1 L6|

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA - @)
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E |NVESTIGACION N

CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LA LAMINA
TECAL DURANTE LA MADURACION DE LOS
FOLICULOS PREOVULATORIOS EN EL OVARIO
DE LA GALLINA DOMESTICA. ( Gallus domesticus )

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
(M O R F O L O G | A)
p ] E ] E N T A
M. V.Z. ARACELI HERNANDEZ VERTIZ

DIRECTOR DE TESIS:
DR. ENRIQUE PEDERNERA ASTEGIANO

MEXICO, D. F. 1994

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo fue realizado en el Departamento
de Embriologia de la Facultad de Medicina, UNAM,
bajo 1la direcci6én del Dr. Enrique Pedernera
Astegiano. El proyecte fue financiado parcialmente

por la DGAPA, UNAM (IN 306491).



AGRADECIMIENTOSB

A los miembros que forman parte de mi jurado:

Dr. Horacio Merchant Larios

Dr. Guillermo Tellez Isaias

Dr. Enrique Pedernera Astegiano
Dr. Pedro Nicolds Veldzquez

Dr. Armando Pérez Torres

por el tiempo destinado en la revisién del escrito y
sus valiosos comentarios.

A la Dra. Amelia S&mano Bishop y a la Dra. Ma. Elena
Castillo Romero, por su apoyo en la realizacién de
este proyecto.

A la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, en
especial al Dr. cCarlos I. Soto Zarate por el apoyo
econémico brindado.

Al Dr. José Manuel Pérez Cervantes, por su ayuda en
la elaboraciétn del programa C.A.D. (Disefio Asistido
por Computadora), para el estudio morfométrico.

Al Dr. Radl Ulloa Arvizu, por sus (tiles sugerencias
en el andlisis estadistico.

Al Sr. TomAs Cruz Méndez por el trabajo fotogréafico.

RECONOCIMIENTO

AL DR. ENRIQUE PEDERNERA ASTEGIANO por su tutoria en
la realizacién de esta tesis, sus atinadas
aportaciones y por intervenir en mwmi formacién
profesional. Pero, sobre todo, por la gran calidad
humana que muestra difa con dia para con su equipo de
trabajo.



DEDICATORTIA

A MI QUERIDO ESPOSO PABLO Y
A MI8 ADORABLES HIJOB PAULINA Y PABLITO

Con profundo amor por este logro de los
cuatro, Yya que constituyen la fuente de
inspiracién en mi vida, y por su apoyo
incondicional de siempre. Gracias

A MIS PADRES

Con infinito amor y gratitud por su
apoyo inquebrantable y constituir un
ejemplo a sequir para sus hijos. Una
mencién especial A MI MADRE, porque
sin ella no hubiera sido posible 1la
culminaci6én de este proyecto.

A MIS HERMANOE

GUILLERMINA,  MARISELA, IRMA,
ENRIQUE, MARTHA, MA. CARMEN,
FRANCISCO, RAUL, ALEJANDRA,
¥ RICARDO.

Con gran carifio por su comprensién
y ayuda, y por todos esos momentos

de alegria y nostalgia gque hemos
compartido,

A MIS8 AMIGOS

Por brindarme parte de ellos.

A todos ustedes mi m&s profunda gratitud para siempre,
por formar parte de mi.



RESUMEN

La lamina tecal del foliculo preovulatorio del ovario de la
gallina produce en forma primaria andrégenos y estrégenos. Sin
embargo, hasta el momentc no se han descrito las caracteristicas
estructurales especificas, que se presentan en la lAmina tecal,
durante la maduracidn secuencial de los foliculos preovulatorios.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue 1)
evaluar los cambios en el tejido esteroidogénico, los vasos
sanguineos y los islotes de células indiferenciadas en la léamina
tecal de foliculos preovulatorios en el ovario de la gallina, y
2) correlacionar las modificaciones estructurales observadas, a
través del desarrollo folicular, con la actividad
esteroidogénica, ya reportada. .

Muestras de foliculos preovulatorios de FS5 a Fl clasificados
en orden creeiente de tamafio, asi como de foliculos amarillos
pequefios (SYF), fueron obtenidos de gallinas White Leghorn para
estudios de microscopia de luz y su andlisis morfométrico.

Células esterocidogénicas tipicas con abundantes vesiculas
lipidicas fueron ldentificadas al lado de vasos ‘sanguineos en la
teca interna. Islotes de células indiferenciadas se observaron
en la teca externa. El tejido estercidogénico de la teca interna
fue evidente en los foliculos amarillos pedquefios. Y considerando
el crecimiento del foliculo en desarrollo, el volumen total de
células esteroidogénicas se incrementé del SYF al foliculo F1.

Los vasos sanguineos alcanzaron el maximo desarrollo en el
foliculo mas grande Fl. Por otro lado, los islotes de células
indiferenciadas estuvieron notablemente reducidas en el foliculo
Fi.

Los cambios estructurales aqui descritos, pueden estar
correlacionados con las mocdificaciones en la secrecién de
andrbégenos y estrégenos, durante la maduracidn del foliculo
ovarico. ’
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CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LA LAMINA TECAL DURANTE LA MADURACION DE
LOS FOLICULOS PREOVULATORIOS EN EL OVARIO DE LA GALLINA DOMESTICA.

{Gallus domesticus)

INTRODUCCION

En la gallina, aunque no en todas las aves, solamente el
ovario y oviducto izquierdos son funcionales. Durante el
desarrollo embrionario se forman una gdnada y un oviducto
derechos, peroc usualmente degeneran y solamente persisten unos
rudimentos cuando nace el pollueleo; sin embargo, algunas especies
silvestres tienen dos ovarios, peroc generalmente sélo un oviducto
funcional. En la gallina, paloma y pata se han reportado un
ovario y oviducto derechos persistentes, y en raras ocasiones
ambos son completamente funcionales (Sturkie, 1965 y Gilbert,

1871a).

ESTRUCTURA DEL OVARIO
A. EL OVARIO DERECHO

El mis notable aspecto de las aves es el establecimiento de
una asimetria gonadal en la hembra. Aproximadamente, después de
los 3% dias de incubacién, varias células germinales
primordiales han alcanzado el epitelio genital, esta zona genital
es claramente aislada por vasos sanguineos y células
mesenquimatosas del &rea mesonéfrica. El epitelio genital tiene

una lamina basal bien definida, la cual frecuentemente es rota y



atravesada por las células somdticas y las c¢células dgerminales
primordiales. Por el 4o. dia de incubacién, del epitelio
celémico surgen los cordones epiteliales internos, los cuales
ahora pueden ser llamados cordones medulares primarios, cubiertos
por el epitelio superficial, este Gltimo prolifera por mitosis e
incorporacién de células mesenquimatosas adyacenﬁes (Merchant-
Larios, 1978).

Este modelo inicial de desarrollo pronto lleva a una nueva
direccién, la cual es dependiente del sexo genético. En hembras
las gbnadas indiferenciadas de aves son formadas por los cordones
medulares primarios, cubiertos con un epitelio superficial, el
cual genera cordones secundarios en la génada izquierda, que daré
origen a la corteza ovArica fértil; tal proliferacién no ocurre
en la goénada derecha, por lo gque la diferenciacidén sexual
morfolégica es asimétrica en hembras (Scheib, 1983).

La gbénada derecha, cuyo epitelio superficial era similar a
la izquierda en los primeros estadios, sus células cfibicas se
transforman en planas. Mientras que 1la génada izquierda
experimenta un crecimiento, asi como una proliferacién del tejido
del estroma y de la vascularizacién, hasta transformarse en un
ovario con dos regiones topograficas bien definidas: la corteza y
la médula (Merchant-lLarios, 1978).

El ovario derecho empieza a involucionar a partir del 9o.
dia de desarrollo embrionario, siendo mis evidente el dia 15, en
este momento se detecta una intensa actividad enzimAtica positiva
a fosfatasa acida. Cuando se presenta la eclosién, el ovario tan
s6lo se aprecia como un vestigio rudimentario (Avila et al.,

1991).



B. EL OVARIO IZQUIERDO
1. Posicidn, Irrigacién Banguinea e Inervacién

La reproduccidén en aves, a diferencia de otros grupos de
vertebrados, es exclusivamente ovipara. El ovario izquierdo, el
cual es el Gnico 6rgano sexual primario funcional en la mayoria
de especies de aves (Lofts y Murton, 1973), es de forma irregular
y de color rosado, situado sobre el lado izquierdo de la cavidad
abdominal cerca de la linea media. Se encuentra a un lado de
las gléndulas adrenrales y tiene una cédpsula de tejido conectivo
fibroso que lo envuelve, al igual que a la glandula adrenal
izquierda. Esta adherido a la pared corporal por un pegquefio
ligamento mesovérico y a la vena cava por un tallo ovarico o
hilio, compuesto de tejido conectivo, vasos sanguineos, nervios y
misculo liso (Hodges, 1974).

La irrigacién arterial en el ovario es variable:
generalmente se origina de la arteria gonadorrenal izquierda via
su rama ovario-oviductal, y de ésta surge la arteria ovarica
(Fig. 1), la que finalmente se disemina en todo el ovario.

Dos venas drenan la sangre del ovario (Fig. 1), la vena
ovarica-craneal se une con la vena suprarrenal izquierda la cual
se vacia en el lado izquierdoe de la vena cava; la vena ovarica-
caudal desemboca directamente en la parte ventral de la vena cava
cerca de las venas iliacas externas (King, 1982).

Con respecto a la inervacién, el ovario recibe ramas de una
extensa red de ganglios, células nerviosas y nervios adyacentes

dentro del tallo ovérico. Se localizan nervios colinérgicos y
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Fig. 1 Diagrama que muestra la irrigacién sanguinea del ovario:
(A) las arterias, (B) las venas.

adrenérgicos, 1lo cual indica que componentes simpaticos y

parasimpaticos est&n presentes. La red simpatica tiene varios

S



plexos en esta regién y presenta nervios que se originan del 5o.,
60., 70., Y ocasionalmente 4o0. tor&cico; y del lo. y 20. lumbar
de la cadena ganglionar simpéatica. Muchos de los nervios estén
asociados con los vasos sanguineos y misculo liso de la médula vy
la corteza del ovario, pero otros corren directamente a los
foliculos en desarrollo y maduros, cuyas funciones permanecen

desconocidas (Gilbert, 1971a).

2. El ovario Izquierdo Inmaduroc

En términos generales, el desarrolle ovarico se inicia el 3%
dia de desarrollo embrionario, cuando las células germinales
primordiales son incorporadas. Durante el 6o y 7o0. dia los
cordones medulares primarios formados dan origen a la médula y a
las células intersticiales medulares, las cuales a partir de este
momento tienen las caracteristicas ultraestructurales de células
productoras de esteroides, y ©presentan actividad 38~
hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 5-4 isomerasa (3B-HSD),
actividad que se ha detectado a partir de los 6% dias en el
ovario de embriones de pollitas; a los 5% en codorniz y a los 9
dias en el de paloma (Weniger y Zeis, 1971; Scheib, 1983;
Avila et al., 1991).

Durante el 8o. Yy 1llo. dia se forma la corteza.
Posteriormente, las ovogonias aparecen y se multiplican
rdpidamente alcanzando su ntmero maximo el 17o0. dfa, a partir de
este momento tienden a disminuir hasta gque ocurre la eclosién

(Hughes, 1963). En el 6o. dia se origina la diferenciacién

morfoldgica del ovario; el dia 1l4o. aparecen las células



gonadotrépicas en la hipo6fisis iniciando su funcién, y a partir
de este momento, esta g¢gl&ndula controla la esteroidogénesis.
Ya gue antes de este dia (Gilbert, 1971b), la esteroidogénesis
era auténoma.

Como puede observarse la génada es capaz de producir
hormonas sexuales antes que la diferenciacidén morfolégica ocurra
(Gilbert, 1971b). Actualmente es aceptado que la secrecién
estrogénica temprana, juega un papel importante en el control del
desarrollo ovArico, asi como en la diferenciacién de 6rganos y
tejidos dependientes de estrégenos (Avila et al., 1991; Méndez-
Herrera et al., 1993).

A través del desarrollo embrionario, el ovario izquierdo es
el més grande de las dos gdnadas, ya que desde los 3% dias se
establece una asimetria en la distribucién de las cé&lulas
germinales primordiales. Desde la eclosién hasta la madurez
sexual, su tamafio se incrementa entre 10 y 15 mm de longitud por
10 mm de ancho. Durante este periodo el peso permanece
relativamente constante entre 0.3 y 0.5 g (Gilkert, 1971a).

Esencialmente, el ovario consiste de médula y corteza,
separada por una densa lamina de tejido conectivo, la tanica
albuginea. La médula esta formada de cordones medulares
primarios, y contiene tejido conectivo, nervios y mGsculo liso;
es probablemente la parte m&s vascular del ovario. La corteza
contiene las ovogonias y ovocitos, y rodea a la médula casi
completamente excepto a nivel del hilio; su superficie externa

est& cubierta por un epitelio cGbico (Gilbert, 1971a). Fig. 2
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Fig. 2 Seccién transversal que muestra la estructura del ovario
Yy su relacién con la aorta, adrenales y vena cava.

3. El1 Ovario Maduro

Aproximadamente de las 18 a las 20 semanas de edad la
gallina alcanza su etapa reproductiva, se presenta un aumento en
el peso ovlrico de 0.4 g a 2.0 g. En la madurez hay un réapido
incremento al peso maduro entre 40 y 60 g, esto se debe sobre
todo al desarrollo de cuatro a seis foliculos, los cuales crecen
hasta alcanzar un diémetro de aproximadamente 35-40 mm antes de
la ovulacién; son de color amarillo y con-un visible plexo en su
lamina superficial. Los ovocitos est&n contenidos dentro de
foliculos adheridos por tallos a la masa principal del ovario
(Fig. 3). Adem&s numercsos y diminutos ovocitos menores de 1 mm

didmetro, se localizan incluidos por debajo del epitelio



Fig. 3 Ovario de una gallina en periodo de puesta. El ovario
se asemeja a un racimo de uvas, con cuatro o seis
grandes foliculos maduros (a) y miles de foliculos mas
pequenos e inmaduros (b). El color amarillo de los
foliculos se debe a la presencia de vitelo.
Inmediatamente después de la ovulacién el foliculo se
transforma en un saco de paredes finas, el foliculo
postovulatorio (flecha).

superficial. La corteza y médula juntas pesan cerca de 6.0 g,

casi el peso del ovario adulto en reposo, este incremento tarda

en promedio de 9 a 14 dias (Gilbert, 1971a; Hodges, 1974).

El ovario de gallinas maduras generalmente contiene de
cuatro a seis foliculos preovulatorios, de 10-35 mm de diametro.
Estos foliculos amarillos grandes gque contienen vitelo,
constituyen la mayor parte de la masa del ovario, se encuentran

organizados en una Jjerarguia folicular y pueden ser clasificados

con relacién a su tamafo y a la secuencia ovulatoria diaria.



En orden decreciente de tamaido el foliculo m&s grande se
denomina Fi, 1le sigue el foliculo F2, y asi sucesivamente hasta
llegar al foliculo FS que es el mas pequefio (Fig. 4). El
foliculo F1 es el siguiente para ovular, posteriormente el
foliculo F2 se transforma en F1, y la pared folicular remanente
que gueda después de la ovulacién origina al foliculo
postovulatorio (Wells y Gilbert, 1984). Fig. 3 (flecha)

Los foliculos que entran en la jerarguia son reclutados de
un vasto "almacen" de foliculos mas pegquefios. Existen varios
estadios de foliculos pequefios que no han entrado a la jerarquia,
y son clasificados (Nitta et al., 1991a) de acuerdo a su tamafio:
foliculos corticales (menores de 1 mm de di&metro) incluidos en
el estroma ovdrico, foliculos pequefios blancos (aproximadamente
de 1 mm de diadmetro), foliculos dgrandes blancos (2-4 mm de
didmetro), y foliculos pequefios amarillos (5-10 mm de di&metro)
los cuales protruyen de la superficie del ovario. Existen en el
ovario izquierdo en promedio 1000 foliculos pegquefios blancos, 10
foliculos grandes blancos y 5 foliculos amarillos pequefios
(Robinson y Etches, 1486). Los foliculos pequeiocs menores de 10
mm y el estroma ovarico, reciben en promedio el 50% del flujo
sanguineo del ovario, y la otra mitad corresponde a los foliculos
preovulatorios F5 a Fl1 (Scanes et al., 1932). Los foliculos
pequefios pueden entrar a la jerarquia folicular y ovular o bien
transformarse en atrésicos.

