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RESUMEN

En el presente estudio se describe el efecto que ejerce la hormona foliculo
estimulante sobre las diferentes poblaciones celulares, asi como en la secrecion
de hormonas esteroides en el ovario prefolicular de pollo.

Existen muy pocos trabajos en los que se describe el efecto de las hormonas
gonadotropinas sobre el ovario prefolicular, asi como sobre la sintesis de
hormonas esteroides, ya que |os trabajos que conciernen a este tema se han
realizado basicamente en ovarios de pollos adultos y en ensayos in vitro.

Para la realizacion de este estudio se utilizaron huevos fértiles de la raza White
Leghorn, los cuales se mantuvieron a 37 °C en una incubadora con humedad y
temperatura constantes. Se trataron con 1 ug de hormona foliculo estimulante, los
dias 13, 15 y 17 de incubacidén. Por otra parte el grupo control se inyectd
unicamente con Dulbeco el cual se empled como medio de dilucion de la

hormona.

Los animailes fueron sacrificados por decapitacion dentro de las primeras 24 hrs.
siguientes a la eciosion, la sangre fue colectada y se diseco el ovario izquierdo
para realizar la disgregaciéon celular y de esa manera cuantificar las distintas
poblaciones celulares: células con inclusiones lipidicas, células sin inclusiones
lipidicas y células germinales.

Mediante la prueba de “t' de Student se demostré la existencia de diferencias
significativas en los parametros evaluados (incremento en el numero de las
poblaciones celulares somaticas y germinales, asi como el aumento de |los niveles
de estradiol) en los animales tratados con respecto a los controles.

Los resuiltados mostraron que en los ovarios de ilos animales tratados con FSH, se
observé un aumento en las poblaciones de células con lipidos y sin lipidos, asi
como en las poblaciones de células germinales, (o cual se vié reflejado en un

1



aumento en la sintesis de testosterona y estradiol, hormonas secretadas por las
dos primeras poblaciones celulares antes mencionadas.

Con base en estos resultados podemos concluir que el ovario prefolicular de pollo
presenta la capacidad de responder a la FSH aumentando las distintas

poblaciones celulares del ovario, e incrementandose también la secrecién de
hormonas esteroides.



INTRODUCCION

SISTEMA ENDOCRINO

Los organismos complejos requieren, para la regulacion de sus distintas
funciones de una serie de hormonas secretadas por glandulas especializadas que
integran el sistema endocrino y cuya accion se manifiesta a distancia sobre otros
érganos cuando son vertidas al torrente circulatorio (Ondarza, 1984).

El hipotalamo es el centro de coordinacion de! sistema enddcrino el cual recibe e
integra mensajes desde el Sistema Nervioso Central (Harvey et al., 1987). En
respuesta a estos mensajes el hipotalamo produce las hormonas reguladoras
hipotalamicas que, a su vez, son enviadas a la glandula pituitaria, la cual se
localiza por debajo del hipotalamo. Cada hormona hipotalamica regula la
secrecién de una hormona especifica, ya sea de la region anterior o posterior de
la pituitaria (Lenhinger, 1972).

En las aves el hipotalamo es una estructura pequefia que ocupa
aproximadamente el 3% del volumen total del cerebro. Se localiza en la base del
diencéfalo por debajo del talamo, del cual se encuentra separado dorsalmente por
el surco hipotalamico. Rostral y caudalmente limita con el quiasma &éptico y
ventralmente limita con a eminencia media y el infundibulo (Stockell y
Cunningham, 1971).Esta dividido por el tercer ventriculo en dos porciones: la
region anterior formada por los nucleos celulares preoptico, supradptico y
paraventricular; y la regidn posterior o tuberal, formada por los nucleos celulares
medio posterior e infundibular (Sturkie, 1986).

£n el hipotalamo se encuentran varias conexiones entre los nucleos celuiares, y
conexiones entre éstos con otros organos. En las aves se han observado dos
importantes nervios eferentes hipotalamicos, el tracto supradptico-hipofisial y el



tracto tubero-hipofisial. El primero esta formado por axones neurosecretores del
nucleo supradptico y del nucleo paraventricular. El tracto tubero-hipofisial esta
formado por fibras del nucleo infundibular y del nucleo ventromediai. EI
hipotalamo se conecta mediante fibras nerviosas al tracto olfatorio, al talamo y al
cerebro anterior. Recibe impuisos de diversas partes del cuerpo a través de la
médula oblonga y la médula espinal (Sturkie, 1986).

La hipdfisis o pituitaria ocupa una posicidn unica dentro de ios organos
endocrinos, ya que muchas de sus hormonas funcionan principalmente para
regular la actividad de las glandulas endodcrinas. En las aves esta glandula es
una estructura pequena, usualmente redonda y lobulada adherida por un tallo de
tejido nervioso (el infundibulo o tallo pituitario) al piso del cerebro. Esta contenida
en una saculacion ésea en el paladar duro (Bolsa de Rathke) y esta rodeada por
una densa estructura de pequefos vasos sanguineos y capilares, estos a su vez
estan encerrados en una fuerte capsula de tejido fibroso que se adhiere
intimamente a |os bordes de la Bolsa de Rathke y a la base del cuerpo pituitario
(Sturkie, 1986). Esta glandula neuroenddcrina se divide en dos partes principales,
el 16bulo anterior o adenohipdfisis de origen endodérmico, y la neurohipdfisis o
I6bulo posterior, de origen ectodérmico. En las aves no se encuentra presente el
Iobulo intermedio que se observa en mamiferos, estas dos zonas se encuentran
separadas por una capa de tejido conjuntivo (Stockell y Cunningham, 1971,
Sturkie, 1986; Chester Jones, et ai..1987).

En las aves la adenohipodfisis esta constituida por la pars distalis y la pars
tuberalis,y como ya se ha mencionado no esta presente la pars intermedia. La
pars distalis constituye la mayor parte de |a adenohipdfisis y se sitha ventralmente
respecto a la neurohipofisis.Histologicamente la pars distalis se ha diferenciado
en dos zonas:el [Gbulo caudal y el I6bulo cefdlico. De acuerdo a las
investigaciones se considera que las células secretoras de la prolactina y de de la
hormona adrenocorticotropica se encuentran situadas en el Idbulo cefalico,
mientras que las células secretoras de la hormona del crecimiento se localizan en
el lébulo caudal. Se considera que las células secretoras de la hormona
tirotropica se localizan principalmente en el Idbulo cefdlico, mientras que las
3



células secretoras de la LH se localizan en el |6bulo caudal (Chester Jones, et
al., 1987).

La neurohipdfisis esta dividida en |6bulo neural distal, tallo neural y eminencia
media, estas dos ultimas regiones constituyen el infundibulo. Ei I6bulo neural esta
compuesto por fibras nerviosas que provienen de los nucleos supradptico,
paraventricutar e infundibular del hipotalamo (Duncan, 1956). La eminencia media
esta formada por un sistema de vasos portales por donde la sangre llega a la
hipéfisis para transportar hormonas y nutrientes (Scanes, 1986).

La adenohipdfisis se origina a partir de la Bolsa de Rathke, probablemente de
ectodermo del techo de la boca, y la neurohipdfisis deriva del infundibulo
(Scanes, 1986). En etapas tempranas del desarrollo (al sexto dia de incubacion
en pollos), se produce una subdivision de tejidos, la proliferacion de éstos
conlleva a la formacion de diferentes zonas en la adenohipodfisis del adulto: el
I6bulo aboral que dara origen al |6bulo caudai y el |6bulo oral que dara origen al
|6bulo cefalico. De acuerdo con datos obtenidos mediante microscopia electrénica
los primeros granulos secretores en el I6bulo cefalico aparecen al octavo dia de
incubacién (Guedenet et al., 1970).

