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“There is a profound inhibitory effect on new ideas by people and ideas that ‘got
there first,’ telling their story over and over while new observations struggle up

from the bottom. The old line that human knowledge advances one funeral at a

time seems to be so true!”
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Abstract.

The neuroendocrine system comprises a diversity of cellular populations
possessing common characteristics, and differ from neurons by the lack of an
axon and that they do not secrete the signaling molecules they produce at a
presynaptic terminal. Several studies have been carried out on the presence of
single or small groups of neuroendocrine cells within the internal lining of the
gastrointestinal and respiratory tracts, as well as on their assigned sensory
function associated to an endocrine regulatory response. The presence of cells
corresponding to the neuroendocrine system has been reported in the urogenital
tract of higher vertebrates, and there is evidence on the existence of neuron-like
cells in the ovary. Nevertheless, a detailed characterization of the cellular
population has not been made, and their origin has not been conclusively proven.
The domestic fowl is the ideal biological model to resolve the controversy on the
phenotype and origin of the ovarian neuroendocrine cells of vertebrates. The aim
of the present work was the identification and characterization of the
neuroendocrine cellular population in immature ovaries of Gallus gallus through
immunolocalization and transmission electron microscopy techniques. These
cells were observed to possess the characteristic proteins of secretory granules
of the neuroendocrine system, as well as the enzymes of the catecholamine and
indolamine biosynthesis pathways. By their phenotype and their distribution they
could be considered part of the diffuse neuroendocrine system of the hen. The
identified ovarian cells were observed form pre-hatching stages through the first
weeks of post-hatching life. Their embryonic origin, their possible functions,

transient or definitive, as well as the possibility that they may generate a cellular



population with a different phenotype in their final differentiated state in the

mature ovary, are aspects still remaining to be elucidated.



Resumen

El sistema neuroendocrino estd constituido por diversos tipos celulares que
presentan caracteristicas en comun, pero difieren de las neuronas porque
carecen de axon y no liberan las moléculas de sefalizacion desde una terminal
presinaptica. Se han realizado estudios de la presencia de células
neuroendocrinas aisladas o en grupos en el revestimiento interno del tracto
gastrointestinal y del arbol respiratorio, y las funciones que se les atribuyen son
principalmente sensoriales asociadas a una respuesta regulatoria endocrina. Se
ha reportado la presencia de células del sistema neuroendocrino en el tracto
urogenital de los vertebrados superiores y hay evidencia de la existencia de
células con apariencia de neuronas en el ovario. Sin embargo, no se ha hecho
una caracterizacion detallada, ni ha quedado fehacientemente probado el origen
de esta poblacion celular. EI modelo ideal para poder resolver el problema del
fenotipo y origen de las células neuroendocrinas del ovario de los vertebrados es
la gallina doméstica. El presente trabajo se centr6 en la identificacion y
caracterizacion de la poblacion celular neuroendocrina en ovarios inmaduros de
Gallus gallus, mediante técnicas de inmunolocalizacién y microscopia electrénica
de transmision. Se observé que esta poblacion celular posee las proteinas
caracteristicas de los granulos secretorios del sistema neuroendocrino, asi como
las enzimas de las vias de biosintesis de catecolaminas e indolaminas. Por su
fenotipo y distribucion se les puede considerar parte del sistema neuroendocrino
difuso de la gallina. Las células identificadas en el ovario de la gallina fueron

observadas desde etapas previas a la eclosion y durante las primeras semanas



de vida fuera del huevo. Su origen embrionario, sus posibles funciones,
transitorias o definitivas, asi como la posibilidad de que puedan dar origen a una
poblacion celular con un fenotipo distinto en estado de diferenciacién definitiva

en el ovario maduro, permanecen por dilucidarse.
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Introduccidén

A lo largo de la evolucion y con el advenimiento de la vida pluricelular, se hizo
importante la comunicacién intercelular para la regulacion de los procesos del
desarrollo y la divisién del trabajo, asi como la modulacion de las funciones
fisiologicas de los distintos linajes celulares. Con esto, el organismo asegura su
adecuacion metabdlica y su reproduccion a las condiciones cambiantes del
medio. Para lograr la regulacién de dichas funciones, las células de los
organismos pluricelulares se comunican por mecanismos de sefializacion que se
realizan en sitios de contacto intercelular o mediante sefiales quimicas liberadas
sistémicamente al espacio intercelular, en el que pueden difundir a grandes

distancias y tener un efecto sobre la fisiologia de poblaciones celulares lejanas.

El sistema endocrino de los vertebrados es el conjunto de glandulas productoras
de mensajeros quimicos que se liberan al torrente circulatorio y cuyas funciones
son la regulacion del crecimiento, metabolismo, balance electrolitico, asi como el
desarrollo sexual y la funcién reproductiva. La actividad de estas glandulas esta
controlada tanto por el sistema nervioso central como por las hormonas

producidas por otros tejidos glandulares.

Por otro lado, el sistema nervioso de los animales pluricelulares es el encargado
de la captacion, integracion y procesamiento de la informacion procedente de los
estimulos del medio interno y el medio circundante que resultan en respuestas
adaptativas, fisiologicas o conductuales. Los sistemas nerviosos de los animales
pluricelulares estan constituidos por células altamente especializadas, llamadas

neuronas, que en general transmiten la informacion a manera de relevo por
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puntos de contacto entre ellas o con otros tipos celulares en distintas regiones
del cuerpo. Sin embargo, existen neuronas que liberan mensajeros quimicos al
medio intercelular o al torrente circulatorio de manera endocrina como respuesta

a una sefal nerviosa.

