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Efecto de los Estrógenos en el Desarrollo del Ovario 

Las hormonas esteroides sexuales, andrógenos estrógenos y progestágenos, 
intervienen en la reproducción y el dimorfismo sexual. Es conocida la importancia de 
los andrógenos testiculares en la diferenciación del aparato genital masculino. Por 
otra parte, si bien los estrógenos gonadales y el receptor a estrógeno se encuentran 
presentes durante el desarrollo embrionario del ovario de mamíferos, no está clara 
cuál es la participación de estas hormonas en la organogénesis gonadal. En este 
trabajo se estudia la influencia del 1 713-estradiol sobre las subpoblaciones celulares 
que integran el ovario del pollo (Ga/lus domesticus) durante su desarrollo 
embrionario y se obtienen evidencias de la presencia del receptor a estrógeno en las 
células ováricas. A los 13, 15, 17 y 21 días de incubación se cuantificó el número de 
células somáticas y germinales en el ovario del embrión de pollo testigo y tratado 
con 200 ng de 1 713-estradiol a los 1 1, 13 y 15 días de desarrollo embrionario. Dentro 
de las subpoblaciones de células ováricas, el l 713-estradiol awnentó el número de 
células somáticas sin inclusiones de Iípidos y no modificó el número de las células 
somáticas con abundantes inclusiones de Iípidos ni el nÚlnero de células germinales. 
El trata.miento con 1713-estradiol no modificó los estadios de la profuse de la primera 
división meiótica ni el diáinetro celular promedio de los ovocitos primarios. La 
secreción de 1 713-estradiol al medio de cultivo, por las células ováricas estimuladas 
con gonadotropina coriónica humana durante incubaciones cortas, es mayor en los 
animales tratados con estrógeno. El nÚlnero de ovocitos, de células pregranulosas y 
de células esteroidogénicas típicas en el pollo recién nacido testigo no difiere con los 
tratados con 1 713-estradiol, pero sí el de las células epiteliales relativamente 
indiferenciadas de la médula ovárica, el cuál está significativamente aumentado en el 
grupo tratado. El área celular prorriedio de los tipos celulares mencionados no se 
modificó por efecto del estrógeno. excepto para la células pregranulosas en las que 
el área celular está aumentada. En una suspensión celular mixta las células ováricas 
captan específicamente ['HJl 713-estradiol, al igual que lo captan las subpoblaciones 
celulares de ovocitos, células esteroidogénicas típicas y células epiteliales 
relativamente indiferenciadas. La unión del esteroide radiomarcado se observa en la 
fracción nuclear y citosólica. La captación específica del esteroide sólo es 
desplazada por compuestos estrogénicos. El complejo hormona-receptor en las 
células ováricas, tiene un coeficiente de sedimentación de 7-8 S, lo que es 
característico del receptor a estrógeno. En los ovocitos pritnarios, las células 
pregranulosas, las células esteroidogénicas típicas y células epiteliales relativamente 
indiferenciadas de la médula, el receptor a estrógeno se inmunolocalizó a nivel 
ultraestructural con anticuerpos monoclonales y oro coloidal, predominando en los 
núcleos celulares y en relación con la cromatina extendida. Los resultados obtenidos 
permiten sugerir que el receptor a estrógeno se encuentra en todos los tipos 
celulares estudiados y que el efecto biológico del 1713-estradiol en etapa embrionaria 



se observa en las células somáticas del ovario. principalmente en las células 
pregranulosas y células epiteliales relativamente indiferenciadas de la médula. 
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Effect of Estrogens on the Ovarian Development 

Sex steroid honnones (androgens, estrogens and progestagens) are involved in 
reproduction and sexual dirnorphism. The irnportance of testicular androgens is 
known for the differentiation ofthe rnale genital system. Ganada! estrogens and their 
receptors are present in the manunalian ovary during embryonic development. 
Nevertheless, the role of these honnones in the gonadal organogenesis is still 
unclear. This study focouses on the influence of 1713-estradiol on the cellular 
subpopulations of the chick (Gal/us domesticus) ovary during its embryonic 
developrnent, in addition to gathering evidence of existence of estrogen receptor 
proteins in ovarían cells. Somatic and genn cells were quantified for ovaries of 
treated (200ng of 1 713-estradiol at days 11, 13, and 15 of incubation) and control 
chick embryos at 13,15 17 and 21 days ofdevelopment. Within the subpopulation of 
somatic cells, 1 713-estradiol increased the number of the cells without lipid 
inclusions, but did not alter the number of cells with such inclusions. Furthermore, 
the population of genn cells remained unchanged. Treatment with 1713-estradiol 
does not modify the subphases ofthe first meiotic division ofthe primary oocyte nor 
their average diameter. Secretion of the 1713-estradiol into the culture medium by 
ovarían cells, incubated far shorts periods of time and stimulated with human 
chorionic gonadotropin hormone, is greater from the estrogen treated embryos. 
There is no difference in the number of oocytes, pregranulosa cells and typical 
steroidogenic cells between treated and untreated newly hatched chicks, however, 
the number of relatively undifferentiated epithelial cells is significantly increased in 
the group of treated animals. The average cellular area of the above mentioned cells 
groups, was unchanged by the effect of estrogens, with the exception of the 
pregranulosa cells, for which the total average area is augmented. Mixed ovarian 
cells in culture incorporated ['H]l 713-estradiol, as well as in cultures of isolated 
oocytes, typical steroidogenic cells, pregranulosa cells and relatively undifferentiated 
epithelial cells. The specific [3 H] steroid binding is observed in both, the nuclear and 
cytosolic fractions, and is only removed by estrogenic compounds.The hormone
receptor complex in ovarían cells has a sedimentation coefficient wich 7-8 S, wich is 
characteristic of the steroid receptor. This receptor was immunolocalized, at the 
ultraestructural leve} with monoclonal antibodies and developed with gold, in 
primary oocytes, pregranulosa cells, typical steroidogenic cells and undifferentiated 
epithelial cells in the ovarían medulla. The receptor was found in greater quantities in 
the nuclei. With the data obtained we were able to conclude that the ~eroid receptor 
is found in ali studied cell types and the biological effect of thel 713-estradiol is 
observed in embryonic somatic cells in the ovary, mainly on pregranulosa cells and 
relatively undifferentiated epithelial cells of the medullary region. 
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INTRODUCCION 

La detenninación del sexo en los seres vivos ha sido objeto de múltiples 

estudios. Actuabnente, está bien demostrado que el sexo de los marnfferos se 

establece genéticamente y no se encuentra influido por el medio aJllbiente. En las 

aves la determinación del sexo también es genética. aunque experimentalmente se ha 

obtenido f"erninización testicular transitoria modificando el medio ambiente honnonal 

(WolfF y Hatren, 1952; Weniger, 1962; Samsel y col.1982); también se logra la 

reversión sexual definitiva bloqueando la producción de estrógenos con inlubidores 

del complejo enzimático arornatasa (Elbrecht y Srnith, 1992). En los reptiles, el sexo 

de las serpientes y las lagartijas está determinado cromosórnicamente, pero en la 

mayoría de las especies de tortugas y cocodrilos la temperatura a la que está 

SOIJ1Clido el huevo durante su incubación es el fuctor determinante del sexo (en: 

George y Wilson, 1 988; Gilbert 1994 ). 

Dos etapas marcan la dif"erenciación sexual en los tnamíferos; 1 ) la 

dif"erenciación sexual priinaria, que ocurre en el embrión e involucra la diferenciación 

gonadal con su influencia en la formación de los órganos genitales. 2) En la 

pubertad, sucede 1a· diferenciación sexual secundaria que está relacionada con el 

desarrollo del fenotipo corporal. Ambas etapas producen finalmente el dimorfismo 

sexual de los manúfuros. 

En los hwnanos, éste dimorfismo se logra gracias al correcto establecimiento 

de cuatro niveles de diferenciación: a) Cromosórnico, b) Gonadal, e) Fenotípico y d) 

Psicosocial. 

En el proceso de diferenciación sexual la diferenciación cromosórnica resulta 

de la combinación de los cromoso111aS sexuales aportados en la fecundación por los 
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gametos que se unen y forman el cigoto. En los mamíferos. la presencia del 

cromosoma Y determina el sexo masculino y su ausencia el femenino. 

El siguiente evento es la diferenciación gonadal. En etapas muy tempranas 

del desarrollo embrionario, la gónada pasa por un estado indiferenciado, pero con 

capacidad de funnar ovario o testículo dependiendo de la infurmación genética del 

individuo. 

La diferenciación fenotípica es posterior a la diferenciación del testículo y el 

ovario, porque necesita de la secreción de honnonas gonadales específicas. La 

testosterona y la substancia inhibidora del conducto de MWler (MIS, por sus siglas 

en inglés) sintetizadas en el testículo dirigen la diferenciación masculina; la ausencia 

de estas rnisanas hormonas y la producción de estrógenos por la hembra, resulta en la 

fonnación y el desarrollo normal de los órganos sexuales correspondientes. La 

adquisición de los carácteres sexuales secundarios que se presentan en la pubertad 

depende de las concentraciones de esteroides gonadales circulantes . 

En el caso del ser hwnanola determinación social y psicológica está en 

función de su sexo de asignación y generalmente corresponde al sexo genético. 

Formación Inicial de la Gónada 

. La gónada se desarrolla a partir de la cresta urogenital; las células somáticas 

que la componen derivan de las células rnesodénnicas de dicha cresta. a difurencia 

de las células genninales primordiales (PGCs, por sus siglas en inglés), las cuales son 

de origen extraembrionario. En los mamíferos, la cresta urogenital se inicia con la 

proliferación del epitelio celómico en la z.ona ventral del mesonefros y del 

mesénquima que se encuentra por debajo de éste. Con la llegada de las PGCs a la 

s 



futura gónada, ésta queda constituida por células del epitelio celómico, células del 

mesénquima y las células germinales. 

En los estados iniciales de la diferenciación gonadal no es indispensable la 

presencia de las PGCs ya que, la pérdida total o parcial de las mismas en la cresta 

genital no altera el desarrollo inicial del testículo o del ovario. Los ovocitos 

participan en la diferenciación y mantenimiento de las células :foliculares y 

posterionnente llevan a cabo la :foliculogénesis. En el ovario desprovisto de PGCs 

las células prefuliculares no se mantienen hasta el estado adulto, en cambio, en el 

testículo carente de PGCs si se funnan los cordones testiculares. (en: Me Laren, 

1991). 

Una vez constituida la creSta genital y después del arribo de las PGCs, el 

blastema gonadal permanece en estado indif'erente y no es posible reconocer 

estructuras ováricas o testiculares. En esta etapa, aparecen los cordones sexuales 

primarios co010 prolif'eraciones de células que surgen desde el ntesonefros que esta 

por debajo de la gónada (Satoh. 1991) y que posterionnente rodean a las PGCs. En 

el caso del testículo estos cordones mantienen su desarrollo y se introducen al 

interior de la gónada fonnando los cordones sexuales ntedulares, los cuales se 

separan de la superficie gonadal cuando se fonna la túnica albuginea. 

La diferenciación del ovario es más tardía que la del testículo y en las 

primeras etapas del desarrollo sólo se le reconoce por la ausencia de estructuras 

testiculares. Se f"onnan, al igual que en el testículo, los cordones sexuales primarios y 

posterionnente una segunda generación de cordones sexuales conicales, de los 

cuales se discute si son derivados de los primeros o bien de nueva formación, éstos 

permanecen cerca de la superficie gonadal en la región conical. 
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Origen y Migración de las Células Germinales Primordiales 

lniciahnente se pensó que las PGCs derivaban del epitelio celórnico que 

cubre la región de la futura gónada,. Actualmente es indudable el origen 

extragonadal de las mismas en distintas especies de mamíferos como la rata, el ratón, 

el conejo y el hombre, (en: Byskov y Hoyer, 1994) 

Tradicionalmente se les ubica en el saco vitelino cerca de la alantoides, 

donde por primera vez se les puede distinguir morfológicamente, porque son de 

mayor tamafto que las células somáticas, tienen núcleo grande, citoplasma claro y 

responden positivamente a reacciones histoquirnicas para la enzima füsfutasa 

alcalina. Con técnicas más recientes, usando anticuerpos monoclonales contra 

antígenos de su superficie celular, se han podido identificar a las PGCs cuando aún 

son morfülógicamente parecidas al resto de las células somáticas en el epíblasto de 

ratón. Al día siete de desarrollo, se las localiza en el mesodermo extraembrionario 

cerca de la línea primitiva, donde se pueden ver alrededor de ocho células grandes, 

que también reaccionan positivarnente a la presencia de füsfiltasa alcalina y en caso 

de que esta zona sea removida, los animales carecen de PGCs, (Hahnel y Eddy, 

1986; Ginsburg y col., 1990). 

Desde su identificación en el endodermo del saco vitelino, las PGCs tienen 

capacidad de trasladarse con movimientos arneboideos migran por el endodermo del 

intestino hacia el mesodermo del mesenterio dorsal, para finalmente llegar al epitelio 

celómico de la cresta urogenital,. Una vez que alcanzaron la región de la futura 

gónada estas células pierden su capacidad de movimiento e incrementan su actividad 

mitótica. 
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En el proceso de migración de las PGCs se reconocen dos tipos de 

movimientos. El primero se lleva a cabo cuando el cuerpo del embrión se cierra y las 

PGCs pasan pasivamente al interior del embrión con tejido de la alantoides y del 

saco vitelino que fonnará el intestino primitivo posterior y el primordio del 

mesenterio dorsal. El segundo, es la locomoción activa de las PGCs por 

rnovinüentos arncboides, donde además del desplazantiento, es necesaria la correcta 

direccionalidad de las mismas para llegar a la gónada. Se han propuesto varias 

hipótesis que intentan explicar la ruta que siguen las PGCs y como llevan a cabo su 

migración. Esta podría deberse a un quimiotactismo positivo por medio de un 

gradiente de concentración de sustancias químicas reconocidas por las PGCs, que las 

dirigen hacia la gónada. En la cresta genital de embriones de ratón se ha detectado 

una substancia parecida al TGF-1} que in vitro atrae a las PGCs (Godin y col., 

1990). Otra hipótesis propone que las células del rnesénquirna y de la matriz 

extracelular poseen señales moleculares que guían a las PGCs hasta la gónada. En 

este sentido, se destaca la acción permisiva de la fibronectina como sustrato que 

ayuda al desplazamiento de las PGCs, ya que en Xenopus se ha visto, que la 

adhesión y la migración de las mismas puede ser inhibida si se trata al mesenterio 

dorsal con anticuerpos antifibronectina (Heasman y col., 1981 ). También se 

considera que la orientación de las células del mesénquima y la disposición de la 

matriz extracelular podrían dirigir correctamente a las PGCs hacia la gónada. Lo 

más probable es que en el proceso de migración de las PGCs intervengan rnás de una 

de las causas mencionadas. 

En las aves y los reptiles, las PGCs derivan de las células del epiblasto que 

migran de la región central de la zona pelúcida del embrión a la llamada creciente 
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genninal. Aquí se multiplican y entran al torrente sanguíneo cuando se ronnan los 

vasos sanguíneos en la creciente genninal. En estas especies las PGCs tienen la 

particularidad de atravesar la pared de los vasos sanguíneos, fenómeno conocido 

corno diapedesis y viajan en el torrente sanguíneo hasta la región donde se está 

fonnando el intestino primitivo; en este momento salen de la circulación y migran 

por el mesenterio hasta llegar a la cresta genital. No se sabe exactamente la manera 

en que las PGCs son atraídas por la cresta genital, pero se propone que la gónada en 

desarrollo produce una sustancia quimiotáctica que atrae y retiene a a PGCs (en: 

Gilbert 1 994 ). 

Dif"erenciación Gonadal 

Existen numerosos estudios que abordan la diferenciación gonadal, proceso 

que detennina la formación del testículo y del ovario. Anteriormente se pensaba que 

la diferenciación hacia ovario era pasiva y ésta sólo se revertía si existían las 

condiciones necesarias para la diferenciación testicular. Actualmente se sabe que el 

desarrollo del testículo y del ovario son procesos genéticamente activos que 

involucran, además de los cromosomas sexuales, a genes autosómicos relacionados 

con la producción de MIS y del complejo P 4 so arornatasa, (en: Gilbert, 1994; 

Gustarson y Donahoe, 1994). 

Morfológicrunente el primordio gonadal se organiza en: 

a) Tejido que rodea a las PGCs y que dará origen a las células de Sertoli en 

el testículo y a las células de la capa granulosa en el ovario. 

b) Tejido del estroma gonadal que formará tejido conectivo, vasos 

sanguíneos y el tejido intersticial esteroidogénico. 
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La línea precursora de las células de Sertoli es la primera en diferenciarse; 

estas células producen MlS y junto con la producción de testosterona por las células 

de Leydig, desencadenan los eventos moleculares y morfológicos que llevan a la 

fonnación del testículo y de los órganos reproductores masculinos (en: Gustafson y 

Donahoe. 1994). 

Los datos presenles en la literatura indican que la región 1 del brazo cono 

del cromosoma Y. específicamente la zona llamada región sexual (SRY/Sry en 

hombre/ratón) es la responsable de dirigir la diferenciación testicular. 

Una de las evidencias que apoyan esta hipótesis es que en los raros casos de 

varones fenotípicos con complemento cromosómico XX se ha encontrado 

traslocada la región SRY. Asimismo, en mujeres con complemento cromosórnico 

XY esta región está ausente. 

El producto génico de la región del SRY es un péptido de 223 runinoácidos 

conocido como fuctor determinante del testículo, (TDF por sus siglas en inglés); el 

que podría ser un f"actor de transcripción, porque contiene un dominio de unión al 

ADN similar al que se ha encontrado en otros factores de transcripción. como en el 

del grupo 1 de las proteínas de alta movilidad (en: Haqq y col., 1994). 

En el embrión de ratón se ha detectado al TDF antes y durante la 

diferenciación testicular, previo a la producción de MIS por las células de Sertoli. 

éste sería el único momento en el cual se expresa este gen durante el desarrollo. 

Experimentahnente se han logrado quimeras de ratones con líneas celulares 

XX/XY; éstas se desarrollan como tllachos fértiles aparentemente nonnales. Las 

células de Leydig en estos individuos pueden tener indistintamente genotipo XX o 

XY, mientras que las células de Sertoli sólo tienen genotipo XY. Con base en este 
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resultado, Ja expresión del SRY se daría únicamente en las células somáticas que se 

diferenciarán en células de Sertoli, de las cuáles se sabe que producen MIS. (en: Me 

Laren, 1991). 

La expresión del SRY en las células de Sertoli (síntesis de TDF), sería el 

evento disparador de la diferenciación testicular, y se propone que el TDF regula la 

síntesis de MIS (en: Me Laren, 1991). 

El MIS es una glicoproteina compuesta por dos subunidades idénticas de 70 

KD cada una y pertenece a una superfumilia de factores de crecimiento que incluye 

a Ja inhibina, activina y el TGF-j}, entre otros. 

El MIS se detecta en el f'eto humano entre la 7a. y Sa. semanas de gestación. 

En el varón la concentración sérica de esta hormona se mantiene elevada aún 

después del nacimiento y decae en la pubertad. En la hembra no se detecta MIS 

durante el desarrollo y sólo en muy bajas concentraciones entre la pubertad y la 

menopausia. La administración in vitro de MIS a ovarios fetales disminuye la 

biosíntesis de arornatasa por lo que se secreta testosterona en lugar de estradiol, (en: 

Lee y Donahoe, 1993) 

Koopman y col. (1991), construyeron ratones transgénicos insertando el gen 

del Sry a hembras genotípicas. Los animales resultaron ser machos fenotípicos 

normales, a pesar de su sexo cromosómíco. Aún cuando los estudios sobre el SRY/ 

Sry indican su participación en la determinación sexual, no deben descartarse otros 

genes que pudieran intervenir en la regulación de la formación de la gónada. La 

expresión de genes autosómicos como el "testís determíning gen .. (Tda-1) y el T

"associated sex reversa] gen" ( 1-Tas) éste últitno ubicado en el cromosoma 1 7 del 
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ratón. cooperan con el SRY en Ja regulación de la diferenciación sexual de los 

mamíferos (Eicher y Washbum, 1986 ). 

El gen WT-1, también interviene en la conformación de la gónada; éste se 

expresa previamente a Ja formación del primordio gonadal en el ratón; los individuos 

con alteraciones en este alelo presentan malformaciones gonadales. Más aún, una 

mutación dirigida del gen WT-1 en ambos alelos resulta en agenesia gonadal y 

renal. Esta mutación es letal y los embriones mueren en el útero (Kriedberg y col., 

1993). 