El hipotalamo y la hipdfisis forman parte del eje hipotalamo-hipdéfisis-génada,
los cuales en estadios tempranos de desarrollo embrionario en las aves son
autdnomos en crecimiento, diferenciacion y actividad y solo hasta después hay
una integraciéon de los mismos (Woods,1987). El hipotalamo es auténomo al inicio
de! desarrollo ya que sintetiza factores liberadores (Woods et al.,1985). Por otra
parte, la hipdfisis es capaz de sintetizar gonadotropinas antes de comunicarse
vascularmente con el hipotalamo. Estudios realizados mediante técnicas de
inmunohistoquimica demostraron la presencia, en hipdfisis, de LH y de FSH
(Gasc y Sar, 1981, Woods, et a/., 1985) antes de la formacion del plexo porta
vascular definitivo entre el hipotalamo y la hipdfisis, el cual ocurre en el dia 12 de
incubacion (Doskocil, 1970; Stritesky y Richter, 1977).



CLASIFICACION DE LAS HORMONAS

La palabra hormona deriva de un vocablo griego que significa excitar o remover.

Una hormona es un mensajero quimico primario que es transportado por el

torrente sanguineo hasta el tejido blanco a fin de estimular una actividad

bioqt._limica o fisiologica especifica (Lenhinger,1972). Algunas de estas hormonas

pueden ser transportadas a través del torrente sanguineo hacia otras glandulas

enddcrinas como el testiculo y el ovario. Estos son estimulados para que

segreguen sus hormonas especificas que a su vez seran transportadas por la
sangre hasta los receptores hormonales situados sobre las células o en su
interior. Existe un mensajero intracelular secundario que traduce el mensaje
desde el receptor de la hormona a la estructura celular especifica o enzima que
constituyen e! ultimo blanco (Lenhinger, 1972).

De acuerdo a su naturaleza quimica las hormonas se clasifican en tres grupos:

¢ Hormonas de naturaleza peptidica
¢ Hormonas derivadas de aminoacidos
¢ Hormonas de naturaleza esteroidea

Las hormonas peptidicas pueden poseer de 3 a 200 restos aminoacidos, se

incluyen a todas las hormonas de! hipotalamo y las de la pituitaria asi como a la
insulina y el glucagon (Ondarza, 1984).

Las hormonas con funcion amina son compuestos pequefios solubles en agua,
comprenden a la adrenalina y ias hormonas tiroideas (Ondarza, 1984).

Las hormonas esteroides son uno de los componentes fundamentales del sistema
enddcrino, la importancia de las mismas puede inferirse de su amplia distribucion

en los seres vivos. Todos los esteroides pertenecen a un grupo de substancias

quimicas conocidas como terpenos o terpenoides. El nldcleo basico de los

esteroides son cuatro anillos aromaticos, tres ciclo hexanos (A,B,C,) y un ciclo-
6



pentano, toda |la molécula es conocida como ciclo-pentanoperhidrofenantreno.
Sobre este nucleo se agregan cadenas laterales que determinan las distintas

clases de esteroides.

El compuesto de 27 carbonos (C,;). con nucleo colestano y grupos metilo en posicidn
C,0 ¥ C,3 ¥ una cadena de 8 carbonos en C,, corresponde al colesterol metabolito
basico partir del cual se forman todas las hormonas esteroideas (Fig. 1).

Colestano (C27)

TN
S 5P 5

Pregnano (C2y) Androstanc (Cg) Eetrano {(C g}

Fig. 1 Muestra la estructura del colesterol con sus cuatro anillos denominados A, B, C y D, asf

como la cadena de 8 carbonos en C17, asi como los niicleos bdsicos de los diferentes tipos de

hormonas esteroides (Stryer, 1988).

El colesterol se obtiene a partir de ésteres de colesterol, de colesterol
almacenado intracelularmente, de lipoproteinas de baja densidad (LDL) o
lipoproteinas de alta densidad (HDL), o bien sintetizado de novo a partir de

acetato.



Cada tipo celular puede usar en forma preferencial una de estas fuentes, pero en
general, las celulas esteroidogénicas del ovario obtienen el colesterol de las
lipoproteinas circulantes (Gwynne y Strauss lll, 1982; Rajendran et al., 1983).

Hay evidencias de que las lipoproteinas tanto de baja (LDL) como de aita
densidad (HDL) se unen a un receptor en la membrana celular, el complejo
lipoproteina-receptor es internalizado y degradado en los complejos lisosdmicos
liberandose colesterol libre. El colesterol obtenido de ia sangre se almacena en el
citoplasma como ésteres de colesterol (Henricks, 1891).

Partiendo del colesterol se forman los compuestos de 21 atomos de carbono
correspondientes al nucleo pregnano (Fig. 1), por péerdida de un segmento de la
cedena lateral entre C,5 y C,, Estos compuestos por su actividad bioldgica se
llaman progestagenos, como por ejemplo la pregnenolona, progesterona, etc. L.os
progestagenos dan origen a los androgenos por pérdida de la cadena en C47 lo
que origina los compuestos con nucleo androstano (C4g) (Fig. 1). Los estrégenos
pierden el grupo metilo del Cqo , tienen 18 carbonos y su anillo A esta

aromatizado y su nucleo basico es el estrano (Fig. 1).

Las hormonas esteroideas se clasifican en cinco grupos: (Fig.2).

Gestagenos: como la progesterona

& Androgenos: como la testosterona

¢ Estrogenos: como la estrona y el estradio!
)

L ]

*

Glucocorticoides: como el cortisol
Mineralocorticoides: como la aldosterona



COLESTEROL (Cz7)

!

PREGNENOLONA (Cz)
l
GESTAGENOS (Cz1)
] % 1
' GLUCOCORTICOIDES (C2) | MINERALOCORTICOIDES (Czi) | ANDROGENOS (Cig)
i
ESTROGENOS (C 1)

Fig. 2 Representacion de las principales relaciones biosintéticas de las hormonas esteroides a partir

del colesterol (Stryer, 1988).




MECANISMOS DE ACCION DE LAS HORMONAS

o Senalizacién a través de receptores intracelulares:

Como ya se ha mencionado anteriormente e! sistema enddcrino y el sistema
nervioso central estan unidos fisica y funcionalmente a través del hipotalamo.
Esta funcion de puente del hipotalamo esta mediada por células que tienen
propiedades de ceélulas nerviosas y de células enddcrinas, ya que presentan
prolongaciones nerviosas y liberan a la sangre moléculas de senalizacion; por ello
reciben el nombre de células neuroendocrinas.

Las hormonas esteroides asi como la hormona tiroidea, por ser moléculas
hidrofébicas penetran a la célula por simple difusidn a través de la membrana
celular. Una vez dentro de la célula se unen a una proteina receptora del
citoplasma, esta unién provoca en el receptor un cambio alostérico de mayor
afinidad de unidén al ADN, regulando asi la trascripcidon de determinados genes.

Cuando los niveles de hormona son altos, la mayoria de los receptores se
encuentran unidos a las moléculas de hormona, activandose la unidén del
complejo hormona-receptor con la cromatina del nucleo. Cuando los niveles de
hormona son bajos la mayoria de ios receptores estan libres en el citoplasma.