El concepto de sistema neuroendocrino tradicionalmente manejado es la
interaccion anatémica, funcional y fisiol6gica entre el sistema nervioso central y
las glandulas endocrinas periféricas de los vertebrados. Como base de este
concepto, se encuentran los ejes de regulacion generada por distintos grupos de
neuronas en el hipotdlamo, que liberan factores al torrente circulatorio (sistema
porta-hipofisiario) desde sus terminales axonales en la eminencia media. Estos
factores estimulan a distintas poblaciones celulares de la hipéfisis y éstas a su
vez producen las sefales quimicas que regulan la funcién de los 6rganos
endocrinos periféricos. Una variacion de este mecanismo de sefializacion es la
innervacion directa de las glandulas endocrinas periféricas por el sistema
nervioso autébnomo, que promueve la secrecion de sustancias con efecto
biolégico que participan en la regulacién de las funciones corporales. Un
ejemplo de esta modalidad es la médula de las glandulas adrenales, en la que
las células cromafines liberan adrenalina como respuesta a los estimulos
nerviosos. Cabe hacer notar que el fenotipo de las células cromafines, que
constituyen el tejido endocrino predominante de la médula adrenal, presenta
rasgos en comun con neuronas del sistema nervioso central asi como con otros
tejidos endocrinos y con algunas células aisladas, que no constituyen tejidos,

pero se encuentran incorporadas en los epitelios de revestimiento de los tractos
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digestivo, respiratorio y urogenital, asi como en el estroma de las visceras. Estas
tltimas, han sido la motivacion principal para la caracterizacion del fenotipo
celular neuroendocrino en general, asi como de las particularidades de cada una
de las poblaciones de este linaje y su posible participacion en la regulacion de

las funciones y el desarrollo del sistema dentro del cual se encuentran.

Asi pues, la acepcion del término ‘neuroendocrino’ no solamente se refiere a la
interaccion entre el sistema neural y el sistema endocrino, sino que también
proporciona informacion acerca de las caracteristicas fenotipicas en comun de
un linaje celular presente en practicamente todos los sistemas corporales. El
motivo de la presente revision es entonces, hacer una narrativa historica de la
evolucion del concepto del Sistema Neuroendocrino Difuso, una descripcion del
fenotipo celular y presentar evidencia de la existencia de células pertenecientes

a este sistema en el ovario de los vertebrados.

Un sistema difuso

Durante la primera mitad del siglo XIX, se llegd a entender el concepto de la
regulacién de las funciones corporales mediante mecanismos de comunicacién
entre los distintos érganos del cuerpo y que el sistema nervioso en conjunto con
el sistema endocrino participan en dicha regulacion. Sin embargo, la naturaleza
de las sefales, los 6rganos que las producian, las células que constituyen al
sistema endocrino y la relacion que guardan con los componentes neurales del
cuerpo, seguia siendo motivo de debate. Avocados al discernimiento de la

naturaleza de las secreciones reguladoras y las caracteristicas de los tejidos que
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las producen, los estudios sobre la estructura del tejido pancreético por Paul
Langerhans (1869), de la poblacién de células cromafines en la superficie de las
glandulas géstricas por Rudolf Heidenhain (1870) y de la presencia de una
poblacion de células con caracteristicas similares en la mucosa del intestino por
Kulchitsky (1897), sentaron las bases para el concepto de un sistema endocrino
presente en el tracto digestivo de los vertebrados. Durante esa época, la nocién
dominante era la del control de las funciones corporales por el sistema nervioso,
tal como lo habia descrito Ivan Petrovich Pavlov (nervismo), incluidas las
secreciones del tracto digestivo. No fue sino hasta 1902 con los trabajos de
William Bayliss y Ernest Starling que se definié la funcion endocrina del tubo
digestivo y su regulaciéon humoral mediada por la secretina. En su trabajo
destacan la importancia de las secreciones por los tejidos glandulares carentes
de conductos y proporcionan evidencia de que el ‘nervismo’ no es el unico
mecanismo regulador de las funciones exocrinas del intestino, dado que la
acidez en la luz intestinal estimula las secreciones pancreéticas aun cuando

ambos han sido denervados.

En 1914, Pierre Masson sugiere que la poblacion de células claras (‘helle
Zellen’), cromafines y argentafines por su afinidad a las sales de cromo y de
plata respectivamente, presente de manera dispersa en la mucosa intestinal
descrita por Ciaccio en 1906 (células ‘enterocromafines’), podria ser considerada
un organo endocrino difuso. Ese mismo afio y en colaboracion con Antonin
Gosset (1914), Masson propone que éste es el linaje celular que da origen a los

tumores endocrinos intestinales. El término ‘carcinoide’ acuinado por Oberndorfer
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en 1907, ha sido utilizado para distinguir a las neoplasias con caracteristicas
neuroendocrinas de los adenocarcinomas y aun cuando estos tumores han sido
de gran interés clinico y patolégico durante décadas, hoy en dia su biologia y
clasificacion precisa siguen siendo evasivas. En 1928 Pierre Masson es el
primero en proponer que la poblacion celular intestinal de la que se desarrollan
estas tumoraciones, tiene un origen neural y que las sustancias que producen

son las responsables del sindrome carcinoide.

Avocado al estudio de la estructura y de las funciones del pancreas, Frederich
Feyrter (1938) observé la existencia de células claras similares a las de la
mucosa intestinal en el epitelio de los conductos pancreéaticos. El concluy6
entonces que el sistema endocrino humano no solo consiste de glandulas, sino
gue también estd constituido por células endocrinas dispersas, presentes
individualmente o en pequefios grupos, en los epitelios y mucosas de todos los
organos del cuerpo, por lo tanto, un sistema endocrino difuso. Al realizar la
comparacién entre estas poblaciones celulares y el tejido neuroendotelial que se
encuentra en la zona de transicion entre la corteza y la médula de las glandulas
adrenales, propone la existencia de un sistema neuroendocrino difuso (SND)
gue se desarrolla por la migracién del tejido nervioso a los distintos destinos
definitivos en el cuerpo, mediada por sefiales quimiotacticas. Con esta propuesta
novedosa, Feyrter integra las filosofias distintas, de un sistema hormonal o de un
sistema neural para la regulacion de las funciones corporales. Esta integracion
representa un cambio de paradigma, en el que la regulacion de las funciones de

los 6rganos se puede realizar adicionalmente por un sistema difuso, y no solo
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por tejidos constituidos por la agrupacién de células similares, como son el

sistema nervioso y las glandulas que componen el sistema endocrino general.

El fenotipo neuroendocrino

Una vez establecido el concepto de un sistema difuso, con funciones endocrinas
y paracrinas que de manera similar al efecto del sistema nervioso regula las
funciones de los distintos sistemas corporales, pasaron varias décadas antes de
que se hiciera un intento por analizar las caracteristicas fenotipicas y funcionales

gue estas poblaciones celulares tienen en coman.