En estudios recientes de la expresión génica se ha encontrado un factor de 

transcripción que participa en la regulación de Ja transcripción de Jos complejos 

citocromo P 450 que intervienen en la esteroidogénesis. El filctor esteroidogénico-1 

(SF-1), es producto del gen Ftz-Fl que se expresa en Ja cresta urogenital del 

embrión de ratón desde antes de la formación de la gónada (día 9-9.S de desarrollo), 

así como en las células fetales de Sertoli (lkeda y col., 1994). En el ratón adulto 

arnbién se expresa en las células de Leydig del testículo y en el ovario, en las células 

de la teca, de la granulosa y del cuerpo lúteo (lkeda y col., 1993). El SF-1 parece 

ser necesario para Ja diferenciación embrionaria de Ja gónada, de las glándulas 

suprarrenales y en la formación del tejido esteroidogénico primario, (Luo y col., 

1994). En ratones transgénicos carentes de SF-1, la región que debería fonnar la 

gónada sufre muerte celular en el tiempo correspondiente a su diferenciación. Los 

ratones nacen sin gónada y con genitales femeninos, pero mueren dentro de los 

primeros 8 días posteriores al nacimiento. Aún cuando la migración y la viabilidad de 

las PGCs no se ve afectada en principio sino hasta el momento en que deberían 
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arribar a la gónada. éstas se encuentran evidentemente disminuidas en número y se 

les ubica en el tejido mesonéfrico (Luo y col., 1994). 

El primer indicio de dimorfismo gonadal es bioquímico más que morfológico, 

con la probable secreción preferencial de estrógenos por la gónada femenina y de 

andrógenos por la masculina. En el desarrollo temprano del ovario se detecta la 

actividad de enzimas esteroidogénicas en el f"eto humano, (George y Wilson, 1978), 

de conejo (Milewich y col., 1977), de bovinos (Shemesh y Hansel, 1983) y de 

cerdos (Moon y Raeside, 1972). 

Juárez-Oropeza y col., ( 1995) muestran en embriones hembras de bovino la 

actividad del complejo aromatasa antes y durante la düerenciación ovárica. La 

producción de esteroides gonadales previa a la diferenciación sexual prixnaria fue 

inf"orrnada en embriones de oveja por Attal, ( 1969) y en embriones de conejo por 

Gondos y col., (1983). Aún cuando la reversión sexual gonadal en mamíferos no es 

inducida por tratamientos con hormonas esteroides (Jost, 1970) y parecería ser 

independiente de estrógenos, los hallazgos antes descritos hacen suponer que la 

producción local de los estrógenos por la gónada indüerenciada puede estar 

implicada de alguna manera en la regulación de la diferenciación ovárica . 

En vertebrados inf"eriores existen evidencias de la participación de los 

estrógenos en la diferenciación ovárica. Así, los embriones de cocodrilos tratados 

con estradiol 7 días después de la oviposición e incubados a la temperatura que 

nor:malrnente produce a.nllnales machos, sufren reversión gonadal completa de 

hembras en el 1 OOo/o de los casos. En estos animales, en las mismas condiciones 

experimentales, el tratamiento con inhfüidores de aromatasa inhibe el desarrollo 

ovárico (Lance y Bogart, 1992). 
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En las aves el tratamiento con estrógenos no revienen el sexo tan claramente 

como en los cocodrilos, pero feminiza el testículo si se administran antes de la 

diferenciación gonadal (Wolff y Ginglinger, 1935). En el embrión de pollo. los 

estrógenos gonadales se detectan en el plasma desde el 7.5 dia de incubación 

(Woods y Brazzil, 1981 ). El tratarrtlento con dietilestilbestrol al dia 5 de desarrollo 

embrionario, induce la producción de estrógenos in vitro por el testículo del embrión 

de pollo al día 17 de desarrollo embrionario (Samsel y col., 1982). 

Experimentalmente se ha demostrado que los estrógenos intervienen en la 

organogénesis del ovario de las aves. ya que si se bloquea la producción de los 

mismos con inhibidores de aromatasa administrados antes de la diferenciación 

gonadal, se forman testículos funcionales que permanecen hasta el estado adulto en 

animales genéticamente hembras (Elbrecht y Smith, 1 992). 

Desarrollo del Ovario de las Aves 

La mayoría de las aves presentan asimetría del sistema genital; la gónada y el 

oviducto derecho se atrofian durante el desarrollo embrionario y al momento de la 

eclosión son órganos rudimentarios que continúan involucionando y no panicipan en 

la vida reproductiva del animal adulto. Por lo tanto, el único ovario fi.mcional de las 

aves, desde antes de la eclosión, es el ovario izquierdo. Éste se ubica dentro de la 

cavidad abdominal en posición cefálica con respecto a los riñones; lo irriga una rama 

de la aneria renal lumbar izquierda y lo drena la vena ovárica. 

El ovario está cubieno por una capa de células epiteliales conocida como 

epitelio superficial o germinal. Por debajo de éste se encuentran la coneza y la 
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médula, las cuáles en el pollo jóven se distinguen como zonas separadas, pero en el 

animal adulto se pierde esta distinción. 

En la gallina adulta, la corteza está formada por tejido conectivo laxo, vasos 

sanguíneos, fibroblastos y Jos folículos ováricos, los cuales pueden considerarse 

como unidades independientes. Los folículos consisten en un ovocito rodeado por 

células foliculares y están envueltos en una membrana basal, por fuera de éstos se 

encuentra una capa .l1'1ás externa. que se diferencia a su vez en dos capas: la teca 

interna. abundantemente vascularizada., y Ja teca externa., de consistencia más 

fibrosa. En estos animales, la médula ovárica contiene células esteroidogénicas 

típicas agrupadas en cordones y células relativamente indiferenciadas que rodean a 

los mismos. También se encuentran vasos sanguíneos, linfiíticos y sinusoides, 

paquetes de fibras nerviosas que inervan islotes de células esteroidogénicas típicas, 

vasos sanguíneos y músculo liso, e incluso algunos llegan a inervar la corteza 

(Hodges, 1974). 

En el pollo el desarrollo gonadal se inicia con la aparición de Ja cresta 

urogenital, posteriormente se conforma Ja gónada indiferente (día 3-6 de incubación) 

a partir de la cuál se diferencia el ovario (día 6.5 de incubación). 

El epitelio celómico que recubre el ovario, es sólo una capa de células 

cuboidales. En Ja gónada izquierda, desde muy temprano, se inicia la :formación de Ja 

corteza que rodea por completo a la médula; mientras que en Ja gónada derecha sólo 

se observan algunos restos corticales. La corteza está :formada por una segunda 

proli:feración de cordones sexuales, o cordones ovígeros. Éstos rodean a las PGCs 

que se encuentran casi exclusivamente en Ja zona cortical desde Ja primera mitad de 
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la incubación. La corte7..a está separada de la médula por una capa de tejido 

conectivo conocido como falsa albugínea. 

Desde el día 7 de incubación. la médula contribuye al incremento de tamaño 

de la gónada por la proliferación de los cordones medulares. Al día 9 de incubación. 

los cordones son más gruesos y más largos. y en la médula se distinguen dos zonas, 

la médula yuxtacortical. ubicada inmediatamente por debajo de la corteza y una capa 

reticular más interna donde se observan grandes espacios intersticiales formados por 

la distención de los cordones medulares en la médula profimda (Romanoff, 1960). 

En la médula ovárica de pollo recién nacido, se encuentra un compartinliento 

epitelial fonnado por cordones de células rodeadas por una lámina basal y espacios 

!acunares delimitados por células epiteliales. En la médula, ultraestructurahnente se 

distinguen dos tipos celulares: el primero, son células tipicainente esteroidogénicas 

agrupadas en islotes. o bien aisladas como células intersticiales, que tienen 

mitocondrias con crestas tubulares, gran cantidad de cisternas de retículo 

endoplásmico liso y citoplasma con abundantes inclusiones de lípidos. El segundo 

tipo celular, lo forman nidos pequeños de células poco diferenciadas, rodeados por 

una lámina basal bien definida, (González y col., 1988). 

El tamaño del ovario izquierdo aumenta de 2.5- 5.5 mm en promedio entre 

los 9-14 días de incubación a 37º C; en éstas mismas edades el ovario derecho es de 

la mitad de trunaño (Romanoff, 1960). El grosor de la corteza en el ovario izquierdo 

se incrementa cerca de 30 veces entre el 6-1 7 días de incubación principalmente por 

mitosis de las células del epitelio superficial y de las PGCs (Maraud y col .• 1990). 

En el ovario izquierdo del embrión de pollo. las ovogonias se encuentran 

agrupadas en " nidos" y tienen gran actividad mitótica, ya que incrementan su 
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número cerca de 25 veces entre el día 9 y el día 1 7 de incubación en que alcanzan 

su valor máximo. La multiplicación de las ovogonias se realiza por regiones a lo 

largo de la corteza del ovario. Después de la proliferación ovogonial, ocurre otro 

fenómeno conocido como atresia; éste afecta tanto a las ovogonias como a los 

ovocitos pritnarios, por Jo que, disminuye el número de ovogonias ya que en el 

primer día posteclosión han degenerado el 30% de las mismas (Hughes, 1963). 

La atresia ovogonial puede darse durante la mitosis o la interfuse; las células 

que han entrado en proceso de degeneración se distinguen por cambios nucleares, y 

en etapas más avanzadas, el citoplasma se observa francamente vacuolizado. Los 

tneeanisrnos que provocan la atresia no han sido esclarecidos (Gondos, 1978). 

El proceso de ovogénesis se inicia cuando las ovogonias entran en meiosis y 

originan a Jos ovocitos primarios. Los primeros ovocitos aparecen en la zona central 

de Ja corteza y luego hacia el exterior de Ja misma. En el embrión de pollo. la 

ovogénesis se inicia entre los 1 3 y 14 días de incubación, la máxima conversión de 

ovogonias a ovocitos sucede el día 1 7 y termina alrededor del día 20 de incubación 

(Gondos, 1978). 

Los hallazgos de Erickson (1974) permiten sugerir que en las aves la 

dif"erenciación de las células germinales seria independiente de estímulos hormonales, 

ya que en fragmentos aislados de corteza ovárica de embriones de pollo de 6 días de 

incubación, las células germinales se desarrollan normalmente hasta cigoteno, como 

sucede en los cultivos de fragnientos de gónada completa (corteza y médula), lo que 

lleva a pensar que el control de la diferenciación en estas células se encuentra en la 

corteza del ovario y que después del día 6 de desarrollo no depende de los 

estrógenos producidos en la médula. 
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Control Génico del Inicio de la Meiosis 

En la literatura existe poca irüormación acerca de la expresión génica durante 

la meiosis que nos pennita explicar que determina el inicio de la misma. En 

nernátodos, las células germinales de los mutantes recesivos para el gen g/p-1 inician 

la tneiosis sin que haya divisiones mitóticas, pero cuando se les traslada a tejido 

gonadal normal, las células germinales se dividen mitóticamente antes de iniciar la 

meiosis. Se propone que este gen está involucrado en la respuesta de las células 

genninales al estímulo de iniciación de la meiosis (Austin y Kirnble, 1987). En 

estudios realiz.ados en Caenorhabditis e/egans se han descrito otras familias de 

genes que intervienen en la diferenciación de la linea germinal. La furnilia de los 

genesfem activa la expresión de los genesfog, estos últimos estan implicados en la 

regulación de la diferenciación de la linea espermática ya que si se inhibe la 

expresión de los genes fi>g se produce la feminización de la linea germinal. Por lo 

tanto, el inicio de la ovogénesis sólo se dará si el producto génico de la fumiliafem 

está ausente y sobre todo del genfem3. La traducción del genfem3 esta regulada 

por la expresión del gen mog-3, el que dirige la síntesis de un factor inhibitorio de la 

traducción defem3 (Kirnble y White, 1981). 

En marniferos se han descrito varios genes que se transcriben durante la 

espermatogénesis. Por ejemplo, el de las proteínas de choque térmico 70 que se 

expresa en espermatocitos en paquiteno y el gen que codifica para la protamina, el 

que se expresa en las espennátidas (en: Erickson, 1990). En el testículo del ratón 

adulto se expresa el gen megl, sobre todo en los espermatocítos en paquiteno, pero 

se desconoce si también se expresa en los ovocitos (en: Byzkov y Hoyer, 1994). 
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Aún cuando esta información se refiere a genes que codifican para proteínas que se 

expresan durante la meiosis, no se conoce el papel que las mismas desempeñan en 

este proceso. 

Biosíntesis y Función de los Estrógenos 

Las hormonas esteroides se encuentran ampliamente distribuidas en la escala 

biológica, desde los insectos hasta los vertebrados superiores. Actúan sobre una 

amplia gama de tejidos ejerciendo diversas :funciones vitales e incluso indispensables 

para la preservación de la especie. 

El núcleo básico de los esteroides se forma con la fusión de tres anillos 

ciclohexano (A, B, C.) y un anillo ciclopentano (O) y forman la molécula del 

ciclopentanoperhidro-f'enantreno. Con la adición de cadenas laterales a este núcleo 

básico se determinan los distintos tipos de esteroides. 

El colesterol es el compuesto a partir del cual se sintetizan todas las hormonas 

esteroides. Este compuesto tiene 27 átomos de carbono, núcleo colestano y grupos 

metilo en los carbonos 1 O y 13; en el carbono 17 se encuentra unida una cadena de 8 

carbonos. 

Los derivados pregnano (C 21) se forman por la pérdida de un segmento de la 

cadena lateral, entre C20 y C22 de la molécula del colesterol. Biológicamente se 

clasifican como progestinas e incluyen a la pregnenolona. progesterona, 1 7 a-OH 

progesterona y 20a-dihidroprogesterona. Se destaca la importancia de la 

pregnenolona por ser el primer paso en la biosintesis de las hormonas esteroides. La 

progesterona se sintetiza en el f'olículo y el cuerpo lúteo, y además de ser un 

intermediario biosintético, prepara al endometrio uterino para la implantación, su 

presencia es esencial para mantener el embarazo. 
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Los andrógenos derivan de las progestinas; éstas pierden la cadena del 

carbono 17 y fonnan el núcleo androstano. el cual contiene 19 átomos de carbono. 

Los andrógenos además de que se producen en el testículo. se sintetizan también en 

el folículo ovárico y son el sustrato para la producción de estrógenos. 

Con la pérdida del grupo metilo en ClO del androstano se confonna el 

núcleo estreno (C18), el cual pasa por un proceso de aromatización en el anillo A 

necesario para producir los estrógenos. En este grupo se incluye a la estrona. el 

estradiol y el estriol como los principales estrógenos naturales que se sintetizan en el 

ovario y la placenta. Éstos, además de ser indispensables para el desarrollo de los 

caracteres sexuales femeninos, están implicados en la regulación del ciclo sexual y el 

desarrollo de los tejidos que intervienen en la reproducción. 

Las células que llevan a cabo la esteroidogénesis obtienen el colesterol a 

partir de: a) lipoproteinas circulantes en la sangre. b) colesterol intracelular 

almacenado en fonna de ésteres de colesterol en inclusiones lipídicas citoplásmicas, 

c) sintesis de novo a partir de acetato. Las células esteroidogénicas ováricas obtiene 

el colesterol a partir de las lipoproteínas circulantes principalmente. 

Como ya se mencionó, el primer paso en la biosintesis de las hormonas 

esteroides es la formación de pregnenolona. lo que se realiza en la membrana interna 

de las crestas mitocondriales. La cadena lateral del colesterol se corta por dos 

reacciones de hidroxilación en los carbonos 22 y 20, eliminando así seis carbonos 

para formar un compuesto C2l. Este proceso requiere de: a) el citocromo P 4 so""' 

que es una hemoproteina que hidroxila y puede cortar los enlaces C-C,. b) una 

flavoproteina que actúa como transportadora de electrones y c) una hemoproteina 

cuya actividad es intermediaria entre los pasos a y b. El paso limitante en la 
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producción de esteroides es la escición de la cadena lateral del colesterol, lo que 

ocurre de la misma fonna en ovario, testículo y glándulas suprarrenales. 

Una vez formada la pregnenolona (P,), puede entrar a alguna de las dos vías 

esteroidogénicas básicas; la vía A' ó de la pregnenolona, que forma dehidroepi

androsterona (DHEA) a partir de P,, o bien la misma pregnenolona transformarse a 

progesterona (P4 ) y entrar a la via A4 , que forma androstenediona a partir de P 4. 

Tanto la pregnenolona como la progesterona son los precursores fundamentales en 

la biosíntesis de esteroides. 

En la :formación de testosterona a partir de pregnenolona intervienen cuatro 

enzimas de localización microsomal, la 313-hidroxiesteroide deshidrogenasa A 5 -

4isomerasa (313-HSD), 1 7a-hidroxilasal 7,20-liasa (P4SOc 17) y 1713-lúdroxiesteroide 

deshidrogenasa ( 1 713-HSD). Como ya se mencionó, los estrógenos se forman por la 

aromatización de los andrógenos con la participación del P4SDaro. 

El 1713-estradiol es el estrógeno biológicamente n1ás potente. Se sintetiza en 

el ovario y se interconvierte a estrona que tiene menor actividad biológica. En esta 

interconversión hay pre:ferencia por la :fonnación de 1 713-estradiol. Sus principales 

tejidos blancos son: el útero, la vagina, las mamas y el cerebro (en: O'Malley y 

Strott, 1993 ). 

Se han descrito e:fectos rápidos y tardíos de los estrógenos sobre sus tejidos 

blancos; los primeros se observan inmediatamente después de la adnúnistración de 

estrógenos ya que no requieren la síntesis de proteínas de novo; por ejemplo, la 

acumulación de agua en el útero. 
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Los efectos tardíos se manifiestan horas después e involucran síntesis de 

proteínas específicas corno la producción de moléculas receptoras a estradiol y 

progesterona, (en: Clark y Markaverich., 1988). 

La acciones de los estrógenos sobre el ovario han sido estudiadas por varios 

autores. En el animal adulto los estrógenos estimulan la proliferación de las células 

granulosas del ovario de rata, (Pencharz, 1 940; Williarns, 1 940; Bradbury, 1961 ; 

Goldenberg y col., 1972, Merk y col., 1972). Más aún. en ratas hipofisectomizadas, 

el 1 7¡l-estradiol es capaz de incrementar el contenido ·de su propio receptor y 

potencializar la respuesta de las células granulosas a hFSH (Richards, 1975b). 

La primera evidencia de que los estrógenos están involucrados en la 

regulación de la diferenciación gonadal en el embrión de pollo, se obtuvo en machos 

genéticos con la inducción del desarrollo gonadal hacia ovario por la administración 

de l 7¡l-estradiol y dietilstilbestrol (DES) a embriones de cinco dias de edad (Wolffy 

Ginglinger, 1935; Van Tienhoven., 1957). Sin embargo, mientras que la 

administración de antiestrógenos corno el tarnoxifén a embriones no produce 

regresión sexual en hembras (en: Scheib, 1983),la inyección de inhibidores de 

arornatasa provocóla reversión sexual morfológica y fisiológica pennanente hasta la 

edad adulta, (Elbrecht y Smith, 1992). 

Esteroides Gonadales Durante el Desarrollo Embrionario de los Aves 

En las aves, se acepta que el patrón básico de desarrollo gonadal es el 

testículo y sólo se diferenciará a ovario si existen condiciones adecuadas para ello. 

El sexo masculino se origina con el genotipo hornogarnético ZZ y el genotipo, ZW 

induce el sexo femenino. 
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La secreción endócrina de la gónada embrionaria en las aves es más 

temprana y activa en el ovario, comparada con el testículo de la misma edad (Scheib, 

1983). Este hecho es d:if'erente a lo que se conoce acerca de la actividad endócrina 

del ovario de mamíferos, en los que la diferenciación genital en sentido femenino se 

realiza aún en ausencia del ovario (Jost 1970; Luo y col., 1994). En las aves 

desarrollo ovárico está influenciado por el ambiente hormonal. ya que creando 

experitnentahnente un medio ambiente estrógenic.o en un embrión de pollo, se 

obtiene una feminización morfológica y endócrina transitoria de la gónada 

masculina. (Wolff, 1979). 

Los prirrteros estudios sobre la presencia de las hormonas sexuales en la gónada 

del embrión de pollo fueron con reacciones inrnunohistoquimicas. En etapa de 

gónada indiferente, las gónadas de ambos sexos reaccionan positivamente a estrona 

y 17~-estradiol, tres días antes de su dif"erenciación morfológica. Una vez que el 

ovario se ha diferenciado, la reacción es más intensa en ovario izquierdo (Woods y 

Enon, 1978). 