« Senfalizacion mediada por receptores de membrana:

Muchas hormonas polipeptidicas como el glucagon, las hormonas FSH, LH, etc.
son molécuias hidrosolubles que se unen a receptores especificos de la superficie
de la membrana celular de sus células blanco. Esta sefalizacidén extracelular
aumenta los niveles intracelulares de AMP ciclico (AMP¢) obtenido a partir de
ATP en una reaccion catalizada por la enzima adenilato ciclasa. Este AMP¢
actua dentro de la célula modificando la velocidad de uno o mas procesos. Asij



pues, el AMPc¢ actia como segundo mensajero en la accion de muchas
hormonas, siendo el mismo ligando extracelular el primer mensajero.

En la superficie de la membrana celular se encuentra una proteina que une
nucledtidos de guanina, la cual acopla el complejo hormona-receptor a la
adenilato ciclasa. Esta proteina transmisora de la senal se denomina proteina
G. El receptor activado no estimula directamente a la adenilato ciclasa sino que
el receptor activado estimula a la proteina G, la cual transmite la sefal de
excitacién a la adenilato ciclasa.

La proteina G es una proteina de membrana periférica con tres subunidades la
o (45 kd), la B (35 kd) y la y (7 kd). Esta proteina se encuentra en dos formas
interconvertibles: la forma GTP activa a la adenilato ciclasa, mientras que la
forma GDP bloquea esta activacidon. Cuando no hay hormona casi toda la proteina
se encuentra en su forma inactiva de GDP, la unidén hormona-receptor provoca el
cambio de GDP a GTP. La subunidad a que contiene GTP ( Ga-GTP ) se separa
de las subunidades 3 y y, asi la adenilato ciclasa se activa por medio de Ga-
GTP. (Fig. 3)

Hormona
Raceptor
activado

Cara axtracelular

TETTTTRnnaRmR sy
ALLRLRRRABLERLLLY

Cara citoplasmauca

Adenilate
ciclass

ERY LN
A088LLLL

Protaina
est'muladora G

e
LLLLRLLE

CAMP

i
i
<

ATP  Activacion de ta
denilato ciclasa por
P

G<GT

Liberacion y difusion
de Is subunidad @

N\

GTP GOP
Intercambic GDP-AGTP

Fig. 3 Bajuema que muestra of proaso medianie o aual b hormona se une a un reaeptor de membrana que activaa la
prowing G provoaarnudo o cambio de GDP a GTP unido a la subunidad o, que al separarae de las otras dos suburidades,
activa a la enzima adeysilato cdasa (Aberts et al, 1999).
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La proteina G actua entonces como un intermediario para la transmisidén de
informacion entre los receptores hormonales y |a adenilato ciclasa. El GTP unido

a la subunidad o se hidroliza lentamente a GDP. La velocidad de intercambio
es muy bajo por lo que casi toda la

GDP-GTP en ausencia de hormona
y por lo tanto la

proteina G se encuentra en |la forma inactiva GDP (Fig. 4)
adenilato ciclasa también esta desactivada (Alberts et a/., 1989).

G-GDP
Estado inactivo

GDP

N\

2> 4D

G.-GTP G
Estado activo i

Fig. 4. Muestra la forma inactiva de la proteina G con sus tres subunidades o, 3 y y unidas a GDP.

La Forma activa de la proteina g se presenta cuando el GDP se convierte en GTP unido a la

subunidad a.(Alberts et al., 1989).

El AMP¢ sintetizado a partir de ATP puede destruirse rapidamente en las células
a través de varias enzimas llamadas fosfodiesterasas las cuales hidroiizan al
AMP¢c a adenosin 5-monofosfato (5'-AMP). Estas fosfodiesterasas requieren la
presencia de Mgz"' intracelular y es activada en algunos casos por ca2+
intracelular en niveles micromolares (Alberts et a/., 1989).



DESARROLLO GONADAL

Desde el punto de vista embrioldgico la gdonada se forma por dos tipos celulares;
las células somaticas de origen mesodérmico y las células germinales

primordiales (CGPs). La localizacion de las CGPs fue estudiada por Swift (1915)
a las 18 horas de incubacién. En esta etapa las células se distribuyen en el
endoblasto extraembrionario en forma de cresta germinal anterior y lateral al
embrién.Las CGPs pueden diferenciarse por su forma, tamanfo y bioquimica (
presentan una alta actividad de la fosfatasa alcalina y son ricas en glicégeno),

desempefan un papel muy importante en la formacion de las futuras gonadas . En

general se acepta que las CPGs en los vertebrados tienen un origen

extragonadal.

En las aves estas células provienen del endodermo y de la pared vitelina en la
etapa de blastula (Van Thienoven A.,1983). En la mayoria de los mamiferos estas
céjulas migran hacia la futura regiodn gonadal mediante movimientos
amebiodes a traves de los tejidos, sin embargo, en el caso de las aves la ruta

primaria para la migracién se produce también via sistema vascular (Baker,

1970) en donde ias CGPs entran a Ilos vasos sanguineos por diapédesis

(Gilbert, 1988), y por movimientos mbrfogenéticos del enddfilo (Dubois, 1969;
1970). En los pollos las CPGs estan libres en el espacio

Dubois y Croiselie,
cerca de los vasos sanguineos vitelinos. El

entre endodermo y ectodermo,
desplazamiento de las CGPs se lleva a cabo alrededor de las 33 horas de

incubacion desde el epitelio celédmico hasta la region de las futuras géonadas.

Es posible observar CGPs intraembrionarias antes del establecimiento de Ila
circulacién alrededor de las 33 hrs. de incubacién (Schwartz y Domm, 1972), lo

que indica que el movimiento via sanguinea es secundario al que se realiza por el

enddfilo hacia areas anteriores del biastodermo (Dubojs y Croiselle, 1970;

Hardisty, 1978). Aproximadamente a los tres dias de incubacion, la mayoria de las

CGPs han dejado los vasos sanguineos probablemente mediante movimientos

ameboides ( Fujimoto et a/., 1976), y han pobilado ya el sitio gonadal. No se sabe
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con certeza que origina que las CGPs abandonen los vasos sanguineos, pero se
cree que la gonada en desarrollo produce una sustancia que atraiga a las CPGs y
las detenga en los capilares que rodean a las gonadas (Rogulska,1969). Otra
posibilidad es que las células endoteliales de los capilares gonadicos tengan un
componente de superficie celular que haga que las CGPs se adhieran a ellas
especificamente. Hacia las 48 hrs. de incubacion las CGPs llegan al mesenterio
dorsal y a las crestas genitales. El transporte vascular termina entre las 90 y 120
horas de incubacién (Hardisty, 1978).




MORFOLOGIA DEL OVARIO

En las gallinas, aunque no en todas las aves, solo el ovario y el oviducto izquierdo
son funcionales, los 6érganos derechos permanecen vestigiales. Aunque se han
reportado ovarios y oviductos derechos, éstos rara vez son funcionales. En el
embridon ambos ovarios y oviductos se desarrollan inicialmente (Bahr y Johnson,
1991); sin embargo, la hormona inhibidora de las estructuras Mullerianas (HIM)
provoca la regresion del conducto derecho. El conducto izquierdo se mantiene
debido a que al parecer tiene un mayor numero de receptores a estrogenos y
estos a su vez parecen suprimir {a accion de la HIM.

El ovario izquierdo es un drgano de color amarillento, oval y aplanado que se
encuentra unido a la cavidad dorsal de la region lumbar por un ligamento
mesovarico. Se encuentra por debajo y delante de l(os rifones, cerca de las
glandulas adrenales y cubierto por una capsula de tejido conjuntivo (Gilbert,
1971b).