Los primeros estudios encaminados a describir las caracteristicas morfolégicas y
funcionales de las poblaciones de células neuroendocrinas (NE) fueron
motivados por la presencia de tumoraciones, aparentemente benignas en el
tracto digestivo que se denominaron carcinoides (Oberndorfer, 1907). Cuando
Oberndorfer presenté la conclusion de su trabajo ante la Sociedad Alemana de
Patologia, en el que los tumores carcinoides representaban un tipo distinto de
cancer, encontré gran resistencia por parte de los renombrados pat6logos de la
época. Ellos consideraban que los tumores descritos por Oberndorfer eran
malformaciones, adenomiomas o tranformaciones tumorales de primordios
heterotdpicos pancreaticos. Sin embargo, conforme se fue incrementando la
evidencia de la naturaleza neoplasica de éstas lesiones, el concepto fue

gradualmente aceptado.
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Mediante la realizacion de estudios comparativos entre las células tumorales
descritas por Obendorfer y las reportadas por Kultschitzky en las criptas del
intestino delgado, Huebschmann (1910) concluye que las células corresponden
al mismo linaje que las encontradas por Heidenhain en las glandulas gastricas
desde 1870. Entonces en 1914, utilizando técnicas de impregnacion con sales
de plata, en los estudios sobre las caracteristicas fenotipicas de los carcinoides
y de la poblacion celular de la que posiblemente se originan, Pierre Masson las
describe como células de naturaleza principalmente endocrina. Treinta afios
después de la propuesta de Friedrich Feyrter (1938) respecto a la existencia de
un sistema difuso formado por células de linaje neuroendocrino, el interés de
Anthony Pearse (1969) por encontrar las rasgos morfolégicos y funcionales en
comun de las células hasta ese momento identificadas en distintos 6rganos y
sistemas, desarrolla el concepto de APUD (del inglés amine precursor uptake
and decarboxylation), por la capacidad de incorporar los precursores
aminoacidicos, de sintetizar, acumular y secretar las aminas con efecto bioldgico
en conjunto con la capacidad de producir hormonas peptidicas de bajo peso
molecular. Esta agrupacion hace referencia a las caracteristicas citoldgicas y
bioquimicas que comparten las neuronas con las células endocrinas dispersas
por el organismo, asi como las que constituyen los tejidos de los 6rganos
endocrinos. Ejemplo de estas ultimas son las que conforman la médula de las
glandulas adrenales. Con la evidencia hasta el momento acumulada, respecto a
los rasgos fenotipicos, funcionales y la produccion de mensajeros quimicos, la

idea clasica de que las células del sistema nervioso podrian ser claramente
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distinguidas de otros tipos celulares se torné mas dificil de sostener. De hecho,
el concepto APUD propuesto por Pearse al final de la década de los 1960°s echo
abajo la idea de que la produccibn de monoaminas, como moléculas de
sefalizacion era una caracteristica exclusiva de las neuronas. En ese mismo
sentido, durante afios se siguié intentando hacer una distincién clara entre
células secretoras y neuronas utilizando las caracteristicas morfologicas y
funcionales consideradas clasicamente neuronales. Entre los rasgos fenotipicos
considerados se incluy6 a los neurofilamentos y a los cuerpos de Nissl, que a
través de la microscopia electrénica se han descartado como exclusivamente
neuronales, ya que los neurofilamentos y neurotibulos estan constituidos por los
mismos elementos que los del citoesqueleto de muchos otros linajes celulares.
Los mismos cuerpos de Nissl, presentes también en las células cromafines de la
médula adrenal, asi como en las células parafoliculares de la tiroides y en las
células NE del sistema gastro-entero-pancreéatico, no son mas que cisternas y
vesiculas de reticulo endoplasmico, que estan presentes en practicamente todos
los linajes celulares del cuerpo (Fujita y Kobayashi, 1979). Se podria argir que
el potencial de accion generado a lo largo de la superficie de las neuronas es
una caracteristica netamente neuronal, pero se ha visto que las células de los
islotes pancreaticos, aparentemente secretoras, pueden responder a estimulos
del medio mediante la generacién de potenciales de accion y liberacion del
contenido de sus granulos secretorios (Dean y Matthews, 1970). Dado que a la
fecha no se ha encontrado organelo o rasgo bioguimico Unico de neuronas y

para contender con la controversia generada respecto a la distincion entre
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neuronas y células secretoras endocrinas, en 1975 Fujita y colaboradores
propusieron el concepto de “paraneurona” y lo sustentaron mas detalladamente
en 1976. Con este concepto, se considera a las células que poseen una
capacidad de secrecion de moléculas de sefializacion como respuesta a los
estimulos que reciben del medio, un gradiente morfolégico, con muchos
fenotipos intermedios entre practicamente neural y completamente secretorio
(Figura 1). El caso de los pinealocitos (Korf et al., 1986; Brednow y Korf, 1998;
Redecker 1999) y neuronas hipotalamicas (Sanchez et al., 2009; Figura 2), asi
como las células beta de los islotes pancreaticos (Dean y Matthews, 1970), son
ejemplos que dan sustento a la propuesta. Como muchas otras ideas
integradoras, el concepto de “paraneurona” ha sido dificilmente aceptado al seno
de la comunidad cientifica y aun cuando han transcurrido casi cuarenta afios de
Su propuesta y con la evidencia existente, sigue apareciendo de manera

marginal en el tema.