El ovario consta de una corteza externa, también llamada
zona parenguimatosa, y una médula interna o zona vasculosa. La

primera estd constituida por foliculos en diversos grados de



Fig. 4 Jerarquia Folicular. Clasificacién de los foliculos
preovulatorios de 1la gallina, el foliculo mas grande
es el Fl y el mas pequefio es el F5, también se observa
un foliculo peqguefo amarillo (5YF) .

maduracién, asi como por foliculos atrésicos Y postovulatorios en
proceso de regresién. En la médula corren Vasos sangulneos,
linfaticos Y nervios, que irrigan e inervan a las estructuras
corticales (Lofts Y Murton, 1973). En el ovario cerca de
2,500 ovocitos son visibles a simple vista Y. aproximadamente,
12,000 son de tamafo microscépico. Otros han estimado que el
nimero de ovocitos en 1la gallina puede ser del orden de millones,
Sin embargo, solamente unos pocos de éstos alcanzan la madurez vy
son ovulados (Sturkie, 1967; Gilbert, 1971a). Fig. 3

Ademds del ovario, el aparato reproductor de 1la gallina en

10



periodo de puesta, estd constituido por el oviducto, el cual
puede alcanzar un tamafic aproximade de 65 cm. El oviducto esté
constituido por varias partes: infundibulo, magnum, istmo, Gtero
y vagina (Fig. 5); en esta fotografia se observa un huevo en el
Gtero. En el infundibulo se produce la fecundacidén y la segunda
divisién de maduracidén, que da lugar al &vule. Las glandulas de
la pared del oviducto son las responsables de la formacién de la
alblimina y de la cédscara del huevo. El huevo permanece en el
infundibulo 15 minutos, en el magnum 3 h, en el istmo 75 min, en
el Gtero 20 h y en la vagina pocos segundos, lo que da un total
de 24 h aproximadamente. Cuando la gallina entra en un pericdo
de reposo, la longitud del oviducto se reduce dramaticamente

hasta alcanzar aproximadamente los 15 cm (Sturkie, 1967).
4. Proliferacidn de Ovogonias

El mayor nGmero de células germinales primordiales se
observan entre 50 a 55 h del desarrollo embrionario, en &reas
extraembrionarias del blastodermo, y por via sanguinea
{(Merchant~Larios et al., 1989) y tal vez también a través de
movimientos ameboideos y mecanismos guimiotédcticos llegan al
epitelio genital, en donde se dividen por mitosis, aumentando su
nimero ripidamente. En embriones de pollitas a pértir del 9o.
dia de incubacién se observan ovogonias en la corteza del ovario
izquierdo, organizadas en pequejfios grupos o nidos. Entre el 9o.
y 170. dia las ovogonias aumentan aproximadamente 25 veces y las
mitosis se suceden por regiones; sin embargo, el primer dia post-~
eclosién, degeneran cerca del 30% de las ovogonias en etapa de

mitosis o interfase (Tokarz, 1978).

11



Fig. 5 oOviducto de una gallina en periodo de puesta. Con sus
diferentes partes: {a) infundibulo, {b) magnum,
(c) istmo, (d) utero, y (e) vagina. En el udtero se
aprecia un huevo.

Cuando las ovogonias inician la primera divisién
meidtica, reciben el nombre de Ovocitos, y el proceso se denomina
Ovogénesis. La ovogénesis en aves se lleva a cabo durante el
desarrollo embrionario y posiblemente con muy pocas excepciones,

concluye en el momento de la eclosién., Se inicia el 130. y 1l4o0.
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dia de incubacién, y finaliza el dia 20; los ovocitos en el
embrién de pollo se observan inicialmente en la zona cortical
central, y la mayoria de ellos se encuentran en el estadio de
diploteno de la primera divisién meiétical, el cual es de larga
duracién en las aves (Tokarz, 1978). Respecto al control
hormonal, en la proliferacidén de ovogonias y la ovogénesis, se
presume que en las aves es independiente de esteroides gonadales

y gonadotropinas (Tokarz, 1978).

5. Policulogénesis

Cuando el ovocito primario ha llegado a la etapa de
diploteno de la profase meiética, es rodeado por algunas células
foliculares planas y encerradoe por una membrana basal,
(Guraya, 1978), de esta manera se forma una unidad independiente
del medio ambiente circundante, y a este proceso se le denomina
foliculogénesis (Peters, 1978).

La foliculogénesis en las pollitas se inicia después de 1la
eclosién, aproximadamente entre el 4o. y 5o0. dia (fokarz, 1978).
Respecto al origen de las c¢élulas foliculares en mamiferos, se
postula que provienen de las células somfticas de los cordones
sexuales (Merchant, 1975). Mientras que en aves, se plantea dque
derivan de las células indiferenciadas del estroma circundante
(Guraya, 1978).

Los primeros foliculos aparecen en el interior y parte
central de la corteza, progresando hacia_la zona externa, hasta
que todos los ovocitos se encuentren formando parte de los

foliculos. Se desconocen las causas gque inducen 1la

13



foliculogénesis; sin embargo, un prerrequisito para la formacidn
de foliculos es la presencia de ovocitos en la génada, sugiriendo
que estos son necesarios para la induccidn de la organizacién
folicular, aunque desde luego, pueden existir otros mecanismos
moduladores (Peters, 1978).

En el primer mes post-eclosidén el ovario de pellitas es
sumamente activo en la formacién, crecimiento y desarrollo
folicular. A los 15 dias de la eclosifén se observan ovocitos
peguefios rodeados por una capa Unica de células foliculares
planas, en el dia 22 sus células se transforman en cudbicas; a
partir de este momento y hasta el dia 29 las células forman un
tejido epitelial pseudoestratificado cilindrico, y el ovocito
crece a un tamafio intermedio debido a la intensa acumulacién de
vitelo; este tipo de ovocito constituye la poblacidn mds estable
del ovario. Finalmente, se aprecian del dia 29 al 36 ovocitos
grandes con un tejido epitelial simple cibico, en un porcentaje
mucho menor (Méndez-~Herrera, 1989).

Del difa 17 al 36 post-eclosiébn, el nimero de cé&lulas
germinales se reduce un 98% de forma similar que en mamiferos.
En relacién con la atresia folicular, entre el dia 15 y 36 se
elimina mds de la mitad de la poblacién folicular, aungque,
foliculos atrésicos se observan en todas las edades (Méndez-

Herrera, 1989).

6. Estructura de la Cortegza

a. Epitelio Superficial. La superficie del ovario esta

cubierta por el epitelio superficial, el cual consiste de una
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sola lamina de células cuya forma varia considerablemente
dependiende de la posicidén que ocupa sobre la superficie gel
ovario. Normalmente son células cfibicas, con un grosor
aproximado de 5 jm y un nicleo redondo. Sin embargo, en areas
donde el epitelio estd bajo tensién como los sitios que rodean a
los ovocitos en r&pido crecimiento, las células epiteliales se
transforman en planas y su nticleo es fusiforme. Sobre los mas
grandes foliculos 1las células se observan siempre escamosas.
Debajo del epitelio superficial se encuentra una delicada capa de
tejido conective denso, la tdnica albuginea, gque surge
aproximadamente el 1l4o. dia de desarrollo embrionario (Hodges,

1974) .

b. El Estroma. Se 1localiza por debajo de la tlnica
albuginea, estd formada por tejido conectiveo laxo, el cual
consiste de un gran nGmerc de fibras de coldgena de grosor fino y
medio, en cuya estructura se localizan gran cantidad de peguefios
vasos sanguineos, con diferentes tipos celulares dispersos,

donde el fibroblasto es la cé&lula predominante (Hodges, 1974).
c. Otros Tipos Celulares

Eosindfilos. Se localizan de manera aislada o en grupos, en
la parte externa de la corteza, particularmente en ovarios
maduros.

Células Intersticiales. En el ovarioc maduro estas células
se pueden organizar en grupos o nidos y localizarse en la médula,
en el estroma cortical o en la teca folicular. Respecto a su

origen se ha sugerido que todas son derivadas de un sélo tipo
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celular, el cual se origina en la médula del embrién y migra a su
localizacién definitiva durante el desarrollo del ovario. Las
células intersticiales son redondas o poligonales, con un nGcleo
redondo u ovoide. Su citoplasma es claro, tal vez debide a la
presencia de un gran nimero de vesiculas lipidicas. En el ovario
maduro casi no se observan, presumiblemente porque se han
incorporado a la teca folicular (Hodges, 1974).

Células Vacuolares. Se aprecian particularmente en la
corteza de ovarios viejos. El citoplasma de estas células
contiene numerosas vacuolas de grasa, su nlcleo es pequefioc y con
apariencia de estar en proceso de degeneracién. Tienen similitud
con las células granulosas en degeneracién de foliculos

postovulatorios (Hodges, 1974).
d. Ovocito.

En la corteza ovarica, ‘todos los ovocitos son del tipo
primario hasta poco antes de la ovulacién. La maduracidn se
inicia en el foliculo totalmente desarrollado y es concluida en

el oviducto. Comprende dos divisiones sucesivas y diferentes, la
primera divisién origina un ovocito secundario y el primer cuerpo
polar, ocurre aproximadamente 2 h antes de la ovulacién, y puede
estar bajo contrel de la hormona luteinizante (LH) (Gilbert,
1971a).

La segunda divisién de maduracién ocurre en el oviducto,
subsecuente a la ovulacién (donde, tal vez la penetracién del
espermatozoide es esencial para que esta divisién pueda ocurrir).

Se presenta la reconstitucién de la cromatina dentro de una
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definitiva membrana nuclear y se forma el pronficleo femenino. En
las aves la hembra es el sexo heterogamético (ZW), y el macho el
homogamético (22), (Merchant-Larios, 1978); por tanto, el sexo
del futuro embridn es determinado antes de la ovulacién por la
hembra y no en el momento de la fertilizacién como en mamiferos
(Gilbert, 1971a).

Los ovocites en desarrollo miden en promedio de 30 a 400 um
de diémetro. Ccada ovocito consiste de un nGclec o vesicula
germinal en posicidn central, con uno o dos nucledlos y cromatina
difusa. En todos los ovocitos mayores a 200 pam de didmetro, se
encuentra a un lado del nicleo una masa granular, el cuerpo de
Balbiani, el cual consiste de esferas de vitelo, mitocondrias y
el complejo de Golgi (Hodges, 1974)

El depésito de vitelo durante el desarrollo post-embrionario
del ovocito, puede ser dividido en 3 fases: (1) Un periodo de
lento crecimiento por el almacenamiento de vitelo, que consiste
principalmente de grasa neutra, perdurable por meses o incluso
afios, (2) una fase intermedia, cuando algo de proteina de vitelo
es adicionada, 1la cual dura cerca de 60 dias, y (3) el periodo
final, de 7 a 11 dias, momento en el gque la mayor parte de vitelo
se agrega y el ovocito incrementa su peso de 0.5 g a 19 g. En
esta etapa el ovocito puede culminar con la ovulacidén, o la

atresia folicular (Gilbert, 1971a).
7. Estructura del Foliculo Maduro
El término foliculo (del lat. folliculus), significa cripta

o pequefio saco. La parte mis sobresaliente de un ovario activo
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es un gran nGmero de grandes foliculos, los cuales estéan
atravesando los estadios finales de rapido crecimiento y
acumulacién de vitelo. Tales ovocitos miden normalmente de 1.5 a
3.5 cm de didmetro y estadn encerrados dentro de foliculos
sostenidos por un tallo, debido a esto, los foliculos se
proyectan de la superficie del ovario (Hodges, 1974).

La pared del folicule maduro est& constituido de adentro
hacia afuera por las siguientes partes: membrana vitelina, zona
radiata, lamina perivitelina, granulosa, membrana basal, teca
interna, teca externa, tejido conectivo derivado del estroma
ovdrico, epitelio superficial y el tallo folicular (Gilbert,
1971a) Fig. 6

El tallo folicular o pediculo, consiste de vasos sanguineos,
nervios con fibras colinérgicas y adrenérgicas (Callebaut, 1988)
y fibras musculares lisas intercalados en el tejido conectivo.
Periféricamente, cubriendo el tallo y al foliculo, se localiza el
epitelio superficial ciibico o plano, por debajo de este se sitlGa
el tejido del estroma cortical, el cual en los foliculos més
grandes puede reducirse a una muy delgada l&mina de tejido
conectivo laxo (Gilbert, 1971a).

El estigma es una banda blanca en la superficie de los
foliculos, se localiza opuesta al tallo. BEs normalmente una
banda simple que mide cerca de 2 o 3 mm-de grosor y que puede
llegar a trifurcarse; en un foliculo maduro es claramente visible
debido a que es relativamente avascular. Es una regién
especializada de la pared folicular, que se rompe en el momento
de la ovulacidén para la liberacién del ovocito Fig. 6 (Gilbert,

1971a; Hodges, 1974).
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Estigma

—

Teca sxierna Membrana basa!

Teca inferng Granulosa
Envoltura de Ovacito S Membrana vitelina
Tejido conactive Zong radiata

e witeli
Epitelio superticial Lamina perivifelina

- Tallo folicular

Fig. €6 Diagrama de la estructura folicular. Las dimensiones de
las estructuras han sido amplificadas.

El foliculo propiamente dicho, consta de: la membrana
vitelina, zona radiata, lamina perivitelina, membrana granulosa o
epitelio folicular, membrana basal, teca interna y teca externa

(Hodges, 1974).

8. ULTRAESTRUCTURA DEL FOLICULO OVARICO (Ovocito en Interfase)

Membrana granulesa. La membrana granulosa o epitelio
folicular es la lamina de células inmediatamente adyacentes al
ovocito, las cuales lo rodean y es avascular (Gilbert, 1971a).

Los ovocitos primordiales estdn asociados con algunas células
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foliculares planas, cuyo citoplasma muestra un pobre desarrollo
de organelos y RNA; también se aprecian algunas inclusiones
lipidicas compuestas de fosfolipidos y triglicéridos (Guraya,
1978). Con el desarrolle del ovocito, en foliculos
previtelogénicos en crecimiento, las células foliculares se
incrementan en ndmero para formar una sola lédmina de células
cibicas (Lofts y Murton, 1973). En ovocitos de tamafio intermedio
(aproximadamente de 0.4 mm - 4.0 mm), el epitelio gradualmente se
desarrolla a pseudoestratificado cilindrico. Las células
foliculares se tornan largas debido al desarrollo de organelos Yy
citoplasma, su nlcleo es ovoide y en el se observa un prominente
nucléolo. En este estadio intermedio de crecimiento del ovocito,
es cuando el epitelio alcanza su mixima altura, pero su tamafio es
otra vez reducido en los grandes foliculos vitelogénicos, y el
epitelio pseudoestratificade cilindrico es finalmente cambiado a
una sola l&mina, consistente de células cGbicas o planas. La
estructura pseudoestratificada del epitelio folicular, responde a
un proceso de adaptacién a las demandas del ovocito en ré&pido
crecimiento (Guraya, 1978).

En el citoplasma de los foliculos previtelogénicos grandes y
vitelogénicos tempranos, se aprecia una masa baséfila
yuxtanuclear (reticulo endoplésmico rugoso y ribosomas libres,
ricos en RNA y proteinas), complejo de Golgi, mitocondrias, Yy
grdnulos lipidicos de tamaifio variable; consistentes
principalmente de fosfolipidos y algunos triglicéridos. También
se observan centriclos, filamentos finos, microtGbulos y gré&nulos

de gluctgeno. La presencia de un bien desarrollado reticulo
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endoplismico rugoso, y muchos ribosomas 1libres en 1las cé&lulas
foliculares, es indicativo de su alta actividad de sintesis,
necesarios para la secrecién de las cubiertas del ovocito. El
complejo de Golgi adyacente al reticulo endoplismico rugoso,
muestra un menor desarrollo en la fase tardia del crecimiento del
ovocito, sugiriendo que su actividad secretoria es mayor en los
ovocitos previtelogénicos. El observar abundante RNA en el
citoplasma de las células rfoliculares, es sugestivo de una gran
actividad nuclear. Los gréanulos lipidicos parecen ser
transportados de las células foliculares al interior del ooplasma
Yy presumiblemente son los precursores del vitelo. ILa acumulacién
de glucdgeno en la superficie externa, indica que también pueda
ser transportado al ovocito (Hodges, 1874; Guraya, 1978). Por
tanto, las posibles funciones de las células foliculares parecen
ser: secretar lipidos, glucégeno, proteinas, y RNA ; y estos
migran a través de la célula folicular hasta el interior del
ovocito. Esta conclusién est& basada principalmente en
consideraciones de sus caracteristicas citolégicas,
autorradiograficas e histogquimicas. Es posible gque estas
sustancias sirvan principalmente para nutrir al ovocito, puesto
que es una célula excepcionalmente grande, la cual es encapsulada
por las células foliculares; y de esta forma, ayuden a preparar
al ovocito para la fase final de formacién de vitelo, y 1la
embriogénesis temprana. Los procesos de pinocitosis, fagocitosis
y difusién, 3juegan un papel esencial en la transferencia de
sustancias a través de las membranas de las células foliculares y

el ovocito de los foliculos en crecimiento.
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Simultaneamente, las células foliculares durante el periodo
preovulatorio empiezan a desarrollar las caracteristicas
citolégicas de células secretoras de esteroides, en lugar de
células que sintetizan proteinas (Guraya, 1978).

Células tefiidas de oscuro y claras han sido demostradas en
el epitelio folicular de varias especies de aves. Las células
oscuras, estén en procesos de degeneracién y son gradualmente
resorbidas, sus productos consisten de DNA, RNA, proteinas y
lipoproteinas, aparentemente sirven para nutrir al ovocito aviar
en crecimiento. Esto constituye un proceso de adaptacién
interesante, mediante el cual varias células foliculares
degeneran para proporcionar, directa o indirectamente, sustancias
para el desarrollo del ovocito en sus procesos de crecimiento, y
también para la embriogénesis temprana (Guraya, 1978).