Esencialmente el desarrollo del ovario comienza en el tercer dia de incubacién,
cuando las células primordiales germinales y las células mesenquimatosas se
incorporan al epitelio germinal. Durante el 6° y 7° dia de incubacion se forman los
cordones sexuales primarios que dan origen a la médula y a las células
intersticiales de la médula. Entre los dias 8 y 11 de incubacién, el epitelio
germinal prolifera formando la corteza y los cordones sexuales secundarios.
Posteriormente se forman las ovogonias que por divisiones mitéticas originan a
los ovocitos primarios. La maduracion nuclear del ovocito se inicia en el foiiculo y
se termina en el oviducto, mediante dos divisiones sucesivas. La primera
division meidtica da origen al ovocito secundario y al primer cuerpo polar, y se
llevan a cabo dos horas antes de la ovulacion. La segunda division ocurre en el
oviducto, posterior a la ovulacidn (Gilbert, 197 1b) (Fig. 5).



Mesénquima

\ . /Células germinales

. Epitelio germinal

—

Corteza Cordones sexuales
primarios
$
Cordones sexuales secundarios Células intersticiales Meédula
de la médula
Ovogonias
¥
Ovocitos primarios
<
Primer cuerpo polar Ovocitos secundario
Ovulacion
Owvulo Segundo cuerpo polar

Fig. 5 Muestra la formacion del ovario y la ovogénesis (Gilbert, 1971b).
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Al tercer dia de incubacion se observa una distribucion asimeétrica de las células
germinales, lo que origina que el ovario izquierdo sea mas grande que el
derecho ( Van Limborgh, 1968). Asi mismo se produce una mayor colonizacién de
la gonada izquierda, ademas de que existe una migracion activa desde la gonada

derecha a la izquierda en ambos sexos (Van Limborgh, 1968; Gilbert,1971b).

El ovario esta constituido por la médula y la corteza, separadas por una densa
capa de tejido conjuntivo Ilamada tanica albuginea (Gilbert, 1971b). La médula se
forma a partir de los cordones sexuales primarios derivados del epitelio germinal;
esta constituida por tejido conjuntivo, nervios y muscuio liso, y al parecer es la
zona de mayor vascularizacion del ovario. La corteza se encuentra rodeando

completamente a la medula, excepto en la zona del hilio. Esta contiene a las

ovogonias y a los ovocitos, y su superficie esta cubierta por epitelio de tipo

cuboidal (Gilbert, 1971b) (Fig. 6).

Theca eaterna

Theca interna
i Viteine membrane
Connetive hssue g oyl
coat ona
Puviniteilone b
Epnthehum i v

Folboutsr $1aik

QOvanan corten

Fig.6 Muestra un esquema de la morfologia del foliculo en aves, en donde en particular se observa

la ausencia de antrum (Gilbert, 1971b).
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Existe una proliferacion secundaria del epitelio gonadal que provee de células
germinales primordiales a la corteza, estas células inician una intensa actividad
mitdtica que se prolonga hasta el nacimiento, formando fas ovogonias. Estas son
células germinales grandes y redondas, mas pequenas que las células
germinales primordiales, pero mas grandes que las células somaticas
(Hughes, 1963). Se encuentra también un tejido estromatico formado por la
segunda tunica albuginea que se forma en el dia 14 de incubacidén y que aisla los
cordones corticales, formando zonas separadas: el epitelio gonadal o corteza, y la
méduia. Posteriormente la tunica albuginea entra en regresién (Van Tienhoven,
A.,1983). Asi queda entonces formado el ovario inmaduro que es amarillo, plano y
" de forma irregular (Gilbert, 1971b).

En e! ovario adulto es facil reconocer varios grupos de foliculos, los cuales
pueden ser clasificados por su tamano. El grupo mas grande esta formado por
numerosos foliculos pequefos que consisten en un ovocito cubierto por las
primeras etapas de ia granulosa y la teca. El siguiente grupo consiste en foliculos
de mayor tamafno de 1 a 3 mm. de diametro en donde se forman los primordios de
la yema. Siguen los foliculos que miden entre 4 y 8 mm, que presentan mayor
cantidad de yema.

Los foliculos mas evidentes son un grupo de 5 a 8 foliculos de color amarillo que
miden aproximadamente 35 mm.de diametro. En este ultimo grupo los foliculos se
clasifican de acuerdo a los dias faltantes para su ovulacion. Se designan como
F1. F2...F5. El mas grande y proximo a ovular es el F1 (Wells y Gilbert, 1984).

Existe una considerable diferencia entre la estructura del foliculo de mamiferos y
de aves. En mamiferos el oocito es mas pequefio con respecto al ovocito de aves
y ademas se encuentra cubierta por una teca bien definida. Al momento de
formacion del antrum existe una diferenciacion entre la teca interna y la teca
externa. La teca interna contribuye a la sintesis de estrogenos. La granulosa es
una capa multicetular y durante su crecimiento el anfrum se desarrolia entre la
masa de ceélulas, dejando la capa de la granulosa adyacente al ovocito
(Wells y Gilbert, 1984).



En las aves los foliculos son grandes y tienen una capa delgada de tejido
conjuntivo que cubre la teca. Existe una diferenciacidn entre teca interna y
externa, aunque las células de la teca interna no son esteroidogénicas.En su
lugar las células intersticiales al parecer son las que tienen capacidad
esteroidogénica. En las aves el ovocito crece masivamente. Las células de la
granulosa forman una sola iamina y no se forma antrum (Welis y Gilbert, 1984).




CELULAS ESTEROIDOGENICAS EN EL OVARIO

Se han publicado numerosos estudios que han apoyado la idea de la capacidad

esteroidogénica de las células de la granulosa y de la teca en ovario de aves

(Huang et al/., 1979, Hammond et a/, 1980; Scanes y Faglioli, 1980). En

comparacion con mamiferos, el foliculo del pollo representa un sistema simple de
esteroidogénesis, en donde la granulosa parece ser la fuente principal en la
produccion de progesterona (Hammond et a/. 1980;Wells et a/,1981 ), ya que se

ha demostrado que presenta enzimas hidroxiesteroide deshidrogenasas (Boucek

y Savard, 1970) y la teca se considera que produce tanto andrégenos como
estrogenos en foliculos preovulatorios ( Huang ef a/., 1979; Marrone y Hertelendy,

1985)

1989, demaostraron que la teca interna

Porter et a/.,, 1989 y Pedernera et al.,
testosterona dada por células

presenta wuna alta actividad secretora de
tipicamente esteroidogénicas (con un alto contenido de lipidos en citoplasma).

la teca externa de foliculos

Asimismo existe una fuerte evidencia de que
y se sabe que las células

preovulatorios de aves, secreta 17 {3 estradiol
responsabjes de dicha secrecion son células sin inclusiones lipidicas (Onagbesan
1989). En 1965 Chieffi y Botte , mediante

y Peddie, 1989; Pedernera et al/,
la actividad positiva de la 17 g

técnicas histoquimicas determinaron
dihidroxiesteroide deshidrogenasa tanto en teca interna como en teca externa.

De lo anterior se desprende la idea de que existen dos subpoblaciones
esteroidogénicas en la teca de foliculos preovulatorios en ovario de pollo recién

nacido (Pedernera et a/., 1989).

Por otra, parte estudios ultraestucturales han demostrado la presencia de células

esteroidogénicas en los cordones medulares del ovario embrionario de polio a

partir del octavo dia de desarrollo (Narbaitz y Adler, 1966; Jordanov et a/., 1978).

Otros investigadores afirman que las células intersticiales medulares forman
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cordones de células con abundantes inclusiones lipidicas en el citoplasma
(Gonzalez-Moran, 1985) y presentan la ultraestuctura y lIas caracteristicas
histoenzimoldégicas de las células esteroidogénicas (Sheib y Haffen, 1969,
Jordanov et al/., 1978;). Las células esteroidogénicas muestran una reaccidon
inmunohistoquimica positiva para androgenos (Woods y Podezasky, 1974).