Actualmente, dentro del concepto de fenotipo neuroendocrino, los rasgos
fenotipicos y funcionales considerados en comun en las células del linaje celular
son la produccion y secrecion de aminas biogénicas (principalmente serotonina,
dopamina, noradrealina e histamina), para lo cual expresan las enzimas de las
vias de sintesis cada una de estas moléculas de sefializacion, la presencia de
granulos secretorios de centro denso y la liberacion regulada de péptidos con

efecto bioldgico como los neuropéptidos, las cromograninas o secretograninas.
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Figura 1. llustracion de la gama de posibilidades morfoldgicas de los distintos tipos de células de
fenotipo neural (izquierda) y nuroendocrino (derecha) y los rasgos en comuin (sobreposicion de
los circulos) en el modelo propuesto de paraneurona propuesto por Fujita en los 1970’s. En la
imagen se ilustran neurona entérica intramural que representa el prototipo de neurona
“arquineurona” (1); neurona autondémica multipolar (2); neurona sensorial (3); neurona piramidal
(4); célula de Purkinje (5); neurona "neurosecretoria” or "peptidérgica” (6); neurona en contacto
con el liquido cerebro-espinal (7); célula olfatoria (8); célula endocrina intestinal (9), que
representa el prototipo de paraneurona “arquiparaneurona”; célula glomo de cuerpo carotideo
(10); célula cromafin de médula adrenal (11); célula adenohipofisiaria, parafolicular o endocrina
(12); pinealocito (13); célula fotorreceptora (14); célula de Merkel (15); célula ciliada del oido
interno (16); célula neuroendocrina broncopulmonar (17); célula gustativa (18). Tomado de Fujita
T. (1989).

TRH axon
terminal

Portal vessel

Figura 2. Modelo de la liberacion de W

factores bioactivos desde la terminal axonal

de una neurona hipotalamica perteneciente Rl e

al sistema neuroendocrino. Tomado de XPPIl

Sanchez et al. (2009). T i ke it
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En los granulos secretorios de las distintas poblaciones celulares estan
presentes las enzimas necesarias para el procesamiento de los precursores
protéicos de los péptidos de secrecion, como los son las proproteina
convertasas subtilisina/kexina PCSK1 y PCSK2 (del inglés proprotein convertase
subtilisin/kexin types 1 y 2). Aunque algunas neuronas, tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico, presentan estos mismos rasgos
fenotipicos y son consideradas parte del sistema neuroendocrino corporal, las
células de fenotipo neuroendocrino clasicas difieren de las neuronas porque
carecen de axdn y no poseen estructuras especializadas, como las terminales
presinapticas, mediante las cuales liberan los factores de sefializacién que
producen (Pearse 1968 y 1969; Langley, 1994; Day y Slazet 2002). Un ejemplo
cldsico de células con este fenotipo son las cromafines de la médula adrenal

(Figura 3). En resumen, las diferentes poblaciones celulares pertenecientes al

Figura 3. Imagen por microscopia
electrénica de transmision de una célula
chromaffin de médula adrenal de ratén,
aislada en cultivo, en la que se aprecian
granulos secretorios de centro denso, de
tamafio variable, caracteristicos de células
con fenotipo neuroendocrino, distribuidos en
el citoplasma. (Escala = 2 ym). Tomado de
Becherer et al. (2012).
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sistema neuroendocrino, se encuentran tanto en el sistema nervioso central, en
las glandulas endocrinas, constituyendo tejidos neuroendocrinos periféricos o
incorporadas en el tejido de los érganos del cuerpo. Los mecanismos de
sefalizacion en que participan pueden modificar el estado fisiol6gico del tejido
dentro del cual se encuentran (paracrino), o regular las funciones metabdlicas de
diferentes tejidos a distancia, mediante la dispersion de la sefial por todo el

cuerpo del organismo (endocrino) (Figura 4).

En los vertebrados superiores se ha prestado especial atencién a células NE
aisladas o en grupos presentes en el revestimiento interno del tracto
gastrointestinal y del arbol respiratorio. Las funciones atribuidas a estas células
son principalmente sensoriales asociadas a su subsecuente respuesta
regulatoria, que ejercen de manera autocrina, paracrina, yuxtacrina o incluso
endocrina (Langhans et al., 1997; Prinz et al., 2003; Pan et al., 2004; Adriaensen
et al., 2006; Bertrand y Bertrand, 2010). Basados en estudios morfologicos y en
su caracterizacion neuroquimica, se asume que durante el desarrollo, la
poblacion celular neuroendocrina modula el crecimiento y maduracion funcional
de los 6rganos en los que se encuentran presentes (Cutz, 1982; Evsyukova,
2006). En este sentido, se ha descrito la participacién de este grupo de células
en el desarrollo y maduracion fisiolégica del epitelio respiratorio (Pan et al.,
2006), sin embargo, su participacion en los procesos ontoldgicos de otros

organos y sistemas permanece inexplorada.
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Figura 4. Ultraestructura general observada por microscopia electrénica de transmision de
diferentes tipos de células neuroendocrinas. Independientemente del tejido dentro del que se
encuentran, en todas ellas se aprecian los granulos secretorios de centro denso presentes en el
citoplasma. Estos granulos son de tamafio y abundancia variable, debido al grado de madurez
del granulo y el estado fisiolégico de la célula. En esta figura se ilustran una célula parafolicular,
productora de calcitonina de tiroides de erizo europeo (A, Pearse, 1969); células
neuroendocrinas del sistema gastroenteropancreético (GEP) de ileon canino (B, Pearse, 1969);
célula del sistema neuroendocrino broncopulmonar de infante humano (C, Cutz, 1982); células
beta de los islotes pancreaticos de rata (D, Fava et al., 2012).
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Existen reportes respecto a la existencia de células del SND en el tracto
urogenital de los vertebrados superiores. Este linaje celular se ha podido
identificar en el epitelio glandular de la prostata, en el epitelio de los conductos
deferentes y el epididimo, asi como en regiones por debajo de la lamina basal
de los epitelios antes mencionados (di Sant'‘Agnese et al., 1984; Hanyu et al.,

1987; Davidoff et al., 1993 y 2005; Jiménez-Trejo et al., 2007).

Por su parte, en el ovario, existe evidencia de que células con apariencia de
neuronas e inmunopositivas a algunos de los factores neurales o
neuroendocrinos como la Tirosina Hidroxilasa (TH), la enolasa neuroespecifica
(NSE) y el receptor a neurotrofinas de baja afinidad p75NTR, estan presentes en
células del estroma medular, asi como en el tejido interfolicular de la corteza
(Dees et al., 1995; D’Albora y Barcia, 1996; Anesetti et al., 2001; D'Albora et al.,
2002). Existe la posibilidad de que las células referidas pertenezcan al
componente ovarico del sistema neuroendocrino difuso, dado que las células de
fenotipo NE poseen la capacidad de incorporar, procesar, almacenar y liberar
aminas biogénicas y por lo tanto presentan inmunopositividad a las enzimas de
las vias de sintesis correspondientes. Ademas de las enzimas de la biosintesis
de aminas con actividad biologica, las células NE poseen algunos otros
marcadores que se encuentran presentes también en células de linaje neuronal
(Le Douarin, 1988).