Varios autores sugieren que las gónadas de embriones jóvenes de pollo 

tienen capacidad de sintetizar esteroides durante su diferenciación morfológica. e 

incluso antes de la misma. Wolff (1979), encontró que la cresta urogenital de 

embriones de 2.5 días de incubación. reacciona positivamente por métodos 

histoquimicos a la enzima 3~-HSD. Esto también se observa a los 6.5 dias de 

incubación. La actividad de 3~-HSD, parece restringida a las células intersticiales 

derivadas de los cordones medulares de embriones fe111eninos antes del día 6.5 de 

desarrollo. En el testículo, está actividad se registra débilmente en las células de los 

cordones en embriones de la misma edad y se hace más evidente entre el día 7-8 de 
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incubación. Después de esta fecha, el tejido intersticial es el que revela intensamente 

la presencia de la enzima 3 ¡3-HSD (Scheib y Haffen, 1969). 

Analizando la producción de hormonas esteroides, a partir del 7.5 día de 

incubación el testículo produce principalrneme testosterona (Guichard y col., 1977; 

Woods y col., 1983). Sin embargo como se mencionó anteriormente, se considera 

que la actividad esteroidogénica de éste es más tardía y de menor intensidad 

comparada con la del ovario (Scheib, 1983). Aún así, no debe descartarse la 

influencia hormonal en el desarrollo de la gónada masculina. Maraud y col., (1990) 

demostraron que es posible inducir la formación del testículo, en embriones de 3 días 

de incubación, iajertando testículo de embriones de pollo de 1 7 dias de desarrollo. 

En este estudio, los embriones femeninos fbrmaron testículos en lugar de ovarios. 

Los autores proponen que quizá la MIS producida por el testículo sea la causante de 

la reversión sexual, ya que el conducto de Müller involuciona. Estos resultados 

permiten sugerir que en las aves la diferenciación testicular es también un proceso 

activo como en los mamíferos, a pesar de la poca producción de testosterona por el 

testículo de embriones jóvenes. 

La capacidad de la gónada femenina para transfbrmar in vitro precursores 

radiomarcados en hormonas sexuales, implica la actividad de las enzimas que 

participan en la síntesis de esteroides, (Guichard y col.. 1973 ). El futuro ovario 

sintetiza desde el día 5 de incubación, estrógenos a partir de progesterona, y desde el 

día 6.0 a partir de acetato de sodio (Weniger y Zeis, 1971 ). 

Después de la primer semana de incubación, varios autores probaron la 

:formación preferencial de estrona y estradiol por el ovario de pollo, (Cedard y 

Haflen, 1966; Galli y Wassermann, 1973; Guichard y col.. 1977). Conforme avanza 
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ésta., la secreción hormonal es acorde a la diferenciación sexual del embrión. En el 

testículo se produce principalmente testosterona y dihidrotestosterona., mientras que 

en el ovario izquierdo predomina la estrona y el 1 713-estradiol (Woods y Erton. 

1978). 

Retomando la estero ido génesis ovárica, Galli y Wasserman ( 1973 ), 

mostraron que desde el día 7 de incubación en el ovario izquierdo se detecta la 

presencia de 20-dihidroprogesterona., 17-hidroxiprogesterona., 17¡3-estradiol y 

estrona., mientras que el ovario derecho entre los 7-10 días de incubación, 

metaboliz.a progesterona a dihidroprogesterona y al día 1 O, sintetiza estradiol y 

testosterona. 

Guichard y col. ( 1977), cuantificaron por radioinmunoanálisis la producción 

in vitro de esteroides por la gónadas de embriones de pollo entre 7.5-18 días de 

incubación. Después de 24 horas de incubación los principales esteroides secretados 

al medio de cultivo fueron: estradiol, testosterona y dehidroepiandrosterona., 

mientras que progesterona y estrona se producen en menor cantidad. Durante el 

desarrollo embrionario, la síntesis de esteroides gonadales en ambos sexos se 

incrementa gradualmente. La gónada femenina mantiene concentraciones más altas 

de estrógenos que la gónada masculina., aunque también produce testosterona. El 

testículo en cambio, produce relativamente mayor cantidad de testosterona y 

dihidrotestosterona que de estrógenos. La relación testosterona/estradiol es siempre 

mayor de uno en el testículo y después del día 1 O de incubación también en ovario 

derecho, mientras que en ovario izquierdo esta relación es menor de uno. 

La producción de estrógenos ováricos se correlaciona con la concentración 

de estradiol plasmático. Éste se incrementa continuamente desde el 7.5 día de 
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desarrollo en el ovario del embrión de pollo. pero no en el testículo. en el que 

permanecen a niveles más bajos y relativamente constantes. (Woods y Brazzill, 

t 98 t ). Los mismos autores indican que la concentración de estradiol plasmático 

durante el desarrrollo embrionario nruestra un comportruniento bifásico; la primera 

fuse ocurre entre los 7 .5-12.5 días y muestra un incremento lento; la segunda fuse se 

observa entre los l 3 .5-1 7.5 días y muestra un aumento más pronunciado en la 

concentración del estrógeno. 

El ovario derecho crece continuamente hasta el día 9 de desarrollo 

embrionario, después involuciona y queda como órgano rudiJ:nentario desde antes 

de la eclosión (día 21 de incubación). Su capacidad esteroidogénica es más parecida 

a la del testículo que a la del ovario izquierdo y desde el día l O de desarrollo 

embrionario produce más testosterona en relación al t 7¡3-estradiol (Guichard.y col., 

t 977). Para el día t 5 de desarrollo, la producción de testosterona por este órgano es 

similar a la del testículo (Teng. 1982) y a los 18 días de incubación. el ovario 

derecho tiene una nmrcada reducción en su secreción de esteroides sexuales y de su 

contenido proteico y su respuesta al estímulo con gonadotropinas está disminuida 

(Velá:zquez y col., 1995). 

La secreción hormonal ovárica está bajo control hipofisiario por 

intermediación de las acción de las gonadotropinas. La hormona luteinizante y la 

hormona estimulante del foliculo (LH y FSH, por sus siglas en inglés) pudieron ser 

demostradas por medio de técnicas inmunocitoquúnicas en la bolsa de Rathke a los 

4 días de incubación (Gasc y Sar 1981; Woods y col., 1985). La concentración 

sérica de LH se detectan a partir del día 1 O de incubación (Tanabe y col. 1986 ). La 

concentración de LH sérica no se incrementa en el embrión de pollo desde el día 10 
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hasta el día 18 de incubación (Woods y col., 1989) y tiende a reducirse conforme 

awnenta la edad del embrión (Tanabe y col., 1986). 

La respuesta del ovario a las gonadotropinas se puede demostrar a partir de 

los 7.5 días de incubación. El tratamiento con LH produce un awnento en la 

concentración plasmática de 1713-estradiol (Woods y col., 1981) y lo mismo se 

obsQrva agregando la gonadotropma al medio de cultivo de ovarios de 7 días 

(Weniger y Chouraqui 1988). La evidencia que permite sugerir la presencia de 

receptores a LH en el ovario del embrión de pollo desde el 8.5 día de incubación la 

aportó Woods ( 1987) quien demostró por métodos inmunocitoquúnicos la unión 

específica de LH a células ováricas. En un estudio similar, la unión de FSH al ovario 

pudo visualizarse desde los 6.5 días de incubación (Woods y col., 1991 ). 

Teng ( 1982) estudió la respuesta de las gónadas de embriones de pollo de 1 5 

días de incubación a las gonadotropinas hipofisiarias, y encontraron que ésta es 

dif"erente en ambos ovarios. El ovario izquierdo es hasta cinco veces tnás sensible al 

estimulo de LH y FSH de mamíf'ero que el ovario derecho y la producción de 

estradiol y testosterona se incrementa significativamente con la achninistración de 

LH. 

González y col. ( 1987), midieron la secreción de estradiol in vilro por el 

ovario izquierdo de embriones de pollo entre los 13-21 días de incubación y 

encontraron que el estímulo de LH incrementaba significativamente la producción 

de 1713-estradiol en todas las edades, pero el máximo estimulo se obtuvo a los 13 

días de incubación. 

27 



Woods y Brazzill ( 1 981) sugieren que el incremento en la concentración de 

estradiol sanguíneo en embriones de pollo a los 13.5 días de incubación podría 

deberse a un aumento de la producción hipofisiaria de honnona luteinizante. 

Los estudios de Weniger muestran que entre el día 1 O y el día 13 de 

desarrollo embrionario la hipófisis influye en la esteroidogénesis ovárica (Weniger y 

col., 1989, Weniger y col., l 990a, Weniger y col., 1990b). Experimentos 

minuciosos, practicados en embriones de pollo hipofisectornizados, muestran que a 

los 1 1.5 días de desarrollo embrionario la secreción de estrógenos es menor en los 

animales carentes de hipófisis que en los animales con operación simulada e 

intactos; estos resultados permiten sugerir que a esta edad la secreción hunnonal del 

ovario está regulada por la hipófisis, (Weniger y col., 1991 ). 

Mecanismo de Acción de los Estrógenos 

La naturaleza lípidica de los esteroides les permite entrar a las células por 

difusión, a través de la membrana plasmática y pennanecer en sus tejidos blanco, ya 

que fonnan complejos estables pero reversibles con proteínas receptoras específicas. 

Los estrógenos son trdllSportados desde su sitio de producción a sus órganos blanco 

por proteínas plásmaticas transportadoras específicas como la globulina fijadora de 

hormonas sexuales y por proteínas séricas no especificas, como la albútnina; con 

esta última tienen baja af"tnidad de unión y rápida disociación por lo que se les 

considera en estado libre. 

Se estima que en el plasma el estradiol libre es el estrógeno biológicamente 

activo, ya que puede dil"undir libremente al interior de las células. La fracción unida a 

proteínas constituye por lo tanto el reservarlo hormonal circulante. 
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Los efectos celulares inducidos por el 1 7f3-estradiol son mediados por 

mecanismos que involucran la formación de complejos hormona-receptor 

relacionados con la activación o represión de genes específicos. 

La respue,,"ta hormonal requiere la unión de la hormona (ligando} con su 

receptor para formar el complejo hormona receptor (H-R). Dicha unión produce un 

cambio alósterico en las moléculas receptoras, indispensable para su activación 

como factores de transcripción. Los genes que responden a hormonas esteroides 

contienen elementos reguladores que intervienen en la respuesta hormonal. Los 

promotores son elementos indispensables para la transcripción; ya que determinan la 

tasa basal y la exactitud de la iniciación de la transcripción, los aumentadores de la 

respuesta a hormonas esteroides son sitios fijadores de los complejos hormona

receptor y se denominan elementos de respuesta a esteroides (ERE}; en cambio los 

elemento silenciadores tienen acción opuesta a éstos y reducen o apagan la tasa de 

transcripción del gen en ausencia de la hormona. Cuando se activa el ERE se supera 

la acción del silenciador y se lleva a cabo la transcripción. Además existen elementos 

aumentadores independientes de la presencia de la hormona, los que estimulan la 

tasa tnáxima de transcripción del gen. (en: O'Malley y Strott, 1993). 

Como se mencionó anteriormente, los receptores intracelulares de esteroides 

se transforman a su fbnna activa cuando se unen a su ligando específico, este 

proceso involucra la separación de las proteinas de choque ténnico (HSP, por sus 

siglas en inglés) del dominio del receptor que une a la hormona. El receptor 

activado, interacciona con las secuencias específicas del ADN correspondientes a 

los elementos de respuesta a la hormona, localizados dentro o cerca de la región 
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promotora de los genes que responden a estrógeno. Un ejemplo de ello, en el pollo 

es una secuencia de 15 pares bases identificada corno el elemento de respuesta a 

estrógeno del gen de la vitelogenina (Klock y col., 1987). Estas secuencias están 

estrechamente relacionadas con el elemento de respuesta a esteroides para 

glucocorticoides del gen de la tirosina arninotransferasa de rata. 

En las aves se han aislado tres formas de receptores de estrógenos, 

(McNaught y col., 1990). En el oviducto del pollo se encontraron dos formas bien 

caracterizadas de receptores de alta y baja afitúdad (Rx y Ry), con propiedades 

ftmcionales particulares. La forma Rx tiene una constante de disociación al equilibrio 

(Kd) de 0.006 x 10 ·• M y coeficiente de sedimentación de 4.2 S; esta forma es 

utilizada preferencialrnente por los antiestrógenos. La forma purificada Rx intensifica 

específicamente la actividad de la RNA polirnerasa 11. Por el contrario, las especies 

de baja afitúdad Ry (Kd = 0.8 x 1 O ·• M), las cuales exhiben un coeficiente de 

sedimentación de 3.5 S, están involucradas en la transcripción del gen estrógeno

dependiente (McNaught y col., 1990). Además, en el citosol del oviducto de pollo se 

aisló un tercer tipo de receptor a estrógeno; es una forma que no se une al estradiol 

y puede ser convertida a la forma de baja afitúdad Ry por un proceso dependiente de 

ATP/Mg ·2 • Se ha mostrado que tal interconversión llamada "'potenciación" es 

regulada por reacciones de fosforilación y defosforilación (Dayani y col., 1990). De 

hecho, la fosforilación de residuos de tirosina en los receptores de estrógenos 

incrementa la unión de la hormona a niveles máximos (Migliaccio y col., 1989). 

Después de la utúón al ADN, el receptor activado puede interaccionar con 

los fuctores de transcripción básicos. Esta interacción parecerla estabilizar la 
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maquinaria de transcripción en el gen promotor permitiendo a la RNA politnerasa B 

(11) iniciar la transcripción (Beekrnan y col., 1993). 

El Receptor de Estrógeno en las A ves 

Los receptores de estrógenos son miembros de una superfiunilia de proteinas 

que se unen al ADN y funcionan como fuctores que inducen la transcripción. Estas 

moléculas presentan características estructurales comunes a todos los grupos de 

receptores de honnonas esteroides (andrógenos, progesterona, glucocorticoides y 

mineralocorticoides), así como a otras proteínas reguladoras; tales como, los 

receptores de 1,25-dihidroxi vitamina D,, hormona tiroidea y ácido retinóico 

(Carson-Jurica y col., 1990). 

El aislamiento del ADN complementario (cDNA) de los receptores de 

estrógeno ha pennitido conocer más acerca de su estructura y organización 

funcional. Asi sabemos en el pollo, que el receptor de estrógenos es una proteína de 

589 aminoácidos (aa) con un peso molecular estimado en 66,669 Daltons (Krust y 

col., 1986). Su tamaño es muy similar al del receptor a estrógeno humano (595 aa y 

PM 66, l 82 Daltons) y entre ambas proteínas existe un 80% de homología en sus 

residuos de aminoácidos (Green y col., 1987). La comparación entre las secuencias 

de aminoácidos del receptor a estrógeno del pollo y del humano indican la presencia 

de regiones altamente conservadas. Se identificaron tres regiones de alta homología, 

A (87%), C (100%) y E (94%) y tres regiones de baja homología B (56%), D (38%) 

y F·(41%), (Green y col., 1987). La región amino terminal A (37 aa) del receptor a 

estrógeno en el pollo se requiere para su interacción con eleIOentos de la maquinaria 

de transcripción. Esta región, junto con la región B, parecen ser necesarias para 

obtener la máxima estimulación de la transcripción en genes sensibles a estrógenos. 
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La región hidrofilica C, es rica en cisteína, arginina y lisína, además funciona como el 

dominio de unión al ADN. Este dominio tiene dos dedos de zinc, cada uno de éstos 

unido a residuos de cisteína. La región C (66 aa) es responsable del reconocimiento 

de las secuencias del gen blanco por el receptor a estrógeno y parece ser esencial 

para la activación de la transcripción. El dominio de unión a la hormona se localiza 

en la región carboxilo terminal de la molécula. La región hidrofübica (E) es necesaria 

para Ja máxima unión del estradiol al receptor a estrógeno. Finalmente, la región 

hidrofilica D, que separa el dominio de unión al ADN y el dominio de unión a la 

hormona, probablemente contenga una señal de localización nuclear detenninante 

para la entrada del receptor a estrógeno al núcleo (Krust y col., 1986; Picard y col., 

1990). 

Localización del Receptor de Estrógeno en el Ovario de los Mamíferos 

Stwnpf (1969) mostró autorradiográficarnente que el [3H]l 713-estradiol se 

une al núcleo de las células foliculares de la capa granulosa en el ovario de ratas 

inmaduras, y con menor intensidad a las células tecales e intersticiales. En Jos 

ovocitos y células del estroma no se observó ninguna marca. 

Richards (l 975b), estudió el contenido de los receptores de estrógenos en las 

células de la granulosa y encontró que la cantidad de recepto se modifica con 

gonadotropinas hipofisiarias e incluso con el mismo estradiol. La FSH incrementa el 

contenido celular del receptor de estrógenos, contrastando con el marcado 

decremento producido por la LH, mientras que el 1 713-estradiol incrementa la 

transcripción de su propio receptor. 

32 



La presencia del receptor a estrógeno también ha sido evidenciada en las 

células luteínicas (Lee y col, 1971; Scott y Rennie, 1971; Richards, 1975a). 

Aún cuando la localización autoradiográfica del receptor a estrógeno en los 

ovocitos fue negativa (Gasc, 1980), Se ha demostrado que ovocitos de humano y 

de ratón contienen el mRNA para el receptor a estrógeno (Wu y col., 1992, 1993). 

Hasta donde he revisado, la presencia del receptor de estrógenos en las 

células de la teca e intersticiales del ovario aún no ha sido estudiado. 

En en el reto de ratón la ontogenia de los receptores de estrógenos se 

exploró inyectando PHJ DES a ratonas gestantes con seguimiento autoradiográfico 

posterior (Stumpf"y col., 1980; Holderegger y Keerer, 1986). En ambos estudios se 

itúonna que no se observó marca radioactiva nuclear en el ovario, pero sí una 

presencia débil en las células intersticiales del testículo. Los autores discuten la 

posibilidad de interf"erencia por los estrógenos endógenos con la unión del DES 

marcado al núcleo de las células ováricas. 

Greco y col (1991), realizaron la irununodetección de los receptores de 

estrógenos en el foto de ratón utilizando un antisuero contra un péptido sintético 

correspondiente a la región de bisagra del receptor a estrógeno. Estos estudios 

muestran en el tracto reproductivo y ovario de retos de ratón (15-17 días), una 

proteína con peso molecular de 60 Kd que podría corresponder a la del receptor de 

estrógenos. 
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Los ovarios de fetos de ratón de 15 días de edad y en menor proporción los 

de fetos de 1 7 días, mostraron tinción inmunocitoquímica nuclear específica para 

estrógenos. En retos de 13 y 19 días se encontró poca tinción (Greco y col., 1993 ). 

Sin embargo, aunque el papel de los estrógenos en el desarrollo de la gónada 

y del tracto reproductivo de mamíferos requiere más investigaciones, la presencia del 

receptor a estrógeno durante el periodo de diferenciación del ovario sugiere que 

pueden ser importantes. 

Presencia del Receptor de Estrógeno en el Ovario de Pollo 

La primera evidencia de la incorporación específica de estrógenos fue 

aportada por Jonsson y Terenius ( 1965). Después de Ja inyección corporal de 

[3H]l 7¡3-estradiol en pollitos de una semana de edad, el ovario contenía casi 3 veces 

más radioactividad que el músculo esquelético a las dos horas posteriores a la 

inyección. 

Karniyoshi y col., ( 1986) describieron la unión nuclear de 1 713-estradiol en 

las células de la granulosa en folículos preovulatorios del ovario de gallina. Gasc, 

( 1980) por métodos autoradigráficos demostró los sitios de unión para 1 7¡3-estradiol 

en las gónadas del embrión de pollo durante la diferenciación sexual. El núcleo 

marcado se encontró en gónadas, tanto de embriones machos como de hembras de 

5.5 a 7 días de incubación. Las células blanco de los estrógenos se observaron en el 

epitelio germinal de Ja gónada izquierda, pero no en el de la gónada derecha. 

También se localizaron en Ja médula de ambas gónadas. Dentro de los cordones 

medulares, numerosas células mostraron marca nuclear especifica para estrógenos. 