Las células epiteliales foliculares poseen en su superficie
apical protuberancias, las cuales se proyectan en el interior de
la membrana del ovocito. Estas protuberancias constituyen
adaptaciones poco comunes de la superficie de membrana, que dan
origen a organelos membranosos altamente especializados
caracteristicos de los foliculos previtelogénicos en desarrollo
de los ovarios en aves, denominados <<lining bodies>>, y se
considera que juegan un papel esencial en la formacidén temprana
de vitelo. Estos <<lining bodies>> sélo se presentan en aves vy
tortugas, mis no en otras especies de vertebrados (Hodges, 1974;
Guraya, 1978).

Los <<lining bodies>> también se conocen con los siguientes

nombres: transosomas, premitocondrias, organelos UGnicos en su
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género, macrocuerpos, cuerpos vesiculares y membranas terminales.
Se han identificado cinco categorifas de <<lining bodies>>: (la.)
vesiculas pequefias de superficie lisa (de aproximadamente 40 nm),
localizadas en el citoplasma, (2a.) vesiculas grandes de
superficie lisa (0.5 jpm), que contienen material finamente
granular, (3a.) vesiculas de tamafio similar al anterior, pero que
contienen material electrodenso parecido a lisosomas, (4a.)
parches, los cuales son probablemente grasa neutra, y (5a.)
vacuolas grandes vacias, quienes pueden formar un sistema de
intercomunicacién (Hodges, 1974).

Estas estructuras membranosas que se originan del epitelio
folicular aumentan en namero justo antes del depésito de vitelo.
También se ha postulado que corresponden a bolsas de ribosomas,
que al situarse en el interior del ovocito son activos en la
elaboracidén de enzimas involucradas en la organizacidn,
modificacién y eventual lisis de grénulos de vitelo. Finalmente,
se sugiere que intervienen en 1la transferencia de materiales de
las células foliculares al ovocito, donde pueden actuar como un

estimulo (Guraya, 1978).

Membrana vitelina. Es la membrana limitante del vitelo, con
apariencia granular y fibrilar, su principal constituyente es 1la
membrana plasmatica del ovocito. Se le considera una membrana

primaria, ya que se origina del propio ovocito.

Zona radiata. En los estadios iniciales del desarrollo
folicular, la membrana celular del ovocito y del epitelio

folicular se encuentran unidas por medio de desmosomas. No se
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obgserva en este momento ningin tipo de material. Con el
crecimiento del ovocito, alge de sustancia PAs-posiﬁiva empieza a
acumularse entre la membrana plasmatica del ovocito y 1la
membrana apical de las c¢élulas foliculares; esto es el inicio de
la formacién de una zona de material PAS-positiva, la cual
también tifie para proteinas, consiste principalmente de
glucoproteinas. En la parte mds interna de esta area de material
homogénea, una zona estriada se desarrolla, la cual es denominada
zona radiata. lLas estriaciones _cﬁrresponden a las
microvellosidades que se originan de la superficie del ovocito,
que junto con los procesos celulares del epitelio folicular gque
se proyectan hacia el ovocite, forman la zona radiata (Guraya,
1978) .

Wyburn et al., (1965) indica gue la zona radiata se encuentra
presente en todos los foliculos, a partir de los 7 mm de didmetre
(foliculos de crecimiento répido, 8 a 9 dias preovulatorios), y
que ultraestructuralmente esta formada por tres elementos que
son: los procesos citoplasmicos del ovocito y los de las células
granulosas y entre ambas, la sustancia granular de la lamina
perivitelina. Esta apariencia estriada de la membrana plasmatica
del ovocito, se mantiene a lo largo de todo el periodo
preovulatorio, y se piensa dque favorece la absorcién de
sustancia sustancias necesarias para la sintesis de vitelo.

Esta zona de aproximadamente 5 um de grosor, no es
estrictamente una membrana, pero es la regién de contacto entre
el ovocito y el foliculo (Gilbert, 1971a). Se piensa dque la

funcién de esta adaptacién estructural es aumentar la superficie
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de absorcién del ovocito y facilitar el transporte de material
nutritivo hacia &1, directa o indirectamente, desde las
proyecciones de las células foliculares, por lo que los procesos
de difusién, pinocitosis y fagocitosis juegan un papel

importante (Guraya, 1978).

Lamina perivitelina. Es una zona delgada acelular,
probablemente secretada por las células granulosas. En el
foliculo temprano escasamente mide 1 um de grosor, pero se
incrementa a 3 pm en promedio antes de la ovulacién (Gilbert,
1971a). La lamina est& constituida por una sustancia granular y
material electrodenso que le da una apariencia homogénea, por lo
que se le considera una membrana secundaria del ovocito. Aparece
en los foliculos de 7 mm y mide 1 um de grosor, en los foliculos
de 15 mm (fase de crecimiento ra&pido, 5 dias preovulatorios), se
ensancha, a cerca de 2 um y se observan ademads elementos
fibrilares. La lamina perivitelina separa la superficie apical
del epitelio folicular de la membrana del ovocito, y se extiende
dentro de la zona radiata. Se considera que es el equivalente a

la zona pelficida en mamiferos (Wyburn et al., 1965).

Membrana basal. Separando las células de la teca interna de
la membrana granulosa, se localiza una membrana basal distintiva,
de aproximadamente 1 um de grosor, de composicién glucoproteica
(Hodges, 1974). El desarrollo de 1a‘ﬁembrana basal varia
enormemente en los diferentes estadios del crecimiento folicular,
y constituye una barrera de permeabilidad selectiva entre 1la

capa granulosa y la l&mina tecal. Sus caracteristicas
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biogquimicas y biofisicas cambian durante la maduracién de la
pared del foliculo, suministrando los regquerimientos
nutricionales y metabdlicos del ovocito en crecimiento. En el
andlisis bioguimico se identifica un componente finamente
fibrilar gque corresponde a coligena y un material amorfo de
glucosaminoglicanos (Guraya, 1978) vy fibronectina, cuya
produccidn es activada por la hormona luteinizante (LH) (Asem et

al., 1992).

Membrana tecal. Ia teca consiste de células del estroma,
fibras de coldgena, vasos y capilares sanguineos; la vasculatura
sanguinea y la red de coldgena progresivamente se incrementa con
el desarrollo del foliculo. En la pared de los grandes
foliculos, las fibras de coligena forman haces sobresalientes
organizados concéntricamente. La membrana tecal se divide en,
teca interna y teca externa, y estd separada de la capa

granulosa por la membrana basal (Guraya, 1978) .

Teca  interna. Esta l&mina es mucho més delgada que la
externa, ya gue en relacién con esta, solamente ocupa un tercio o
un cuarto de su grosor. Consiste de una lémina} compacta de
células fusiformes, la wmayoria de las cuales parecen ser
fibroblastos con fibras de coldgena entremezcladas, y células
productoras de esteroides, descritas inicialmente por Dahl
(1970).

Wyburn et al., (1965) divide a la teca interna en 3 léaminas:
una lamina interna delgada de fibras de coldgena, una lé&mrina

media que consiste predominantemente de fibroblastos y una
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lamina externa de células denominadas vacuoladas por sus
caracteristicas morfolégicas. Actualmente se sabe que la
principal poblacidén celular de la teca interna corresponde a las
células vacuoladas, también conocidas como intersticiales,
glandulares o esteroidogénicas (Nitta et al., 1991b). Con
relacién a la diversa nomenclatura que se emplea en la
literatura para citar a estas células, considero que no es
correcto denominarlas intersticiales, puesto que presentan una
localizacién definida en la teca interna, ni tampoco glandulares
ya que es obvio que son células con caracteristicas secretoras;
por lo que un nombre que precisa su posicién y funcién, es el de
célula esteroidogénica tecal (razdén por la cual, es el término
que seri empleado en el presente estudio).

El grosor de las tecas interna y externa, asi como su
estructura, tienden a variar de acuerdo con el tamafio del
foliculo (Hodges, 1974). No existe diferenciacién de la membrana
tecal entre su porcién interna y externa en el estadio de 1 mm.
Hasta el momento en que el didmetro se incrementa a 2 mm, son
visibles ambas capas (Wyburn et al., 1965; Hodges, 1974).

Las células esteroidogénicas tecales desarrollan
gradualmente los organelos caracteristicos de las células que
secretan esteroides: incremento de reticulo endopldsmico 1liso,
mitocondrias con crestas tubulares y el aumento de vesiculas
lipidicas (Dahl, 1970; 1971). Estudios realizados a nivel
ultraestructural e histoquimico muestran que las <células
esteroidogénicas tecales poseen la maquinaria citoplésmica para

la biosintesis de hormonas esteroides y constituyen elementos
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esenciales durante la maduracién de la pared folicular. Cé&lulas
similares se han observado en la teca interna del gorrién y grajo
(Lofts y Murton, 1973). Las células epiteliales foliculares, sin
embargo, no poseen las caracteristicas de células secretoras de
esteroides durante el desarrollo folicular, como ya se sehald,
lo que indica gque 1las células esteroidogénicas tecales,
constituyen las células secretoras mis importantes a través del
proceso de maduracién (Guraya, 1978).

En cuanto al origen de las cé&lulas esteroidogénicas, Gilbert
{(1971b) sugiere gue todas las células localizadas en la médula,
corteza y teca derivan de un sélo tipo celular, que se origina
en la médula embrionaria y migra a las otras regiones durante el
desarrollo ovarico; aunado a la similitud histoldégica gque
presentan las células esteroidogénicas de la médula y la corteza.
M&s recientemente, se han identificado células esteroidogénicas
tipicas a partir de los 7 dlas de desarrollo embrionario; y entre
los 15 a 19 dias, éstas se situan en la porcién médular y en la
médula yuxtacortical del ovario (Avila et al., 1991). Por otro
lado se ha descrito un compartimento epitelial en la médula
yuxtacortical del ovario de pollitas recién nacidas y se han
reconocido 2 tipos celulares: células esteroidogénicas tipicas y
células poco diferenciadas, por lo gue se piensa gque tal vez los
precursores de las células esteroidogénicas de la teca interna,
se originen de esta porcidn (Pedernera et al., 1988).

A través del desarrollo folicular 1las células poco
diferenciadas migran hacia los foliculos en desarrollo y

originan las células esteroidogénicas tipicas, gque ‘'se localizan
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en la teca inmediatamente después de la capa fina de fibroblastos
que rodea a la capa dJgranulosa. De esta manera las células
esteroidogénicas tipicas se van organizando en la lémina tecal de
los diferentes tipos de foliculos pequefios. En los foliculos
corticales y foliculos pequefios blancos se aprecia una lé&mina
tecal simple, la cual presenta células esteroidogénicas tipicas,
que a partir de este momento ya se pueden denominar células
esteroidogénicas tecales (CET); los foliculos grandes blancos con
una distintiva teca interna y teca externa, muestran CET en ambas
laminas, estando en mayor proporcién en la teca externa; y en los
foliculos pequefios amarillos las CET se sitGan en la teca
interna, quedando anatémicamente separadas de la teca externa.
A partir de este momento la localizacién de las CET, en la teca
interna de la pared folicular, gueda perfectamente definida

(Nitta et al., 1991a).

Teca externa. La teca externa normalmente comprende la
mayor parte del grosor de la pared folicular. Periféricamente se
fusiona con el tejido cortical adyacente e internamente linda con
la teca interna. Esta constituida por tejido conectivo denso
fibroso, con fibras de coldgena que se organizan de manera
paralela concéntricas al foliculo. Las fibras son m&s gruesas y
aparentes en la unién entre teca interna y externa. Numerosas
hileras de fibroblastos se sitflan entre ias fibras, y también se
llegan a observar escasas fibras elasticas diseminadas en esta
lamina. De acuerdo a Nitta et al., (1991b), los fibroblastos
localizados en esta capa presentan una modalidad fisiolbégica

diferente que afin no esti bien definica.
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La teca externa contiene ademds fibras musculares lisas,
aunque la descripcidén de su distribucién y organizacién varia
considerablemente; cerca del tallo son mas gruesas y se adelgazan
hacia la zona ecuatorial del foliculo, no siendo apreciables en
la porcién distal del mismo (Hodges, 1974).

Guraya (1978) reporta la presencia de células
indiferenciadas parecidas a fibroblastos, las cuales muestran
elementos de reticulo endoplasmico granular, ribosomas libres,
mitocondrias y una pequefia zona de Golgi.

En el estudio de foliculos preovulatorios a nivel de teca
externa, se indica 1la existencia de islotes de células
epiteliales relativamente indiferenciadas, delimitados por una
lamina basal, localizados entre las hileras de fibroblastos.
Ultraestructuralmente estas células epiteliales presentan un
nicleo alargado con heterocromatina periférica y un evidente
nucléolo, su citoplasma muestra poco reticulo endoplédsmico
rugoso, polisomas, mitocondrias con crestas lamelares, vy
ocasionalmente se observan inclusiones lipidicas (Veldzquez et
al., 1991). Por otro lado, en la médula yuxtacortical del
ovario de pollitas recién nacidas, se ha descrito la presencia de
células poco diferenciadas (Pedernera et. al., 1988). Por lo que
es posible que esta subpoblacién identificada en pollitas, podria
ser encontrada en la teca externa del ovario adulto.

En la codorniz japonesa, entre las células superficiales de
la teca externa, se ha descrito la presencia de una porcién del
sistema <<chordolacunar>>, el cual corresponde a espacios o

lagunas gque pueden estar implicados en la expansidén de los
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grandes foliculos para el rapido crecimiento del ovocito aviar
{Callebaut, 1988). En esta misma especie, se sefiala 1la
existencia de <<black holes>>, qgue son interrupciones circulares
de la teca externa y contienen una vena radial en forma de
embudo. El namero de <<black holes>> se incrementa paralelamente
con el desarrollo folicular, parecen constituir un sistewma de
adaptacidén de la teca y sistema circulatorio para el ré&pido
crecimiento folicular. Asi mismo, podirian funcionar como
valvulas locales para la regulacidn de la circulacién sanguinea a
través de la teca interna (Callebaut et al., 1950).

Callebaut gt al., (1990) indica gque se presenta un
incremento prolongado en el nfimere de c&lulas tecales durante el

periocdo de rapido crecimiento folicular. Sin embargo, no precisa

sl &sto ocurre en teca interna o externa.

IRRIGACION SANGUINEA DEL FOLICULO MADURO

La irrigacidn sanguinea del foliculo maduro ha sido descrita

en detalle por King (1982), y corroborada por Callebaut (1988).

S8istema arterial. Las arterias foliculares son mucho nas
simples y espaciosas gque las venas. Surgen como ramas de las
arterias contorneadas en la zona vascular del ovario. Existen de
dos a cuatro en cada foliculo maduro. Después de pasar a través
del talle folicular las arterias se ramifican en una lamina
arterial externa y media, donde existe una red de venas,
fundamentalmente entre las laminas venosas externa y media a

nivel del tejido conectivo del estroma. Posteriormente, las
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arteriolas penetran en la teca externa y forman una importante
"red capilar arterial" por debajo de la membrana basal en la teca
interna. Esta red de capilares est& intimamente unida a 1la
membrana basal de la capa granulosa, pero nunca penetra en ella.

Fig. 7

8istema venoso. Comparadas con las arterias, las venas
foliculares parecen ser sumamente amplias y mucho mds complejas.
Forman tres capas distintas de venas interconectadas, dispuestas
concéntricamente alrededor del ovocito en crecimiento: 1) Red
venosa interna, formada por capilares venosos que rodean a la
capa granulosa y gque se continGan directameﬁte de la red capilar
arterial, drenan por vénulas a la lamina venosa media; 2) La
lamina venosa media, formada por una red profusa y extensa de
venas anastométicas en el tejido conectivo del estroma que rodean
la teca externa, drenan en la 1l4amina venosa externa; 3) La
ldmina venosa externa o plexo venoso es la mé&s simple y estéa
formada de venas tipicas en las regiones periféricas del estroma
de la pared folicular. Drenan en dos o cuatro venas del tallo
folicular. Fig. 7

Se ha demostrade que los cinco feoliculos preovulatorios
reciben aproximadamente el 50% del flujo sanguineo total ovarico,
con un incremento progresivo del flujo éanguineo durante la
maduracién folicular, del foliculo F5 ai foliculo F1, siendo
mayor en este (ltimo, mientras que en el foliculo postovulatorio
hay un dramitico descenso. El alto flujo sanguineo a los cinco
principales foliculos preovulatorios puede explicarse por, la

necesidad en el transporte de precursores para la deposicién de
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vitelo, asi como el suministro de oxigeno y nutrientes esenciales

para la esteroidogénesis (Scanes et al., 1982).
INERVACION DEL FOLICULO MADURO

El foliculo se encuentra muy inervado con células y fibras
nerviosas. La pared tiene una inervacidén similar a la del tallo
folicular, pero es menos profusa. S6lo unas cuantas fibras
alcanzan la capa granulosa pero ninguna lo penetra. A través de
las paredes del foliculo existe una extensa red de fibras

colinérgicas y adrenérgicas (Callebaut, 1988). Las neuronas
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ganglionares estin situadas en el tallo folicular. Muchos de los
nervios son eferentes a los vasos sanguineos y misculo liso
folicular, y también se presentan fibras nerviosas aferentes

(King, 1982).
9. FOLICULOS ATRESICOS Y POBTOVULATORIOS

Foliculos Atrésicos. Los foliculos atrésicos son normalmente
encontrados en ovarios actives y se ha .clasificado tres tipos
diferentes de atresia. La primera es la mids com@n Yy se presenta
en foliculos de aproximadamente 500 um de diametro, donde las
células granulosas empiezan a proliferar hasta que 1llenan al
foliculo casi completamente y el ovocito disminuye su tamafio.
Esta masa celular es invadida por células de 1la teca, dando
origen a una masa celular heterbgenea. Finalmente, esta masa se
hialiniza y se transforma en una cicatriz de tejido ccnectivo
fibroso.