Aun cuando se ha identificado el origen del linaje celular neuroendocrino en el
tracto gastrointestinal y el pancreas de pollo, ademas de haberse caracterizado

a las distintas subpoblaciones (Rawdon y Andrew, 1999), no se ha hecho una
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caracterizacion detallada, ni ha quedado fehacientemente probado el origen de

la poblacion NE ovarica de los vertebrados.
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Planteamiento del Problema

El ovario contiene células que muestran marcadores para el linaje neuronal. Si
bien se ha postulado que éstas son neuronas, la caracterizacion hasta ahora

realizada es parcial por lo que ellas podrian pertenecer al linaje neuroendocrino.

Dadas las evidencias actuales de que las células con fenotipo neuroendocrino
surgen a partir de practicamente cualquiera de las hojas blastodérmicas del
embridn, el estudio in vivo del origen, migracion, colonizacion y diferenciacion
neuroendocrina de la cresta neural en los primordios gonadales, resuelven la
cuestion del origen incierto de las células del sistema neuroendocrino en el
ovario. Un modelo biologico ideal, representativo de vertebrados para hacer
estudios de marcaje y trazado de la migracion de las células precursoras de
multiples linajes celulares es el embrion de pollo, sin embargo no se ha
reportado evidencia de la existencia de una poblaciébn celular de estas
caracteristicas en el ovario de la gallina doméstica. Dada la carencia de
informacién respecto a un linaje celular neuronal o neuroendocrino en el ovario
de Gallus gallus, es imperativo sentar las bases para poder discernir su origen y
dilucidar su ontogenia mediante la identificacion de su existencia y la obtencion

de evidencia de su naturaleza y caracteristicas fenotipicas.
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Hipodtesis
El estroma del ovario inmaduro de Gallus gallus contiene una poblacion de

células neuroendocrinas.

Objetivos

El presente trabajo se centré en identificar a las células de linaje neuroendocrino
en el estroma del ovario inmaduro de la gallina domestica, describir su
distribucién y realizar una caracterizacion de la poblacién celular mediante el
andlisis de su fenotipo a nivel ultraestructural y la inmunolocalizacién de factores
caracteristicos de los granulos secretorios de células de este sistema, asi como
la deteccion de la presencia de las enzimas necesarias para la sintesis de

monoaminas con efecto bioldgico.
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Material y métodos
Modelo Bioldgico

Se utilizaron 10 ovarios izquierdos de pollitas para cada una de las edades entre
los 10 y los 14 dias posteclosion. Las pollitas se obtuvieron a partir de huevos
fértiles de un proveedor comercial (Aves Libres de Patdégenos Especificos,
ALPES, Tehuacan, Puebla, México), que se incubaron a 37.5°C, con
humidificaciébn automatica y movimiento continuo, durante 21 dias hasta su
eclosion. Las pollitas nacidas se mantuvieron a una temperatura constante de
24.0°C, con ciclos de luz - obscuridad de 12/12 horas, con acceso ad libitum a

alimento (Purina, México) y agua hasta alcanzar la edad de estudio.

A las edades especificadas, los animales se sacrificaron con una inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital sédico (85.5 mg kg®) y posterirormente se
decapitaron. El manejo y sacrificio de los animales se apegd a las normas
establecidas por ‘CARE 308.01 Avian Euthanasia’ en el Centro para Recursos
Animales y Educacion de la Universidad de Cornell, Nueva York, Estados
Unidos (Guanzini, 2004; based on the AVMA [American Veterinary Medical
Association] Guidelines on Euthanasia, 2007) y los protocolos fueron revisados y
aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Los ovarios se disecaron incluyendo la glandula adrenal y se fijaron por
inmersion toda la noche a 4°C en paraformaldehido (PFA) al 4% en solucion
amortiguadora de fosfatos (PB; 0.1M, pH 7.4). Las muestras de tejido fueron

lavadas dos veces en PB antes de ser incubadas a 4°C en solucién de sacarosa
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al 30% en PB, para crioproteccion. Los ovarios se incluyeron en NEG-Frozen
Section Medium (Richard-Allan Scientific, U.S.A.) y fueron congelados sobre
hielo seco. Se realizaron cortes transversales de los ovarios entre 30 y 50 um de
grosor, utilizando un microtomo criostatico (Microm HM550, Alemania) a -20°C.
Los cortes obtenidos se colectaron en una solucién crioprotectora (etilenglicol
25%, glicerol 25% en PB) y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento

para la inmunodeteccion de los marcadores neuroendocrinos seleccionados.

Para el estudio de la poblacion celular neuroendocrina en ovarios de edades
previas a la eclosion, se realiz6 la incubacion del huevo fértil y el desarrollo se
detuvo por enfriamiento a las edades seleccionadas entre los 11 y los 16 dias de
incubacion (estadios HH37, HH38, HH39, HH40, HH41 y HH42; Hamburger y
Hamilton, 1951). Se realizaron incubaciones de huevo feértil en tres ocasiones y
se utilizaron 5 ovarios izquierdos para cada una de las edades en cada ocasion.
El sexo de los animales se determiné con base en la asimetria gonadal presente
en las hembras. Los ovarios izquierdos obtenidos se procesaron de la misma
manera que para las edades posteriores a la eclosion. Una vez incluidos en
medio NEG-Frozen Section Medium, se obtuvieron cortes de 20um de grosor, en
microtomo criostatico a -20°C, mismos que fueron directamente montados en
laminillas gelatinizadas. Inmediatamente después del montaje, se siguid el
protocolo para la inmunodeteccion de las enzimas tasa limitante de las vias de
sintesis de catecolaminas e indolaminas, de la misma manera en que se realiz6

para edades posteclosion.
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Marcadores Neuroendocrinos

