las hormonas sexuales
evitando la intervencién de otras variables, como efecto mater
no y placenta, como en el caso de mamfferos. Los resultados
observados se pueden interpretar como producto del estradiol
aplicado exGgenamente.

Es un hecho confirmado que el oviducto es un efector del
17g-estradiol, el cual controla la proliferacién celular de es
te 6rganc e interviene, al parecer conjuntamente con otras har
monas, en la regulacién de sus funciones,

Los disefios elaborades para valorar los efectos de la hor
mona en el oviducto de aves inmaduras y en estado embrionario
han sido diversos, tanto "in vivo" como "in vitro", la mayorfa
estdn enfocados a animales inmaduros., En el caso de embriones
son pocos los reportes que, en general, son "in vitro" y/o con
dosis francamente altas. Es por eso que nuestro interds fue
investigar los efectos del 17g-estradiol sobre el oviducto de
pollos al ser tratados "in vivo" durante 12 etapa embrionaria,

Para el andlisis histoldégico se administraron diferentes
cantidades de la hormona con el fin de obtener aqueila que pro
vocara una respuesta del tejido en limites fisjolbgicos, ya que
tas dosis farmacolfgicas han sido utilizadas preferentemente
por diversos autores, tanto en embriones como en animales in-
maduros.

Encontramos que la administracidn de 0.2 ug provoca efec
tos més marcados, por lo que se utiliz6 para los estudins big
quimiéos. Esta dosis equivale a 1.42 x 10-8y que se sabe cae
dentro de los niveles fisiolégicos del embridn: 10-9a2x 108N

(Norton y Wira, 1977).
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En nuestros resultados se observa una tendencia al aumen-
to en el peso hilmedo que puede ser explicada por la mayor cap-
tacién de agua ﬁor el drgano provocada por el estradiol. hecho
anteriormente reportado por Oka y Schimke {1969a) y visualiza-
do morfométricamente en el presente estudio con el aumento del
drea de la luz en todos los casos.

El tratamiento con 0.2 pyg de 178-estradiol, en nuestro ca
so, no provoca modificaciones en los contenidos de ADN total y
corregido por peso, por tanto, no causa crecimiento hiperpldsi
co global del oviducto, a diferencia de lo reportade para otros
disefios experimentales (Kohler et al, 1969; Yu et al, 1971; Pal-
miter, 1972).

Al tomar en cuenta los resultados de Seaver et al (1984 a
y b) en Yos que propenen una induccidén estrogénica en la sfnte
sis de factores de crecimiento, probablemente por el higado,
que se cree tiene un papel intermediario en la respuesta proli
ferativa del oviducto (Laugier et al, 1983), podrfa pensarse
que esta via no se encuentra funcionalmente activa en esta eta
pa del desarrollo o bien, necesita de dosis estrogénicas mucho
mayores para poder activarse y observar asi un crecimiento hi-
perpldsico como el reportado por Teng (1980) en embriones.

Contrariamente a 1o esperado, el contenido total proteico
tiende a disminuir con el tratamiento; la disminucién en su
concentracidén por miligramo de tejido es significativa. Este
fendémeno es diffcil de explicar, pero podrfan tomarse en cuenta:

Por una parte se sabe que tanto en el desarrollo natural
del magnum (Pageaux et al, 1986) como en el inducido por estrd
genos en estimulacién primaria (Oka y Schimke, 196%9a; Kohler
et _al, 1969; Palmiter, 1972) el primer fendmeno que ocurre es
1a proliferacién celular y posteriormente Ja sintesis incremen
tada de protefnas, especialmente de aquellas que forman parte
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de la clara del huevo. En el presente trabajo se observé que
1a hormona no induce multiplicacién celular significativa del
oviducto ni diferenciacién glandular por tanto, tampoco sinte
sis incrementada de proteinas que, ademds, parece requerir e-
fecto directo del estradiol con las cé&lulas blanco y niveles
miés altos de la hormona que para la proliferacidn (Laugier et
al, 1983).

Por otra parte, el contenido total proteico muestra una
tendencia a la disminucidén mientras que el peso himedo tiende
a aumentar, bisicamente bor mayor retencidn de agua, sin que
ninguno de los dos fenbmenos muestre diferencia significativa
con el grupo control; sin embargo, la concentracifén proteica
en el oviducto es un resultado indirecto, ya que se obtiene
por medio de un cociente (protefnas/mg de tejido) en el que se
divide una cantidad de protefnas que tiende a disminuir por un
peso que tlende a aumentar, lo que podrfa explicar la disminu
cion significativa con respecto al lote testigo. Al momentc
no es posible explicar 1o que occurre especificamente en el mag-
num, ya que en el andlisis bioquimico se utilizé el oviducto
en su totalidad.