La segunda es la mAs comGn encontrada en aves viejas. La
capa granulosa y tecal presentan hipertrofia e hiperplasia, el
ovocito y la granulosa experimentan degeneracidén drasa. El
foliculo eventualmente se colapsa, hialiniza y 1las células
foliculares migran hacia el estroma.

La tercera ocurre en ovarios jévenes o viejos asociada a
foliculos de mds de 1.5 mm en diametro, en 1os' que la capa
granulosa permanece inactiva, mientras gue la l&mina tecal
presenta una extensa vascularizacién e hipertrofia. Més tarde la
granulosa prolifera y eventualmente llena al foliculo totalmente.

Posteriormente experimenta degeneracidn y se forma una cicatriz,
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la cual es més grande gue en los otros dos casos (Hodges, 1974).

Foliculos Postovulatorios. Inmediatamente después de 1la
ovulacién el foliculo se contrae, las cé&lulas de la granulosa
presentan hiperplasia y debido a esto las paredes se engrosan.
El foliculo experimenta una total regresién y es.eventualmente
reabsorbido dentro de la masa del ovario. En un ave con postura
activa, de cuatro a seis foliculos postovulatorios en diferentes
estadios de regresi6n, son generalmente observables (Hodges,
1974).

Saidapur (1982) ha estudiado en detalle la estructura y
funcién de los foliculos postovulatorios en los ovarios de
vertebrados no mamiferos. Las especies Qe aves gue mas se han
estudiado son la paloma y la gallina, los cambios histolégicos
gue ocurren durante el periodo de vida del foliculo
postovulatorio, son en forma general los siguientes:

Estadio 1. Después de la ovulacién se forma un nuevo
folicule postovulatorio, el cual se encoge réipidamente por 1la
contraccién de la teca, las células de la granulosa empiezan a
hipertrofiarse y algunas se desprenden. La hemorragia de 1los
capilares tecales puede ocasionar que se observen eritrocitos
entre las células granulosas.

Estadio 2. Las células granulosas hipertrofiadas tienen una
apariencia de sincicio y dan un aspecto multilaminar; la membrana
basal se rompe en algunas zonas. Las céiulas de la granulosa y
la teca interna se observan vacuoladas y debido a la hemorragia
de los capilares de la teca, se aprecian eritrocitos en 1la
granulosa asi como en el lumen folicular. La teca externa se

empieza a transformar en una capa més fibrosa.



Estadio 3. Se presenta contraccidén del foliculo, su lumen
ahora estd ocupado por las células granulosas y el punto de
ruptura folicular ya no es evidente. Las c¢élulas granulosas son
altamente vacuoladas y pueden contener pigmentos; 1la membrana
basal empieza a fragmentarse y gradualménte desaparece. Los
fibroblastos invaden la masa de células granulosas y la teca
interna.

Estadic 4. El foliculo postovulatorieo disminuye en tamafio
en forma notoria. Las c¢élulas granulosas tienen nfGcleos
picnéticos, incremento en las vesiculas lipidicas, desintegracién
de varios organelos celulares y, finalmente, desaparicién de la
misma. Ambas laminas tecales se observan muy fibrosas y no son
distinguibles. Los procesos degenerativos continuan y son
dificiles de distinguir con los foliculos atrésicos. Cuando
concluye la regresidn, los restos ~ de los foliculos
postovulatorios pasan a formar parte del estroma ovdrico y tal
vez los elementos tecales sean reciclados.

En aves, las cuales son exclusivamente oviparas, el foliculo
postovulatorio se organiza de manera simple . y tiende a
involucionar répidamente, es transitorio, y aunqgue se mantiene
activo durante 3-4 dias, es mas funcional las primeras 24 hs,
permaneciendo reconocible por 10~15 dias. Parece ser gue sus
funciones est&n asociadas con la estimulacidén y control de 1la
actividad del oviducto, transporte del huevo, oviposicidén, y
comportamiento de nidacidn. Al respecto, cuandc el foliculo
postovulatorio es ligado o removido, se presenta retardo en la

oviposicién y el instinto de nidacidén es abolido.
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MADURACION Y MORFOLOGIA DE LA PARED FOLICULAR

EN MAMIFEROS

A diferencia de las aves, logs mamiferos han recibido
especial interés con respecto a la estructura de su pared
folicular, 1la cual ha sido ampliamente estudiada por medio de

diversas técnicas.

Foliculogénesis. La foliculogénesis en mamiferos varia en
las diferentes especies, por ejemplo en el humano, mone, ovino,
vaca, caballo cerdo y cuyo, en gue el ovocito se encuentra en la
profase meidtica, la organizacién del foliculo empieza en la vida
embrionaria, mientras que en la rata, ratdn, visén y gato, la
profase meiética se inicia durante la vida embrionaria y la
formacién de foliculos solamente durante la primera y segunda
semana después del nacimiento (Greenwald y Terranova, 1988). Un
elemento sumamente importante para la foliculogénesis, es la
presencia de ovecitos en la gbnada, puesto que son esenciales
para el establecimiento de los foliculos primordiales (Merchant-~
Larios y Taketo, 1991), asi como la presencia de un mesonefros
diferenciado (Merchant-Larios y Chimal-Monroy, 1988). ©Por otro
lado se postula gque en mamiferos, 1las células germinales
primordiales actuan como centros de diferenciacidn én las células
granulosas y tecales para el inicio de este proceso (Merchant,
1975) .

La génada indiferenciada XX estd constituida por cordones

sexuales, los cuales estén formados por la asociacién de células
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epiteliales (pregranulosas) y células germinales primordiales,
Yy el conjunto celular envuelto por una membrana basal (Escalante-
Alcalde y Merchant-Larios, 1992). La foliculogénesis se inicia
por una activa participacién de las células epiteliales dentro de
los cordones sexuales, quienes envian procesos éitoplésmicos
entre los ovocitos, se adhieren a su superficie y establecen con
ellos intimo contacto, dando origen al epitelio folicular o capa
granulosa (Merchant-Larios y Chimal-Monroy, 1989). La
individualizacién de los foliculos se presenta con la formacién
de la membrana basal, guien durante la morfogénesis, separa
células con diversas lineas de diferenciacién (Merchant-Larios,
1980), segrega a los compartimientos epitelial y estromal,
posteriormente surge la proliferacién e invasién de células
endoteliales provenientes de vasos sanguineos y de diversos tipos
celulares estromales del tejido conective (Merchant-Larios y
Taketo, 1991). '

La fragmentacién de los cordones sexuales da origen a los
foliculos y es posible que el ovocito controle este fenémeno
{Merchant-Larios, 1976). Una vez que ocurre la fragmentacidén de
los cordones sexuales, la foliculogénesis concluye (Merchant-
Larios y Chimal-Monroy, 1989). De esta manera el producto final
de la foliculogénesis, es una unidad independiente denominada

foliculo primordial (Peters, 1978).

Desarrollo Folicular. Se inicia tempranamente durante el
periodo fetal y continua ciclicamente a través de la vida
reproductiva, con una serie de cambios estructurales (Hirshfield

y Midgley, Jr., 1978). En los mamiferos los foliculos se
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clasifican con base en criterios morfolégicos y fisioldgicos. En
relacién al primero, tenemos el tamafio del ovocito, el nGmero de
laminas de las células granulosas, la presencia de un antro
folicular y de una teca interna y externa bien definida, y de
esta forma al tener todas sus partes, se considera el tamafio
total del foliculo (Centola, 1983).

Conforme va transcurriendo el desarrollo folicular, la
transicién de un foliculo primordial a un foliculo en crecimiento
involucra modificaciones del ovocito, las células foliculares, y
del tejido conectivo del estroma periférico. Asi, los foliculos
se clasifican en: (1) Foliculos primarios, (2) foliculos
secundarios o antrales, y (3) foliculos terciarios, de Graaf o
Preovulatorios, en los cuales existe ademis la subdivisién Qe
pequefios, medianos y grandes (Centola, 1983). A continuacidén se
hard una breve descripcién de estos tipos foliculares y, al mismo
tiempo, se marcarédn las principales caracteristicas morfoldgicas
diferenciales que existen entre el foliculo de mamifero y el

foliculo en las aves,

Foliculos Primordiales. Esta&n localizados en la corteza
oviArica, Jjusto por debajo del epitelio superficial, formando
pequefios grupos de foliculos primordiales. Consisten de un
ovocito primario, rodeado por una l&mina simple de 3 6 4 cé&lulas
foliculares planas, descansando sobre una membrana basal.
Constituyen el <<pool>> de futuros foliculos que ovular&n o bien
se convertiran en atrésicos (Bjersing, 1978). El tamafio del
<<pool>> de foliculos primordiales, parece ser el factor

determinante en regular el ndmero de foliculos gque entrarén a la
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fase de crecimiento, proceso que ha sido demostrado ser
independiente de gonadotropinas, por lo dque se sugiere 1la
existencia de una regulacidtn intraovarica durante los primeros
pasos de desarrcllo folicular (Gougeon y Chainy, 1987). El
ovocito primaric se encuentra en estado de dictioteno vy asi se
mantiene hasta el reinicio de la meiosis 36-48 h pre-ovulacién.
Presenta todes los organelos celulares (siendo prominentes las
mitocondrias, el reticulo endoplasmico rugoso y el aparato de
Golgi, también se observan algunas vesiculas lipidicas); en esta
etapa no tiene actividad nuclear, pero si citoplésmica (Centola,
1983),

Membrana Basal. La teca interna y su suministro vascular
esta4n separados de la capa granulosa avascular por la membrana
basal (Clement, 1987). Este limite esta compuesto de, colégena
tipo 1V, fibronectina, heparin sulfato -proteoglicano~ (Lipner,
1988) y laminina (Merchant-Larios et al., 1993}.

Foliculo Primario. Consiste de un ovocito rodeado por
dos, o cuatro laminas de células foliculares. E1 crecimiento y
transformacién de un foliculo primordial a un foliculo primario,
involucra el crecimiento del ovocito y divisiones mitéticas de
las cé&lulas foliculares. Las cé&lulas dgranulosas aumentan de
tamafo, su forma es poliédrica o cGbica, y se observan cambios en
los organelos celulares (las mitocondrias, reticulo endoplésmico
rugoso, ribosomas libres y vesiculas lipidicas gradualmente se
incrementan en nGmero; el aparato de Golgi se hace mé&s notorio).
En la capa granulosa del foliculo humano, se han observado
células claras y oscuras, las segundas contienen gran cantidad de

ribosomas libres (Bjersing, 1978).
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En los estadios tardios del foliculo primario,” se empieza a
acumular un material amorfo entre el ovocito y las células
granulosas, dgue consiste en proteinas y carbohidratos (PAS-
positiva), denominada Zona PelGcida, la cual es sintetizada por
el ovocito (Greenwald y Terranova, 1988), su funcién es
proporcionar un medio efectivo para la transferencia selectiva de

nutrientes de la granulosa hacia el ovocito (Centola, 1983).

La Teca Folicular. El crecimiento de la ldmina granulosa
resulta en cambios del tejido conective que rodea al foliculo en
desarrollo. La l&amina tecal puede ser observada antes de 1la
aparicién de un antro, y se origina de las células situadas en la
capa concéntrica de tejido estromal denso, adyacente al foliculo
flue se estd expandiendo (Roy y Greenwald, 1985). Tal vez su
formacién es inducida durante el desarrollo de la granulosa. La
diferenciacién de la teca ocurre sélo cuando el antro se ha

formado (Bjersing, 1978).

Foliculos 8ecundarios o Antrales (Antro, del gr. antron,
cavidad o espacio). Continua la proliferacién de la granulosa y
al mismo tiempo aparecen dentro de la capa granulosa cavidades
llenas de fluido. En este momento el foliculo mide mds de 200 um
de diametro, y el ovocito en promedio 120 ym. Inicialmente, el
fluido folicular o licor folicular es derivado solamente de la
secrecién de las células granulosas; subsecuentemente, el fluido
recibe contribuciones de los capilares de la teca. contiene

proteinas, esteroides, carbchidratos, y glucosaminoglicanos.
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Estos espacios grandes, intercelulares, 1llenos de fluido
coalescen en una gran cavidad esférica, el Antro Folicular.
Rodeando al ovocito se encuentran las células asociadas, y el
fluido folicular que continua acumulandose. En este momento, el
ovocito y sus células periféricas son desplazadas
excéntricamente.

Con el incremento de flufdo folicular, el ovocito permanece
incluido en una estructura semejante a un montecillo denominada
CGmulo Ovigero, la cual esta formada por células granulosas. Las
células del ctmulo permanecen firmemente adheridas al ovocito
durante el desarrollo folicular, dispersdndose en los estadios
tardios de la maduracién. En los foliculos antrales tempranos,
la capa del cfimulo es bastante delgada y el ovocito estd rodeado
por unas cuantas capas de células. Conforme el foliculo crece,
la asociacién entre el ovocito y las células del clmulo es mras
pronunciada. Tal vez la funcidén del ctmulo ovigerd sea proteger
y aislar al ovocito de su microambiente, asi como la seleccién de
sustancias que se dirigen a &l y de esta manera, es probable que
se mantenga la inmadurez y el arresto meidtico del ovocito
(diploteno), o se reinicie la maduracién en su caso (Centola,

1983).

Capa Granulosa. En foliculos antrales tempranos, las
células granulosas adyacentes a la membrana basal, son altas y
columnares, mientras que las de la porcién superior cercanas al

antro son esféricas y poliédricas (Centola, 1983).
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Lamina Tecal. Con el desarrollo del antro folicular, se
presenta la diferenciacidn de la teca folicular (Clement, 1987;
Greenwald y Terranova, 1988). La regidén més interna de la teca,
la teca interna, es caracterizada por grandes células glandulares
vacuoladas, asi como capilares localizados en un tejido conectivo
laxo reticular. Periférico a esta lamina, una teca externa puede
ser distinguida como una organizacién concéntrica densa de
elementos del tejido conectivo estromal, donde las células que

predominan son los fibroblastos (Bjersing, 1978).

Foliculos Terciariocs, de De Graaf o Preovulatorios. Los
foliculos preovulatorios grandes muestran una proliferacidn
marcada de células granulosas, resultando en aproximadamente B8 a
18 laminas de células. El cGmulo ovigero se ha engrosado
considerablemente. A nivel ultraestructural, se observa en las
células granulosas un cambio a células luteinicas, lo que
involucra la modificacién de varios elementos citoplésmicos, por
ejemplo las mitocondrias se alargan y su complejo sistema de
crestas se torna tubular, el aparato de Golgi es muy prominente.
Disminuye la cantidad de reticulo endoplésmico rugoso y se
observan ribosomas libres. Se presenta un incremento de reticulo
endoplésmico liso, mitocondrias e inclusiones lipidicas; por lo
gue se observa un aumento en el volumen citoplésmico.
Finalmente, después del pico de LH, las células granulosas
experimentan un cambio, entran en un periodo de muy activo

crecimiento y diferenciacién celular (Bjersing, 1978).
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Teca Interna. En el foliculo preovulaforio maduro,
consiste de una lamina gruesa, que mide 30 a 60 um en el humano;
aunque se ha observado que en el humano, porcino y rata a nivel
del cdmulo ovigero, el grosor de la teca interna resulta ser
mayor que en el lado opuesto, durante todo el periodo de vida de
los foliculos en desarrollo (Zecchi y Balboni, 1981). En esta
l&mina se encuentran gran cantidad de capilares, los cuales se
incrementan, alargan y congestionan durante el desarrollo
folicular (Hiura y Fujita, 1977; Lipner, 1988). También se
aprecian abundantes mitosis en las células de la teca (Clement,
1987) . La forma de las células de la teca interna varia
considerablemente en las distintas especies. En los bovinos se
observan fusiformes y epiteloides (Priedkalns et al., 1968); en
los ovinos s=on alargadas (Bjersing, 1978) y globulares (0‘Shea
et al., 1978); en el hamster son redondeadas (Martin y Talbot,
1987) . Morfolégicamente las células de la teca interna, tienen
las caracteristicas de células productoras de esteroides:
presentan en su citoplasma gran nlimero de vesiculas con lipidos,
mitocondrias con crestas tubulares y abundante reticulo
endoplasmico liso (Centola, 1983).

Erickson et al.,(1985) ha descrito ampliamente la estructura
y funcién de las células intersticiales y esteroidogénicas del
ovario, Estas células se originan de una poblacién de células
mesenquimatosas, no especializadas del estroma, con capacidad de
proliferacién y diferenciacidén ulterior. Las clasifica en cuatro
variedades de acuerdo a sus caracteristicas histolégicas y

posicién dentro del ovario (corteza o médula).
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1. Células Intersticiales Primarias. Corresponde a una
poblacién transitoria de la mé&dula, con escasa capacidad de
sintesis de hormonas esteroides.