Las células germinales fueron dificiles de identificar en los cortes por congelación, 
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pero no parecen estar marcadas por el estradiol tritiado. A los 10 dias de 

incubación. sólo el remanente del epitelio genninal en el testículo izquierdo mostró 

estradiol radiomarcado. Es interesante que la unión de 1 7(3-estradiol fue observada 

durante el periodo de dif"erenciación ovárica. Esta observación coincide con los 

resultados de Greco y col., (1993) quienes encontraron receptores de estrógenos en 

el ovario de ratón de 15 dias, pero no en el día 19 del desarrollo retal. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La diferenciación gonadal de los vertebrados está detenninada 

genéticamente, aún cuando recibe influencia de fuctores hormonales que ayudan a 

lograr Wla correcta fonnación tanto del ovario como del testículo. De las hormonas 

gonadales, el I 7f}-estradiol es el esteroide ovárico con mayor actividad biológica y 

cuya presencia se ha descrito desde el inicio de la diferenciación morfulógica del 

ovario. 

La secreción de estrógenos por la gónada :fumenina y la presencia de 

proteínas unidoras de los mismos en las células que la integran, hacen suponer que 

estas hormonas pueden ser necesarias para la confonnación del ovario en desarrollo. 

Si bien es conocida la actividad esteroidogénica en el ovario del embrión de pollo y 

su respuesta a los estímulos gonadotrópicos, se requieren más evidencias sobre el 

papel de los estrógenos en el desarrollo del ovario de embriones de pollo, de la 

presencia de receptores de estrógeno en este órgano, así como discriminar las 

subpoblaciones celulares que los contienen. 

Con este estudiose pretende analizar el erecto del 1 7f}-estradiol administrado 

durante el desarrollo embrionario sobre las di:furentes poblaciones celulares que 

integran el ovario de pollo recién nacido. Por otra parte, es de intéres obtener 

evidencias de la presencia del receptor a estrógenos en las núsmas . 

Para abordar este problema. se trataron embriones de pollo con 1 7f}

estradiol y se cuantificaron los cambios en el número de células somáticas y 

germinales del ovario íetal a partir de los 13 días de incubación y hasta el 

nacimiento. Asimismo. se hizo un estudio morfonlétrico en cortes sernifinos de 

corteza y médula ovárica a la misma edad. También se estudio la secreción de 

estrógenos in vitro por la suspensión celular del ovario. Con respecto a la presencia 
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del receptor a estrógeno en las células del ovario se hicieron dos aproximaciones 

experimentales: una, mediante la wtión específica de [3H]l 713-estradiol a la 

suspensión de células ováricas y la otra, con inmunolocalización del sitio receptor a 

estrógeno. 
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OB.JETIVOS 

Objetivo General: 

Esnuiiar los efectos del 1 7(3-estradiol sobre la organogénesis del ovario de las aves. 

Objetivos Particulares: 

1.- Cuantificar el número de células somáticas y germinales en el ovario de 

embriones de pollo a partir de los 13 días de incubación hasta el nacimiento. 

2.- Evaluar los efectos de la administración 1 7(3-estradiol en etapa embrionaria sobre 

el número de células somáticas y germinales del ovario de embriones de pollo, desde 

el día 13 de incubación hasta el día de la eclosión,. 

3.- Evaluar el efecto de la administración de 17(3-estradiol al embrión de pollo sobre 

los estadios de la profuse 1 de la rneiosis en los ovocitos priinarios del pollo recién 

nacido. 

4.- Medir en animales testigo y animales tratados con estrógeno durante la etapa 

embrionaria, la secreción de 17(3-estradiol por las células del ovario de pollo recién 

nacido. En condiciones basales y estimuladas con gonadotropina coriónica hwnana 

(hCG), 
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5.- Cuantificar el área de células pregranulosas, ovocitos primarios, células 

esteroidogénicas típicas y células epiteliales relativamente indiferenciadas en eones 

semifinos de la coneza y la médula del ovario de pollo recién nacido normal y 

tratado con estrógeno durante la etapa embrionaria. 

6.- Investigar la presencia del receptor a estrógenos en wia suspensión de células 

ováricas de pollo recién nacido mediante la unión específica de c3HJ17j3-estradiol. 

7 .- Calcular la unión específica de c3HJ 1 7j3-estradiol en la fracción nuclear y 

citosólica de células ováricas de pollo recién nacido. 

8.- Cuantificar la unión específica de c3HJI 7j3-estradiol a la fracción nuclear y 

citosólica, de las subpoblaciones celulares purificadas del ovario inmaduro de la 

pollita al nacimiento 

9.- Estimar la presencia del receptor a estrógeno en eones ultrafinos de ovario de 

pollo recién nacido utilizando la técnica de inmunolocalización con oro coloidal para 

microscopia electrónica en animales testigos y pretratados con 1713-estradiol. 
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MATERIALES Y METODOS 

Se utilizaron huevos f"értiles de gallinas raza White Leghorn, Babcock B 300 

adquiridos en ALPES, S.A., Tehuacán, Puebla. Los huevos se colocaron en una 

incubadora Jainesway a 38. 7 ºC con circulación de aire forzado y 80% de húmedad 

relativa. Al día 1 1 de incubación se seleccionaron los huevos embrionados 

(aproximadainente 160 embriones por experimento), para llevar a cabo el 

tratamiento con 1 7f3-estradiol oel vehículo. 

Para la administración de soluciones al huevo se utiliz.ó el método de cáznara 

falsa; la técnica consiste en hacer una perforación en la cámara de aire y cortar un 

pequeño triángulo en la región ecuatorial del cascarón. Con una gota de agua estéril 

se hwnedece la membrana papirácea y posterionnente se succiona el aire de la parte 

roma del huevo para que el embrión descienda y se separe la membrana 

corioalantoides. Se retiran el cascarón. la membrana papirácea y finalmente se sellan 

los orificios con cinta adhesiva transparente. 

Los embriones se dividieron en dos grupos experimentales: 

Grupo testigo: embriones que recibieron 100 µI de solución etanólica al 4% 

sobre la membrana corioalantoides, a los 11, 13 y 15 días de incubación. 

Grupo experimental: embriones que recibieron 200 ng de 1 7f3-estradiol en 

1 00 µI de solución etanólica al 4% sobre la membrana corioalantoides a los l l, 13 y 

15 días de incubación. Después de la administración de las soluciones se continuó 

con la incubación normal del huevo. 

Los animales se sacrificaron por decapitaeión a los 13, 15, 17 días de 

incubación y dentro de las primeras 24 horas posteriores al nacüniento; el ovario se 
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disecó cuidadosamente verificando que estuviera íntegro y sin contaminación de 

otros tejidos. 

Cuantificación de las Subpoblaciooes de Células Ováricas 

Los ovarios se recibieron en una caja de Petri con solución de fosfutos de 

sodio, libre de Ca2 + y Mg2 + (PBS), se hicieron grupos de 3 ovarios y se incubaron 

en 3 ml de solución de tripsina al 0.25% en PBS, en frascos de vidrio por 20 a 30 

min a 37ºC en baño maria con agitación de 90 ciclos/min. El tejido se pasó cada 10 

rnin a través de pipetas Pasteur con punta flanteada hasta su disgregación total, 

posteriormente se agregó inhibidor de tripsina de frijol de soya (Gibco), disuelto en 

medio de cuhivo Dulbecco modificado de Eagle (DMEM; Gibco) adicionado con 

0.1 o/o de albúmina sérica bovina (BSA; Sigma), hasta obtener una dilución final de 4 

ml de solución por ovario. 

El material de vidrio utilizado en la disgregación celular fue previamente 

siliconizado (Sigrnacote. Sigma). De esta suspensión se tomaron alícuotas para la 

cuantificación y clasificación de las células ováricas, éstas se cargan por duplicado 

en un hemocitómetro para su observación directa al microscopio óptico con objetivo 

de40X. 

Las células se clasificaron en: 

1 ) Células germinales: en este grupo se incluyen a los ovocitos, éstos tienen 

un diáJnetro mayor a 25 µm, presentan núcleo excéntrico y se distingue 

claramente el cuerpo de Balbiani en su citoplasma. 
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2 ) Células somáticas con inclusiones de lípidos: células con un diánletro de 

20 µm o menos y con más de 5 inclusiones de lípidos en su citoplasma. 

3) Células somáticas sin inclusiones de lípidos: en este grupo se incluyeron 

todas las células que no entran en las categorias l y 2 con excepción 

de los eritrocitos que no se consideraron en ninguna de las cuantificaciones. 

La cuantificación del número de células por cuadrante (lrnm2) se realizó por 

el rnetódo de doble ciego y en total se contaron cuatro cuadrantes por muestra; los 

datos obtenidos se multiplican por el fuctor de dilución y se informan corno nútnero 

de células por ovario. 

Sobrases de la Profase 1 de la Meiosis en los Ovocitos 

Para esta parte del estudio se trabajó en forma individual con ovarios de 

pollos de un dia de nacidos; la disgregación de los mismos se llevó a cabo 

frotándolos sobre una malla de nylon y recogiendo el material disgregado en 1 mi de 

PBS. La suspensión celular se incubó en solución hipotónica de cloruro de potasio y 

se fijó con rnetanol-ácido acético 3:1 v/v según Evans y col., (1964). Las células se 

centrifugaron a 1000 rpm durante 10 rnin y el botón celular se extendió sobre un 

portaobjeto, la preparación se dejó secar al aire y se tiñó con Giemsa. Los ovocitos 

se observaron en el microscopio óptico a 1 OOOX y se registraron los diferentes 

estadios de la profuse 1 de la meiosis seún las siguientes características: 

Leptoteno: el inicio de Ja condensación del material genético hace que Jos 

cromosomas se hagan aparentes, los telómeros se unen a la rnembrana nuclear y se 

forman los elementos laterales de Jos complejos sinaptonémicos . Al microscopio 
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óptico Jos cromosomas aparecen corno fibras delgadas arregladas en forma de 

ramillete. 

Cigoteno: se forman los complejos sinaptonérnicos entre los cromosoma 

homólogos; éste los mantiene unidos y estrechamente alineados y se lleva a cabo el 

apareamiento entre zonas estrictamente homólogas. Al microscopio. los 

crornososrnas se observan corno fibras más gruesas y separadas que en leptoteno. 

Paquiteno: la sinapsis se ha llevado a cabo en todos Jos cromosomas 

homólogos que ahora aparecen corno crornosotnaS bivalentes. Éstos no se 

condensan homogéneamente y aparecen zonas de mayor condensación formando los 

crornórneros. Al microscopio óptico os cromosomas son fiícilrnente distinguibles por 

su aspecto de hebra con cuentas más teñidas. En esta fuse se lleva a cabo el 

entrecruzamiento genético 

Diploteno: se inicia la separación de los cromosomas homólogos por 

disolución de los complejos sinaptonérnicos. Estos pennanecen unidos en los 

quiasrnas que son zonas donde se produjo el entrecruzamiento. Los quiasrnas son 

visibles al microscopio óptico. 

Se contaron 100 ovocitos por preparación, a doble ciego, y se informan 

corno porcentaje de células que se encuentran en Jos diferentes estadios de la profuse 

1 de la rneiosis. 

Secreción de Hormonas Esteroides. 

Las células disgregadas del ovario inmaduro de pollo recién nacido, se 

incubaron en frascos de vidrio con medio de cultivo DMEM, suplementado con 

BSA al O. 1 %, 1 µg de MIX (rnetil, isobutil,xantina) en una atmósfera compuesta por 
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95% de aire y 5% de C02 , durante dos horas a 37 ºC. Se separaron en dos grupos 

experiinentales. El primero en condiciones basales y el segundo grupo en 

condiciones de estimulación con 2.0 UI/ml de gonadotropina coriónica humana 

(hCG, Sigma). Al final de la incubación, se separan las células por centrifugación y 

el sobrenadante se guarda congelado a -20 C hasta la cuantificación del 1 713-

estradiol por radioinmunoanálisis. El 1, 2, 6, 7, [N] [3H]l 713-estradiol (98 µCi/mM) 

fue comprado a New England Nuclear, Dupont y el 1 7¡3-estradiol radioinene a 

Steraloids Inc; el anticuerpo se adquirió en Radioassay Inc. 

Estudio Morf'ométrico 

Las áreas celulares se midieron sobre cortes semifinos teñidos con azul de 

toluidina (0.5-1 µm de grosor) de fragmentos de ovario fijados en glutaraldehído al 

2.5%, postfijados en tetraóxido de osmio 1 % e incluido en resinas plásticas 

(Poly/Bed 812, Polysciences). Las muestras se observaron al microscopio óptico a 

1 OOOX; mediante una cámara de video adaptada al ocular, se envió la señal a un 

monitor policrómatico para hacer las mediciones respectivas utilizando el programa 

BIOCOM para la digitalización de imágenes. Se midieron tres áreas de 3000 µm2 

cada una., tanto para la corteza como para la médula de cada ovario, en ocho 

animales tratados y ocho animales testigo. En todas las mediciones se restó el área 

ocupada por los espacios )acunares y los vasos sanguíneos. 

En la coneza del ovario se tomaron las siguientes medidas: área celular de 

ovocitos y área de células pregranulosas. Estas últimas envuelven a los ovocitos y 

son fiicilrnente discriminadas por color, ya que su citoplasma tiene mayor afinidad 

por el azul de toluidina que el de los ovocitos. En la médula se midieron el nÚJllero y 
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área de las células esteroidogénicas típicas y el número de células epiteliales 

relativamente indiferenciadas que se encuentran fonnando los cordones medulares. 

C•ptación Específica de 1713-estradiol por Células Int•ct•s del Ovario 

En 1 rnl de medio de cultivo DMEM, se incubaron en un frasco de vidrio, de 

2-4 millones de células con c3HJl 713-estradiol (98µCi/m mol) 2 nM a 4ºC. Estas 

muestras se utilizaron para medir la unión total del esteroide a las células ováricas 

(UT). Un frasco más se incubó en las mismas condiciones pero agregando un exceso 

de 100 veces estradiol radio inerte para cuantificar la unión no específica (UNE). 

Después de la incubación las células se lavaron 3 veces con resuspensión 

vigorosa en 1 rnl de solución tris-salina (Tris HCI 20 mM, NaCI 9%, pH 7.4) y se 

centrifugaron a 2000 rpm, durante 5 rnin a 4°C. Después del último lavado se 

agregaron 500 µI de etanol absoluto al botón celular para extraer el esteroide 

radiornarcado y se cuantificó la radiactividad; la unión específica se calculó restando 

UT-UNE y se informa como cantidad de estradiol unido por millón de células. 

Se probaron distintos tiempos de incubación y el tiempo óptimo para la 

misma se fijó en una hora para los experimentos siguientes. 

Caracterización del Complejo de Unión Hormona-Receptor. 

Para comprobar que la proteína unidora de estradiol correspondía con la del 

receptor de estrógenos descrita en la literatura. se determinó el coeficiente de 

sedimentación de la misina por centrifugación en gradiente lineal de sacarosa 20-

35% (Medina y col., 1981). Se emplearon 100 ovarios izquierdos de pollo Rhode 

Island recién nacido, Jos que se disecaron y recibieron en PBS fría y luego se 

pasaron a solución amortiguadora de TEDMG (Tris-HCJ 20 mM, EDTA 1.5 mM, 
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ditiotrietol 0.25 mM, Na2 MoO. 1 O mM, glicerol 1 0% y como inhibidores de 

proteasas se agregaron E-64, leupeptina, aprotinina y APMSF (Boehringer). El 

tejido se secó con papel filtro, se pesó y se homogenizó en 2ml de TEDMG en un 

politrón Brinkrnan., durante 2 seg, a velocidad 1 sobre hielo, esta operación se 

repitió tres veces. La separación del citosol se llevó a cabo centrifugando el 

hornogenado una hora a l 05 000 g a 4 ºC. Se separó el sobrenadante pasándolo a un 

tubo limpio. Posteriormente se incubaron alicuotas del citosol (500 µI) a 4 ºC 

durante toda la noche con concentraciones saturantes de [3HJ1713-estradiol (5 nM). 

ó c3HJtamoxüen aziridina (10 nM, actividad específica, 24 Ci/mrnol) y dos tubos 

más en iguales condiciones, pero agregando un exceso de 100 veces de estradiol 

radioinerte. 

Después de la incubación el citosol se trató con una suspensión de carbón

dextran (0.25% y 0.025% respectivamente) en solución TEDGM, se incubó 1 O 

minutos más y se centrifugó a 3000 rpm 1 O minutos, a 4 ºC. 

Se tomaron alícuotas del citosol incubado y tratado con carbón-dextran; se 

depositaron sobre gradientes de sacarosa de 20-35% y se centrifugaron en tubos 

sellados por 3 horas a 370,000 g a 4 ºC. El contenido del tubo se recibió por goteo 

en frascos de vidrio con 5 a 7 gotas por frasco, se agregaron 5 mi de Aquasol y 

finahnente se contaron las muestras 1 O minutos cada una, en contador de centelleo 

líquido (Beckman modelo 6000IC). Como testigo positivo se empleó el citosol del 

oviducto de los mismos anilnales. 
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Especificidad de la Unión de 1713-estradiol en Células del Ovario 

Para detenninar la especificidad de la wüón del [3H] 1713-estradiol se hicieron 

pruebas de desplazamiento con otros esteroides: dietilstilbestrol (DES), 1713-

estradiol (E2 ) y dihidrotestosterona (DHT). Esta prueba se realizó incubando un 

número conocido de células íntegras, aisladas del ovario de pollo de un día de edad, 

con [3H] 171}-estradiol 2 nM en presencia o ausencia de concentraciones de l O a 400 

veces mayores que el estradiol radiornarcado, de los esteroides radioinertes 

mencionados. Después de la incubación las células se lavaron tres veces con 

solución tris-salina y se cuantificó la radiactividad en el botón celular. 

Captación Específica de 1713-estradiol en Subpoblaciones de Células Ováricas 

La captación especifica de [3H] 1 71}-estradiol se estudió en células intactas, 

en la fracción nuclear y el citosol de cuatro subpoblaciones de células ováricas 

purificadas. Para cada experimento se sacrificaron por decapitación 100 pollos 

hembras de un día de nacidos, se disecaron los ovarios izquierdos y se recibieron en 

solucion salina isotónica fria incubándolos con solución de tripsina en PBS al 0.25% 

rn/v, en baño de agitación de 90 ciclos por minuto a 37 ºC, durante 15-20 minutos. 

La suspensión celular se filtró en malla de nylon para quitar los restos de tejido. 

posteriormente se aplicó sobre un gradiente de metrizarnida de 0-15% en DMEM

BSA y se centrifugó 20 min a 2,500 x g. 

A lo largo del gradiente las células se separaron en cuatro bandas 

representativas de los principales tipos celulares del ovario. Se denominaron como 

fracciones celulares 1, 11, 111 y IV. 
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La fracción 1 contiene células esteroidogénicas típicas de la médula con más 

del 90% de pureza. 

La fracción 11 contiene a los ovocitos prirrtarios con Wla pureza del 95-

100%. 

En las fracciones JU y IV se incluyen células pregranulosas y células 

epiteliales relativamente indiferenciadas de los cordones medulares, así como 

fibroblastos. En la fracción 111 predominan las células pregranulosas y en la fracción 

IV predominan las células epiteliales relativamente indiferenciadas.La contaminación 

por células de las fracciones 1 y 11, en estas fracciones fue menor del 1 O o/o. 

Las fracciones celulares se llUUlejaron en lo sucesivo a 4 ºC: cada = se lavó 

en medio de cultivo DMEM con 0.1 % de albútnina y una vez más en medio de 

cuhivo puro. 

La cuantificación de la captación de c3HJ1713-estradiol en el compartimiento 

nuclear y el citosólico de las células úttegras, en cada Wla de las fracciones 

111ellcionadas, se hizo incubando un nÚJnero conocido de células, que variaba según 

la cantidad de material obtenido en las diferentes fracciones. Las incubaciones se 

hicieron en medio de cultivo DMEM con c3HJ 1713-estradiol 2nM/I (UT), y 

agregando o co 1 713-estradiol radioinerte en una concentración de 400 nM/l (UNE), 

a 37 ºC, durante una hora en baño de agitación continua de 90 ciclos por min. Al 

término de la incubación. las células se lavaron tres veces en solución tris-salina fria. 

centrifugando cada vez a 2000 rpm por 5 min. 

El c3HJ 1713-estradiol se extrajo de las células agregando 500 µl de etanol al 

botón celular y posteriormente 1 O rnl de liquido de centelleo {Aquasol; Dupont) para 
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contar la radiactividad. Los resultados se expresan como pmol de c3HJ 1 7J3-

estradiol/rnillón de células. 