Los marcadores neuroendocrinos seleccionados para la identificacion y
caracterizacion de las células del sistema neuroendocrino difuso del ovario de la
gallina doméstica fueron las enzimas tirosina hidroxilasa (TH), dopamina R3-
hidroxilasa (DBH), triptofano hidroxilasa (TPH) y la L-DOPA descarboxilasa
(DDC). Por otro lado, la presencia de neurofilamento de cadena pesada (NF-H)
se incluyé como indicador del fenotipo neuroendocrino y como evidencia de las
caracteristicas de los granulos secretorios se idendific6 la presencia de
cromogranina A (ChgA) vy sinaptofosina (SYP). Adicionalmente, la
inmunolocalizaciéon del citocromo P450aromatasa (P450arom 6 CYP19Al) se
realizO para obtener informacion acerca de la ubicacion de las células
neuroendocrinas con relacion a las células esteroidogénicas del ovario. Los
anticuerpos dirigidos en contra de los marcadores seleccionados, los fabricantes

y las diluciones utilizadas se resumen en el cuadro 1.

La inmunodeteccion de los marcadores se realiz6 mediante la visualizacién de la
reaccion de la peroxidasa de rabano con 3,3’-diaminobencidina (DAB, Vector
Laboratories, Inc., U.S.A.) de acuerdo al protocolo del fabricante. Inicialmente, la
inactivacion de la actividad enddégena de peroxidasas se hizo por incubacion de
la muestra de tejido en peréxido de hidrégeno (H20;) 0.3% en PB suplementado
con Triton X-100 (PBT; Sigma, USA) 0.3% a temperatura ambiente (TA) durante
30 min. Posteriormente, los cortes fueron lavados cuatro veces en PB durante
10 min a TA, seguidos por una incubacion en BioSB Immuno Retriever (BioSB,

Inc., USA) durante 30 min a 70°C para el desenmascaramiento de epitopes.

30



Después de tres lavados en PB y uno en PBT durante 10 min cada uno a TA, los
cortes se incubaron con los distintos anticuerpos primarios a las diluciones
referidas durante 40 h a 4°C, con agitacion continua. Después de la incubacion
con el anticuerpo primario, los cortes se lavaron suavemente y se incubaron con
el anticuerpo secundario correspondiente, levantado en burro y acoplado a
biotina (1:500 en PBT; Chemicon, USA) durante 120 min a TA y agitacion
continua. Después de cuatro lavados en PB a TA durante 10 min cada uno, los
cortes de ovario se incubaron con el complejo avidina-peroxidasa (Vectastain
ABC Elite, Vector Laboratories, USA) durante 90 min a temperatura ambiente.
Finalmente, y posterior a cuatro lavados de 10 min en PB a TA, se realiz6 el
revelado con el protocolo de DAB (Vector Laboratories, USA) a TA. Los tiempos
de revelado con DAB se determinaron para cada una de las inmunorreacciones
con los anticuerpos primarios de acuerdo a la intensidad del marcaje. Una vez
terminada la inmunodeteccion del marcador, los cortes de tejido fueron
montados en laminillas gelatinizadas y se dejaron secar durante 2 horas a TA en

una camara de vacio.

Las muestras montadas se rehidrataron con solucion salina (0.9%) y fueron
contratefiidas con verde metilo (0.05% w/v; Sigma, USA) en solucion
amortiguadora de acetato de sodio (0.1M, pH 4.2) durante 2 min. Los cortes
fueron lavados con agua desionizada para remover el exceso de colorante y se
dejaron secar al aire durante 15 min. Finalmente, las muestras se cubrieron
utilizando Cytoseal-60 mounting medium (Richard-Allan Scientific, Inc., USA).

Las muestras se observaron por microscopia de campo claro con un
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microscopio Nikon Eclipse 80i y las imagenes se capturaron con el programa

NIS-ELEMENTS® F3.0 (Nikon, Japan).

Inmunofluorescencia

En una segunda fase del trabajo, se llevaron a cabo estudios de doble
inmunofluorescencia con el proposito de caracterizar con mayor detalle la(s)
poblacion(es) de células neuroendocrinas identificadas. Esta fasé se llevd a
cabo siguiendo el mismo protocolo establecido para cada anticuerpo primario en
la localizacion por inmunocitoquimica de uno solo de los marcadores, de manera
secuencial. Se incorpor6é un paso de bloqueo de 30 min a TA con avidina
carente de fluoréforo (‘cold avidin’; Vector Laboratories, USA) previo a la
incubacién con el anticuerpo secundario. La inmunorreaccion se evidencié con
avidina conjugada con fluoresceina o rojo Texas (1:200, 60 min a TA; Vector
Laboratories, USA). Una vez lavadas las muestras en PB, los cortes se
contratifieron con 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1pg mL™) durante 3 min
a TA, se montaron en laminillas gelatinizadas, se cubrieron con un medio de
montaje que retarda el decaimiento de la marca fluorescente (Dako, USA) para
su observacién y la captura de las imagenes. Las muestras procesadas por
inmunofluoresencia se observaron en un microscopio Olympus BX51 DSU (Disc
Scanning Unit; Olympus, USA) y las imagenes se capturaron utilizando el
programa MBF BIOSCIENCE STEREO INVESTIGATOR® (MicroBrightField, Inc.,

USA).
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Los controles negativos, para ambos procedimientos, se generaron omitiendo el

anticuerpo primario.