2. Células Esteroidogénicas Tecales. Constituyen el més
importante grupo de células secretoras, se localizan en la teca
interna de foliculos en desarrolleo, su diferenciacién estéa
asociada con la invasién de arteriolas y 1la formacidén de la
espiral capilar. Se observan dos tipos de cé&lulas en la teca
interna, las claras y oscuras, ambas con caracteristicas de
células esteroidogénicas.

3. Células Esteroidogénicas Secundarias. Se localizan en los
foliculos atrésicos.

4. Células Intersticiales del Hilio. Se sitGan a lo largo del
hilio ovarico en humanos, idénticas estructural y funcionalmente
a las células de Leydig del testiculo, por lo que se piensa que

la célula intersticial del hilio es una célula de Leydig ovéarica.

Teca Externa., Se encuentra bien delimitada con la teca
interna, pero se mezcla gradualmente con el tejido conectivo
circundante. Consiste basicamente de tejido conectivo fibroso,
constituido por haces de fibras de coldgena, los cuales se
disponen paralela y concéntricamente; entre las fibras se sitdan
fibroblastos asi como vasos sanguineos y linfdaticos (Bjersing,
1978; Clement, 1987). También se obserﬁan células musculares
lisas y células similares a fibroblastos (Hiura et al., 1981).
Las células musculares lisas estdn presentes en fasciculos, en

pequefios grupos, o bien como células aisladas (Lipner, 1988).
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Inervacién del Ovario y del Foliculoe

Fibras del sistema nervioso auténomo entran a través del
hilio, acompafiando a los vasos sanguineos. Las fibras nerviosas
simpdticas y parasimp&ticas llegan a la pared del foliculo
ovdrico, distribuyendose en 1la teca externa e interna,
respectivamente. Nervios adrenérgicos y colinérgicos se han
observado en los foliculos del humano, rata, cobayo, conejo, y
gato. En el humano existe un predominio de las fibras
adrenérgicas (Clement, 1987). La inervacién adrenérgica se ha
asociado con el crecimiento folicular, ciclicidad, pubertad,
inervacién de las células intersticiales en el cobayo y
ovulacién. Probablemente, la inervacién folicular interviene en
"modular" los mecanismos de ovulacién y -de contraccién de las
fibras musculares lisas, pero no juegan un papel critico en 1la

ovulacién (Lipner, 1988).

Irrigacién B8anguinea del Ovario Yy Foliculo

En la mayoria de mamiferos la arteria ovarica se origina de
la arteria aorta. La arteria ovarica se ramifica e irriga a la
teca externa e interna de la pared folicular. Por debajo de la
membrana basal da origen a un rico plexo capilar, de donde
emergen vénulas postcapilares y venas, que posteriormente salen
del hilic. Se ha observado en la teca interna una correlacién
paralela entre el incremento del plexo capilar y el desarrollo
folicular (Kranzfelder y Maurer-Schultze, 1989; Kranzfelder et

al., 1992). El aumento de este plexo en el foliculo preovulatorio
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puede estar bajo el control de un factor angiogénico, cuya
presencia ha sido demostrada en células granulosas de porcino y
rata (Greenwald y Terranova, 1988). El suministro sanguineo a
los foliculos primarios es representada por una red sinmple
capilar, cuya complejidad crece con el desarrollo del foliculo,
asumiendo la apariencia de un plexo capilar multilaminar
sumamente denso, que se desarrolla en espiral en la porcién mas
profunda de la teca interna, en contacto con la membrana basal
(Bjersing y Cajander, 1974; O‘Shea, et al., 1978; Lipner, 1988).
Como se puede apreciar, un sistema vascular complejo es una
caracteristica distintiva de la teca interna de foliculos
oviricos maduros (Cavender y Murdoch, 1988; Macchiarelli et al.,
1992). Siendo la red capilar menos densa en otras partes de la

teca (0‘Shea, 1981; Martin y Talbot, 1987).

Posible oOrigen de las Células Esteroidogédnicas Tecales,

en Mamiferos

A nivel de microscopia electrénica, se efectuaron estudios
sobre la diferenciacién de la teca en el ovario de ratén (Hiura y
Fujita, 1977) y en el de humano (Hiura et al., 1981),
sugiriendose gque probablemente gue las células gsteroidogénicas
tecales deriven de la célula mesenquimatosa (Erickson et al.,
1985) del tejido conectivo , la cual daré origen a una célula
parecida a un fibroblasto, que se convertird en una célula de
transicién. Finalmente, ésta se transformarid en una célula
Esteroidogénica Tecal (Hiura y Fujita, 1977; Hiura et al., 1981;

Erickson et al., 1985) Fig. 8,
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rig. 8 Representacién esquemitica del proceso de
diferenciacién en la célula esteroidogénica tecal: a
célula mesenquimatosa, b célula parecida a un
fibroblasto, ¢ célula de transicién, y d célula

esteroidogénica tecal.
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A continuacién se va hacer una breve descripcién, de 1los
procesos de diferenciacién, basados en Hiura y Fujita, (1977) e

Hiura et al., (1981).

Célula parecida a un Fibroblasto. Presenta en su
citoplasma, desarrollo del reticulo endoplasmico rugoso,
ribosomas libres, moderado aparato de Golgi, mitocondrias con

crestas laminares, y algunas vesiculas lipidicas (Fig. 8),

Célula Esteroidogénica Tecal. Se caracteriza por un gran
nicleo elipsoide, abundantes vesiculas lipidicas, mitocondrias
con crestas tubulares e incremento del reticulo endoplasmico

liso (Fig. 8).

Célula de Transicidn. Es considerada como una forma
intermedia entre la célula tipo fibroblasto y la esteroidogénica
tecal. Presenta un nGcleo redondo u oval, muchas vesiculas
lipidicas, mitocondrias con crestas laminares o tubulares y una

pequefia cantidad de reticulo endoplésmico liso (Fig. 8).

En los procesos de diferenciacién de la célula parecida a un
fibroblasto, y su transformacidén en una célula esteroidogénica
tecal, se considera que tres elementos citoplasmicos son de gran
relevancia: la presencia de abundantes vesiculas lipidicas, el
cambio estructural de las crestas mitocondriales en tubulares y
el marcado desarrollo del reticulo endoplé&smico liso. Sin
embargo, no todas las células parecidas a fibroblastos tienen 1la
capacidad de originar cé&lulas esteroidogénicas tecales: las que

mantienen contacto con otras células tipo fibroblasto si tienen
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la posibilidad de diferenciarse en cé&lulas secretoras de
esteroides, mientras que las localizadas en el tejido conectivo,

sin ningGn contacto con alguna otra, no presentan esta capacidad.

En el foliculo primario, se observan sélo células parecidas
a fibroblastos; en el foliculo secundario se aprecian los tres
tipos celulares anteriormente descritos y en el foliculo
terciario se presentan los tres tipos, con predominio de la

célula esteroidogénica tecal.

Atresia Folicular. La atresia folicular es un fenémeno
universal, caracteristico de vertebrados mamiferos Y no
mamiferos. Se ha estimado gue aproximadamente el 99% de 1los
foliculos en el ovario del humano experimentan atresia, y cerca
del 77% en el ratdén. Como se observa, es mucho mayor el nimero de
foliculos atrésicos que los que se desarrollan hacia el estadio
preovulatorio. Los foliculos pueden convertirse en atrésicos en
cualguier etapa de su desarrollo (Clement, 1987). Una vez que un
foliculo entra en el <<pool>> de crecimiento, puede sequir dos
caminos, ovular o transformarse en atrésico, siendo este dltimo
el mé&s comGn (Hirshfield y Midgley, Jr., 1978). No obstante,
foliculos del <<pool>> de no crecimiento pueden también
degenerar (Greenwald y Terranova, 1988).

Resulta dificil precisar el momento inicial de la atresia
folicular. Desde el punto de vista morfolégico, los cambios
observables son los siguientes: las células granulosas se
empiezan a separar, pierden su integridad, presentan alteraciones

histoguimicas y bioquimicas (incremento de enzimas lisosomales),
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y aproximadamente el 50% de la poblacién de células granulosas
muestra un aspecto degenerativo con ndcleos picnéticos. Los
signos histoldgicos méds dramdticos de atresia, se observan en las
células granulosas. El ovocito disminuye de tamaﬁ&, hay pérdida
de contacto con las células del cimulo ovigero, su nGcleo exhibe
cariorrexis y alteraciones en la meiosis, culminando con la
muerte. Se presenta una degeneracién sincrénica entre el ovocito
y las células granulosas. La zona peldcida muestra un cambio en
las propiedades histoquimicas. La teca constituye la porcidén méas
resistente del foliculo atrésico, observadndose disminucién del
flujo sanguineo sélo en la atresia avanzada (Carson et al.,
1986). Las células musculares lisas de 1la teca externa se
contraen, y esto puede ser la causa del colapso folicular.
Finalmente hay proliferacién del tejido conectivo tecal, dando la
apariencia de una cicatriz fibrosa. Existen varias hipétesis
sobre la causa de la atresia folicular, y se piensa que tal vez
la inmadurez bioquimica origine este proceso (Greenwald y

Terranova, 1988).

PRINCIPALES DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE EL

FOLICULO DE AVE Y MAMIFERO.

Las aves a diferencia de los mamiferos son oviparas, por lo
gue existen importantes caracteristicas diferenciales entre
ambos., Las aves presentan un ovocito y un foliculo de mayor
didmetro. El ovocito, con el transcurso del desarrollo, empieza

a acumular vitelo, razén por la que los foliculos se clasifican

51



en previtelogénicos y vitelogénicos, y estos ltimos de acuerdo a
su tamafic creciente, en foliculos F5, F4, F3, F2 y Fl. su
membrana granulosa es simple con morfologia variable, pudiendo
ser plana, cGbica o cilindrica, dependiendo del grado de
maduracidn folicular. Las células granulosas emiten proyecciones
apicales hacia el ovocito y dan origen a estructuras exclusivas
en las aves y las tortugas denominadas << lining bodies >>. Ia
membrana granulosa no forma un antro folicular, ni un ctmulo
ovigero, tampoco secreta liquido folicular. En la teca externa
se presentan islotes de células epiteliales indiferenciadas, asi
como parte del sistema << chordolacunar >> y los llamados
<< black holes >>. Una vez que ocurre la ovulacién, el foliculo
preovulatorio F1 se convierte en un foliculo postovulatorio, que
se caracteriza por una organizacién simple, es transitorio e
involuciona répidamente, sin transformarse en un cuerpo ldteo
como sucede en mamiferos (Jones, 1978a).

En contraste, en mamiferos, el ovocito y el foliculc son de
menor tamafio. El ovocito no almacena vitelo, los foliculos se
clasifican en primordiales, primarios, secundarios y terciarios,
siendo estos Gltimos los de mayor tamafio. La membrana granulosa
cambia de simple a estratificada con el desarrolle del foliculo.
La morfologia de sus células puede ser cilindrica, esférica vy
poliédrica; las células granulosas secretan liquido folicular, vy
éste al acumularse da origen al antro folicular. El ovocito es
rodeado por células granulosas y forman el cimulo ovigero. La
teca externa a diferencia de las aves, no presenta alguna

caracteristica particular. Cuando se efectua la ovulacién, el
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foliculo terciario empieza a estructurarse de manera compleja y
se inicia la luteinizacidn, originandose el cuerpo liteo, el cual
puede ser transitorio o neo, dependiendo de si ocurre 1la

fertilizacién.

ESTEROIDOGENESIS EN MAMIFEROS Y AVES

El ovario de los vertebrados, mamiferos y no mamiferos,
realiza dos funciones principales: origina los gametos femeninos
y produce hormonas esenciales en la reproduccién. El foliculo
ovarico es la unidad anatémica y fisiolégica Ael ovario, vy
constituye el principal elemento esteroidogénico. Sus
actividades biosintéticas, y los factores que lo regulan, cambian
notablemente cuando emerge del <<pool>> de foliculos en reposo e
ingresa a las etapas de crecimiento y desarrollo folicular, para
culminar con la ovulacién, y en el caso de los mamiferos, con la

luteinizacién, o bien concluir con la atresia folicular.

MAMIFEROS

Los foliculos ovaricos de mamiferos tienen la capacidad de
sintetizar los tres principales clases de esteroides sexuales:
progestégenos, andrdgenos y estrégenos (Fortune y Armstrong,
1977). La produccién esteroidogénica del foliculo es esencial en
todos los estadios de desarrollo, v es el resultado de la accién
concertada de dos tipos celulares, las granulosas y las tecales.

Sus caracteristicas esteroidogénicas difieren como resultado de
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varios factores: distintos receptores de membrana, diferencias en
actividad enzimatica esteroidogénica y desigqualdad en
microambientes (granulosa avascular y teca vascular). Las
células esteroidogénicas estén bajo el control primaric de dos
hormonas donadotrépicas hipofisiarias (glicoproteicas), la
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante
(LH) (Reeves, 1988), cuyas acciones son moduladas por un gran
nimero de factores intraovaricos, principalmente los productos
esteroides de 1los dos tipos celulares (Fig. 9). Las
gonadotropinas inician su cadena de respuestas al interactuar con
su receptor, localizado en 1las superficies celulares.
Variaciones en la concentracién de estos receptores determinan el
destino de un foliculo dado, asi como el nivel de produccién de
esteroides en cada etapa folicular (Richards, 1977; Gore-Langton
Yy Armstrong, 1988). .

La FSH actua especificamente sobre las células granulesas,
en contraste, la LH ejerce su accién sobre las células de la teca
y la granulosa. Las células granulosas poseen receptores a FSH en
todos los estadios de desarrollo folicular, mientras que los de
LH, los adgquiere exclusivamente en las etapas tardias. Las
células tecales tienen receptores a LH desde fases tempranas del
desarrollo (Tsang et al., 1979). Asi, la respuesta de las
células granulosas y tecales a la LH es dependiente del estadio
de maduracién folicular (Richards et al., 1986)

La principal funcidén esteroidogénica de la granulosa es la
sintesis de estrégenos Yy de la teca interna de andrégenos

(Fortune y Armstrong, 1977; Makris y Ryan, 1977; Richards, 1978;
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Fig. 9 Diagrama sobre el control del ciclo ovarico por la
FSH y la LH secretadas por la adenohipdfisis. La sintesis de
FSH y LH, es controlada por el hipot8&lamo a través de la
LHRH (Hormona Liberadora de 1la Hormona Luteinizante),
cuya produccidén es influenciada por factores externos e
internos via sistema nervioso central. Por otro lado,
el sistema es modulado por retroalimentacién positiva y
negativa que involucran a los estrbgenos y progesterona,

secretados en el ovario.
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Richards et al., 1986; O‘'Shea, 1981; Gore-Langton vy
Armstrong, 1988).

Las células granulosas responden a FSH a partir del foliculo
preantral, donde induce la proliferacién celular (mitosis), vy
estimula la funcién esteroidogénica (Greenwald y Terranova,
1988). Con relacién a esta Gltima, se presenta un incremento en
la actividad del complejo enzimitico aromatasa citocromo P=-450
(P-450arom), cuya funcién es aromatizar al sustrato andrégeno
para transformarlo en estr6genos, los cuales estimulan el
desarrollo folicular (Brodie, 1983). También activa a la
citocromo P-450scc (protefna de tipo hemo que hidréxila, y corta
las uniones C-C del colesterol), asi como al complejo enzimético
3B8-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 5-4 isomerasa (3B-HSD); e
interviene como inductor junto con los estrégenos, para que los
foliculos maduros adquieran receptores para LH y prolactina (PRL)
(Richards, 1978; Gore-Langton y Armstrong, 1988). Una vez que las
células granulosas adquieren receptores a LH, se inicia 1la
sintesis de enzimas necesarias para la secrecién de progesterona,
cuya produccidén se incrementa marcadamente luego del pico de IH.
Tanto FSH como LH estimulan la actividad de la 3B-HSD, 1lco que
provoca una mayor sintesis de progesterona (Leung y Armstrong,
1980) .

La LH, tal vez interviene en la diferenciacién de teca
interna y teca externa ( Richards, 1978; Greenwald y Terranova,
1988), asi como en los procesos de angiogénesis, vascularizacién
Yy en la estructuracién del plexo vascular caracteristico de la

teca interna (Lipner, 1988). En teca interna, la LH estimula "in
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vivo"™ e "in vitro" 1la esteroidogénesis en 1las células
esteroidogénicas tecales por incremento en la conversién de
colesterol, y de esta manera la sintesis de andrdgenos (Fortune
y Armstrong, 1977; Erickson et al., 1985), los cuales son de dgran
importancia, ya que suministran el sustrato necesario para la
biosintesis de estrégenos, por el complejo enzimdtico aromatasa
en las células granulosas (Makris y Ryan, 1977; Tsang et al.,
1979; Simone y Mahesh, 1993). Debido a lo anterior, se considera
gque la LH es un factor regulador primario en controlar la
secrecién de estroégenos (Gore-Langton y Armstrong, 1988; Simone y
Mahesh, 1993). ‘

La accién de la LH sobre las células de la teca interna, y
de la ¥S8H en las células granulosas, forman la base de la teoria
"dos gonadotropinas, dos células", para el control de la
secrecidn de esteroides en el foliculo. Existe un sinergismo
entre la teca interna que proporciona los andrégenos, que van a
ser aromatizados por las células granulosas, en la biosintesis
de estrégenos, lo anterior ha sido demostrado en humanos,
hamster, rata, conejo y equino ( Fortune y Armstrong, 1977;
Makris y Ryan, 1977; Tsang et al., 1979; Brodie, 1983).