Utilizando precursores radiactivos in vitro se ha demostrado que el ovario de pollo
puede producir 17 $ estradiol y estrona a partir del dia 7 de desarrolio
embrionario (Haffen y Cedar, 1968; Weniger y Zeis, 1971, Guichard et al., 1973).
Utilizando métodos citoquimicos Woods y Erton, 1978, demostraron la presencia

de 17 B estradiol y estrona en génadas indiferenciadas de embriones de 3.5 dias
cultivadas in vitro.

Por otra parte Jordanov et al., (1978) describen en células de la médula de ovario de
7 dias de desarrollo, la presencia de ceélulas con numerosos ribosomas, escaso
reticulo endoplasmico rugoso, numerosas gotas lipidicas y mitocondrias con crestas
tubulares, las cuales se consideran células precursoras de las células intersticiates.
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ESTEROIDOGENESIS OVARICA EN AVES

Existe una amplia evidencia de que la esteroidogénesis se inicia tempranamente
en las gébnadas embrionarias tanto femeninas como masculinas, aunque el
periodo exacto no se conoce aun (Gilbert, 1971a; Lofts y Morton, 1973). Weniger y
Zeis (1971) demostraron que las génadas producen estrégenos /in vitro hacia el

sexto dia de incubacién.

En el embrion la produccién de hormonas en etapas tempranas del desarrolio al
parecer se lleva a cabo sin intervencion de la hipofisis, ya que el establecimiento
del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada se efectua entre el dia 13 de incubacién
(Fugo, 1940). De esta forma el ovario es capaz de sintetizar por si solo las
hormonas esteroides necesarias para su desarrollo. Estos datos posteriormente
fueron comprobados por Woods y Weeks (1969) que haciendo estudios de
transplantes de adenohipdfisis determinaron que Ia regulacion de la
esteroidogénesis gonadal por esta glandula se lleva a cabo el dia 13 en machos,

y el dia 14 en hembras.

Mediante técnicas histoquimicas Scheib y Haffen (1969) determinaron Ia
presencia de colesterol y sus ésteres en el tejido esteroidogénico de las aves. Asi
mismo se ha determinado que la enzima AS-3p HSD se encuentra en embriones
de 2 dias de incubacion (Woods y Weeks, 1969; Sheib y Haffen, 1969; Narbaitz y
Kolodny, 1964). Esto implica que las gonadas pueden potencialmente producir
hormonas sexuales antes de que ocurra una diferenciacién morfolégica. Asi, las
hormonas producidas en etapas tempranas de desarrolio podrian desempeiiar un
papel importante en la diferenciacion y desarrollo de las gédnadas.

Se ha sugerido que la sintesis de hormonas esterocides durante los primeros
estadios de desarrollo (entre los dias 2 y 6 de incubacion), es importante para el

desarrollo del ovario. Posteriormente la hipdfisis es importante ya que regula la

embriogénesis del ovario (Fig. 7).
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Fig. 7 Muestra la relacion de los eventos mas importantes durante la etapa embrionaria de las
aves (Gilbert, 1971b).

En el ovario de las aves se ha demostrado |la presencia de cordones medulares
bien delimitados por una iamina basal. Hacia el octavo dia de desarrollo estos
cordones epiteliales presentan ya una actividad esteroidogénica (Jordanov et al.,
1978). Entre estos cordones medulares se encuentra un sistema de conductos
denominados lacunares, los cuales estan delineados por una delgada lamina
basal (Callebaut, 1979).

Las estructuras epiteliales se ecuentran distribuidas de forma irregular en la
meédula del ovario de tal manera que en la region medular cercana a la corteza,
llamada meédula subcortical, se localizan cordones de células esteroidogénicas
(células con inclusiones lipidicas en su citoplasma) rodeados de células
pobremente diferenciadas (células sin inclusiones lipidicas en su citoplasma) asi
como vasos sanguineos y sistema lacunar.

Se ha demostrado que las células esteroidogénicas secretan testosterona, y las
células pobremente diferenciadas (sin lipidos) presentan actividad de aromatasa y

producen estradiol y estrona (Alvarez-Fernandez et a/, 1995).
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BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides son sintetizadas en un proceso en donde intervienen
diversas reacciones enzimaticas que se llevan a cabo en |a mitocondria y el
reticulo endoplasmico liso de las células de la corteza adrenal, del ovario,
testiculo y placenta. Las enzimas que intervienen en la sintesis de esteroides
actuan sobre sustratos lipidicos solubles en la membrana interna de la
mitocondria y en la membrana del reticulo endoplasmico liso (Stryer, 1988).

¢ Biosintesis de la pregnenolona:

Partiendo del colesterol (C,;) se forman los compuestos de 21 atomos de
carbono (C,,). La primera etapa en la sintesis de las hormonas esteroides es la
eliminacién de una unidad de Cg de la cadena lateral del colesterol para formar
pregnenolona. La cadena lateral del colesterol se hidroxila en C,, y C,, seguido
de la ruptura del enlace entre C,, y C,,, esta ultima reaccidn es catalizada por

la desmolasa (Stryer, 1988). Se requieren de tres moles de O2 y de NADPH para
formar un mol de pregnenolona (Fig. 8).

‘v

OH N
HO
H (o]
—— ——y
D
Calasterol 20a.228-Dihidroxi- Progrensions
(Sdio se indice el colestero!

anillo D y la cadena lateral)

Fig. 8 Muestra la transformacién del colesterol a pregnenclona pasando por 20x,22p

dihidroxicolesterol (Stryer, 1988).
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Este proceso se lleva a cabo en la membrana interna de las crestas
mitocondriales en donde se incluye la participacion de tres componentes.:

1. Un citocromo P-450, proteina de tipo hemo que hidroxila y puede cortar las
uniones C-C (P-450scc).

2. Una flavoproteina, flavina adenina dinucledtido (FAD)como transportadora
de electrones.

3. Una proteina de tipo hemo, conocida como adrenoxina en la suprarrenal, que
actua como intermediario entre 1 y 2.

¢ Metabolismo de la pregnenolona:

La pregnenoclona puede transformarse en dos compuestos, por dos diferentes vias
de biosintesis. Una alternativa es ser transformada a progesterona, este paso
requiere la participacion de un complejo enzimatico microsomal, la 38
hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 5-4 isomerasa ( 3p-HSD) .

La otra alternativa es ser metabolizado por el complejo 17a hidroxilasa, C17-20
liasa. Este complejo esta en el citocromo P-450 (P-450 C,,) que tiene la funcién
de hidroxilar y cortar la unién C-C, como en el caso del colesterol, pero en este
caso la hidroxilacidon es en posicion C,, y el corte en la unidén 17-20. Los sustratos
de esta enzima pueden ser pregnenolona y progesterona y los productos seran
deshidroepiandrosterona (DHEA) o androstenediona respectivamente. La
DHEA puede ser transformada a androstenediona por accion de la 3p-HSD.La
via metabdlica que va desde pregnenolona a DHEA se le conoce como AS,
mientras que la secuencia que pasa por progesterona para terminar en
androstenediona se le conoce como A4.
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¢ Biosintesis de estrégenos:

Los andrégenos (C,g) pueden ser transformados a estrégenos (C,g). El complejo
enzimatico aromatasa es un citocromo P-450 microsomal, que hidroxila en C,g,
elimina el grupo metilo en C,, vy le da la estructura aromatica al anillo A.