Para la cuantificación del estradiol unido a la fracción nuclear, se obtuvieron 

los núcleos después de la incubación., con el metódo descrito por Medina y col., 

(1981 ). Los resultados se refieren como f'emtomolas de [3H] 1 713-estradiol captado 

por µg de ADN; éste último cuantificado segúnal método de Santoianni y Ayala 

(1965). 

En cada una de las fracciones se obtuvo el citosol, sonicando las células en 

solución amortiguadora con molibdato de sodio e inlu'bidores de proteasas, 2 

serinaproteasas y 2 cisteínaproteasas y centrifugando a 105 000 g durante lh a 4ºC. 

Alícuotas del citosol se incubaron con r3HJ1713-estradiol 2nM toda la noche a 4ºC; 

finalmente se removieron los esteroides libres con carbón-dextrán como se describió 

anteriormente. El estradiol radiomarcado unido se midió en el sobrenadante de las 

muestras, la radiactividad se contó en un contador de centelleo líquido, 1 O min por 

muestra, agregando líquido de centelleo Aquasol (Dupont). En todos los casos, la 

captación específica de 1 713-estradiol se calculó restando a la unión total la unión no 

específica (UT-UNE). 

lnmunolocalización del Receptor a Estrógeno por Microscopía Electrónica 

Para la localización ultraestructural del receptor de estrógeno en el ovario, se 

emplearon 50 huevos de gallina White Leghom y se dividieron en dos grupos. El 

grupo experimental se trató con 200 ng de 1 713-estradiol en 1 00 µI de solución 

etanólica al 4% los días 1 1, 13 y 15 de desarrollo embrionario; el grupo testigo 

recibió en estas mismas edades sólo la solución utilizada corno vehículo. 
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El día de la eclosión. se obtuvieron fragmentos del ovario izquierdo de 1 

mm2, se fijaron en parafonnaldehído al 4% durante 2 horas sobre hielo; 

posteriormente se deshidrataron con alcoholes graduales y se incluyeron en resina 

bidrofilica LR White (Polysciences). Desde su obtención y hasta antes de la inclusión 

las muestras se tnanejaron a 4 ºC. 

La inmunolocalización del RE se llevó a cabo en cortes ultrafinos de 60-90 

nm de grosor utilizando rejillas de níquel recubiertas con una película delgada de 

polivinyl fomvard (Polisciences). En la reacción inmunológica se emplearon dos 

anticuerpos: el primero fue un anticuerpo policlonal desarrollado contra una 

secuencia específica de aminoácidos del dominio de unión al DNA del receptor a 

estrógeno humano (Traish y Wotiz, 1989) y el segwxio anticuerpo como marcador 

secundario coajugado con partículas de 15 nm de oro coloidal para evidenciar al 

primero. Los cortes se observaron en un microscopio electrónico Zeiss EMIO, y se 

fotografiaron a l O 000 awnentos, posteriormente las placas se amplificaron 2.5 

veces dando un aumento total de 25 000. Las fucilidades para rea1iz.ar este trabajo 

asi como los anticuerpos utilizados fueron proporcionados por el Laboratorio de 

Microscopia Electrónica de la Facultad de Ciencias de la UNAM. 

En la corteza se tomaron micrografias electrónicas de las células 

pregranulosas y los ovocitos primarios. En la médula, de las células esteroidogénicas 

típicas y las células epiteliales relativamente indiferenciadas. La cuantificación de 1os 

granos de oro se hizo con lente de aumento y una plantilla cuadriculada. Sobre las 

micrografias-se colocó papel transparente y se marcó con distintos colores el área 

ocupada por el núcleo y el citoplasma de cada tipo celular. Posteriormente se midió 

en cada micrografia el área ocupada por cada uno de estos coinpartimientos, con 
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ayuda de una tableta digitalizadora Hewlet Packard adaptada a la computadora y 

empleando el programa Autocad. Se reporta el número promedio de granos de oro 

por µm2 de por lo menos 10 células para cada compartimiento. 

Análisis Estadístico 

Las düerencias estadísticas en los resultados se estimaron con análisis de 

varianza (ANOV A) seguida de la prueba de Tukey para contrastes múltiples, 6 bien 

con la prueba de t de "Student" según se indica en cada caso. Se consideraron 

estadísticamente significativas las difi:rencias con una P<0.05 %. 
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RESULTADOS 

Cuantificación de las Subpoblaciones de Células Ováricas 

Durante el desarrollo del embrión de pollo es evidente el awnento en el 

mímero total de células presentes en el ovario. La cantidad total de células se 

incrementa desde el día 13 de incubación alcanza su número máximo al día 1 7. 

Luego de esa edad, el número de células ováricas se mantiene relativainente 

constante hasta el nacimiento. Comparando los anhnales testigo con los que 

recibieron el tratamiento con 17~-estradiol durante la incubación, se observa que 

en ambos grupos la prolif'eración celular tiene el mismo comportamiento hasta el día 

1 7 de incubación. Posteriormente, el número de células ováricas en los embriones 

tratados con estrógenos sigue awnentando hasta el nacitniento, edad en la que los 

anilnales tratados tienen un mayor número de células que los animales testigo (P< 

0.05). 

En la Fig. 1 se muestra la imagen de la suspensión celular observada al 

microscopio óptico, clasificadas en distintos tipos celulares según el criterio 

explicitado en Materiales y Metódos. Cuando se hace tma cuantificación diferencial 

de las células ováricas. separándo las células germinales de las células somáticas, se 

observa que el nútnero de células germinales awnenta entre el día 13 y 17 de 

incubación. A esta edad, la cantidad de células germinales llega al valor máximo y 

luego disminuye hasta el día de la eclosión. Las células germinales de las aves 

prettatadas con estrógenos llegan a su nútnero máximo al día 1 7 sin diferir de las 

aves testigo y su nÚJneTo disminuye al térnúno del periodo de incubación. La 

diferencia que se observa al nacimiento no es estadisticamente significativa (Fig.2). 
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Figura 1.- Las células ovancas se disgregan hasta formar una suspensión 
homógenea. Al microscopio óptico se distinguen los ovocitos primarios (0). 
células somáticas con abundantes inclusiones de lipidos (el) y células somáticas sin 
lipidos (sl}. 
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Figura 2.- La figura muestra el número de células germinales durante el desarrollo en 
embriones normales y tratados con 200 ng de l 7J3-estradiol a los 1 1, 13 y 1 S días de 
incubación. Los valores representan la media ± error estandar medio. No se 
observan diferencias significativas entre ambos grupos en cada una de las edades 
estudiadas. Prueba de t de Studem . 
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El nútnero de las células somáticas del ovario se incrementa durante el desarrollo 

embrionario a partir del día 13 de incubación y alcanza su número máximo al día 1 7 

y se mantiene relativamente sin crunbio hasta el día 21. En los embriones tratados 

con 17¡3-estradiol, el número de células somáticas se comporta de manera similar a 

los testigos entre los días 13-1 7. después de esa focha, continúa aumentando de 

número y al día 21 la cantidad de células somáticas está significativamente 

aumentada con respecto al grupo testigo (P<0.05) (Fig.3). 

En la suspensión de células ováricas, es posible distinguir dos subpoblaciones 

de células somáticas; una está formada por células de aproximadamente 20 µm de 

diámetro con más de cinco inclusiones lipídicas en su citoplasma y corresponde a las 

células esteroidogénicas típicas de la médula ovárica. La otra subpoblación está 

formada por células más pequeñas ( 1 0-15 µm de diámetro) y en su citoplasma. las 

inclusiones lipídicas sólo se observan ocasionalmente. Esta subpoblación incluye a 

las células pregranulosas, a las células epiteliales relativamente indiferenciadas de la 

médula y a los fibroblastos. 

El número de células con abundantes inclusiones de lipidos (esteroidogénicas 

típicas) no se encuentra modificado por el tratruniento con estrógenos. Sin embargo, 

el día de la eclosión el número de células somáticas sin inclusiones de lípidos es 

significativamente más alto en los animales que recibieron 1 7¡3-estradiol a los l 1, 13 

y 15 de incubación (Fig.4). 

Subfases de la Profase 1 de la Meiosis en los Ovocitos 

El día del nacimiento la mayor parte de las células germinales se ha 

dif"erenciado a ovocitos primarios. Los ovocitos de los animales testigo y tratados 
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Figura 3.- El número de células somáticas del ovario de pollo recién nacido aumenta 
durante el desarrollo embrionario. La administración de 200 ng de 1713-estradiol a 
los 1 l, 13 y 15 días de desarrollo embrionario incrementa el número de estas células 
a los 21 días de incubación. Los valores representan la media ± error estandar 
medio. • P< 0.05, prueba de t de Student . 
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Figura 4.- Las barras muestran el número de células somáticas con y sin abundantes 
inclusiones de Jipidos en su citoplas1na, en el ovario de pollo recién nacido. de 
embriones testigo y tratados con ::wci ng de 1 7¡3-estradiol a los 1 1, 1 3 y 1 5 días de 
desarrollo. Los valores representan la media ± error estandard medio.• P< 0.05, 
prueba de t de Student . 
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con estradiol se encuentran en la profase I de la primera división meiótica (Fig.5). El 

porcentaje de ovocitos encontrado en cada una de las subf"ases de la meiosis es 

similar en los animales testigo y los tratados previamente con 1 713-estradiol (Tabla 

1). 

Tabla 1.- Estadios de la profuse I de la meiosis (expresados en porcentaje) en 
ovocitos primarios del ovario de pollo recién nacido. 

Tratamiento n Leptoteno Cigoteno Paquiteno 

Testigo 6 4.5± 1.5 83.2 ±5.4 12.2 ± 5.6 

1 713-estradiol JO 7.0±2.1 83.5 ± 3.2 8.7 ± 2.0 
Los resultados muestran Ja media ± el error cstandar medio. 

La mayoría de los ovocitos ha alcanzado a esta edad la subfuse de cigoteno (83 %), 

y en menor proporción se observan ovocitos en leptoteno (4.5-7.0 % ) y paquiteno 

(12.2-8.7 %). 

Secreción de 1713-estradiol 

Se cuantificó el 1 713-estradiol secretado al medio de incubación, por las 

células ováricas del pollo recién nacido, en tiempos cortos (2 h). Tanto las aves 

testigo como las aves pretratadas con estrógenos. secretan 1 713-estradiol al medio de 

incubación. No hubo dif"erencias significativas en la secreción basal de 1 713-estradiol 

entre las aves testigo y las pretratadas con estrógeno (Tabla JI) (Fig. 6). 

Al agregar hCG (2 Ul/rnl) al medio de incubación la secreción del 713-

estradiol se incrementa en runbos grupos experimentales. El grupo testigo. aumentó 

2.8 veces la cantidad de 1713-estradiol en el medio de cultivo (P< O.O!), sobre su 

secreción basal por erecto de la hCG. En las mismas condiciones de incubación, las 

aves que recibieron estrógeno durante el desarrollo embrionario incrementaron 4.9 

veces, la cantidad de 1 713-estradiol seb>regado al medio de cultivo sobre su secreción 
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Figura 5.- Las células germinales se han dif"erenciado a ovocitos desde antes del 
nacimiento y han entrado a la primera división meiótica. En el día de la eclosión la 
mayoría de ellos está en cigoteno (A). También se observan ovocitos en leptoteno y 
paquiteno (B). 
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Figura 6.- Secreción de 1 7¡3-estradiol por las células ovar1cas del pollo rec1en 
nacido, en condiciones basales y estimuladas con 2 U! de hCG. Las células de los 
animales que recibieron 200 ng de 1 7¡3-estradiol a los 11, 13 y 15 días de desarrolio 
embrionario secretan mayor cantidad de estradiol en condiciones de estünulación • • 
* P<0.001. prueba de t de Student . 
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basal. Este valor es significativamente mayor comparado con el del grupo testigo 

(P<0.01) (Fig. 6). 

Tabla 11.-Secreción de 1 7¡3-estradiol al medio de incubación, en condiciones basales 
y estimuladas con 2 U1 de hCG. 

Tratamiento n 1 7¡3-estradiol (pg/2h/l 0 6 células 

Testigo Basal 6 63.43 ± 26.49 ab 

Testigo hCG 6 174.0 ± 74.20 b 

1 713-estradio 1 Basal 7 13 l.5 ± 104.8 b 

17¡3-estradiol hCG 7 626.0 ± 301.0 e 

Los resultados muestran la media ± la desviación estandar. El análisis de varianza y la prueba de 
Tukey Indican que los valores marcados con distinta letra son estadistlcamentc diferentes. 

Estudio Morfométrico 

En este estudio, en cortes histológicos de la corteza y la médula 

yuxtacortical del ovario de pollo de un día de edad, se cuantificó el número de 

ovocitos, de células pregranulosas, de células epiteliales relativamente 

indiferenciadas y de células esteroidogénicas típicas por unidad de área, (Figs. 7 y 

8). Asimismo, se tnidió el área celular y se calculó el promedio en cada uno de estos 

tipos celulares con excepción del área de las células epiteliales relativamente 

indiferenciadas (Tabla III). 

En la corteza de los animales testigo, encontrarnos un promedio de 5.6 

ovocitos por cada 1000 µm2, valor semejante al cuantificado en las aves pretratadas 

con estrógeno. Tampoco se observan modificaciones en el número de las células 

pregranulosas que se encuentran en la corteza rodeando a los ovocitos. Sin 
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Figura 7.- En el ovario de pollo recién nacido se distinguen claramente dos zonas. la 
corteza ( C ) y la médula ( M ). La primera contiene a los ovoeitos primarios y a las 
células pregranulosas: en la 111édula se observan células csteroidogénicas típicas y 
células epiteliales relativamente indiferenciadas. 



Figura 8.- En la corteza del ovario de pollo rec1en nacido(A) se encuentran los 
ovocitos primarios (O) y las células pregranulosas (.). En la médula (B) se 
encuentran los islotes de células esteroidogénicas típicas (S) y las células epiteliales 
relativamente indirerenciadas (t). 

63 



embargo, el área celular promedio en las células pregranulosas está awnentada por 

erecto del tratamiento con estrógenos (P<0.001) (Tabla 111). 

En los ovocitos no se encontraron modificaciones en el área celular 

promedio, ni tampoco en el área ocupada por el cuerpo de Balbiani (Fig.9). 

En la médula, las células epiteliales relativamente indiferenciadas responden 

al tratamiento con estrógeno aumentando significativamente su nÚlnero con respecto 

a los animales testigo (P<0.001) (Fig. 10). El número y el área celular promedio de 

las células esteroidogénicas típicas en los embriones pretratados con estradiol no 

difiere estadísticamente del grupo testigo (Tabla 111). 

Tabla m.- Morfometria en cortes semifinos del ovario de pollo recién nacido 
tratado con 1 713-estradiol. 

Número de células/1000µm2 Area Celular (µm2
) 

Tipo Celular n Testigo 1 7¡3-estradiol Testigo 1 713-estradiol 

Ovocitos I 7 5.6 ± 0.3 5.6 ± 0.3 152 ± 7.7 144 ±4.5 

C. Pregranulosas 7 3.1±0.4 2.6± 0.3 50± 4.5 78.0 ± 3.8 ••• 

C. Esteroidogénicas 10 2.4 ± 0.2 2.0±0.3 97 ± 3.7 115 ± 9.3 

C. Indiferenciadas 10 12 ±0.7 16.1 ±0.7 ... ----- ------
'---- ··--

Los resultados muestran la media ±el t:rror estándar .... P<0.001. prueba de t de Studcnt. 

Receptor a Estrógeno 

Se realizaron varios experimentos para establecer el tiempo de incubación 

necesario para visualizar la incorporación de ['H] 1713-estradiol en este modelo de 

suspensión de células ováricas. En un primer ensayo, se estudió la unión específica 

de [ 3H] 1713-estradiol por las células del ovario; la cual aumenta conforme transcurre 

el tiempo de incubación. El incremento tnás importante en la captación del esteroide 

64 

·-



µ2 
250 .------------------------------. 

200 

Area celular C. Balbiani 

C=:J Testigo ~ 17B-estradiol 
Figura 9.- El área celular promedio de los ovocitos y el tamaño del cuerpo de 
Balbiani no se modifica en los animales que recibieron 1713-estradiol a los 11. 13 y 
15 días de desarrollo embrionario. Los valores representan la media ± error 
estandard medio. prueba de t de Student . 
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Figura 10.- El número de células indiferenciadas por unidad de área en la médula 
ovárica se incrementa por la adrrúnistración de 200 ng de 1 7¡3-estradiol a los 1 1, 13 
y 15 días de incubación.*** P< 0.001, prueba de t de Student . 
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por las células íntegras. se obtiene durante los primeros 60 min y es hasta los 180 

min de incubación cuando se observa la unión máxima (Fig. 1 1 ). 

En una segunda prueba se comparó la unión especifica de [ 3H] 1713-estradiol 

a las 4 y 24 horas de incubación en las células integras con la captación del mismo 

esteroide en la fracción nuclear. En la Fig.12 se muestra que en las células íntegras, 

la wüón de ['H]l 713-estradiol es mayor que la observada en Ja fracción nuclear. La 

unión del [3 H]l 713-estradiol tanto para las células íntegras como para Ja fracción 

nuclear, es mejor si el tiempo de incubación es de 4 h. 

Las pruebas de desplazamiento con 1713-estradiol radioinerte (E,), 

dietilestilbestrol (DES) y dehidrotestosterona (DHT), indicaron que sólo los 

compuestos estrogénicos fueron capaces de competir por el sitio de unión del 

estradiol. Como se observa en la Fig. 13 el [3 H] 1713-estradiol fue desplazado más 

eficientemente por el DES y el E,. mientras que la DHT no produjo ningún efecto. 

El coeficiente de sedimentación del complejo hormona-receptor fue evaluado 

por ultracentrifugación sobre gradientes lineales de sacarosa. a partir de la fracción 

citosólica de las células ováricas previamente incubadas con [ 3 H]l 713-estradiol y 

[
3 H]tamoxifun aziridina. Con base en la localización de la albúmina. con un patrón 

de sedimentación conocida. la máxima unión del ligando apareció entre las 

fracciones 19-20 del gradiente cuya densidad corresponde al del coeficiente de 

sedimentación de 7-8 S (Fig. 14). 

El receptor a estrógeno también tiene afinidad por el tamoxifen, por lo que 

se ensayó además la unión del ['H]tamoxifen-aziridina. el cual se une 

covalentemente a éste. Al igual que con el [3 H] 1713-estradiol, la unión del receptor a 
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Figura 11.- La captación de [ 3 HJ 1 713-estradiol. a 4ºC, por células del ovario de 
pollo recién nacido se incrementa con el tiempo de incubación. El incremento más 
significativo en la captación del esteroide se observa durante los primeros 60 rnin. 
Estos resultados son representativos de una serie de experimentos. 
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Figura 12.- Se ensayó la unión específica del [3 H]l 7¡3-estradiol en células íntegras 
y fracción nuclear. La captación específica del esteroide por las células del ovario de 
pollo recién nacido es mayor si el tiempo de incubación es de 4 h. La suspensión 
celular se incubó con 2nM de ["'H] J 7f3-estradiol, por 4 y 24 h a 4ºC. Estos 
resultados son representativos de una serie de experinlentos. 
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Figura. 13.- Unión especifica de [·'HJ 1 7f3-estradiol en las células del ovario de la 
pollita recién nacida. La suspensión celular fue incubada a equilibrio con [3H] 1 7f3-
estradiol (2 nM) por 1 hora a 4°C con y sin concentraciones crecientes de los 
siguientes competidores: l 7f3-estradiol (E,), dietilestilbestrol (DES) y 
dihidrotestosterona (DHT). La unión total en ausencia del competidor se tomo 
como el 100%. Estos resultados son representativos de una serie de experimentos. 
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estrógeno con el [3H]tamoxüen-aziridina se observó en las fracciones 19-20 del 

gradiente de sacarosa. El pico de radiactividad obtenido con este compuesto fue 

menor al obtenido con 1 7P-estradiol. 

En en los dos casos mencionados, el citosol de las células de Jos oviductos 

de estos mismos animales fue usado como control positivo. El complejo hormona

receptor aparece en las fracciones 19-20 del gradiente de sacarosa para ambos 

compuestos, la marca radiactiva fue mayor para el c3HJ 17P-estradiol comparada con 

el c3HJ tamoxift:n aziridina (Fig.14). 