El incremento en la secrecidn de andrégenos por las células
esteroidogénicas tecales estd bajo la estimulacién LH (Erickscn
et al., 1985; Richards y Hedin, 1988), y son el resultado de un
aumento en las actividades de dos enzimas, la citocromo P-450scc
y la P-450 C17 (17 e -hidroxilasa, C-17,20-liasa) (Simone y
Mahesh, 1993). La 38~HSD, también es estimulada por la LH, pero

parece que no es un paso limitante en la biosintesis, siendo la
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androstenediona uno de los principales andrégenos sintetizados
por estas células. (Leung y Armstrong, 1980; Richards et al.,
1987). El pico de LH ocasiona hipertrofia y cambios especificos
en la célula tecal de la rata, porcino, bovino y monoc en
foliculos preovulatorios, asi como la sintesis de progesterona.
Estos cambios son claramente indicativos de 1luteinizacién
funcional (Richards et al., 1986). .

Tanto la FSH como la LH, en células granulosas y tecales,
son necesarias para la maduracién folicular normal (estructural y
fisioldégicamente), asi como en los procesos de foliculogénesis
actuando de manera sinérgica, cuyo efecto e importancia dependen
del estadio de desarrollo correspondiente (Richards, 1978;
Richards et al., 1986). La FSH es esencial para el reclutamiento
de los foliculos en desarrollo, mientras que la maduracién final,
se hace mi&s y mids dependiente de LH, (Greenwald y Terranova),
concluyendo con el pico de LH que estimula la ovulacién y con la
luteinizacién de foliculos preovulatorios para la formacidn de un
cuerpo lfteo (Richards, 1978).

En células granulosas, la accién de la FSH en estimular al
sistema aromatasa, es aumentado por los andrdgenos y también por
los estrégenos, siendo inhibida por andrdgenos 5 o -reducidos y
altos niveles de progesterona (Gore~Langton y Armstrong, 1988).

Un incremento en la secrecién de estrégenos puede inhibir
la biosintesis de andrdgenos por las células tecales (Simone y
Mahesh, 1993), mientras que la actividad biosintética de
progesterona aumenta conforme las céiulas foliculares se

luteinizan (Gore-Langton y Armstrong, 1988).
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Como puede verse, las gonadotropinas hipofisiarias, al igual
que las hormonas esteroides sintetizadas por las células
granulcosas y tecales, realizan acciones parédcrinas y autécrinas
coordinadas sobre los mecanismos celulares de regulacidn
ovadrica (Fig. 9). Sin embargo, existen otras moléculas
moduladoras gque pueden tener acciones de importancia fisiolégica
como son LHRH y corticosteroides. Erickson y Case (1983)
demostraron gque 1la insulina y el factor de crecimiento
epidermico, intervienen en la diferenciacidén de las células
esteroidogénicas tecales., La insulina, las lipoproteinas y las
catecolaminas, en presencia de LH poseen la capacidad para
estimular la sintesis de andrégenos en estas mismas células

(Erickson et al., 1985; Simone y Mahesh, 1993).

Atresjia Folicular. Hasta el momento no se ha precisado
con exactitud la posible etiologia de la atresia folicular, o
bien si esto es el resultado de un proceso multifactorial. Dentro
de las probables causas se mencionan: ‘inmadurez bioquimica,
deficiencia de receptores a FSH o a LH en células granulosas, y
de receptores LH en células tecales; incapacidad de las células
granulosas para responder a estradiol, disminucién en 1la
secrecién de estrdgenos y aumento en la concentracién de
andrégenos foliculares (Fortune y Armstrong, 1977; Richards,
1978; Brodie, 1983; Erickson y Case, 1983; Erickson et al.,
1985; Greenwald y Terranova, 1988; Kitzman y Hutz, 1992, Simone y

Mahesh, 1993).
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De forma similar que en mamifercs, el foliculo ovdrico de la
gallina adulta en etapa de postura produce las tres clases de
hormonas sexuales, estrégenos, andrdgenos y progestégenos (Huang
y Nalbandov, 1979), los cuales son sintetizados por las células
granulosas y tecales (Gilbert et al., 1977) de los cinco o seis
foliculos preovulatorios m&s grandes. Con respecto al foliculo
postovulatorio, este no contribuye significativamente en 1la
sintesis de esteroides durante el ciclo 6vulatorio (saidapur,
1982).

Las hormonas esteroides tienen importantes efectos
fisioldgicos y anatdémicos. Determinan las caracteristicas de las
plumas, las crestas, la deposicién de grasa corporal, intervienen
en el metabolismo del calcio (en el intestino y hueso), controlan
la sintesis de lipoproteinas hep&dticas. A nivel de oviducto
inducen el crecimiento, la sintesis de proteinas y el movimiento
del huevo. Ademds, determinan el comportamiento sexual (Gilbert,
1971b; Gilbert, 1971c; Lance y Callard, 1978; Wells y Gilbert,
1984; Nitta et al., 1991a).

En los mamiferos se tiene un ciclo estral claramente
definido, mientras que las aves no lo tienén, el ovario izquierdo
que es el Gnico funcional, inicia su actividad de postura entre
las 18-20 semanas aproximadamente, la cual se mantiene constante
durante todo el ciclo. En el caso de la gallina doméstica este
periodo puede extenderse con el suministro de un medio ambiente

adecuado (fotoperiodo). La maduracién folicular es secuencial
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dentro de la jerarquia folicular. El ciclo ovarico dura 24-26 h
(Gilbert y Wood-Gush, 1971; Wang y Bahr, 1983; Bahr et al.,
1983), Y generalmente, cada dia, un nuevo foliculo alcanzaria a
madurar, Yy =8lo este concluird la ovulacién (Jones, 1978b).

Las interacciones hormonales en el eje hipotalamo=-
adenohipéfisis-ovario, asi como los procesos de esteroidogénesis,
se encuentran bien definidos en mamiferos. En las aves la
situacién es menos clara, puesto que, si bien existen muchas
similitudes, (en cuyoc caso se hacen extrapolaciones de mamiferos
a aves), tambi&n hay diferencias especificas, las cuales estén
relacionadas con sus respectivos modos de reproduccidn (Lance y
Callard, 1978; Wells y Gilbert, 1984).

En el foliculo ovarico de las aves, participan las hormonas
gonadotrépicas adenohipofisiarias FSH y .LH (Lance y Callard,
1978), de gran importancia para el desarrollo folicular y 1la
secrecidn endocrina (Jones, 1878b). Estas glicoproteinas se unen
a receptores especificos de alta afinidad, sobre 1la membrana
plasmética de la cé&lula blanco (Wells y Gilber£,1984), cuya
accién varia  dependiendo de la fase de desarrollo folicular:
ya sean foliculos corticales (menores de 1 mm de diémetro),
foliculos pequefios blancos (1 mm), foliculos grandes blancos (2-4
mm), foliculos pequefios amarillos (5-10 mm); & foliculos
preovulatorios ¥5, F4, F3, F2 y Fi (15, 20, 25, 30 y 35 mm de
diametro en promedio) (Kikuchi e Ishii, 1992).

Las células granulosas son estimuladas por la LH (Huang y
Nalbandov, 1979; Huang et al., 197%2), en las dque promueve la

esteroidogénesis. Sin embargo, sblo responden a ella siete a
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ocho dias antes de la ovulacién, hasta que el foliculo ha
alcanzado un tamafio mayor de 5 mm, cuando se transforman en
enzimdticamente competentes (Robinson y Etches, 1986; Nitta et
al., 1991a). En este momento, la actividad total y especifica del
complejo enzim&tico 3B-HSD (3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa,
S5-4 isomerasa), se incrementa linealmente con el desarrollo
folicular, de F5 a F1 (Armstrong, 1982; Nitta et al., 1993), y la
célula granulosa inicia la sintesis de progesterona.
Considerando la jerarquia de los foliculos preovulatorios, se ha
reportado mayor sintesis de progestercna en el F1 > F2 > F3.
Siendo el foliculo Fl, el principalmente involucrado en la
secrecién (Marrone y Hertelendy, 1983). Mientras que 1la
biosintesis en las células granulosas de los foliculos menos
maduros, fue disminuyendo paulatinamente de F2 a F5 (Nitta et
al., 1993). El pico de LH ocurre aproximadamente 6-8 h antes de
la ovulacién (Gilbert, 1971d; Lance y Callard, 1978), y va
acompajlado con un aumento en la concentracién de progesterona
(Huang y Nalbandov, 1979; Bahr et al., 1§83). Ademas de 1la 3B-
HSD, otro complejo enzimdtico que participa en la secrecién de
progesterona por las células granulosas de las aves es el
citocromo P=-450scc. (Wells et al., 1981).

La LH es esencial para estimular la produccién de
progestercna por las células granulosas de foliculos
preovulatorios, facilitando la conversién de colesterol a
pregnenolona (Marrone y Hertelendy, 1983), y parece ser la
principal hormona esteroide de este tipo celular (Huang et al.,
1979; Hammond et al., 1980; Wells et al., 1981; Marrone y
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Hertelendy, 1985). En contraste, las cé&lulas granulosas de
foliculos postovulatorios, sintetizan cantidades insignificantes
de progesterona (Saidapur, 1982; Nitta et al., 1993), y no
responden a LH.

Ia LH también estd implicada en el proceso de ovulacién
como en mamiferos (Gilbert, 19714; Lance y Callard, 1978; Bahr et
al., 1983; Wakabayashi et al., 1992).

Reportes previos demostraron la produccién de andrdgenos y
estrégenos en la lamina tecal (Huang y Nalbandov, 1979; Wells et
al., 1981; Bahr et al., 1983; Marrone y Hertelendy, 1983; Marrone
y Hertelendy, 19885), sin precisar el sitio exacto de esta
secrecidén, por lo que se comprueba gque en la teca existe

1., 1979; Wang y Bahr, 1983). En

actividad aromatasa (Huang et
los foliculos preovulatorios cerca del pico de LH, la bilosintesis
de androstenediona es mayor en el foliculo F5, en comparacién con
el T1, lo que muestra una disminucién en su produccidén a través
del desarrollo folicular (Marrone y Hertelendy, 1985; Robinson y
Btches, 1986; Gomez gt al., 1992; 1993). Con respecto a la
sintesis de 178-estradiol, ésta es mayor en los foliculos
preovulatorios mas pequefios y presenta un decremente en los méas
grandes F2 y F1, lo que indica gque mientras el foliculo madura,
la actividad aromatasa disminuye (Wang y Bahr, 1983; Bahr et al.,
1983; Marrone y Hertelendy, 1983; Armstrong, 1984; Rokinson y
Etches, 1986; Porter et al., 198%a; Nitta et g;.( 1991b). Por
otro lado, células tecales aisladas del foliculo m&s grande Fl
(Huang et al., 1979; Marrone y Hertelendy, 1985), y del foliculo

postovulatorio, no secretan 178-estradiol (Armstrong, 1984).
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En la codorniz, se ha encontrado gque la LH estimula 1la
gsintesis de androstenediona y l7B-estradiol en la teca, y que el
nimero de receptores a LH disminuye abruptamente en el foliculo
F1 (Kikuchi e Ishii, 1992). En los guajolotes, se ha reportado
también una reduccidén gradual en la sensibilidad de la teca a LH,
y por tanto en la secrecifn de los esteroides correspondientes
(Porter et al., 1989a).

En foliculos pequefios (menores de 10 mm) del ovario de las
aves, se han encontrado estrégenos (Armstrong, 1982; Nitta et
al., 1981a), gue son regqueridos durante los estadios tempranos de
desarrollo folicular, para inducir los receptores a
gonadotropinas, lo cual permite al foliculo responder a FSH y LH
(Bahr et al., 1983). Estos foliculos bajp estimulacién de LH no
producen progesterona (no tienen actividad 3B-HSD), pero si son
una fuente importante de i17B-estradiol Yy androstenediona
(Robinson y Etches, 1986). Se ha calculado que los foliculos
pequefios y el estroma ovdrico contienen aproximadaménte el 50% de
la actividad aromatasa. La otra mitad la presentan los foliculos
preovulatorios F5 a Fl1 (Robinson y Etches, 1986). Quizds los
niveles basales de 17B-estradiol en el plasma de aves, son
mantenidos por los foliculos pequefios amarillos y el estroma
ovarico (Nitta et al., 199l1la), mientras gue las variaciones
durante el ciclo ovarico probablemente se originan de los
foliculos preovulatorios (Armstrong, 1584). Las células
granulosas de foliculos peguefios (meﬁores de 10 mm), son
esteroidogénicamente inactivas, por tanto, la actividad

esteroidogénica depende de la lamina tecal en esta fase de
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desarrollo (Kowalski et al., 1991; Nitta et al., 199l1a; Nitta et
al., 1993).

Un efecto sinérgico fue observado cuando células granulosas
y tecales aisladas se incubaron juntas, en presencia de LH, lo
cual corrobord que las cé&lulas granulosas producen progesterona
en respuesta a LH, y que las células tecales requieren la
participacién de las células granulosas para sintetizar
andrbégenos y estrégenos (Huang et al., 1879; Marrone Yy
Hertelendy, 1983).

Sobre esta base Huang et al., (1979) postula una hipétesis,
sobre la participacidén de " dos células ", en la biosintesis Qe
hormonas estercides sexuales en la gallina de postura. La fuente
ovarica de progesterona es la célula granulosa mientras que los
andrbgenos y estrégenos se originan del metabolismo de
progesterona por las células tecales. Un concepto hasta cierto
punto similar al propuesto por Falck, (1959) en mamiferos, Yy que
hasta nuestros dias se considera verasz.

En las aves, el modelo de " dos <c¢élulas " es aplicable
para los foliculos preovulatorios, y explica el incremento en la
concentracidn de hormonas sexuales (Marrone y Hertelendy, 1983).

Investigaciones posteriores m&s detalladas, sobre las
propiedades esteroidogénicas de preparaciones puras de células
tecales, han sido caracterizadas, y proporcionan los siguientes
resultados.

En la teca interna de foliculos preovulatorios, las células
esteroidogénicas tecales son sensibles a LH y producen

basicamente androstenediona, cuya produccién disminuye con 1la
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maduracidén folicular, no existe actividad aromatasa (Gémez et
al., 1992; 1993) y metabolizan progesterona a androstenediona
(Robinson y Etches, 1986). Aunque también pueden transformar
pregnenolona a progesterona y esta a su vez a androstenediona,
desde luego, la primera conversién con mucho menor eficiencia,
comparada con las células granulosas (Porter et al., 1989%a;

Johnson et al., 1991; Nitta et al., 1991b; Nitta t al., 1993).

Presentan actividad enzimdtica 38-HSD, la cual se reduce
linealmente con el desarrollo del foliculo (Armstrong, 1982;
Nitta et al., 1993). También por inmunocitoquimica se ha
detectado el estimulo de la P-450 C17 (citocromo P-450 17 o -
hidroxilasa, 17,20-liasa), que experimenta un decremento en el
foliculo F1 (Nitta et al., 1991b; Go6mez et _a_l_.,. 1992). Con
relacién al nfimerc de receptores LH, en codorniz, se presenta
una disminucién marcada con el crecimiento del folicule (Kikuchi
e Ishii, 1992).

En teca externa de foliculos preovulatorios de guajolotes
(Porter et al., 1989a) y poilos (Pedernera gt al., 19589;
Velazquez et al., 1991), se ha reportado que los andrégenos
secretados por la teca interna son aromatizados a 17B-estradiol
por las células poco diferenciadas localizadas en teca externa.
Por otro lado, Nitta et al., (1991b) ha descrito, por medio de
inmunocitoquimica, grupos de células positivas a aromatasa, que
concuerdan con los islotes de células indiferenciadés, observadas
por Veldzquez et al., (1991) en teca externa.

En relacidén con la funcidén de la FSH en la gallina de

postura, se tienen datos limitados sobre los niveles plasm&ticos
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durante el ciclo ovulatorio. Se ha detectado un pico
aproximadamente 11-14 h antes de la ovulacién (Jones, 1978b).
Los cambios observados en la ILH no parecen presentarse con la
FSH, ya que esta Ultima muestra ligeras fluctuaciones a través
del ciclo. Es probable que los niveles relativamente constantes
de FSH en la gallina de postura se deban a que hay un permanente
desarrollo folicular en estas aves (Lance y Callard, 1978).
Estudios sobre el efecto de la FSH en el ovario de las aves
muestran los sigquientes datos: En el ovario de embriones de
aves, existen evidencias de que la poblacidédn de células
indiferenciadas en cultivo primario, responde al estimulo con
FSH, induciendo 1la divisién «celular y 1la actividad
esteroidogénica (Velazque:z et al., 1993). Por otro lado se
considera que la FSH interviene en la regulacidén de la funcidn
celular tecal de foliculos pequefios amarillos (Kowalski et al.,
1991), asi como en la estimulacidén del crecimiento del foliculo
proximo a ovular, hasta un tamafio maduro (Jones, 1978b; Lance y
Callard, 1978; Wakabayashi et al., 1992). Probablemente, el pico
que se presenta a mitad del ciclo estd involucrado con el
reclutamiento de un nuevo foliculo dentro de la Jjerarquia
folicular (Jones, 1978b). En la codorniz, se ha observado que 1la
teca de foliculos pequefios presenta mayor afinidad que la de
foliculos grandes, pues el nimerc de receptores a 'FSH disminuye
gradualmente con la maduracién folicular (Kikuchi e Ishii, 1992).
En las gallinas, se ha reportado que el nfimero de receptores a
FSH en las células granulosas de foliculos preovulatorios

disminuye con el desarrollo, siendo el foliculo F5 el que més
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responde a FSH que a LH, por lo que la sensibilidad a
gonadotropinas parece cambiar de un sistema sensible a FSH, a uno
LH con la maduracién folicular (Porter, et al., 1989Db).