Se requieren de tres moles de O2 y de NADPH . Se observa que |la enzima 17
hidroxiesteroide deshidrogenasa es reversible dependiendo de la presencia de
sustrato o de la acumulacion de producto, puede interconvertir androstenediona
en testosterona o estrona en 17 estradiol (Fig. 9).
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Fig. 9 Muestra la sintesis de estrogenos partir de andrégenos. Se observa que la enzima 178

hidroxiesteroide deshidrogenasa es reversible y puede interconvertir androstenediona en
testosterona o bien estrona en 17 estradiol (Bahr y Johnson, 1991).
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¢ Biosintesis de andrégenos:

La sintesis de testosterona en Gallus domesticus fue estudiada por Tamaoki,
(1980). En este estudio se determind que el grupo 20-oxo de la 17c-
hidroxiprogesterona se reduce tanto al grupo hidroxi 20a como al grupo hidroxi 20
B (Fig. 10). Asi mismo debido a la marcada actividad de la 5B reductasa y la 3
a hidroxiesteroide deshidrogenasa en testiculo, |la testosterona es convertida
posteriormente en 5p-androstano-3p3,17p-diol (Tamaoki, 1980).

pollo rata
J :
progesterona progesterona
[ L
20pe—17-OH prog. —s 20 17-OH prog. = 20
9 L] 5 .
testosterona testosterona 7a-hidroxi-

androstenediona

Fig. 10 Muestra en diferentes especies la reduccion de los grupos 20-oxo de la progesterona
(Bahr y Johnson, 1991).
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De acuerdo también con los estudios de Tamaoki, (1980) la testosterona se
sintetiza via AS y A4 dependiendo de los cofactores de incubaciéon (Fig. 11). Se
reporta que en rata se sigue la via A4 preferentemente para la sintesis de
testosterona, mientras que en humanos la via mas utilizada es la AS5.

El sustrato y el producto final son los mismos entre las vias A5 y A4, son los
intermediarios los que resultan diferentes para cada via.

A PREGNENOLONA A
4 5
As- 3B - OH DHG \ 17 o - OH asa
isomerasa
| progesterona J [ 17 a—hidroxijregnenolona]
17 a - OH asa ’ liasa C17-C20
[ 17 _a-hidroxi-progesterona J @eshidm@mdrostemnaJ
liasa C47 - C2o 17 B - OH DHG
[ androstenediona ] L S5-androstenediol J
17B-OHDHG\ /A5-3B-OH DHG
TESTOSTERONA

Fig.11 Muestra en resumen la biosintesis de testosterona siguiendo las vias A5 y A4 en testiculo de

pollo (Stryer,1988).
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BIOQUIMICA DE LA HORMONA FOLICULO
ESTIMULANTE

LLa adenohipdfisis sintetiza y secreta tres hormonas glicoprotéicas dos

gonadotropinas ta FSHy la LH, y la TSH.
Las hormonas gonadotropinas actuan manteniendo los procesos reproductivos
como la gametogénesis, esteroidogénesis, y la ovulacion (Chappel et a/., 1983).

La FSH es una glicoproteina sintetizada por los gonadotropos de la glandula
pituitaria anterior. Esta constituida por dos cadenas semejantes, una polipeptidica
y una glicosilada unidas por entaces no covalentes (Clifton,19889) .
Estas cadenas llamadas a y B se encuentran unidas por puentes que estabilizan
la estructura terciaria de la molécula (Reichert y Ward, 1974; Rathnam y Saxena,
1975;) la cual es necesaria para la interaccién hormona-receptor (Pierce y

Parsons, 1981) .

Se sugiere que la subunidad o actda estimulando a la enzima adenilato ciclasa,
mientras que la subunidad B identifica al érgano blanco apropiado para su unién
con los receptores. Asi, posterior a la unién, la subunidad o actua activando a las
ciclasas (Chappel et a/.,1983, Steiner y Cameron, 1989).

La estructura de la subunidad o de las tres glicoproteinas secretadas por la
pituitaria tiene basicamente la misma secuencia de aminoacidos (Rathnam y
Saxena, 1975) , mientras que Ila subunidad B tiene diferente secuencia para
cada una de las hormonas, lo que implica una especificidad (Pierce y
Parsons, 1981). En cada subunidad se encuentran diferentes grupos de
carbohidratos en lugares especificos los cuales son importantes para la actividad

biologica de la hormona.
Se ha comprobado que la sintesis de la subunidad 3 esta regulada por moléculas
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de RNAm independientes (Chin et a/., 1978; Godine et al., 1880,1982) para cada
una de las hormonas glicoprotéicas, mientras que las moléculas de RNAm con la
misma secuencia de bases regulan la sintesis de la subunidad B (Chin et al.,
1978; Godine et al., 1980, 1982), siendo ia producccion de las subunidades 78 el

paso limitante en la biosintesis de las hormonas (Godine et al.,, 1980; Pierce y
Parsons, 1981; Larrea et al.,1988).

La cadena protéica de cada unidad se sintetiza de la forma clasica, es decir que
el RNAt Hleva los aminoacidos a los ribosomas y el RNAm dirige la sintesis
protéica. La glicosilacion requiere de la actividad de enzimas intracelulares

especificas como !a glicosil transferasa. Esta enzima se encuentra unida a la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso.

Los primeros aislamientos de la FSH en pollo se realizaron en 1969 por Stockell y
Cunningham. Posteriormente fue aislada por otros investigadores como Follet et
al., 1972; Scanes y Follet, 1972; Furuya e Ishii, 1974; Sakai e Ishii, 1980. La
molécula esta constituida por 17 aminoacidos claves para su funcionamiento (Lys,
Hist, Arg, Asp, Thr, Ser, Glu, Pro, Gly, Ala, Cys, Val, Met, lle, Leu, Tyr, Phe). La
molécuia es rica en acido aspartico y acido glutamico a diferencia de la cisteina y
la metionina que se encuentran en cantidades bajas.

Sakai e ishii (1980) determinaron el peso molecular de la FSH de pollo siendo
este de 37000, Krishnan et al., (1992) lo estimd en 38000. Estos resultados se
ubican en los niveles determinados para el peso molecular de mamiferos
estimado entre 31000 y 47900 (Hashimoto et al., 1965, Reichert et al., 1968;
Braselton y McShan, 1970; Sakai e Ishii, 1980). La molécula de FSH es una
proteina acida cuyo punto isoeléctrico es de 4.65 (Krishnan et al., 1992).

De acuerdo a Moszkowski (1949) tanto ta FSH como la LH, se observan en
embriones de polio de 18 dias, sin embargo otros investigadores (Fugo, 1940;
Woods et al.,, 1981; Woods, 1987;) demostraron que el
hipotélamo-hipdfisis-génada se lleva a cabo durante
machos y hembras

establecimiento del eje

los dias 13.5 y 14 en

respectivamente. Al ocurrir un estimulo externo que pueda
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provocar |la sintesis de factores liberadores, se lleva a cabo la regulacion de la
sintesis y liberacion de gonadotropinas como la FSH.
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ANTECEDENTES

Estudios morfolégicos e inmunohistoquimicos han demostrado que las células
responsables de la produccion de hormonas esteroides hasta antes del dia 13 de
incubacién, son al parecer las células intersticiales de la génada situadas en la
médula del ovario (Fugo, 1940; Narbaitz y Adler 1966; Jordanov et a/.,1978).
Estas células esteroidogénicas se identifican claramente en ias ultimas semanas
del desarrollo de los pollos; se caracterizan uitraestructuralmente porque tienen
en su citoplasma mitocondrias con crestas tubulares, reticulo endoplasmico liso,
polirribosomas, abundantes gotas de lipidos (Jordanov et a/.,1978; Gonzalez del

Pliego et al/, 1988), colesterol y mas especificamente presentan una reaccion

positiva a la AS5-3p-HSDH (Narbaitz y De Robertis, 1968).