Uai6a de 17P-estll"lldiol ea Subpoblacio•- Purific:ad8a de CBulaa Ováricas 

Las subpoblaciones celulares purificadas a panir de células del ovario de 

pollo de un día de edad. (Fig.15) unieron especfficamente el [3HJ17P-estradiol. Así. 

se detectó la unión celular específica de el [3H]l 7j3-estradiol en células 

esteroidogénicas típicas (F I}, ovocitos primarios (F 11), células pregranulosas y 

células epiteliales relativamente indiferenciadas (F 111 y IV). Las células 

esteroidogénicas típicas y los ovocitos (F 1 y F 11) tienen mayor captación de [3HJ 1 7 

j}-estradiol que las células de la &acciones 111 y IV (Fig. 16). 

La unión específica ['H]l 7P-estradiol también se estudio en la fracción 

citosólica de las subpoblaciones de células ováricas antes mencionadas. La unión 

específica con c3HJI 7P-estradiol se registró en el citosol de los ovocitos primarios 

(F 11), de las . células pregranulosas y de las células epiteliales relativamente 

indiferenciadas (F 111 y IV) del ovario de pollo. En el citosol de las células 

esteroidogénicas típicas (F 1) no se detectó unión específica (Fig.1 7). 
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Figura\4.· Perfiles de sedimentación del gradiente de,densidad del complejo 
honnona-receptor de estrógeno, en el citosol del ovario (Á) y del oviducto (B) del 
pollo recién nacido. Alícuotas del citosol se marcaron in vitro con 5 runo! (3H)I 7~
estradiol y con 1 ó 10 runo! [1H]tamoxifen aziridina/µI. Se aplicaron 500 µl de la 
fracción unida a gradientes de sacarosa del 15-35 % y se centrifugaron por 2.5 horas 
a 370,000 g. El• muestra la fracción en la cual sale la albúmina. 
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Figura 15.- La separac1on de las células ovar1cas por medio de un gradiente de 
densidad continuo de metrizamida (0-20 %). permite obtener subpoblaciones 
celulares con menos del 1 Oo/o de contaminación de otros tipos celulares. Se observan 
a los ovocitos (A), células somáticas con abundantes inclusiones de lipidos (B) y 
células somáticas con pocas inclusiones de lipidos (C). 
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Figura 16.- Unión específica de ["' HJ 1 7¡3-estradiol en diferentes subpoblaciones 
celulares purificadas del ovario de pollo recién nacido. Las células fueron separadas 
por medio de un gradiente de densidad continuo de metrizamida de 0-20%. Células 
esteroidogénicas típicas (F l), ovocitos primarios (F ll), células pregranulosas y 
células epiteliales relativamente indif'erenciadas (F III y IV). Estos resultados son 
representativos de una serie de experimentos. 
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En cambio, la unión nuclear de ['H]l 7¡3-estradiol se observó en las células 

esteroidogénicas típicas, los ovocitos primarios y en las fracciones III y IV e 

incluyen a las células pregranulosas y células epiteliales relativamente indiferenciadas 

(Fig. 18). 

Como testigo positivo en los experimentos de captación específica de 1 713-

estradiol para las fracciones nuclear y citosólica se usaron las células del oviducto de 

los mismos embriones (Figs. 1 7 y 18). 

lnmunolocalización del Receptor a Estrógeno por Microscopía Electrónica 

El estudio morfológico para localizar a nivel ultraestructural al receptor de 

~«trógenos en el ovario de pollo de un día de edad, requiere de la identificación de 

los granos de oro coloidal en el núcleo y el citoplasma de las células ováricas 

estudiadas. 

El proceso de fijación necesario para llevar a cabo la inmunolocalización del 

receptor es muy suave y no permite una buena conservación de la ultraestructura del 

tejido. Sin embargo, la preservación del tejido es aceptable y permite identificar los 

tipos celulares. En la corteza ovárica, los ovocitos se identificaron fiícilrnente por su 

tainaño y su núcleo en meiosis. Asiinismo, la ubicación de las células pregranulosas 

rodeando a los ovocitos permitió identificarlas sin lugar a dudas. En el caso de la 

médula, las células esteroidogénicas típicas se distinguieron por la gran cantidad de 

inclusiones de lípidos en su citoplastna, así como por su agrupamiento en forma de 

cordones; las células epiteliales relativamente indiferenciadas se reconocen por su 

furma 111ás alargada y su ubicación por fuera de los cordones de células 

estero ido génicas. 
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Figura 17.- Captación citosólica especifica de ["1 H]1713-estradiol en subpoblaciones 
celulares purificadas del ovario de pollo recién nacido. Las subpoblaciones celulares 
corresponden a las descritas en el texto. 
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Figura 18.- Unión especifica nuclear del ['H] l 7f3-estradiol en ovocitos primarios (F 
IJ), células esteroidogénicas típicas (F l), células pregranulosas y en células 
epiteliales relativamente indiferenciadas (F llI y F IV). 
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En el núcleo y en el citoplasma de las células antes mencionadas, se cuantificó el 

níunero de granos de oro por unidad de área. Los datos que están representados en 

la Tabla IV, corresponden a la cantidad de granos de oro por µm2 , medidos en por 

lo menos 1 O mediciones por tipo celular de dos animales por grupo experitnental. 

Tabla IV.- Inrnunolocalización del receptor a 1713-estradiol en células del ovario de 
pollo recién nacido. 

CORTEZA 
·-

Tratamiento Ovocitos Células Pregranulosas 

Núcleo Citoplasma Núcleo Citoplasma 

Testigo ------- -------- 7.8 ± 1.3 2.8±0.6 

1713-estradiol 4.0 ± 2.1 2.3 ± 0.5 5.5 ± 4.6 3.5 ± 1.9 

MÉDULA 

Tratarniemo C. Esteroidogénicas C. Indiferenciadas 

Núcleo Citoplasma Núcleo Citoplasma 

-·· ---- -------

Testigo 7.7±4.5 3.5 ± 2.9 5.3 ± 2.1 1.9±0.6 

1 713-estradio 1 3.7 ± 1.4 0.7 ± 0.6 5.3 ±3.I 1.8 ± 1.0 

La tabla muestra el promedio del número de granos de oro/µm2 ± la desviación cstandar de 10 
mediciones en cada una de las células mencionada.~ . 

En todos los casos se observa que hay mayor número de granos de oro en la 

zona del núcleo, comparada con la del citoplasma. El receptor a estrógenos, 

expresado corno número de granos de oro por µm2 , se encuentra en igual 

proporción en las células de los animales testigo y los tratados con 1 713-estradiol. No 
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se realizaron análisis estadísticos que comparen los resultados entre las aves testigo 

y experimentales por el número de animales en cada grupo (dos casos por grupo). 

La Fig. 19 muestra el núcleo de un ovocito; se observan los granos de oro coloidal 

que evidencian la presencia del receptor a estrógeno. 

Con el objeto de discriminar la ubicación de los granos de oro dentro de las 

estructuras nucleares, se compararon las imágenes obtenidas por contraste 

convencional, con acetato de uranilo y citrato de plomo con el cual se observan las 

fibras de cromatina corno estructuras electrodensas y las obtenidas al tratar los 

cortes con ácido etilen diaminotreacético (EDT A) antes de darles un ligero contraste 

con acetato de uranilo y citrato de plomo. El tratamiento previo con EDTA revela 

las partículas nbonucleoproteícas y no se observan las fibras de cromatina. 

Con el contraste convencional, los granos de oro se ubican generahnente 

sobre las fibras de cromatina, pero en el caso del contraste especifico para las 

ribonucleoproteínas los granos de oro se localizan pref"erencialmente en los 

"espacios claros" que corresponderían a la fibras de croJ11atina y no estan asociados 

a las mismas (Fig. 20). 
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Figura 19.- En el núcleo de los ovocitos primarios se encontraran granos de oro que 
.seftalan la presencia del receptor a estrógeno (t). También se observan los complejos 
sinaptonémicos como estructuras más electrodensas (CS). 
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Ff8ura 20.- La figura muestra parte del núcleo de un ovocito primario que ha sido 
tratado con EDTA antes del contraste plomo. Los granos de oro se localizan 
prefi=nmtemente en "espacios claros" que corresponden a las fibras de cromatina 
laxa(t). 
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DISCUSION 

Los resultados obtenidos proporcionan evidencias bioquímicas e 

inmunocitoquirnicas de la presencia del receptor a estrógenos localizado 

preferentemente en el núcleo de los ovocitos y de las subpoblaciones de células 

somáticas estudiadas. Los mismos resultados permiten sugerir que este receptor 

también se encuentra en el citosol de las células antes mencionadas. La 

administración embrionaria de 1713-estradiol se tradujo en varios efectos biológicos 

sobre las células ováricas. La población de las células somáticas sin abundantes 

inclusiones de lipidos, resultó ser sensible al tratamiento honnonal. Dentro de esta 

población. aumenta el número relativo de las células epiteliales relativamente 

indiferenciadas de los cordones medulares, asimismo se incrementa el área celular 

promedio de las células pregranulosas. En el aspecto funcional, la secreción in vitro 

de 1713-estradiol por la suspensión de células ováricas se encuentra aumentada en 

los animales tratados con estrógenos. 

Cuantificación de las Células Ováricas 

La metodología utilizada para evaluar el número de células del ovario 

izquierdo requiere de la disección integra del órgano y posteriormente, su completa 

disociación hasta obtener una suspensión celular homogénea. Durante el 

procedimiento se trabajó con material de vidrio siliconizado con el objeto de reducir 

la adherencia de las células a las paredes. El número de células germinales del ovario 

observado en este trabajo, es similar al encontrado por Hughes ( 1963) en el ovario 

de embrión de pollo de la misma edad; este autor cuantificó las células germinales en 

cortes seriados de ovarios completos incluidos en parafina. Por otra parte, McCarrey 

y Abbott (1982) utilizaron una técnica similar para contar las células germinales 

durante el desarrollo temprano del embrión de pollo La ventaja de este metódo es 
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que contando las células obtenidas por disociación enzimática del ovario, se puede 

estudiar un mayor nÚJnero de animales experimentales que utilizando los cortes 

seriados de parafina. 

La observación de la suspensión de células ováricas al microscopio óptico 

permite distinguir tres tipos celulares, representativos de las diversas subpoblaciones 

celulares. En la subpoblación de células germinales, se distingue a los ovocitos por 

su mayor taJnaño, su núcleo excéntrico y la presencia del cuerpo de Balbiani en 

posición yuxtanuclear. Dentro de las células somáticas, las células esteroidogénicas 

típicas se identifican porque tienen gran cantidad de vacuolas lipídicas en su 

citopla5rna (Alvárez-Fernández y col., 1995), característica que pennite separarlas 

de la otra subpoblación de células sin inclusiones de lipidos. En esta última 

subpoblación, se incluyen varios tipos de células somáticas, como se describió en 

resultados. Con la Jlletodología empleada se puede evaluar el número total de células 

por ovario, de dos subpoblaciones puras (ovocitos primarios y células 

esteroidogénicas típicas) y de una subpoblación mixta de células somáticas. 

El número de células germinales en el ovario normal del embrión de pollo 

muestra que éstas aumentan gradualmente durante la incubación. y que el máximo 

número de las misinas se observa al día 1 7 de desarrollo. Este resultado confinna lo 

descrito anteriormente por Hughes (1963) quien contó a las células germinales en 

cortes histológicos del ovario izquierdo del embrión de pollo entre los 9 y 21 días de 

incubación. Ambos estudios coinciden además en que existe disminución de los 

ovocitos primarios después de que han llegado a su número máximo; al nacimiento 

se observa una reducción de aproximadamente el 30% de ovocitos con respecto al 

nútnero encontrado en el día 1 7 de incubación. La reducción en el número de células 
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germinales que se observa en los últimos cuatro días de incubación. se debe al 

fenómeno de atresia que sufren las ovogonias y los ovocitos primarios, fenómeno 

observado también durante el desarrollo del ovario de mamíferos (Beaumont y 

Mandl, 1962; Baker, 1963; Ioannou, 1964). La atresia de las células germinales es 

un proceso general en los venebrados que se ha descrito tanto en tnarníferos como 

en no mamíferos. Suponiendo que dicho proceso estuviera regulado en las aves de 

una manera sinillar a la descrita en la rata, podría considerarse un efecto protector de 

los estrógenos sobre el proceso de atresia ya que se sabe que en ratas inmaduras 

hipofisectomizadas, los estrógenos disminuyen la atresia folicular (Goldenberg y 

col., 1972). Se ha descrito además que, el fenómeno de apoptosis celular puede ser 

inhibido por estrógenos y aumentado por andrógenos en el ovario de la rata adulta 

(Billig y col., 1993) 

En el ovario de los embriones de pollo tratados con estrógenos, el número de 

células germinales durante la segunda mitad de la incubación, se comporta de 

manera similar al grupo testigo, es decir, se incrementa desde el día 13 de incubación 

llega al valor máximo al día 1 7 y después de esta fecha disminuye gradualmente 

basta el dia 21. En ninguna de las edades estudiadas se observaron diferencias 

significativas entre ambos grupos, ni se pudo detectar alguna modificación sobre los 

ovocitos que nos permita inferir algún efecto biológico de los estrógenos, a pesar de 

que, como se discutirá más adelante, los resultados de la unión especifica de 

estradiol radiomarcado y de la inmunolocalización del receptor a estrógenos, nos 

indica que al nacimiento estas células contienen receptores a estrógenos. 

Con respecto a la población de células somáticas que componen el ovario del 

embrión de pollo (células pregranulosas, células esteroidogénicas típicas y células 
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epiteliales relativamente indiferenciadas de la médula), dentro de lo que he revisado 

no encontré datos en la literatura sobre cuál es su comportamiento durante el 

desarrollo del ovario imnaduro nonnal. Los resultados de este estudio muestran que 

la proliferación de ésta subpoblación en el ovario nonnal es más activa entre el día 

1 3 y el día 15 de incubación. Además, las células somáticas del ovario en el embrión 

de pollo alcanzan su número máximo al día 1 7 de incubación y después de esta edad 

pennanecen relativaniente constantes hasta la eclosión. 

En los anitnales que recibieron 1 71}-estradiol durante el desarrollo 

embrionario se observa la rnisrna curva de incremento de las células somáticas hasta 

el día 17 de incubación, pero al nacimiento esta población tiene mayor número de 

células. El efecto prolif"erativo del 171}-estradiol es sólo sobre la población de células 

somáticas sin inclusiones de lipidos, posiblemente las células pregranulosas y las 

células epiteliales relativaniente poco diferenciadas respondan a esta honnona 

(Méndez y col., 1993). Esto se propone por los resultados del estudio morfométrico 

que se discutiran más adelante. 

Subfases de la Profase 1 de la Meiosis en los Ovocitos 

En el ovario de pollo recién nacido los ovocitos primarios se encontraron 

principahnente en cigoteno, aunque trunbién se observan ovocitos en paquiteno y en 

1t1enor grado en Ieptoteno. Estos resultados difieren de los obtenidos por Hughes 

(1963), quien informa que un día después de la eclosión el mayor número de 

ovocitos está en paquiteno. Esta discrepancia en los resultados podría explicarse por 

diferencias en el tiempo en que se sacrifica a los animales, los resultados informados 

por Hughes son un día después de la eclosión, mientras que los de este estudio son 

en el día del nacimiento. También podria influir el hecho de que los estudios no se 

realizaron en animales de la misma raza; en este trabajo se emplearon pollos de la 
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raza White Leghorn. mientras que Hughes (1963) utilizó la primera generación de la 

cruza entre la raza White Leghorn y Rhode Island. 

La administración embrionaria de estrógenos no cambió la proporción de 

ovocitos que se encuentran en leptoteno, cigoteno y paquiteno. Con base en estos 

resultados, los &ctores que controlan la pro:fuse 1 de la meiosis en los ovocitos no 

parecen depender de estrógenos. Esto concuerda con lo observado en los ovocitos 

de IDIU11ffi:ros, donde el medio aitlbiente hormonal no altera el transcurso de la 

profuse 1 de la meiosis ni en ovocitos ni en espennatocitos (Steinberger, 1971; 

Blandau y Odor, 1972; Mauleon 1973; Challoner 1975). En este mismo sentido, 

Fugo (1940) observó en las aves, que las células germinales se desarrollaban 

nonnalmente en ausencia de gonadotropinas. Si el control de la rneiosis es 

independiente de influencias hormonales, cabe la posibilidad que el paso de ovogonia 

a ovocito se regule por fuctores propios de éstas células, es decir que exista un reloj 

biológico interno que indique el rnomento en que las ovogonias dejen de divirse por 

mitosis e inicien la meiosis. Sin embargo, como comentamos en la introducción, es 

muy reducida la información disponible sobre el control génico del inicio de la 

meiosis en los vertebrados. Algunos autores plantean que este proceso podría estar 

influenciado por otros fuctores locales ya que las primeras células que entran en 

meiosis son las de la parte central del ovario f'etal (Byzkov y Hoyer, 1994). 

Sec~ción de Hormonas Esteroides 

El papel de la LH en el incremento de la esteroidogénesis ha sido revisado 

extensamente en las células de Leydig ( Moger, 1991; Hall, 1994) y de la teca 

folicular (Bogovich y col., 1982). Además se sabe que los receptores a LH en las 

células granulosas del folículo preovulatorio pueden ser inducidos por hormonas 

esteroides y FSH (Richards, 1975). En este estudio observamos que las células 
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ováricas disociadas conservan su capacidad esteroidogénica y secretan J 713-estradiol 

al medio de cultivo. En condiciones basales, la cantidad de J 713-estradiol segregada 

al medio de incubación es igual en los pollos tratados con estrógenos comparados 

con los testigos. Ambos grupos responden al estimulo LH/hCG awnentando la 

secreción de 1 713-estradiol. Esta respuesta a la estimulación por gonadotropinas 

hipofisiarias, indica que la funcionalidad de los receptores a la hormona luteinizante 

no se altera por la disgregación enzimática del ovario y coincide con estudios de 

varios autores, en cuanto a que el ovario del embrión de pollo responde al estimulo 

LH/hCG (Cedar<i y col., 1968; Akram y Weniger, 1974; Teng y Teng, 1977; 

Guichard y col., 1979; Woods y col., 1981; Teng, 1982). 

Los anitnales tratados con 1713-estradiol tienen mayor capacidad de respuesta 

al estimulo con hCG; las causas del aumento en la secreción de 1 713-estradiol en los 

anitnales tratados podrían ser: a) un awnento relativo del número de células 

productoras de estrógenos; b) un awnento en la capacidad de respuesta al estimulo 

gonadotrópico por regulación hormonal del RNA mensajero para los receptores 

LH/hCG (Segaloff y col., 1990) y, c) una mayor capacidad de secreción por 

regulación hormonal de la expresión de enzimas como P450scc y P450aro (Toaff y 

col., 1983; Goldring y col., 1987; Fitzpatrick y Richards, 1991). 

En relación a la primera posibilidad, el awnento de la secreción de 1 713-

estradiol podría explicarse al menos en parte, con los resultados obtenidos en el 

estudio moñórnetrico ya que el tratamiento con 1 713-estradiol aumentó el nÚJnero 

relativo de células productoras de estrógenos. Éstas corresponden a las células 
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epiteliales relativa.mente indüerenciadas de la médula ovárica que han sido 

propuestas como productoras de estradiol (Pedernera y col., I 988). 

La segunda explicación considera que en las células de los animales tratados 

con estrógenos, haya más receptores a la hormona luteinizante y por lo tanto el 

estímulo con hCG se amplifique en las células epiteliales relativamente 

indiferenciadas, lo que se traduciría en una mayor secreción del 713-estradiol. Sin 

embargo, ésta hipótesis es poco probable ya que en otro tipo celular típicamente 

esteroidogénico como es la célula de Leydig, el número de receptores a LH 

presenteses mayor al que se necesita para producir la tnáxima actividad 

esteroidogénica (Du:fuu y col., 1978}, tantpoco se ha demostrado que en los folículos 

preovulatorios se encuentre awnentado el nútnero de receptores a LH. Por otra 

pane, Richards, (1994) propone que las düerentes respuestas a FSH durante el 

desarrollo folicular, pueden deberse a que los receptores cambien su acoplamiento a 

las vías de señalización intracelulares conforme va madurando el folículo; en las 

células pregranulosas de los foliculos preovulatorios es tnayor la producción de 

AMP cíclico comparada con los folículos antrales pequeños, a pesar de que el 

número de receptores no varia. No se puede descartar que con la hormona 

luteinizante suceda un fenómeno parecido al reportado para la FSH. En este caso se 

debe considerar la posibilidad de que la exposición embrionaria al 1713-estradiol 

provoque que los receptores a LH se acoplen a mejor a los transductores de señal 

intracelulares y por lo tanto sea esa la causa de la ainplificación de la respuesta 

esteroidogénica. Este hecho seria congriJente con la hipótesis que propone la 

regulación honnonal de la proteína RIIl3 durante el desarrollo folicular (Richards, 

1994). 
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En ratas imnaduras hipofisectomizadas los estrógenos aumentan la expresión 

de las enzimas esteroidógenicas P450scc y P450aro (Fitzpatrick y Richards, 1991) 

con lo que awnenta la capacidad de aromatización de los andrógenos por las células 

productoras de estrógenos. Podría ser que el 1 713-estradiol actuara de una manera 

similar sobre las células productoras de estrógenos del ovario inmaduro del pollo. 