Es esencial destacar que en las aves en etapa de postura,
tres tipos celulares participan en la sintesis de hormonas
esteroides, las cé&lulas de la granulosa producen progesterona,
las células esteroidogénicas de la teca interna pueden secretar
andrégenos o metabolizar los progestdgenos producidos por la
granulosa; finalmente los andrégenos son aromatizados por las
células indiferenciadas de la teca externa a estrdégenos
(Pedernera, 1993).

En el ovario inmaduro prefolicul&r de pollitas recién
nacidas, se han identificado dos subpoblaciones celulares
diferentes. Una de células esteroidogénicas tipicas que
sintetizan andrégenos y que nuestra actividad 38-HSD, y otra de
células somiticas indiferenciadas que secretan estrdgenos
(Pedernera et al., 1988).

Tal vez el proceso de cooperacién celular, que se observa en
la produccién de estrégenos entre granulosa, teca interna y teca
externa en el foliculo ovarico maduro, se presente en el ovario
inmaduro prefolicular, entre las dos poblaciones celulares
anteriormente descritas, y que &stas constituyan, las células
precursoras del folicule maduro (Velézquez et al., 1991;
Pedernera, 1993).

Es importante observar gue la actividad esteroidogénica
disminuye en las cé&lulas tecales, pero se incrementa en las

células granulosas cuando un foliculo se aproxima a la maduracién
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final y ovulacién. Por lo anterior, existe un cambio en la
sensibilidad y respuesta de los tipos celulares foliculares a la
estimulacién gonadotrépica en los diferentes tamafios foliculares,
aumentando la actividad enzim&tica en la granulosa y disminuyendo
en la teca (Huang et al., 1979; Armstrong, 1982; Bahr et al.,
1983; Armstrong, 1984; Marrone y Hertelendy, 1983; Marrone y
Hertelendy, 1985; Porter et al., 1991; Nitta et _1.{ 1993).

La biosintesis de hormonas esteroides en el foliculo
preovulatorio ovarico de las aves se encuentra sujeto a la
participacién de varios mecanismos reguladores como son: hormonas
gonadotrdpicas, disminucién de receptores gonadotrSpicos, los
propios esteroides sexuales a través de procesos autderinos y
pardcrinos, complejos enzimaticos, formacién de andrégenos
reducidos no aromatizables, (Armstrong, 1982; Wang y Bahr, 1983;
Marrone y Hertelendy, 1983; Robinson y Etches, 1986; Kikuchi e
Ishii, 1992). Asi como cierto tipo de moléculas gque estan
implicadas en la produccién de  esteroides, como son los
segundos mensajeros (sistemas adenilato ciclasa AMPc y Calcio-
Calmodulina) (Porter et al., 1989a; Johnson gi:_ al., 1991;
Kowalski et al., 1991). Finalmente, también se considera la
posible participacién de la inhibina en el proceso regulador

(Vanmontfort et al., 1992; Johnson et al., 1993).
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PRINCIPALES8 DIFERENCIAS EN EL LUGAR DE BIOSINTESIS DE

ESTEROIDES FOLICULARES, EN MAMIFEROS Y AVES

En mamiferos se tienen blen identificados dos tipos
celulares que intervienen en la secrecidn de hormcnas esteroides,
dentro del foliculeo preovulatorio ovarico: 1las cé&lulas
esteroidogénicas de la teca interna producen andrdégenos, sustrato
gque es aromatizado a estrégenos por las células granulosas.
Préximo a la ovulacién, la capa granulosa incrementa su sintesis
de progesterona, la cual es mantenida por el cuerpo 1ldteo.

En contraste, en los foliculos preovulatorios de las aves la
situacibn es menos clara y se postula que tres poblaciones
celulares se encuentran involucradas: las células granulosas
secretan progesterona, la cual es metabolizada por 1las células
esteroldogénicas de la teca interna a andrégenos, y existen
evidencias de que estos son aromatizados a-estrégenos, por 1las

células indiferenciadas localizadas en la teca externa.

70



JUSTIFICACION

La gallina doméstica tiene solamente un ovario funcional y
ovula diariamente por varios dias consecutivos. La organizacién
precisa, Jjerdrquica y f&cilmente reconocible de los foliculos
preovulatorios, en un sdlo ovario, convierten a la gallina en un
modelo Gnico para investigar los cambios asociados con el

desarrollo folicular ovirico, en un animal sexualmente maduro.

En la gallina doméstica se han efectuado muchos estudios
sobre los sitios celulares y los mecanismos de la actividad
esteroidogénica en los foliculos preovulatorios (15-40 mm de
diametro; F5-F6), asi como de las caracteristicas citolégicas de
la capa granulosa. Sin embargo, comparativamente, poco es
conocido acerca de la morfologia en la l&mina tecai de foliculos
preovulatorios. Estudios efectuados por Wyburn et al., 1965 y
Dahl, 1970, 1971; denmostraron, la morfologia folicular ovarica en
la gallina adulta. Aunque estos estudios muestran ciertas
caracteristicas de la teca, 1los cambios estructurales
aespecificos que se presentan en la l&mina tecal, durante la
maduracién secuencial de los foliculos preovulatorios no han sido
descritos. Por lo tanto, los objetivos del presente estudio

fueron los siguientes.
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OBJETIVOS

1. Evaluar los cambios gue se presentan en las peoblaciones
celulares de la l&mina tecal, en los foliculos preovulatorios,
durante la maduracién folicular en el ovario de la gallina

doméstica.

2. Determinar el Area de células esteroidogénicas tecales en
la teca interna, islotes de células indiferenciadas en la teca
externa, y vasos sanguineos de ambas capas en los foliculos

ovéricos.

3. Correlacionar las modificaciones estructurales observadas,
a través del desarrollo folicular, con 1la actividad

esteroidogénica, ya reportada.

Es de importancia destacar, gque datos de investigacién
basica sobre la estructura del ovario en 1la gallina doméstica,
han 8ido y continuaran siendo de utilidad y de gran interés en el
fenbtmeno de la reproduccién en mnamiferos. Del conocimiento
obtenido acerca de la morfologia ovarica en aves, se originan
hipétesis las cuales pueden ser probadas en mamiferos, y de esta
forma la aplicacién de métodos de analogia pueden ser de gran
ayuda, en el surgimiento de ideas para la investigacidédn en 1la

reproduccién humana.
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MATERIAL Y METODC

Animales

Se emplearon gallinas adultas en etapa de postura de la raza
White Leghorn, linea (Babcock B-300), de 36~50 semanas de edad,
las cuales fueron enjauladas individualmente, su oviposicién se
registré cada 30 min. El momento de la ovulacidén fue estimada 1 h
después de la oviposicién. Estuvieron bajo un fotopericdo de 14

h 1luz, 10 h de oscuridad.

Preparacién de Tejidos

Las aves fueron sacrificadas por dislocacién cervical, 6 a 8
h posteriores a la ovulacién. Del ovario de tres gallinas, se
removieron los foliculos pequefios amarillos (SYF), asi como los
foliculos preovulatorios F5, F4, F3, F2, y F1; clasificados en
orden creciente de tamafio. Los foliculos se sumergieron iIntegros
en fijador por 10 min. Se procedié a tomar un prowmedio de 8
muestras de la totalidad de la pared de cada foliculo (excluyendo
el Area del estigma). Las cuales fueron fijadas por el método de
inmersién con glutaraldehido al 2.5% en solucién amortiguadora
de cacodilato al 0.15 M, a pH 7.4, durante 2 - h a 4°C; se
postfijaron en tetréxido de osmio al 1%, amortiguado c¢on
cacodilato por 2 h a 4 °C, la deshidratacién se llevé a cabo en
series graduales de etanol y dos cambios de 6xido de propileno,
finalmente se incluyeron en resina Poly/Bed 812 (Polyscience

Inc., Warrington, PA).
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Estudio Morfolégico

Por medio de un ultramicrotomo Reichert se obtuvieron
cortes semifinos de 1 jm de grosor, de la parte superior e
inferior de cada muestra de foliculo, y se tifieron con azul de
toluidira. Todas las observaciones fueron efectuadas con un
fotomicroscopio Polyvar con cémara luicida integrada, y el empleo
del objetivo 100 x. Se colocd una hoja blanca sobre la camara
lGcida y se procedi6é6 en cada una de las muestras foliculares a
delimitar el Area de la %teca interna, considerando la membrana
basal y su colindancia con la teca externa; en teca externa
también se marcéd el 4rea, considerando como limite periférico los
grandes vasos sanguineos que corresponden a la l&mina venosa
media (King, 1982), y que separan a la teca externa del estroma
ovidrico adyacente. A nivel de teca interna se delimitd el area de
células esteroidogénicas tiplicas asi como de los vasos
sanguineos Yy en teca externa los islotes de células poco
diferenciadas. Fig. 10

Una vez obtenidos los esquemas, en promedio 8 por foliculo,
se procedid a medir zonas de 16 cm de longitud en cada uno, para
que al efectuar la digitalizacién cada foliculo correspondiera a
la misma a&rea y esta fuera constante en todos los esquemas.

Como fueron tres oQarios, se disponia de tres foliculos de
cada tipo, y de estos, 8 dibujos de cada uno (Tabla I), cuya
longitud medida en cm y su conversién é pm, correspondia a 265 um
Fig. 10. El estudio morfométrico se realizd con un-digitalizador

de imagenes Hewlett Packard 9874 A, con un programa CAD (Disefio
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Asistido por Computadora). Durante la elaboracién del programa
se me hizo medir en una hoja milimé&trica el Area correspondiente
a un rectangulo (dibujo que ya se encuentra establecido). Lla
digitalizaci6n la efectué 5 veces, y de estas se obtuvo un
cdlculo de las ligeras variaciones en las mediciones, para poder
considerar el posible error gue yo introdujera a través de las
digitalizaciones.

Las mediciones se efectuaron sobre un tablero, se fijé el
esquema a digitalizar y se obtuvo el Area de cada estructura en
pmz Yy con los datos anteriores, se calcularon los valores

promedic para cada animal,
Estimacidn del Volumen Total

Para estimar el volumen total de cada estructura dentro de
la pared folicular (células esteroidogénicas e islotes de células
indiferenciadas, en teca interna y teca externa), se tomaron en
cuenta los valores morfométricos promedio, considerando al
foliculo como una esfera, Yy basados sobre la media de esta
poblacidén particular de gallinas, los siguientes dié&metros fueron
considerados: F1, 3.5 cm; F2, 3.0 cm; F3, 2.5 cm; F4, 2.0 cm; F5,
1.5 cm; SYF, 1.0 cm.

Se partié del diémetro especifico externo de cada tipo
folicular (esfera), y debido a que las estructuras digitalizadas
localizadas internamente presentan una organizacién en capas
concéntricas, estas fueron estimadas como. esferas internas de
menor diadmetro. De esta forma calculando esferas con calibres

sucesivos de mayor a menor, se obtuvieron diferencias, lo gque
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permiti6é estimar el volumen promedio de cada capa. Los datos son

expresa:dos en mm?3,

An&lisis Estadistico

Todos los valores presentados son el promedio + DS (n=3) del
total de mediciones. Las diferencias fueron probadas a través de
andlisis de variancia, en los distintos tamafios foliculares. La
prueba de Tukey fue empleada para el estudioc de contrastes
El nivel

mGltiples de promedios significativamente diferentes.

de significancia es reportado como P < 0.05.

TABLA I

NUMERO TOTAL DE FOLICULOS Y MUESTRAS ESTUDIADAS EN LOS

DIFERENTES TIPOS FOLICULARES EN TRES GALLINAS DE POSTURA

Tipo de NGmero de Niimero de Total de
Foliculo Foliculos Muestras Muestras
SYF 3 8 24
F5 3 8 24
F4 3 8 24
F3 3 8 24
F2 3 8 24
Fl 3 8 24
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FPig. 10 Esquema de un foliculo F5. En el se observa el &rea

digitalizada correspondiente a la capa granulosa (@), teca

interna (TI) y teca externa (TE). En teca interna: vasos
sanguineos (v), tejido esteroidogénico (e) y sustancia
interce«lvlar (s). En teca externa: islotes de células

indiferenciadas (1) y vasos sanguineos (v)..
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RESULTADOS

2
En el presente estudio se cuantificaron las &reas en pm de

teca interna y teca externa, asi como de ciertas estructuras en
cada una de ellas. En teca interna las células esteroidogénicas
Yy los vasos sanguineos; con respecto a teca externa los islotes
de células indiferenciadas. Lo anterior se realizd en foliculos
pequefios amarillos (SYF) y foliculos preovulatories F5, F4, F3,

F2, y F1.

Descripcién Morfolégica

Teca interna. En todos los foliculos se observé que esta
lamina es mucho més delgada que la teca externa, correspondiendo
a un tercio o un cuarto del grosor de esta Gltima (Fig. 1A y 23).

Con la microscopia de luz se aprecian dos clases de células,
una de apariencia fusiforme, gue en su mayoria parecen ser
fibroblastos (Fig. 1B y 3), y otra que muestra caracteristicas de
célula esteroidogénica, siendo esta QGltima el tipo celular
predominante.

Las células esteroidogénicas se encuentran organizadas
constituyendo una capa, presentan abundantes vesiculas lipidicas
en su citoplasma, su morfologia tiende a variar de poligonal a
alargada con la maduracién del foliculo, y se aprecia un
decrenento en su nuimero, del foliculo pequefio amarillo (SYF) al

foliculo preovulatorio Fl1 (Fig. 1B, 3 y 6).
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Los vasos sanguineos se localizan en la zona mas interna,

e

préximos a la membrana basal (Fig. 1A, 1B, 2A, 4 y 6), y muestran

un aumento durante el desarrollo folicular.

Teca externa. La teca externa normalmente comprende 1la
mayor parte del grosor de la pared folicular (Fig. 1A y 2A4), y
experimenta una reduccién en su espesor con el aumento en
didmetro del foliculo (Fig. 1A, 4 y 5).

Esta compuesta de numerosos fibroblastos aplanados y haces
de fibras de coldgena gue se disponen en laminas paralelas a la
circunferencia del foliculo, los fibroblastos se alargan y
extienden gradualmente del foliculo SYF, al foliculo
preovulatorio Fl1 (Fig. 1A, 4 y 5).

Entre las l&iminas de fibroblastos se observan frecuentemente
células indiferenciadas, descritas inicialmente por Velazquez et
al. (1991), organizadas en grupos o islotes, los cuales son mas
abundantes en la periferia de la teca externa (Fig. 1A, 2A, 3 ¥
4). Las células son de morfologia variable, presentan abundante
citoplasma, y un gran nlcleo ovoide con dos o mas nucledlos
(Fig. 2B).

La cantidad de islotes de células indiferenciadas es mayor
en el foliculo SYF y F5, disminuyendo en nlmero con el
crecimiento folicular. Por lo que se observa un decremento en el
foliculo F2, y es todavia mads pronunciade en el F1 (Fig. 1A, 2A,
5y 6).

79



An&lisis Morfométrico

El grosor de la teca externa mostré una reduccidén del
foliculo SYF a el F1 (P < 0.001). Mientras que el grosor de la
teca interna no disminuydé significativamente (P > 0.05) (Fig. 7).

Las células esteroidogénicas tipicas pudieron ser
reconocidas por las abundantes vesiculas 1lipidicas en su
citoplasma (Fig. 1B, 3 y 4). El1 4rea de la teca interna ocupada
por las células esteroidogénicas disminuyé durante la maduracidn
del foliculo (P < 0.01) (Fig. 8). Sin embargo, considerando el
incremento en didmetro del foliculo, el volumen absoluto estimado
de tejido esteroidogénico aumentd en el foliculo mas grande F1
(Tabla II).

Los vasos sanguineos de la teca interna proliferaron durante
la maduracién folicular (Fig. 6), y el Area mayor de vasos
sanguineos fue observada en los foliculos F1 y F2 ( P < 0.01 )
(Fig. 9).

Los islotes de células indiferenciadas localizados en 1la
teca externa, fueron evidentes en los foliculos més pequefios
(Fig. 1A y 23a), y estuvieron practicamente ausentes en el
foliculo F1 (Fig. 6}. El &rea de islotes de células
indiferenciadas presentd un marcado decremento conforme el
foliculo se desarrolla (P < 0.001) (Fig. 10).