Microscopia electronica de transmision

Los ovarios disecados se lavaron en solucién salina 0.9% y se seccionaron
transversalmente en fragmentos de aproximadamente 1.0 mm?. Posteriormente,
las muestras fueron fijadas en paraformaldehido 4% y glutaraldehido 2.5% en
solucién amortiguadora de cacodilato de sodio (0.1M, pH 7.4) durante 3 h a 4°C.
Después de tres lavados de 10 min en PB, las muestras fueron postfijadas en
tetradxido de osmio (Polysciences, Inc., USA) al 1.0% en PB durante 2 h a TA,
seguido de dos lavados adicionales de 10 min en PB. La deshidratacion se llevo
a cabo en etanol 70, 95 y 100% y éxido de propileno 100% (dos veces en cada
paso durante 10 min), seguida de una incubacién de preinclusion, durante toda
la noche a TA, en una mezcla 1:1 de medio de inclusién (EMBed-812, Electron
Microscopy Sciences, USA, preparada de acuerdo al protocolo del fabricante) y
oxido de propileno. La inclusion final se realizdé por incubacion en el medio
EMBed-812 durante 24 h a 60°C. Se obtuvieron cortes semifinos de las
muestras, que se montaron en laminillas y fueron tefiidos con azul de toluidina.
Una vez identificadas las regiones de interés, se realizaron cortes ultrafinos que
fueron observados y fotografiados en un microscopio electrénico M-10 (Carl
Zeiss NTS GmbH, Germany). Los cortes semifinos y ultrafinos se obtuvieron con

un ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E (USA).
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Cuadro 1

Lista de anticuerpos utilizados para identificar, localizar y caracterizar a las
células neuroendocrinas del ovario inmaduro de Gallus gallus.

MARCADOR FUNCION Fuente de la | DILUCION | MARCA
IgG
Cromogranina A Una pre-pro-proteina presente en granulos Policlonal, 1:1000 Santa Cruz,
(ChgA) secretorios de centro denso de células cabra. Inc., U.S.A.
simpato-adrenales, cuyos productos de corte
enzimatico son pancreastatina, vasostatina,
parastatina, cromostatina y 3-granina, entre
otros, principalmente involucrados en circuitos
de regulacion negativa.
L-DOPA Involucrada en la descarboxilacion de la L- Policlonal, 1:1000 Santa Cruz,
Descarboxilasa 3,4-dihidrofenilalanina (DOPA) en la cabra. Inc., U.S.A.
(DDC) produccién de dopamina y la descarboxilacion
del L-5-hidroxitriptofano en la produccion de
serotonina. Participa en las vias de sintesis
de neurotransmisores de las familias de
catecolaminas e indolaminas.
Dopamina - Cataliza la conversion de dopamina a Monoclonal, 1:4000 Chemicon,
hidroxilasa (DBH) noradrenalina dentro de la via de sintesis de ratén U.S.A
catecolaminas.
Policlonal, 1:2000 Abcam, Plc.,
oveja U.S.A
Neurofilamento de | Presente en algunas células neuroendocrinas | Policlonal, 1:4000 Chemicon,
cadnena pesada e identificada en las células de tipo neural en | conejo U.S.A.
(NF-H) las génadas de mamiferos.
P450aromatasa Cataliza la conversion de andrégenos a Policlonal, 1:4000 Abcam, Plc.,
(Arom) estrogenos. Su presencia proporciona conejo U.S.A.
informacion respecto a la relacion entre las
células ovéricas neuroendocrinas y
esteroidogénicas.
Sinaptofisina Proteina asociada a la membrana de los Policlonal, 1:4000 Abcam, Plc.,
(SYP) granulos neurosecretorios involucrada en la oveja U.S.A
génesis y reciclaje de los de las vesiculas
presinapticas o secretorias.
Triptofano Es la primera enzima y tasa limitante de la via | Monoclonal, | 1:4000 Sigma, U.S.A.
Hidroxilasa (TPH) | de sintesis de los neurotransmisores de la raton
familia de las indolaminas, que participa con
la conversion del L-triptofano a L-5-
hidroxitriptofano.
Tirosina Es la primera enzima y también la tasa Policlonal, 1:4000 Chemicon,
Hidroxilasa (TH) limitante de la biosintesis de los conejo U.S.A.
neurotransmisores de la familia de las
catecolaminas; participa con la conversion de | pgliclonal, 1:8000 Chemicon,
tirosina a 3,4-dihidrofenilalanina. oveja U.S.A.
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Resultados

El estroma del ovario de la pollita entre los 12 y 14 dias de edad posteclosion
contiene una poblacion de células neuroendocrinas (NE) inmunorreactivas (IR)
para la sinaptofisina (SYP) y la cromogranina-A (ChgA), factores caracteristicos
de los granulos secretorios de un gran numero de células NE. La
inmunolocalizacion del neurofilamento de cadena pesada (NF-H) mostré también
una poblaciéon celular IR de caracteristicas y distribucion similares a las
identificadas con SYP y ChgA. A nivel ultraestructural, las células presentan
granulos secretorios, de centro denso. Esta poblacién celular mostré también IR
para las enzimas de las vias de sintesis de catecolaminas e indolaminas,
especificamente, la tirosina hidroxilasa (TH), la L-DOPA descarboxilasa (DDC),
la dopamina [3-hidroxilasa (DBH) y la triptofano hidroxilasa (TPH; Figura 5). En
todos los casos, las células observadas tuvieron un diametro menor a 10 um, se
encontraron dispersas en el estroma ovarico aisladas o en pequefios conjuntos

(Figura 6).

Para determinar si las células NE identificadas constituian una sola poblacion o
eran una poblacion heterogénea, se realizaron analisis de colocalizacion de los
marcadores por inmunofluorescencia. Estos revelaron que en practicamente
todas las células NE ovaricas la SYP, la ChgA y el NF-H se encuentran