Para comprobar esta hipótesis se necesitaría realizar estudios de cinética enzimática. 

En los animales que recibieron un tratamiento con 1 7¡3-estradiol durante el 

desarrollo embrionario la generación de una Inayor respueSta esteroidogérúca a la 

hCG probablemente incluya a más de uno de los fuctores anteriormente 

mencionados. 

Estudio Morf"ométrico 

Actualmente se dispone de la tecnología necesaria para realizar mediciones 

rnoñómetricas confiables sobre cortes histológicos, mediante el uso de programas de 

cómputo para la digitalización de itnágenes. En nuestras mediciones esta herramienta 

fue de gran ayuda ya que, aunada a la heterogeneidad de la tinción con el azul de 

toluidina, hizo posible valorar las diferencias de tamaño de las células. Con base en 

estas características, se pudo medir en fonna confiable el número de células por 

1000 µ 2 de tejido, el área celular promedio de los ovocitos primarios y de las células 

pregranulosas en la corteza del ovario y de las células esteroidogénicas típicas de la 

médula ovárica. 

El tratamiento con estradíol no modificó el nÚJnero ní el área celular de los 

ovocitos que se encuentran en la corteza ovárica. En el citoplasma del ovocito se 

encuentra el cuerpo de Balbiani, éste es una acumulación de rnítocondrías y 

89 



complejo de Golgi en relación con el centro celular, este organelo interviene en la 

síntesis de vitelo, la cuál a su vez es inducida por estrógenos en el animal adulto. 

Algún cambio morfométrico o morl'ológico en el cuerpo de Balbiani, podría indicar 

un ef"ecto del 1 7j3-estradiol a nivel de estos organelos citoplásrnicos de los ovocitos. 

El análisis morl'ornétrico muestra que esta estructura no se modifica por la 

exposición embrionaria al l 7j3-estradiol. Estos resultados, sumados a la fulta de 

modificaciones en las subfuses de la meiosis, indican que con este esquema de 

tratamiento, el 1 7j3-estradiol no parece tener ef"ecto sobre los ovocitos, a pesar de 

que como se discutirá posteriormente, se ha demostrado que al nacimiento éstas 

células tienen receptor a estrógeno, lo que coincide con Wu y col., (1992, 1993) 

quienes infonnaron Ja presencia del RNA mensajero para el receptor de estrógeno en 

ovocitos humanos y de ratón. Sin embargo podría ser que, como en otros tejidos 

blanco de los estrógenos, la expresión del gen que codifica para el mismo esté 

limitada a pequeños intervalos durante el desarrollo. 

La células pregranulosas son las células que están en relación directa con el 

ovocito y sus fimciones en el ovario embrionario han sido poco estudiadas. Sin 

embargo es posible compararlas con las células granulosas del foüculo ovárico 

porque son las células precursoras de la capa granulosa y mantienen una relación 

muy estrecha con el ovocito durante toda Ja vida reproductiva del animal. En las 

células de la capa granulosa del folículo ovárico de mamfferos, está arnpliainente 

demostrado que Jos estrógenos estimulan su propia síntesis, por una acción directa 

sobre las células pregranulosas; además, el 1 7j3-estradiol ejerce un ef"ecto 

prolif"erativo sobre las mismas (Rao y col., 1978), estimula la respuesta celular a la 

FSH y aumenta la actividad del complejo enzimático P450scc, así como su 
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contenido mitocondrial (Toaff, 1983; Veldhuis 1985) e induce la expresión de genes 

regulados por FSH, como son los genes para la arol118tasa, el receptor a LH y la 

RII(3. entre otros (Richards, 1980; 1994 ). En el útero, la exposición a estradiol 

durante la fuse prolifertiva del ciclo, incrementa el número de receptores a 

progesterona y al mismo estradiol (Robe] y col., 1978). Los resultados del presente 

estudio indican que en el ovario del embrión de pollo, las células pregranulosas son 

sensibles al tratamiento hormonal y responden al estradiol con una marcada 

hipertrofia de su citoplasma. Es necesario realizar más estudios para encontrar el 

significado funcional de los cambios producidos por el 1713-estradiol en las células 

pregranulosas de la corteza del ovario embrionario. 

En la médula del ovario del embrión de pollo se encuentran islotes de células 

esteroidogénicas típicas que al nacimiento llegan a ocupar el 18% del área total del 

compartimiento medular (González Morán y col., 1985). Estas células responden al 

estimulo con hCG (González del Pliego y col., 1988) y son células productoras de 

andrógenos (Pedernera y col., 1988). En las aves, por sus características funcionales 

y según los estudios que describen ultraestructuralmente su desarrollo postnatal 

(González del Pliego, 1991 ), estas células son las precursoras de las células 

intersticiales del ovario maduro en las aves. En los 1118ffiÍÍeros a estas células se les 

describe como células intersticiales de tipo 1 (Erickson, 1985). Aún cuando estas 

células expresan al nacimiento el receptor a estrógeno, en los animales tratados con 

17(3-estradiol no se observaron cambios morfométricos ni nÍnnericos de las mismas. 

En la literatura revisada no encontré datos referentes al efecto del 1 7¡3-estradiol 

sobre esta población celular en el ovario adulto. 
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Las células epiteliales relativamente indiferenciadas son el componente 

celular más abundante del compartimiento medular del ovario inmaduro del pollo. 

Esta población se define como epitelial por estar fonnando cordones, presentar 

uniones celulares de tipo desmosorna y tipo nexo, además de que se encuentran 

limitad.as por una membrana basal (González del Pliego y col., 1991). Estas células 

representan la persistencia de los cordones sexuales en la región medular y 

tnantienen características morfológicas de poca diferenciación. En el ovario de pollo 

recién nacido han sido propuestas corno células productoras de estrógenos por su 

capacidad de aromatizar androstendiona y testosterona (Pedernera y col., 1989; 

Alvárez-Fernández y col., 1995). En la etapa postnatal se las encuentra rodeando 

los folículos primarios y secundarios (González del Pliego, 1991) y en el folículo 

maduro se las identifica formando los islotes de células epiteliales poco diferenciadas 

que se encuentran formando la teca externa. Hay evidencias que indican que estas 

células tienen actividad de arornatasa y son productoras de estrógenos( Porter y col., 

1989; Pedernera y col., 1989; Veláz.quez y col., 1991; Nitta y col., 1993; Hemández 

Vértiz y col., 1993). Los resultados de este estudio muestran que la estimulación 

con 171}-estradiol, el número de estas células aumenta en el parénquima medular. 

Este resultado coincide con el hecho de que el 1 71}-estradiol producido durante la 

incubación de la suspensión de las células ováricas, está aumentado en los ovarios de 

los animales tratados con estrógenos a los 1 1, 13 y 15 días de desarrollo embrionario. 

Este aumento en la producción de estrógenos coincide con lo observado en el ovario 

adulto de mamíferos, en el cuál se observa que el 171}-estradiol tiene una regulación 

positiva sobre su propia secreción (Engels y col., 1968; Zhuang y col., 1982). 
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Receptor a Estrógeno 

Como es conocido, las hormonas esteroides actúan en sus tejidos blanco 

mediante la interacción de la honnona con su receptor, por lo que sólo pueden tener 

electo directo en las células que lo expresan. La molécula del receptor a estrógenos 

se define por su alta afinidad a su ligando, porque el nÚJllero de sitios que tiene la 

célula blanco para unir a la hormona es saturable y por la especificidad que muestra 

la unión de la hormona con su receptor. 

El receptor a estrógenos es una proteína que facilrnente se degrada cuando 

se maneja en el laboratorio; para protejerla de dicha degradación se empleo una 

solución amortiguadora adicionada con dos inhibidores de proteasas y molibdato de 

sodio para estabilizar al receptor de estrógeno durante la homogenización. según lo 

descrito por Noma y col. (1980), Madhok y col. (1987). El coeficiente de 

sedimentación del receptor a estrógeno se calculó en la fracción citosólica de las 

células ováricas y concuerda con el patrón característico de sedimentación 7-8 S 

encontrado por otros autores en el oviducto de rata (en: Robe! y col., 1978). Es 

necesario destacar que el receptor a estrógeno de las células ováricas tiene el mismo 

coeficiente de sedimentación que el del oviducto. 

En ambos tejidos la afinidad por el ['H]I7j3-estradiol fue mayor que para el 

['H]tarnoxifen aziridina. La poca unión que exhibe el ['HJtamoxiren aziridina con el 

receptor a estrógeno en nuestro modelo, contrasta con la del receptor de estrógeno 

de mamíf"eros, donde la unión covaJente del [3HJtarnoxffen aziridina, por impedir la 

disociación del ligando con su receptor renlaI'Ca la presencia del receptor a 

estrógeno. Este hallazgo pueden deberse a la diferencia interespecie. 
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Una evidencia sobre la especificidad del receptor a estrógeno presente en las 

células ováricas del pollo recién nacido, se obtuvo por la ineficacia de Jos 

compuestos no estrogénicos para desplazar al [3HJI7¡3-estradiol del complejo 

honnona-receptor, comparada con el desplazanúento obtenido por l 7jl-estradiol y 

dietilestilbestrol. El desplazamiento del [3HJ 1 7j3-estradiol obtenido con DES en el 

ovario, no es tan efectivo como el que se logra en el oviducto (Méndez y col., 

1994). En el presente ensayo con la dosis más alta de DES la unión del esteroide 

remanente es de 30% cuando la esperada seria de apenas un 10%. Esta dif'erencia es 

explicable, ya que el tejido ovárico es productor de estrógenos y debe considerarse 

el estradiol endógeno, que se está produciendo en estas condiciones de 

experimentación. 

Es ampliamente reconocido que el l 7jl-estradiol difunde fiicilmente al 

interior de las células, sin embargo sólo es retenido en las células que presentan 

receptores específicos para el mismo. En este estudio se muestra que en el ovario de 

pollo recién nacido las células que lo integran tienen receptores para estrógenos ya 

que captan específicamente [3HJ 17¡3-estradiol. Cuando se purificaron 

subpoblaciones de células ováricas, se encontró que el receptor a estrógenos está 

presente en las células íntegras de las cuatro subpoblaciones estudiadas (ovocitos 

primarios, células esteroidogénícas típicas, células pregranulosas y células 

relativamente indif'erenciadas de la médula). En la fracción citosólica de la 

subpoblación de células esteroidogénicas típicas no se observó la unión específica 

del [3HJJ 713-estradiol. Este resultado podría explicarse por el bajo número de 

células de ésta subpoblación (l-2 millones de células) que quedan después del 

proceso de purificación. Este resultado no puede interpretarse como la fálta de 
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receptor en las células esteroidogénicas ya que en células íntegras, en la fracción 

nuclear y en la ínrnunolocalización se muestra la presencia del receptor a estrógeno 

en este tipo celular. 

La unión específica del [ 3H] 1 713-estradiol al núcleo de las células ováricas 

muestra la existencia de receptores nucleares para esta hormona. Como se ha 

descrito en la literatura, los receptores a estrógenos en aves y rnarnífuros se 

encuentran en los tejidos involucrados en la reprodución y su localización es 

preferentemente nuclear (Richards, 1975; Yamamoto y col., 1976), aunque también 

se encuentran en el citosol. De la localización citosólica del receptor se discute si es 

un arte&cto de las técnicas empleadas, es decir, que durante el procedimiento de 

extracción o corte del tejido este salga del compartimiento nuclear. Lo que esta bien 

documentado es su intervención en la regulación de la transcripción génica, para 

cual necesariamente debe estar en el núcleo. 

En el estudio inmunocitoquúnico se usó un anticuerpo policlonal 

desarrollado contra una secuencia de aminoácidos específica del dominio de unión al 

ADN del receptor a estrógeno humano (anti-RE), la cual tiene 100 º/o de homologia 

comparada con la del receptor a estrógeno de pollo (Green, 1987) y permite que 

haya reacción cruzada entre los receptores de ambas especies. Se muestra que el 

receptor a estrógeno está pref"erentenieme en el núcleo de los ovocitos primarios y 

las células somáticas ováricas, aunque también se observa en menor cantidad en el 

citoplasma . 

Los dos contrastes realizados en el tejido permiten sugerir que el receptor a 

estrógeno está asociado a las fibras de cromatina del núcleo de los ovocitos en 

paquiteno más que a las ribonucleoproteinas. Este hecho difiere de lo observado en 
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las células uterinas de la rata adulta donde la localización del receptor a estrógeno 

también es predominantemente nuclear pero está asociada preferenci.ahnente a 

ribonucleoproteinas (Vázquez-Nin y col.,1991). Esta discrepancia podria deberse a 

que son modelos de estudio en diferente especie. estado de desarrollo y tipo celular. 

La asociación del receptor a la cromatina coincide con el hecho de que 

existen secuencias específicas de ADN (elementos de respuesta a estrógenos} que 

son reconocidas por el complejo hormona- receptor de estrógeno. 

Los resultados obtenidos mediante la unión específica de ['H ] 17(}-estradiol, 

las pruebas de desplazamiento de estradiol radiomarcado. así como la 

inmunolocaliz.ación ultraestructural del receptor de estrógenos mediante anticuerpos 

muestra que en las células germinales y en las células somáticas del ovario de pollo 

recién nacido existe una proteína de 7-8 S que une en forma especifica al 17(}

estradiol y que su localización es preferentemente nuclear. Esto indica la presencia 

del receptor a estrógeno en todas las células somáticas ováricas y en los ovocitos 

primarios tanto por su caracterización bioquímica como por su inmunolocalízación. 

Los resultados obtenidos en las células pregranulosas y las epiteliales poco 

diferenciadas pueden explicarse porque la acción de los estrógenos estuvo mediada 

por la unión de la honnona con su receptor. Por otra parte. en los ovocitos 

pritnarios encontrrunos receptor a estrógeno. sin tener evidencias de un efecto 

biológico. Durante el desarrollo embrionario sólo las células que expresen el 

receptor de estrógeno serian suceptibles a estas hormonas. sin embargo, la expresión 

del receptor no es continua durante el desarrollo embrionario. Con base en lo antes 

mencionado, podria pensarse que a la edad en la que se administró el 1 7(}-estradiol 
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(entre los 11 y los 15 días de incubación) en los ovocitos del embrión de pollo no se 

encuentra el receptor a estrógeno y por ello no se detectaron modificaciones en los 

mismos. Esta expresión temporal del receptor a estrógeno seria parecida a la que se 

observa en las células del mesénquima del tracto reproductivo del feto de ratón, las 

cuales expresan el receptor a estrógeno entre los 16-17 días de gestación (Greco y 

col., 1991 ) y concuerda además, con el hecho de que la administración de 

estrógenos en etapa de gónada indiferente awnenta el área celular promedio de los 

ovocitos en el ovario del embrión de pollo de 17 días de incubación (Cáceres, 1995). 

Por lo antes mencionado no se puede descartar totalmente un efecto del 17~

estradiol sobre la progenie de las células germinales. 

El papel de los estrógenos durante el desarrollo embrionario de las aves y los 

tnanúferos requerirá de más estudios, sin embargo la secreción de estrógenos y la 

expresión del receptor a estrógeno durante el desarrollo, permite sugerir una 

participación importante de estas hormonas durante la etapa prenatal. Las evidencias 

presentadas en este estudio demuestran un efecto biológico de estas hormonas en 

por lo menos dos poblaciones de células somáticas del ovario del embrión de pollo. 

97 



CONCLUSIONES 

1.- Las células genninales alcanzan su número máximo al día 1 7 de incubación y éste 
se reduce el dia de la eclosión. El tratamiento con 1 713-estradiol no modifica el 
número de células germinales en ninguna de las edades estudiadas. 

2.- El número de células somáticas llega a su número máximo al día 1 7 de 
incubación y se mantiene estable hasta la eclosión. El tratamiento con 17¡3-estradiol 
hace que las células somáticas ováricas continúen aumentando de número hacia la 
eclosión. 

3.- Los ovocitos primarios del grupo tratado con 17¡3-estradiol no presentan 

cainbios significativos en el tamafto celular ni en el lama&> del cuerpo de Balbiani. 

Las etapas de la meiosis tampoco están modificadas en estas células. 

4.- Las células somáticas modificadas por el 1 7¡3-estradiol son las células 

pregranulosas de la corteza ovárica las cuales están hipertrofiadas y las células 

epiteliales poco diferenciadas de la médula ovárica que aumentan su número. Las 

células productoras de andrógenos (esteroidogénicas típicas) no sufren cambios. 

5.- La producción in vitro de estrógenos está aumentada en el ovario de las aves 

pretratadas con 1713-estradiol. Este fenómeno es evidente cuando las células 

ováricas son estimuladas con gonadotropina coriónica. 

6.- La unión específica del 17¡3-estradiol en las células del ovario de pollo. es 

evidente y se detectó una proteína citosólica con coeficiente de sedimentación (7-8 

S) que corresponde al receptor de estrógenos. 

7.- En las subpoblaciones de células ováricas (ovocitos prúnarios. esteroidogénicas 

típicas. somáticas indiferenciadas y pregranulosas) se observa unión específica de 

1713-estradiol, evaluada como captación celular. captación en la fracción nuclear y en 
la frlM;ción citosólica. 
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8.- La irunWK>localización del receptor a estrógeno permite identificarlo 

principalmente en el núcleo de las cuatro subpoblaciones celulares mencionadas en el 

pumo anterior. 
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CONCLUSION FINAL 

El ovario del embrión de pollo sintetiza estrógenos desde los 7 días de 

desarrollo embrionario; el inicio de esta secreción coincide con su diferenciación 

n10rfológica y se mantiene hasta la eclosión del animal. En el presente estudio se 

muestra que además de los efectos del 1 7¡3-estradiol descritos en oviducto, esta 

honnona actúa sobre las subpobacíones de células somáticas del ovario inmaduro 

de pollo. El 171}-estradiol estimula la proliferación de las células epiteliales poco 

difi:renciadas que se encuentran fonnando cordones en la región medular del ovario, 

además induce la hipertrofia de las células pregranulosas de la corteza ovárica; desde 

el punto de vista funcional el 1 713-estradiol incrementa la capacidad respuesta al 
estimulo LH/hCG sobre la secreción de estrógenos ováricos. Estos resultados 

permiten sugerir que el 171}-estradiol participa en la prolifuración y el 

funcionamiento de por lo menos dos subpoblaciones de células somáticas del ovario 

del embrión de pollo. Con respecto a las células de la línea germinal, no se observó 

n10dificación alguna ni en la prolifuración celular ni en el progreso de la meiosis en 

los ovocitos pritnarios. 

Los estudios bioquímicos e inmunocitoquímicos proporcionan evidencias de 

la presencia del receptor a estrógeno en las células somáticas y los ovocitos 

primarios en el ovario de pollo recién nacido, esto permite sugerir que el mecanismo 

de acción de los estrógenos está lllCdiada a través de un receptor. 

Con base en los resultados anterionnente descritos, es posible proponer que 

el 171}-estradiol secretado por la gónada femenina, es importante para la 
organogénesis nonnal del ovario de las aves. 
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PERSPECTIVAS 

La participación del l 7j3-estradiol durante el desarrollo del ovario, nos lleva 

a considerar la importancia de la sintesis temprana de esta honnona sobre su propio 

órgano productor. Esto abre varias interrogantes, una de ellas está en relación a la 

aparición del receptor a estrógeno durante el desarrollo gonadal. es decir, si el 

mismo aparece desde la etapa de cresta genital o bien de gónada indiferente y si 

además se expresa en todos los tipos celulares involucrados en Ja confunnación de la 

gónada. Sería interesante conocer el efecto del 1 7j3-estradiol cuando se Jo administra 

antes de la diferenciación ovárica. a fin de delucidar un posible efecto sobre las 

células de Ja línea genninal previo al inicio de Ja meiosis y confinnar además sus 

erectos sobre las células somáticas. 