La estimaci6n del volumen total de este tipo celular en la
jerarquia folicular, mostrd un incremento que alcanzé el wméximo
valor en el foliculo F3, seguido por una notable reduccidn en el

foliculo mds grande Fl (Tabla II).
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Para tener un concepto mds claro y preciso de la estructura
folicular, también se digitalizé la capa granulosa, la sustancia
interceluiar en la teca interna y los vasos sanguineos en la teca
externa de los foliculos pequefios amariilos (SYF) y de los
foliculos preovulatorios (FS, F4, F3, F2, y Fl). En relacién a
la capa granulosa, se aprecité gue con la maduracién folicular
este epitelio experimenta un cambio gradual de un epitelio
pseudoestratificado cilindrico o c@bico, a uno de tipo simple
cibico, el cual en algunos de los foliculos mis grandes (F1),
llegd a observarse con morfologia plana; similar a lo ya citado
en la literatura (Guraya, 1978). Por otro lado la sustancia
intercelular en la teca interna mostrd una disminucién en su
&rea, como consecuencia del incremento en el adrea ocupada por los
vasos sanguineos y del volumen absoluto estimado del tejido
esteroidogénico. Con respecto a los vasos'sanquineos de la teca
externa, los resultados no se incluyefon, ya due estos se
observaban muy raramente en cada una de las muestras, y por tanto

sus valores no fueron representativos.
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FPig. 1a. Corte transversal a través de la pared de un foliculo
pequefio amarillo. La capa granuleosa (G) se observa en la regién
superior. En la teca interna (TI} se aprecian vasos sanguineos
(V), y células esteroidogénicas {(CE) con abundantes vesiculas
lipidicas (L) en su citoplasma. La teca externa (TE) es la capa
de mayor dgrosor, presenta fibroblastos aplanados (P), asi como
fibras de coldgena dispuestas concéntricamente, son evidentes
numerosos islotes de células indiferenciadas (c1) de

localizacién periférica. { 936 x )

Fig. 1B. Detalle de la teca interna (TI) del foliculo
pegquefio amarillo. Se muestran las cé&lulas esteroidogénicas (CE),
las cuales contienen abundantes vesiculas lipidicas (L), los
vasos sanguineos (V) se situan préximos a la membrana basal, y

también son aparentes los fibroblastos (F). ( 1 463 x )
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rig. 2A. Microfotografia de un foliculo preovulatorio F5. Se
observa la capa granulosa (G), y por debajo de la membrana basal
se localiza la teca interna (TI), en donde se aprecian vasos
sanguineos (V) y células esteroidogénicas (QE). En la teca
externa (TE) esté&n presentes varios 1slotes de células

indiferenciadas (CI). ( 936 x )

Fig. 2B. Ampliacién de un foliculo preovulatorio P5. Grupos
de cé&lulas indiferenciadas (CI) pueden ser identificadas entre el

tejldo conectivo de la teca externa (TE). ( 1 463 x )
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rig. 3. Corte transversal de la pared en un foliculo
preovulatorio F4. A nivel de teca interna (TI) se perciben
células estercidogénicas (CE), y fibroblastos (F). En la teca
externa (TE) en posicién periférica, son aparentes islotes de

células indiferenciadas (CI). ( 936 x )

rig. 4. Microfotografia de un foliculo preovulatorio F3.
Note la presencia de células esteroidogénicas (CE), y vasos
sanguineos (V), localizados en teca interna (TI). La teca externa
(TB) se caracteriza por los islotes de c¢&lulas indiferenciadas
{(cI), observe el alargamiento de los fibroblastoé (F), y como
estos se organizan en l&minas paralelas con disposicién

concéntrica. { 936 x )
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Flig. 5. Corte transversal de un foliculo preovulatorio F2.
Las c¢é&lulas esteroidogénicas (CB) se aprecian alargadas, y el
grosor de la teca interna (TI) ha disminujido ligeramente. Los
grupos de células indiferenciadas (cCI) ﬁienden a reducir su
nimero en la teca externa (TE), observe-como los fibroblastos
(F) localizados en esta capa, se tornan elongados con el

incremento en di&metro del foliculo. ( 936 X )

Pig. 6. Microfotografia del foliculo preovulatorio FPi1. Los
vasos sanguineos (V) son abundantes al lado de las células
esteroidogénicas (CE) en la teca interna (TI). La teca externa
(TE) nmuestra tejido conectivo organizado de manera densa y los
grupos de <células indiferenciadas (CI) pueden observarse

ocasionalmente. ( 936 x )
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Fig. 9. Area de vasos sanguineos presentes en la teca
interna, durante el desarrollo de foliculos amarillos en el
ovario de la gallina. Las barras representan el promedio & DS,

(n=3) Los promedios con la misma letra no son

significativamente diferentes.
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Fig. 10. Area de islotes de células indiferenciadas en la

teca externa de foliculos preovulatorios en el ovario de 1la

gallina. Las barras representan el promedio i DS, (n=3). Los

promedios con la misma letra no s8on significativamente

diferentes.
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TABLA I1I

VOLUMEN TOTAL ESTIMADO DE CELULAS ESTEROIDOGENICAS E
ISLOTES DE CELULAS INDIFERENCIADAS EN LA TECA INTERNA Y TECA

EXTERNA DE FOLICULOS PREOVULATORIOS EN LA GALLINA DE POSTURA.

Volumen Total

Tipo de Teca Teca Células -~ Células
Foliculo Interna Externa Esteroidogénicas Indiferenciadas

SYF 6.3 27.0 3.5 5.3
F5 14.2 54.5 7.5 7.6
F4 22.5 106.3 12.9 11.3
F3 32.0 148.0 19.3 13.6
F2 48.0 209.0 18.7 7.9
ri 58.0 218.0 32.0 ) 0.6

NOTA. El volumen fue calculado de los valores morfométricos
promedio, considerando al foliculo como una esfera con un
didmetro promedio particular, como es descrito en Material y

Método. Los datos son expresados en mmd.
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DISCUSION

El andlisis morfométrico permite cuantificar modificaciones
en el grosor de la teca interna y teca externa, asi como en los
elementos histolégicos que constituyen ambas capas, los cuales
tienden a variar de acuerdo al grado de desarrolleo folicular.

Las muestras se tomaron al azar en las distintas regiones de
la pared folicular. Considerando que las muestras representan la
l&mina tecal de todo el foliculo (excluida la regién del
estigma), fue posible estimar el volumen total de las células
esteroidogénicas tipicas en la teca interna y de las células
indiferenciadas en la teca externa de cada tipo folicular.

Las células esteroidogénicas tipicas de la teca interna
contienen inclusiones de é&steres de colesterol (Dahl, 1970},
presentan actividad citocrome P-450scc (corta las uniones c-c del
¢olesterol) (Nitta et al., 1991b), son positivas para 3IB-HSD
(3B~hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 5~-4 isomerasa) (Armstrong,
1982), contienen una citocromo P-450 €17 (P-450 17« -hidroxilasa,
17,20-1liasa) (Nitta et al., 1991ib), y ademids nmuestran actividad
178<HSD (178~-hidroxiesteroide deshidrogenasa) (Gémez et al.,
1993). Estas son células secretoras de andrdgenos,
principalmente androstenediona y en menor cantidad testosterona
(Marrone y Hertelendy, 1985; Gomez et al., 1993); aungque también
se ha detectado la sintesis de progesterona (Nitta et al.,

1991b). Fig. 1 (Discusién)
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Fig. 1 Células y complejos enzimdticos gue participan en la
secrecién de hormonas esteroides en el foliculo preovulatorio.
La célula granulosa a partir de colesterol constituye la fuente
principal de progesterona; que es metabolizada en forma primaria
por la célula esteroidogénica de la teca interna en andrégenos,
aungue también é&sta célula tiene la capacidad de producir
progesterona. Los fibroblastos de la teca externa es probable que
intervengan en convertir la androstenediona en testosterona, y
las células indiferenciadas requieren de los andrdgenos como
sustrato, en la biosintesis de estrégenos.
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Las células esteroidogénicas tecales no disminuyen durante
la maduracién folicular, el foliculo mis grande F1, mostrd el mas
alto volumen total estimado de células esteroidogénicas, estos
resultados son consistentes a observaciones inicialmente
mencionadas por Bahr et al., (1983). En contraste, con respecto
a la biosintesis de androstenediona por estas cé&lulas, su
produccién es mayor en el foliculc F5 y menor en el F1l, 1o que
indica una disminucién en la secrecién con el desarrollo del
foliculo (Marrone y Hertelendy, 1985; Robinson y Etches, 1986;
Porter et al., 1991; GGmez et al., 1992; 1993}. Como puede
apreciarse los hallazgos morfométricos no concuerdan totalmente
con lo reportado desde un punto de vista fisiolégico. Tal vez lo
anterior se debe a gue las células esteroidogénicas tecales se
transforman en esteroidogénicamente inactivas (en cuanto a 1la
sintesis de androstenediona) durante la maduracién folicular, ya
dque el nGmero de células secretoras no disminuye. Es posible que
las células esteroidogénicas tipicaz de la teca interna en el
foliculo F1, cambie a una célula secretora de progesterocna debido
a que la 3B8-HSD permanece atin activa (Armstrong, 1982), y el
citocromo P-450 C17 se reduce (Nitta et al., 1991b). Resulta de
interés indicar que un cambio similar ha sido descrito en el
foliculo preovulatorio de mamiferos, donde las células tecales
parecen modificar su capacidad esteroidogénica de una célula
productora de andrSgenos, a una célula productora de
progesterona (Roberts y Skinner, 1990).

En relacidn con el desarrollo de los vasos sanguiheocs

localizados en la teca interna, estos mostraron un incremento del

93



foliculo SYF al foliculo mAds dgrande F1. Esto confirma
observaciones previas efectuadas en aves por Scanes et al.,
(1982), donde se indica que los cinco principales foliculos
preovulatorios, reciben cerca de la mitad del flujo sanguineo
ovarico ( aproximadamente el 48% ). El alto 'y progresivo
incremento en la circulacién sanguinea del foliculo F5 al F1
durante el proceso de maduracidn, concuerda con nuestros
resultados, y se explica por la necesidad en el transporte de
precursores para la deposicién de vitelo, asi como para el
suministro de nutrientes esenciales y oxigeno en la funcién
esteroidogénica. Scanes et al., {(1983) encontré que el mis alto
flujo se presenté en el foliculo F1, decayehdo de manera dréastica
en el foliculo postovulatorio, posiblemente esto se debe a que
en este Gltimo se presenta una disminucién en la actividad
funcional y por tanto no requiere de una mayor irrigacién.

En mamiferos se ha reportado que el nlGmero de capilares
sanguineos de la teca interna se incrementa linealmente con el
aumento en tamaifio del foliculo. El crecimiento en la red capilar
experimenta cambios morfolé6gices significativos conforme la
ovulacién se aproxima, y como respuesta al pico preovulatorio LH
se observa a nivel del plexoc capilar: un aumento en el suministro
sanguineo, hiperemia, alargamiento de vasos sanguineos
(vasodilatacién), incrementoc en la permeabilidad vascular,
extravasacidén y edema (Hiura y Fujita, 1977; Lipner, 1988;
Maurer-Schultze, 1989; Kranzfelder, 1992). Esta red adquiere la
apariencia de un plexo capilar multilaminar sumamente denso, que

se desarrolla en espiral en la porcidén més profunda de la teca
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interna, en contacto con la membrana basal (Bjersing y cajander,
1974; O’Shea et al., 1978; Lipner, 1988). Un sistema vascular
complejo, es una caracteristica de la teca interna en los
foliculos ovaricos maduros (Cavender y Murdock, 1988;
Macchiarelli et al., 1992). Siendo la red capilar menos densa en
otras partes de la teca (0’Shea, 1981; Martin y Talbot, 1987).

En el conejo Yy el humano hay evidencias de que los capilares
de la teca interna crecen paralelamente junto con la capa
granulosa (cuyo suministro metabt6lico depende de la red capilar).
Existe correspondencia entre el nGmero de capilares y el volumen
de la capa granulosa, puesto gue el desarrollo de los capilares
es controlada por cierta funcién reguladora de la capa granulosa,
ya que la red capilar no se desarrclla a menos que 1la capa
granulosa sea estratificada (Kranzfelder y Maurer-Schultze,
1989). Se sugiere que el aumento de este plexo capilar en el
foliculo preovulatorio puede estar bajo el control de un factor
angiogénico, el cual ha sido demostrado en células granulosas de
rata y porcino (Greenwald y Terranova, 1988). En la rata también
el nGmero de capilares en la teca interna se incrementé
linealmente con el aumento en el didmetro del foliculo, y el
nGmero relativo de capilares se mantuvo constante (Kranzfelder,
1992).

Es probable, gque el incremento en el &rea de vasos
sanguineos observado en la teca interna de 1los foliculos
preovulatorios ovaricos SYF al folicule F1 en nuestro estudio,
estid asociado con el crecimiento del foliculo. No obstante, se

presenté un aumente en la densidad de vasos sanguineos por unidad
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de Area, lo cual puede explicarse en el caso de aves por la
ridpida acumulacién de vitelo, asi como por el incremento en la
actividad secretora de los foliculos preovulatorios. Y en
mamiferos, los cambios en la vascularizacién pueden relacionarse
con la funcién esteroidogénica de la teca interna.

Con respecto al nGmero de islotes de c¢&lulas indiferenciadas
en la teca externa, disminuyeron durante la maduracién
folicular, y estuvieron préicticamente ausentes en el foliculo F1.
Estas células fueron descritas con actividad positiva a aromatasa
por inmunocitoquimica (Nitta et al., 1991b). Por lo tanto, 1la
reduccidén en la secrecidn de estrdgenos observada en los
foliculos mids grandes, podria ser explicada por la ausencia de
células indiferenciadas en la teca externa.

Se ha demostrado previamente gque la secrecidén de 17B-
estradiol alcanza un madximo en el foliculo F5 (Bahr et al., 1983;
Armstrong, 1984) y estos autores proponen una alta actividad
aromatasa en este estadio de maduracién folicular, la cual
decrece hacia el foliculo Fl. En nuestro estudio el &Area mayor
de células indiferenciadas se observé en los foliculos amarillos
mas pequefios SYF y F5, y disminuyeron de manera significativa en
los foliculos de mayor tamafio F2 y Fl; como puede apreciarse los
hallazgos fisiolbgicoes son consistentes con el estudio
morfoldgico.

1., (1991b) ha descrito para 1los fibroblastos

Nitta et
localizados en la teca externa, una mnodalidad funcional
diferente, indica que tienen inmunoreactividad para el

citocromo P-450 €17, la cual disminuye con la maduracidén
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folicular. Sin embargo, esta actividad enzim&tica no se ha
corroborado plenamente, por lo que se requieren otros estudios
para confirmar este reporte. Ademds existen evidencias
(Rodriguez-Maldonado et al., 1993) de actividad 178-HSD (178~
hidroxiesteroide deshidrogenasa), por 1lo que tal vez los
fibroblastos en la teca externa, puedan funcionar como un sitio
adicional secundario para la conversién de andrégenos, que
sumados a los andrégenos provenientes de manera primaria por las
células esteroidogénicas tecales en la teca interna, constituyen
el sustrato para las c¢élulas indiferenciadas , en la sintesis
de estrégenos. Fig. 1 (Discusién)

las células esteroidogénicas tecales y las indiferenciadas
aisladas de teca interna y teca externa, son estimuladas con el
tratamiento de LH, incrementando la secrecién de andrégenos y
estrégenos respectivamente (Huang et al., 1979; Marrone ¥y
Hertelendy, 1983; Robinson y Etches, 1986; Nitta et al., 1991b).

Con base en los datos anteriores es posible correlacionar
los resultados morfolégicos con la actividad fisiolégica: En las
aves en etapa de postura, tres tipos celulares estan involucrados
en la sintesis de hormonas esteroides, las células granulosas
producen progesterona, la cual es metabolizada por las células
esteroidogénicas de la teca interna a andrégenos, finalmente
estos andrégenos son transformados en estrégenos via células
indiferenciadas. Fig. 1 (Discusién)

Como se puede apreciar son necesarios estudios a nivel
ultraestructural y bioquimico (enzim&tico), para la comprensién

de las rutas metabblicas empleadas en la biosintesis de hormonas
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esteroides, y de esta manera poder integrar y explicar 1los
cambios que ocurren en las células estercidogénicas, durante el
proceso de maduracién de los foliculos ovaricos en la gallina de

postura.
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CONCLUSIONES

1. Las células esteroidogénicas en la teca interna tienden a
aumentar considerando el volumen absoluto estimado, este
incremento es proporcional de acuerdo al tamafio del foliculo, por
lo que su cantidad es menor en el foliculo SYF y mayor en el

foliculo F1.

2. Los vasos sanguineos de la teca interna proliferaron
durante la maduracién folicular, y el &rea mayor de vasos

sanguineos fue observada en los foliculos Fl1 y F2.

3. Los islotes de células indiferenciadas localizados en la
teca externa, fueron evidentes en los foliculos mds pequefios SYF

y F5, y estuvieron practicamente ausentes en el foliculo Fl1.
4. Los cambios estructurales hasta agui descritos, pudiercn

ser correlacionados con las modificaciones en la secrecidn de

hormonas esterocides a nivel de teca interna y teca externa.
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