Debe hacerse hincapié en 1a etapa del desarrollo estudia
da asf como en la dosis hormonal probada y su administracién.
En ta totalidad de los reportes revisados, sea en animales in
madures o en embriones, las dosis estrogénicas utilizadas son
hiperfistolfgicas, de 2 a 4 drdenes de magnitud mayores a la
usada en nuestro estudio, ademds de ser aplicadas de manera
crénica. Esta variacién en el tratamiento puede ser Ta expli
cacién de la diferencia observada en nuestros resultados.

Ademis, se sabe gue la sintesis de estradiol por el ovaric
se incrementa en los dfas 13.5 a 18.5 de desarrollo embrionario
{Woods y Erton, 1978; Gill et al, 1983), de igual forma su con-
centracidn plasmitica alcanza valores miximos (Gonzdlez et al,
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1987; Tanahe et al, 1986) y coincide con la fase de crecimien
to répido del oviducto, en la que el nimero de receptores ci-
topldsmicos y nucleares se mantiene en un valor miximo cons-
tante (Teng y Teng, 1975b). Es esta etapa justamente la que
abarco nuestro disefic experimental., E1 oviducto estd en ple-
na fase proliferativa y de sintesis proteica, y la cantidad
de hormona'admjnistrada no parece ser capaz de estipular 1la
sintesis de protefnas receptoras ni del albumen, o bien de al
terar la actividad celular por diferentes mecanismos aln no
bien explicados.

Por otra parte, si bien no se advierte bioquimicamente
una respuesta proliferativa global del oviducto, si hay res~
puesta zonal por parte del magnum al ser tratado con 0.2 ug
de 178-estradiol.

Lo anterior fue observado histol6gicamente en las porcio
nes caudal y cefdlica de esta regidn del oviducto. La prime-
ra (Nivel 1V) responde morfométricamente al estimulo estrogé-
nico en los cinco pardmetros medidos (dreas total, de la pared,
no epitelial, epitelial y de la luz). Cabe recalcar que es el
finico nivel en el que se registra incremento del drea epite-
1ial por efecto de la hormona. HistolSgicamente se observa
un aumento en la densidad celular epitelial y estromdtica, aun
que de manera menos acentuada que en el nivel 1, En el estro
ma los niicleos aparecen de mayor tamafiec con respecto al grupo
control. Al igual que en el testigo, hay homogeneidad de las
capas no epiteliales y presencia de c&lulas epiteliales cilia
das, por lo que 1a hormona no parece conducir a una diferen-
ciacidn celular,

En la porcién cefédlica (Nivel 1) los aumentos morfométri
cos significatives en las &reas total y de la pared, especifi
camente en su porcién no epitelial, mis el aumento en la den-
sidad celular estromitica y epitelial son claras premisas de
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12 induccidn de crecimieﬁto hiperplidsico,

En el estroma se observa mayor arreglo celular con célu-
las de menor tamafio que en el control y hay evidencia de su
separacidén con el epitelio, en el que se observa una tendenﬁa
a la pseudoestratificacién y 2 la formacién de célutas colum-
nares ciliadas, 1o que indica el inicio de una diferenciacién
celular,

E1 fen6meno de ciliogénesis inducido por estradiol se ve
apoyado por los hallazgos de Sandoz et_al (1976) en codornices
inmaduras ovariectomizadas y por los estudijos de Pageaux et al
(1986}, en los que se indica ciliogénesis epitelial posterior
a la proliferacifn celular durante el desarrollio natural del
magnum, también en codornices inmaduras.

EY aumento de la lyz a todo lo largo del magnum puede ex
plicarse por la mayor captacidn de agua por parte del tejido,
fendmeno ya reportado tanto en animales inmaduros (Kohler et
al, 1969} como en embriones (Kiell et al, 1982); sin embargo,
el estroma no se muestra edematoso como en los casos citados,
probablemente porque el tratamiente hormonal se realizé con do
sis marcadamente menores y su efecto se registré varios dias
después de su administracién.

Con este estudio no es posible determinar si las mitosis
se inician en la porcidn epitelial o en la estromdtica. Se ha
indicado que en animales inmaduros, tanto en el desarrollo na
tural det magnum (Pageaux et al, 1986) como en el inducido es
trogénicamente (Kohler et al, 1969), la proliferacién celular
ocurre primeramente en el epitelio.