Otro aspecto de interés es Ja participación de las gonadotropinas durante el 

desarrollo ovárico; se sabe que la honnona estimulante del folículo interviene en la 

regulación de la secreción de 1 7j3-estradiol por el ovario en el embrión de pollo, 

pero se desconoce su participación en la proliferación celular durante la etapa 

prenatal. 

En el desarrollo del ovario participan nwnerosos fuctores, sería imponante 

considerar la acción parácrina de los estrógenos, de Jos fuctores de crecimiento y de 

la participación de la inervación., en la rnorfogénesis gonadal. 

Actualmente se pueden obtener animales en los cuales se ha bloqueado con la 

técnica de "knock out" el gen que codifica para el receptor a estrógeno; esto 

pennitirá abordar el papel de Jos estrógenos en el desarrollo del aparato reproductor 

de los rnarníteros. 
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The involvement of e~trogens in avian ovary diffcrentiation and morphugcncsis hus 
been previously demonstrated by severa! authors. The aim of the pre .. cnt stud~.: h. to providc 
evidence rcgarding which ccll -.ubpopulation~ of thc ovary are targcl t.~clls for 17~-c: ... tr<.J.diol 
during chick developmc:nt. Whitc Lcghorn chick cmhryo .. rcceivcd 200 ng ofthc hormone or 
thc vehicle on thc chorioallantoic membrane at 1 1. 1-1. and 15 day .. of incubati<m. Within 24 
hr after hatching, thc lcft ovary WW'!o procco.¡..,ec.I for· total cell count. -.tudy of thc meiotic 
prophase uf oocytes. and the morphometric cvalu;.111on of the cortical and lhc mc:dulla1·y 
rl!gions of thc ovary. Gcrm ccll numhcr v.a~ not modificd by thc 1rea1mcnt. Similarly, nn 
changes werc observcú in thc: o.¡tage of 1h1..· prophá!-.c an<l the ccllular a1ca (1f nllc~:tc .... The 
total numbcr of somatic cclb wa~ incrcase<l in thc newly hutched chick ovan lr1..·~1tcd with 
17¡3-estradiol. Thc numhcr of undiffcrcntiatcd ccll._ in thc juxtacortic~tl medulla \1,:a ... higher 
in the trc<..ited ovury th<.in in thc control group. Morcnvl.'r, thc prl.'gr¡_¡nulll"ª ~c11 ... of thc 
cortical region wcrc hypcrtrophicd in thc 17¡3-co;tradiol trcalcd ovary. Hlno,,.c\cr, m1 change.., 
were obscrvcd in the typical <.;leroidogcnic ccll-; aftcr the C\lrogcn lrca1111cnL In conclusion. 
two subpopulation' of .. omatic cclls are c~trogcn wr·gct ccll~ in the prcfollicul;ir ....:hicken 
ovary: thc prcgranulo"a celb of thc ovarian cortcx amJ lhc undiffc:rc11tia1 .. »I ··~·P ... i11 thc 
juxtacorticJI medulla. •. 19'1' l\.::adcrrn...: l'1c ..... lnr.: 

Thc ovarian biosynthcsis of estronc (E 1 ) 

and 17(3-estradiol <E2 ) du.-ing chick ucvel
opmcnl has bccn dcmonstratcd fui- crn
bryos at 6-7 days of incubation (\Vcniger 
and Zeis. 1971: Galli anu \Vasscrmann. 
1973; Guichard et al.. 1977) and estrogen 
secretion in vi1ro has becn obscrvcd from 7 
to 18 days of incubation <Guichard et al .. 
1977. 1979; Wcniger anu Chouraqui. 1988¡. 
The levcls ofE 1 in plasma ofchick embryos 
reach thcir maximum value at 13.5 days of 
incubation and remain stable up to 17.5 
days of development (Woods et al .. 1982). 
while E 2 increases gradually up to that age 
(Woods and Brazzil, 1981). In the latter 
studies. the steroido¡;enic function of the 
ovary seems to start earlicr and at a higher 
degree than in the developing chick testis. 

The 17(3-estradiol secretion is stimulated 
by LH treatment from Day 7 to Day 8 of 
incubation (Woods et al .. 1982; Wenigcr 
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and C'houraqui. 1988). Moreovcr. in \'n·o 

studies suggest thc cstahlishn1cnt of adeno
hypophyseal gunadotropin regulation of 
ovarian E ... sccrction ª" carly as Day 1 O of 
incubatiori"° {Wcnigcr. 1991 ). 

--rhe involvcn1cnt of cstrogens in avian 
ovary differcntiation and n1orphogenc.,.is 
has been prcviou~ly considercd (for rc
views. sce: Schcib. 198~: Weniger. 1987). 
The binuing of labcleú E, to thc surfacc <.!p
ithclium and thc mcdulla of chick cmb1·yo 
ovary has been obscrved (Gasc. 1980). A 
single trcatment of chick embryos with an 
aroma tase inhibitor beforc Day 7 of incuba
tion causcd permancnt scx reversa! in fe
malcs (Elbrccht and Smith, 1992). In cxpcr
irncnts with thc anticstrogcn tarnoxifcn .. a 
reduction in thc growth of the cortical rc
gion of !he ovary has been describcd 
(Salzgeber et al .. 1981). 

More information is nccded about thc 
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cellular subpopulations of thc dcveloping 
avían ovary which could be target cells for 
estrogens. Using quantitative methods to 
evaluate thc total number and thc morpho
logical changes of germ and 'omatic cells in 
the chicken ovary. the pn.:~cnl study pro
vidcs evidencc about which cell popula
tions are modified by 17(3-cstradiol trcat
ment. Thc somatic cdls of thc ovary. spe
cifically the undifferentiated cells of thc 
juxtacortical medulla and 1hc pregranulosa 
cells of the cortical region. are proposcd as 
target cells for E, in thc prcfollicular chick 
ovary. 

MATERIALS AND METHODS 

Chick embryo .. (Bahcock B 300) wcrc treatcd with 
200 ng of l7f3-e!'..tradiol (Stcndoid .... Wiltnn. NH>. Thc 
steroid solution (in 4".h, cthanoll \\:1-.. applied to 1.:ho
rioallantoic membnmc ut 11, 1.-:\. and 1 ~ day' uf incu
bation. Control emhryo ... rcccivcd rhc cthanol !'\olutiun. 
Thc lcfl nvai·y wa.., Uisscctcd anl.I proccssed for total 
ccll count at 13. 15. and 17 da~-. nf cmbryonic úevcl
opmcn1 and within ~4 hr nftcr· ha1ching. For morpho
metric mca,urcmcn1s and thc -.tud~ of mciotic 
prophusc of thc oucylc, thc lcft ovary uf nc:=wly 
hatchcd chicks wa-. employe<l. 

CJ,·ary ce// co1111t. Thc lcft ovary was carefully dis
sectc<l ~md immcr~cd in 2 mi of0.::?5'/f". tryp-.in <GJBCO. 
Gr-und Jsland, NYL in phosphatc-huffcred salinc 
(Cu2

' und Mg.'.!' free) solution. with a pH of7.4 al 3T 
in a shaking bath C90 cyclc..,/min). Thc ovaric ... wcr·l_· 
pa'.'>scd through a lir·e-puli:-.hc<l l'.l'.tcur pipct cvcry 10 
min. until thc ovar~ "'·'ª"' complc1cly <.Ji.,..,ociatcd (ap
pr-oxim~ltcly 30 minJ. Soybcun 11 vp.,111 inhihitor 
(GlBCO) 0.5'7r was üddcd. al a 1.5 to 1 ratc. Ali glas.,
warc was ~iliconi.-:cd (Sigm;.n.-~lle. Sigma. St. Loui,, 
MO). Douhlc blind ... amplcs of thc ~cll su,pcn,ion 
were countcd with a hcmacytomctcr-. Cclls wcrc cla:-.
sified as: (a) oocytcs. having a dianictcr g1·catcr than 25 
µm. thc excenlric nuclcu:-.. and 1hc Balhiani body. (b) 
somatic cetls wilh lipi<l inclusiun .... diamctcr 20 µm nr 
Jess. with five or more visihlc lipu.I droplct~ in thc 1.:y~ 
toplasm, anU (e) somatic cells. with a diameicr· Je..,.., 
than 20 µm. without lipid inclu ... iou ... (cclls that are not 
include<..I in (a) and (b))_ Nucleatc<l hloo<l cells wcrc: not 
counted. 

Meioric propha.t<' .ttud_v. For thc dctcrminaliun of 
meiotic prophasc ,1uge of primary oocytc'i, ovaric~ of 
newly hatched chicks wcrc gt•n1ly rubbcd again~t a 
nylon mesh. and bolated ce11 su,pc..:n~ions werc hypo
tonically trcated according to Evan'I> t!t al. ( 1964). Thc 
cell smear.,. wcre stuined with Gicmsa. and oocytc!> 

wi.!rc classified in the corrc!oo.ponding prophase stagc 
anU cxprcs,..cd as a percentagc. 

Morphon1L0 tric srudy. Fragmcnts of the leÍI º""•ll"Y 
takcn from 20 newly hatchcd chicks were fixed in 
glutaraldehydc 2.5%. po~tfixed in osmium tetraoxidc 
lt;:~. and cmhcdded in plastic rcsins. Sections 0.5-1.0 
µm lhil.:k werc stained with toluidine blue and oh
servcd ut l OOOX under a micro:-.copc wilh a vidco
camcra. U!>.ing Biocom·~ software (Les Ulb Cedcx. 
Frunce) thc following mca,un:mcnts were performed 
in thc ovarian cortex: (¡t) cellulur urea of oocyte'i, tbl 
cellular area nf pregranulosa ~omatic cells (the cyto
plasm is dark-st~inc<l by tolui<linc hluc ami can be ea:-.
ily 'egr~gatcú). an<l (e) numhcr of oocytcs and pr·c
granulo.,a cclh pcr arca unit. In thc jux.tacortical mc
dulla: Cdl thc cytopla:-.mic area oftypical steroidogcnic 
cclh.. and (e) thc numhi.:r of um.litTcrcntiuted cells <.1nd 
~tcroidngcnic cell!.. pcr arca unit. Thc ari:a corrcspond
ing 10 thc lumen oí blood \lc-.. ... cl.., anU to thc..• lacunar~ 
-..ystcn1 "'ª"' subtractcc..I. The n1c~1-..urc1ncnts wcrc dunc 
111 thrcc arco.is (2840 µm.!J of thc 'cction' ohtaincd fn.un 
two randon1 sarnplcs of cach nvary. 

S1udcnt ·.., r te.;t wa-. cmploycU for !oo.lati!oo.lical anal)'.,¡' 
uf thc d;tta. 

RESULTS 

Total cell 1uu11ber. The total gcrm ccll 
cuunt in thc chick ovary rcachcd a peak at 
17 days of incubation. A reduction in thc 
numbcr of gcrm ccll v..•as ohservcd after
ward. Thcrc wcrc no significant differenccs 
in thc germ ccll numbcrs at any agc bc
t\vccn the E-. trcatcd and the control ovarics 
<Fig. 1). -

Thc somatic ct.:11 numbcr increased in thc 
control ovary up to Day 17 of incubation 
and stahilized thereafter. In the trcatcd 
chick ovary. thc somatic cell number con
tinucd incrcasing until hatching (Fig. 2). 
The somatic cell count in the newly hatched 
chick ovary of the trcatcd group was higher 
than in thc control group. Thc significan! 
diffcrcncc bcing thc incrcase in the somatic 
cclls without lipid droplets (Fig. 3). 

./\.-lorpho111etric.: study. The microscopic 
i111a~cs of the cortex and the juxtacortical 
mcdulla are íllustratcd in Fig. 4. Mcasurc
mcnl of thc ccllular arca of the oocytcs 
showed no differcnce betwcen thc trcated 
and control groups (Table 1). The ccllular 
nrca of thc somatic pregranulosa cells was 



184 M~NDEZ-HERRERA, HOFMANN, AND PEDERNERA 
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e 3.l) 

17 19 

Oay:. of incubat1on 

FIG. J. TotaJ number of germ ceUs in the ovary from 
Day 13 of incubation to newly hatched chick trcaled 
with cstrogcns. Arrows indicatc the uge.., at which em
bryos rcceived 200 ng of J7a-cstradiol. Values reprc
sent meaos ~ SEM (n). 

noticeably incrcased in the chick ovary that 
received 17¡3-estradiol (Table 1). whcrcas 
the cytoplasmic area oftypical steroidogcn
ic cells was not modificd by E 2 treatment 
(Table J). 

The number of undiffcrentiated cells in 
the juxtacortical mcdulla of thc ovary was 
increased in thc treated chick (Table 1). 
There were no significan! changes in thc 
numbcr of oocytes. r:>rcgranulosa cells and 
steroidogenic cells in cithcr experimental 
group (Table 1). 

Thc percentagc of oocytes found in each 
stage ofthe meiotic prophase was similar in 
the E, treated and control ovary of the 
newly -hatched chick (Table 2>. 

DISCUSSION 

The method employed to evaluate the to
tal number of ovarían cells has been previ
ously used to measure the total number of 
germ cells in the chicken embryo (McCar-

-e- ºº"''º' 
-.ér- Es1raa101 

a 

6 ~, ) 

I"' 2 

J ( 3) 

o 
11 13 15 •9 .. .. .. Days ot incubation 

FJG. 2. Changes in the total number of somatic cells 
during rhe dcvelopment of the chick ovary afler esrro
gen trealment. Arrows indicare thc uges nt which cm
bryos rcceivcd 200 ng uf l7J3-cslradiol. ValUe!<t repre
~cnt mcans := SEM (n). •p < 0.05. 

~,_,;111rr.:•n ot cell.J 

A 1 C:=J GonlrOl-

1 CJ E'31'1U:JlOI 

' 
e¡-

1 

2 

FJc;. 3. Number of somatic cells. with or without 
Jipid droplcts in the cytoplasm, in the ovary of the 
newly hatchcd chick. Vulues correspond to the exper
imental groups of Fig. 2, and represen! mean" .:: SEM. 
•p <o.os. 
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F10. 4. Photomicrogr:tph of thc ovary in thc ncwly hatchcd t.::hick. Jn thc cortcx (A). oocytcs and 
pregranulosa cells (arrowhcads) are 'hown. In thc oVHriun mcdulla (BJ. islets of typicaJ ... tcroidogenic 
cells (S) and undifTercntiatcd cclls (arrows) wcrc idcntificd. t l:!OOx) 
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TABLE 1 
MORPHOMETRIC MEASURE.MENTS IN SECTIONS o.F THE NEWLY HATCHED CHICK ÜVARY TREATED 

WJTH 1713-ESTRADIOL 

Number of cells/1000 µ..m2 Cellular area (µ.m~) 

Cellular type 

Oocytcs 1 
Pregranulosa cells 
Steroidosenic ceJJs 
Undiffercntiated cells 

7 
10 
10 

Control 

S.6: 0.3 
3.1 :!:: 0.4 
2.4 = 0.2 

12.0"' 0.7 

Estradiol 

S.6: 0.3 
2.6:::: 0.3 
2.0 ::!: 0.3 

16.1 ::!: 0.7••• 

Control 

152 ';!;_ 7 7 
so::!: 4.5 
97 "'3.7 

Estradiol 

144:::: 4.5 
78 :::: J.s••• 

115"' 9.3 

Note. Values represent means ::t: SEM. •••p < 0.001. 

rey and Abbot. 1982). The values obtained 
in the prcsent study are similar to those ob
tained by J-lughcs (1963) using serial sec
tions of the whole ov<try in the chick em
bryo. The rcsults confirm the previous find
ing of thc maxirnum number of germ cclls. 
obtained at Day 17 of incubution and the 
subsequcnt rcduction in the ovary of the 
newly hatched chick (Hughes. 1963). Al
though !he ahove cited paper did not eval
uatc thc somatic cell count. our results 
show that thc maximum numbcr of soma tic 
cclJs is also reached at J 7 days~ remaining 
stable after that point. 

Thc germ cclls seem to not he affocted by 
thc trcatment with E.,. sincc thc maximal 
numher of germ cells observed '1t 17 days of 
incubation was not increaseU. Moreovcr. in 
the newly hatched chiek thc oocytes show 
no changes in the total number. the ccllular 
sizc. nor in thc stage of thc meiotic pro
phase. 

The proliferative effect of E~ was limited 
to the somatic cell population which was 
inereased in !he ovary of !he newly hatchcd 
chick. Severa( cell types should be consid-

ered within the somatic cell population: (a) 
pregranulosa cells (stellatcd eells thut en
close the oocytes in thc cortical region): (b) 
typical steroidogenic cclls. with abundan! 
lipid droplets in the cytoplasm, forming is
lcts of serial sizes in thc ovarían medulla~ 
(e) undiffercntiatcd cells forming cords lim
iteu by a basal lamina in thc juxtacortical 
medulla (González del Pliego et al .. l 9X8): 
and (d) libroblasts. 

The pregnmulosa ccll' wcrc clcarly hy
pertrophied by E, trcatment. A similar cf
fect was obscrvcd in thc granulosa cclls of 
the follicle in thc adult mammalian ovary 
(Mcrk et al., 1972: Richard s. 1975). Growth 
and hypcremia of ovarian folliclcs in thc liz
ard was also induced by estrogens (Jones, 
1975). although prcgranulosa ccll prolifcra
tion was not obscrved in thc germinal bcd 
(Tokarz. 1978). Thus. thc effect herein de
scribcd could be cxpectcd in the chickcn 
ovary. if thesc cells ar~ thc precursor cclls 
of the grJnulosa Jaycr in thc adult ovarian 
follicle. 

There was no significanr increase in typ
ical steroidogenic cclls in the treated chick 

TABLE 2 
STACiES OF THE MEIOTIC PROPHASE (EXPRESSED IN PF:RCENTAGE) OF PRJMARY Oocy·r,-.s IN THE NF.WLY 

HA"H"HED CHICK ÜVARY TREATED WI ni 17fJ-ESTRADIOl-

Prophase stagc 

Trcatmcnt Leptotene Zygotenc 

Control 
17P,-Estradiol 

6 
JO 

Note. Values represent meuns .= SEM. 

4.S: 1.5 
7.0 = 2.1 

83.2 ~ 5.4 
83.5 ~ 3.2 

Pachytene 

12.2: S.6 
8.7 .::!: 2.0 
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ovary. and no changes in the cellular arca of 
this subpopulation was observed. This cel
lular type shows a positive immunohisto
chernical reaction for androgens (Woods 
and Podczasky. 1974). secretes testoster
one when isolated in a density gradient 
(Pedernera et al., 1988), and seems not to 
be affectcd by estrogen treatment. 

According to the ultrastructural charac
teristics of the estrogen-sccreting cells iso
lated in a density gradient from the left 
ovary of the newly hatched chick. the un
differentiated cells of the juxtacortical mc
dulla secm to be a source of cstrogens (Pcd
ernera et al., 1988). Thcse rcsults do not 
agree with previous reports that dctect 1713-
estradiol in the cortical con.Is of the lcft 
ovary of 1-day-old chicks <Woods and Er
ton. 1978). howcvcr. the prcscncc of Ez in a 
ccll docs not neccssarily indicate biosyn
thesis. Thc undiffercntiated cclls of the jux
tacol"lical medulla of thc immaturc lcf! 
ovary are foun<l in thc follicular thcca in 
chicks of up to 1 month old (González dd 
Pliego. 1991). These cclls are finally locatcu 
in the thcca c.xtcrna of the avian adult 
ovary. which ha ve heen <letcrmincd to be 
cstrogen sccrcting (f>cdcrncra et al .. 1989; 
Porter et al .. 1989; Velázqucz et al., 1991); 
moreovcr. they are aromatasc-positivc by 
immunocytochemical rcaction lNitta et e.JI •• 
1991). Thc chick ovary follnwing a 1713-
cstra<liol tn.:atn1cnt rcprcscnts a positivc 
regulation for th...: cstrogcn production. 

Thc prc..:scnt rcsults togcthcr with prcvi
ous studies (Salzgebcr et al .. 1981; Elbrccht 
and Smith. 1992) support thc hypothcsis 
that. besides lhc influence on thc müllerian 
duct-related structures. 17¡3-cstradiol sc
cretion by thc dcvcloping chicken ovary is 
involvcd in thc normal differcntiation anti 
morphogenesis of the ovary itself. Morc
over. two subpopulations of somatic cells 
in thc prcfollicular ovary of !he newly 
hatched chicken werc identificd as estrogen 
target cells, thc pregranulosa cclls of thc 
ovarían cortex and the undifferentiated 
cells in the juxtacortical medulla. 
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