Las células de la granulosa de los foliculos pequefios preovulatorios (F5-F2) son
células blanco de la FSH ya que presentan un mayor numero de receptores a
dicha hormona, produciendo mas progesterona que la producida por foliculos

preovulatorios mas grandes del tipo F2 Fq (Calvo et a/., 1981).

Aunque existen algunos reportes referentes a las funciones de la FSH en ovarios

foliculares, los trabajos concernientes al papel de dicha hormona en ovarios

prefoliculares requiere aun de mayores estudios.

Con base en trabajos realizados en gallinas adultas tratadas con FSH, se ha
podido observar que el numero de foliculos atrésicos disminuye y que aumentan
los foliculos en desarrollo (Bahr y Johnson, 1991). Es posible afirmar que los
foliculos que entran en desarrollo se ven disminuidos con la edad, debido a que

también disminuyen los receptores de FSH en las células de Ila granulosa

(Palmer, 1989).

Asimismo se han observado cuerpos celulares de FSH y LH en hipotalamo de
embriones de pollo de 5.5 dias de incubaciéon (Woods et a/,1981). Tanabe et
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al.,, 1986, han reportado altas concentraciones de LH en ovarios de pollo de entre
10 y 16 dias de incubacién, reportando una caida significativa en etapas cercanas
al nacimiento aproximadamente al dia 18; esto debido al parecer por una
disminucion en la actividad de la 173 hidroxilasa por lo que se ve afectada la

secrecion de testosterona.

En estudios realizados por Teng et al/,1982 utilizando gonadotropinas en
embriones de pollo cultivados in vitro, reportan la respuesta tanto de ovario
derecho como de ovario izquierdo en la secrecidon de hormonas esteroides, con
un incremento en los niveles de AMPc, sin embargo observaron que el ovario
izquierdo es 5 veces mas sensible a las gonadotropinas con respecto al ovario

derecho en regresion.

En otra serie de estudios se determiné que el ovario derecho respondia mas
eficientemente en la produccién de testosterona respecto al ovario izquierdo al
estimularse con hCG y aunque como ya se ha mencionado ambos ovarios
incrementan sus niveles de AMPc, este aumenta hasta en un 80% en ovario
derecho (Teng y Teng, 1977). Con base en estas observaciones concluyen que
durante el desarrollo embrionario ambas génadas responden a la hGC con un
incremento en la sintesis de hormonas esteroides y por lo tanto en una
acumulacion de AMPc, lo que indica que el sistema adenilato ciclasa esta
presente y es funcional tan tempranamente como a los 8 dias de incubacién.

Asimismo en investigaciones realizadas por Teng y Teng, 1979, trabajando con
ovarios embrionarios de pollo cultivados in vitro, en los que se hizo la separacién
de los componentes celulares del ovario en células germinales, fibroblastos y
células epiteliales cultivadas por separado y con el estimuio de hCG, se evidencid
que las hormonas esteroides fueron basicamente secretadas por la fraccion
epitelial. Estas células presentaron la misma capacidad esteroiogénica en
respuesta a la hCG tanto en ovario derecho como izquierdo de 12 dias de
incubacioén, ya que produjeron aproximadamente la misma cantidad de estradiol y
testosterona. De igual forma se observd que estas mismas céluias aunque de 15
dias de incubacidn, redujeron su capacidad esteroidogénica, siendo este efecto
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mas significativo en el ovario derecho. Esto puede justificarse por el hecho de que
la poblacion de células secretoras decrece al entrar el ovario en regresion.

Por otra parte en estudios realizados utilizando eLH, oLH, oFSH, eFSH, en
ovarios embrionarios de pollo cultivados in vitro, Teng et a/., 1982, observaron una
mayor sensibilidad al estimulo de eLH en ambos ovarios con respecto a la FSH
equina y ovina. En otros estudios relizados por Huang et a/,, 1979 y Scanes y
Faglioli, 1980, se estableceque tanto la LH de mamiferos como |la de aves,
estimula la produccion de progesterona en células de la granulosa cultivadas in
vitro, de aqui que se sugiera que los receptores en el ovario de pollo son mas
sensibles a LH que a FSH. Esta habilidad de poder discriminar los receptores

para FSH permanece también en el ovario derecho en regresion..

De aqui se podria desprender la idea de que en las diferentes especies de
vertebrados existe una diferencia filogenética en el control de la esteroidogénesis
(Licht et a/.,1977).; por ejemplo se puede decir que la FSH es la principal hormona
esteroidogénica en reptiles (Callard y Ryan, 1977) . Al parecer la LH presenta una
mayor estimulacion en anfibios (Teng et a/,. 1982). Anteriormente Maung y Follet,

1977, afirmaron que la LH era la hormona mas importante para |la produccion de

androgenos en aves. Se ha observado también que la LH de mamiferos
incrementa los niveles de progesterona y testosterona en plasma y en paredes

foliculares en ovarios de aves adultas ( Teng et al., 1982).

de RIA Weniger y Chouraqui, (1988), determinaron

Mediante técnicas
en un cultivo celular de ovarios

cuantitativamente niveles de estradiol
embrionarios de 7 a 18 dias de incubacién, en presencia y ausencia de LH

bovina. De acuerdo a sus resuitados determinaron que la LH estimula la
secrecion de estradiol en todos los estadios de desarroilo, aunque observaron un
mayor aumento de hormona secretada en etapas tempranas, alcanzando su
maximo nivel a los 7 dias de incubacion. Sugieren entonces que el niumero de

receptores a LH decrece en etapas mas avanzadas de desarrollo. Esta idea

concuerda con Woods y Thommes, 1984, que reportaron la existencia de

receptores en ovarios de pollo de 8.5 dias de incubacién.
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Con base en la informacion anterior, se pude decir que no existen investigaciones
acerca del efecto de la FSH en ovarios prefoliculares realizados in vivo. Es por
ello que se requieren de un mayor numero de estudios que conlleven al
conocimiento de la funcién de la FSH en ovarios embrionarios de pollo cultivados
in vivo.
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OBJETIVOS

Observar el efecto de la hormona foliculo estimuiante exdgena sobre la sintesis
de hormonas esteroides y la variacion de las distintas subpoblaciones ceiulares
en el ovario de pollo recién nacido, tratado en etapa embrionaria.
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HIPOTESIS

Conociendo que el ovario de pollo sintetiza hormonas esteroides en etapa
embrionaria y que la regulacion esta determinada por las hormonas
gonadotropinas hacia el dia trece de incubacion, suponemos que el ovario del
embrion de pollo tratado con hormona foliculo estimulante respondera al
tratamiento con cambios en la produccion de hormonas esteroides, asi como con
variaciones en el numero de las distintas subpoblacion celulares del ovario
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de este estudio se utilizaron embriones de polilo de ia raza
White Leghorn, los cuales se incubaron a 37 °C en incubadora con humedad y

temperatura constantes.

Se realizd ovoscopia en el décimo dia de incubaciéon y los embriones viables se

dividieron en dos grupos:

¢ Grupo testigo (Dulbeco)
e Grupo experimental (tratado con 1 g de FSH)

La manipulacidn de los embriones siempre se ilevé a cabo con material estéril y

en un area también estéril.