En embriones se reporta también que las células epitelia
les adquieren competencia estrogénica mis temprano que las es
tromdticas (Teng, 1980). Contrariamente, Gasc y Stumpf (1981)
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indican que en estado embrionario el meséngquima parece ser

el blanco principal del estradiol, es el'primer,sitio de re-
cepcién de 1a informacidn 1levada por éste y de alli pasar al
epitelio, ' '

Al momento, el efecto del l78-estradiol puede definirse
por una inducciSn de la multiplicacién celular e inicio de ci
todiferenciacidn en regiones definidas del magnum. Este hecho
podrfa relacionarse con la presencia de receptores activos tam-
bién por niveles. Asi, es posible sospechar de un mayor nime
ro de receptores activos en el nivel I, que es donde se obsé[
van mayores respuestas histolégicas tanto en epitelio como en
estroma.

En el endometrio y miometrio de humanos 1a concentracifn
de receptores de alta afinidad a estradiol disminuye a través
de 1a longitud del dtero, desde el fondo hasta el cérvix, ddg
de ya no se detectan (Robertson et al, 1971). Si bien no es
posible hacer extrapolaciones, los resultados del presente es
tudio podrfan indicar un fendmeno parecido en el magnum de a-
ves, Lo mds indicado es la realizacidn de autorradiograffias
alo Iargo'de todo el magnum y en diferentes etapas de su de-
sarrolio.

Lo que consideramos mis relevante de este estudio es 1a
observacién de cambios histoldgicoes a lo largo del magnum en
el grupo control, los que indican que durante el perfodo em-
brionario la citodiferenciacién no es simultdnea en esta re-
gién del oviducto. Este es un fenémeno hasta ahora no repor-
tado.

La serosa y las capas musculares y conectivas de la pared
tipicas del oviducto adulto (Bradley, 1960: Aitken, 1971; Hod
ges, 1974; Solomon, 1985) estdn aln indiferenciadas, pero pre-
sentan 1imites visibles; en consecuencia, es en la etapa post
natal cuando se concluye el desarrollo y diferenciacidén dela
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pared del magnum. Cabe sefialar que los estratos identifica-
dos en la porcifn no epitelial estdn mejor definidos en los
niveles cefé\icds que en los cauda]és. donde se tiende a una
homogene1dad tisular. Este es un indicio de una diferencia-
cién zonal del tejido.

En recién nacidos, las dimensiones y el aumento caudal en
1a altura del epitelio, concuerdan con To reportado en adultos
(Richardson, 1935; Solomon, 1985); aunque no se observa la
citodiferenciaci6n tipica del estado aduito, definida por un
epitelio pseudoestratificado con alternancia de céluias colum
nares ciliadas y caliciformes (Aitken, 1971; Hodges, 1974}.

En las porciones cefdlicas del magnum, donde la forma de
los cortes es eliptica, el inicio de la pseudoestratificacidn
y alargamiento nuclear se observa en los extremos laterales,
Al avanzar caudalmente, cuando el tubo se estrecha y su forma
tiende a ser circular, 13 pseudoestratificacidn y el alarga-
miento nuclear se hacen uniformes en el epiteiio, Este hallaz
go, mis la variaci6n en el plegamiento epitelial a 1o largo
del magnum, son también indicadores de una diferenciacidn y
desarrolle por niveles.

Por otra parte, en el nivel IV se observan células ci-
liadas que, por sus caracteristicas de altura y arreglo, qui
z8s correspondan a la futura "regién mucosa" del adulto des-
crita por Richardson (1935},

Todos estos datos corroboran que la diferenciacign de la
mucosa seé inicia también en etapas postnatales, la cual con-
cluye hacia el cuarto ﬁes, cuando el oviducto se convierte en
un 6rgano funcionalmente activo (Wrenn, 1971; Teng, 1980; Kiell
et al, 1982),

Al momento, se propone 1a existencia de una diferenciacién
-63-



por niveles en el magnum de pollos recién nacidos, cuya impor
tancia en el marco de Ta estimulacidén estrogenlca reside en

Su

respuesta diferencial al estradiol.

CONCLUSTONES

Las dosis fisioldgicas de 17B-estradiol no provocan incre-

..mento en los contenidos de ADN y protefnras del oviducto,

Existe una diferenciacitn por niveles en el magnum del ovi
ducto de pollos recién nacidos.

Las dimensiones y el aumento caudal en la alture del epite
Tio concuerdan con lo reportado en animales adultos.

Hay una respuesta diferencial a la hormona en los distintos
niveles y tejidos de 1a pared del magnum,

La respuesta al estimulo estrogén1co, en esta etapa dei de
sarrollo, es evidenciada por un aumento en Jas dreas total,
de l1a luz y de la pared, ya sea en todos los pardmetros o
en algunos de ellos segdn el nivel, el cual puedé ser pro-
vocado por el aumento en la densidad celular,

El tratamiento no provoca citodiferenciacidén epitelial y

estromitica como la observada en el animal sexvalmente ma-
duro.
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