Se limpiaron los huevos superficialmente con alcohol al 70%. Se realizé una
pequerfia puncion con una aguja de diseccidn en la camara de aire de los huevos;
posteriormente con una segueta se trazé una pequefa abertura triangular sobre
la cascara en posicidn ventral y se retiré el cascaréon con extremo cuidado.Se
colocd una gota de suero fisiologico estéril sobre la membrana externa y con un
bulbo de goma se succiond en el orificio de la camarade aire para bajar la
membrana coricalantoidea y asi poder quitar con unas pinzas la membrana
externa sin danar al embrion y a la zona vascularizada. Queddé entonces una
pequefa ventana por la que se aplicaron la dosis de hormona. Tanto el orificio
de la camara de aire como el orificio triangular se sellaron con cinta adhesiva, y

de nuevo se llevaron los embriones a la incubadora.

Durante los dias 13,15 y 17 se aplicé 1 ul de FSH (Fertinorm HP, Laboratorios
Serono Meéxico) diluida en 100 ui de Dulbeco sobre la membrana corioalantoidea,
mientras que el grupo testigo fue tratado con 100 ul de Dulbeco.
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La metodologia se dividid en dos etapas de trabajo para la obtencion de sueros

y la obtencidn de tejido ovarico para la cuantificacion celular.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion dentro de las 24 horas

siguientes ail nacimiento.

¢ Obtencién de sueros:

La sangre fue colectada en tubos estériles para centrifuga. Se hizo la separacion

del suero mediante centrifugaciéon a 2250 rpm durante 15 minutos. La

y testosterona en el suero sanguineo se realizo

cuantificacion de estradiol
mediante la técnica de Radicinmunoensayo RIA (Tanabe et a/, 1979).

¢ Disgregacion Celular:

La diseccién de los organismos se realizé mediante una incisién medio ventral a

fin de extraer el ovario izquierdo, el cual se colocd en una solucién salina de

fosfatos (libre de CaZ<* y Mg2*).
Posteriormente los ovarios se depositaron en viales individuales con 1.5 ml. de

tripsina al 0.25% diluida en solucion salina de fosfatos (libre de Ca2*% y Mg2* ).

Se incubaron en barno de agitacion (90 ciclos/ minuto) a 37°C durante 30

minutos. Con el fin de facilitar Ila disgregacion se utilizaron pipetas Pasteur
siliconizadas, con las cuales mediante movimientos de succidon se disgregé
totalmente el tejido. Para detener la accidn enzimatica de la tripsina se
anadieron 2 mi. de inhibidor de tripsina al 0.5% diluido en Duilbeco.
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Se tomoé una alicuota de la suspension ovarica y se colocé en un hemocitometro
para realizar la cuantificacion de las diferentes poblaciones celuiares por ovario.
De acuerdo a la morfologia de las pobiaciones celulares, éstas se dividieron en:
o Células somaticas con inclusiones lipidicas (células intersticiales diferenciadas)
& Células somaticas sin inclusiones lipidicas (células pobremente diferenciadas)
¢ Células germinales

Se realizd la prueba de “t" de Student para validar los resulitados.
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RESULTADOS

Por el método de disgregacion celular se pudieron observar tres poblaciones
celulares en el ovario de pollo recién nacido: células con inclusiones lipidicas,
células sin inclusiones lipidicas y ceélulas germinales. Cada una de estas
poblaciones celulares puede diferenciarse de acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas. Las células somaticas presentan un diametro aproximado de 20 um,
algunas tienen en su citoplasma inclusiones lipidicas y otras no las presentan.
Las células germinales son de forma regular con un diametro de 30 um o mas y

con un nucleo excéntrico.

Los datos obtenidos de la cuantificacidn celular por ovario muestran lo siguiente:

1) Aumento significativo de las células con lipidos y de las células sin lipidos, en
los ovarios tratados con FSH en relaciéon con los ovarios de los animales control

(Grafica 1)

2) Aumento significativo en el numero de células germinales en los ovarios
tratados con FSH en relacién con los ovarios de los animales del grupo control

(Grafica 1)

En la Grafica 1 se puede observar que el aumento en el numero de células
indiferenciadas medulares (sin lipidos), es menor que el aumento de células con
lipidos. Estas células sin lipidos parecen también ser estimuladas por la FSH, ya
que se observan pequenas gotas lipidicas en formacion por lo que podrian
convertirse en células diferenciadas tipicamente esteroidogénicas.

En la Grafica 2 se presentan los resultados obtenidos en la cuantificacién de

hormonas esteroides (estradiol y testosterona) en suero. Se muestra que la
concentracion de estradiol en el suero de los animales tratados con FSH fue mas

$1



alta que en los controles, a diferencia de la concen(raciénbde testosterona en
donde no hay variacion.
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DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se demostrdé que el ovario

de pollo prefolicular responde a la estimulacion de la hormona Foliculo

Estimulante durante el desarrollo embrionario /n vivo.

Se dice que en etapas tempranas del desarrollo la adenohipdfisis no ejerce
ninguna influencia en la secrecidon de hormonas esteroides (Fugo,1940; Wolff y
Haffen, 1952). Las gonadotropinas inician la estimulacion de las gonadas hasta el
dia 13, ya que es en ese momento cuando se establece en forma funcional el eje

hipotalamo-hipdfisis-gonada (Woods y Weeks, 1969).

Existen trabajos previos realizados in vitro que demuestran que tanto el ovario
izquierdo como el derecho responden al tratamiento con hormonas
gonadotropinas, secretando hormonas esteroides e incrementando los niveles de
AMPc, de 17 3 estradiol y de testosterona (Cedar, et al/.,, 1968; Teng y Teng,

1977, 1979; Teng , et a/., 1982; Guichard , et a/.,, 1977, Woods, et al., 1981).

Sin embargo los trabajos realizados in vivo en donde se ha estudiado el efecto de

las gonadotropinas sobre el ovario de pollo resultan ser escasos.

Después del tratamiento con FSH se observo que existe un aumento significativo
en la secrecion de estradiol, hecho que se ha reportado anteriormente aunque en

estudios realizados in vitro (Teng, et a/., 1982).

Los resultados muestran un incremento de las células somaticas medulares, las
células con inclusiones lipidicas y las células sin inclusiones lipidicas, después
del tratamiento con FSH. Posiblemente ambas poblaciones son células blanco de
la FSH, para corroborar esta hipdtesis seria necesario realizar estudios de
inmunohistoquimica con el fin de marcar los receptores a FSH.
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También se encuentra un incremento en la poblacidon de células germinales, es
posible que este incremento no se deba a la accion directa de la FSH , sino a los
cambios en el microambiente causado por la elevacion de estradiol y de otros
metabolitos por el efecto de la FSH sobre las células somaticas del ovario.

Por otra parte de acuerdo con estudios realizados por Byskov (1979), se dice que
existen especies en donde en el ovario la meiosis se inicia simultaneamente con
la diferenciacion sexual, por 1o tanto se les considera especies con meiosis
inmediata, es el caso de el ratén, el cobayo y el hombre. En otras especies la
meiosis puede ocurrir tiempo después de la diferenciacion sexual, por lo que se
dice tienen una meiosis retardada, como en el cerdo, y el conejo. Se considera
ademas que las especies con meiosis retardada sintetizan cantidades
considerables de estradiol antes de que se inicie la meiosis. Los resultados
presentados en este estudio muestran un incremento significativo en las
cantidades de estradiol como ocurre en las especies con meiosis retardada, lo

que coincide con los estudios de Byskov (1979).
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CONCLUSIONES

e La hormona foliculo estimulante produce un incremento en el numero de
células somaticas medulares y ceélulas germinales en ovario de polio

prefolicular.

¢ El incremento en el niUmero de céiulas sin inclusiones lipidicas se ve reflejado
asi mismo en el aumento de Ia secrecion de estradiol.

o El aumento en el numero de células con inclusiones lipidicas fue significartivo
sin embargo la cantidad de testosterona secretada por estas células no tuvo un

incremento importante.
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