colocalizados (Figura 7).
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Figura 5. Las células identificadas en ovario de gallina de 12 dias de edad porsteclosion,
mostraron inmunorreactividad contra la sinaptofisina (A), la cromogranina-A (B), el
neurofilamento de cadena pesada (C) y poseen granulos secretorios de centro denso (flechas y
recuadro en D; N, sefiala el ndcleo de la célula. Escala = 1 pum). También, fue posible observar
fibras nerviosas inmunorreactivas para el neurofilamento de cadena pesada en el estroma
ovarico (flecha abierta en C). Las células NE se mostraron inmunopositivas para las enzimas de
las vias de sintesis de monoaminas, tirosina hidroxilasa, triptofano hidroxilasa, L-DOPA
descarboxilasa y dopamina 3-hidroxilasa (E-H, respectivamente). Escala = 10 um.
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Figura 6. Se muestra la inmunorreactividad (IR) para los marcadores neuroendocrinos
representativos en cortes transversales de 30 um de grosor, de ovario inmaduro de gallina de 12
dias de edad posteclosion. La poblacion celular neuroendocrina identificada (flechas) mostré IR
positiva para ambas enzimas tasa limitantes, tirosina hidroxilasa (A) y triptofano hidroxilasa (B),
gue incorporan los aminodacidos tirosina y triptofano en las vias de sintesis de catecolaminas e
indolaminas respectivamente. Un marcaje robusto contra TH se observé en fibras nerviosas y
haces de ellas (flechas abiertas) que inervan la médula ovérica y se continGan hasta la region
cortical, alcanzando la zona perifolicular. Se observaron grupos de fibras nerviosas similares
inmunorreactivas para el neurofilamento de cadena pesada (NF-H), aunque no tan abundantes o
intensamente marcadas. La inmunorreactividad contra NF-H se hizo patente también en las
células neuroendocrinas del ovario inmaduro de la gallina (C). En todos los casos, las células
observadas se encontraron aisladas y dispersas en el estroma ovarico. Se incluye una imagen
representativa del control de las inmunolocalizaciones de los marcadores neuroendocrinos, en
las que el anticuerpo primario se excluyé de la reaccién (D). La linea discontinua sefiala el limite
aproximado entre la corteza (C), que contiene a los foliculos (F) y la médula (M) ovarica. En esta
etapa del desarrollo no existe una division clara entre ambas regiones. Escala = 50 pm.
Rpresentacion esqumatica de un corte transversal de ovario de una gallina de 14 dias de edad
posteclosion, en el que se muestra la distribucion topogréafica de las células neuroendocrinas
(NE) en el estroma ovarico (E). Las células NE se observaron predominantemente en la zona
perifolicular de la corteza y en regiones subcorticales de la médula en las edades estudiadas.
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Figura 7. Estudio por inmunofluorescencia de la colocalizacion de la cromogranina-A (ChgA), la
sinaptofosina (SYP) y el neurofilamento de cadena pesada (NF-H) en células NE del ovario de
gallina de 14 dias de edad posteclosion. Algunas células NE (flechas amarillas) se observaron en
cercania de fibras inmunorreactivas para el NF-H (flechas abiertas) y cerca de foliculos ovaricos

(F). Escala =10 pm.
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De igual forma, se observo la colocalizacion de las enzimas que participan en las
vias de sintesis de catecolaminas e indolaminas. El estudio por
inmunofluorescencia mostré que las células NE ovaricas poseen los elementos
necesarios para la sintesis de dopamina y noradrenalina (Figura 8), asi como
para la produccion de serotonina (Figura 9). Un hallazgo interesante, fue el
hecho de que las enzimas para ambas vias de sintesis de monoaminas
estuvieron coexpresadas en la misma poblacion celular (Figura 10). Estas
enzimas a su vez, se encontraron colocalizadas con SYP y ChgA (Figuras 11y

12, respectivamente).

Con el fin de establecer la relacion espacial que guarda la poblaciéon de células
NE en la zona de transicion corticomedular con las células esteroidogénicas del
ovario inmaduro de la gallina, se hizo una doble inmunolocalizacién con
fluorescencia de los marcadores neuroendocrinos y el citocromo P450aromatasa
(CYP19A1). El inmunomarcaje contra el CYP19A1l hizo evidentes células
productoras de estrogenos clasicas, de citoplasma abundante, que forman
grupos o cordones en la region de transicion corticomedular del ovario. Algunas
células NE se vieron en la proximidad de los grupos de las células
esteroidogénicas y también mostraron inmunorreactividad para el citocromo. Un
analisis posterior mostrO que las células esteroidogénicas también son
inmunorreactivas para algunos de los marcadores neuroendocrinos, como la L-
DOPA descarboxilasa, pero no para todos, como fue el caso de la triptofano

hidroxilasa (Figura 13).
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Figura 8. Se muestra la colocalizacion de las enzimas de la via de sintesis de catecolaminas,
tirosina hidroxilasa (TH), L-DOPA descarboxilasa (DDC) y dopamina [3-hidroxilasa en las células
NE del ovario de gallina de 14 dias de edad. Algunas de estas células se encontraron en el
espacio intersticial de la corteza cerca de los foliculos (F). Escala = 10 pm.
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Figura 9. Estudio por inmunofluorescencia que muestra la colocalizacién de las enzimas
involucradas en la sintesis de la serotonina, triptofano hidroxilasa (TPH) y DDC en células NE del
ovario inmaduro a los 14 dias de edad. Escala = 10 um.

Figura 10. Estudio de la colocalizacion de las enzimas TPH y DBH que participan en la
biosintesis de indolaminas y catecolaminas respectivamente, en las celulas NE del ovario
inmaduro (14 dias posteclosion) de la gallina doméstica. Escala = 10 um.
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Figura 11. Inmunofluorescencia que muestra la colocalizacion de las enzimas involucradas en la
biosintesis de catecolaminas e indolaminas, TH, DBH y TPH con la SYP en la poblacién de
células NE del ovario de gallina a los 14 dias posteclosion. Escala = 10 pm.
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Figura 12. Colocalizacion por inmunofluorescencia de las enzimas que participan el la sintesis
de catecolaminas e indolaminas (TH, DBH y TPH) con la ChgA en células NE del ovario de

gallina a los 14 dias de edad posteclosion. Escala = 10 pm.
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Figura 13. En la imagen se muestra la inmunorreactividad contra el citocromo P450aromatasa
(CYP19A1) en células productoras de estrogenos clésicas (flechas abiertas) del ovario de la
gallina domeéstica a los 14 dias de edad posteclosion. Algunas de las células NE ovaricas se
observaron en la cercania de células esteroidogénicas en la regidn subcortical la médula ovarica
(F = foliculo). Inesperadamente, las enzimas de ambas vias de sintesis de monoaminas (se
muestra TPH) se observaron colocalizadas con el CYP19A1 en la poblacion celular NE del
ovario. Otro hallazgo interesante, es que las células estrogénicas del estroma ovarico (flechas
amarillas) presentaron inmunorreactividad para algunos de los marcadores neuroendocrinos (se
muestra DDC). Escala = 10 um..

Finalmente, para poder determinar la edad del desarrollo in ovo en la que son
inicialmente visibles las células representativas de la poblacién celular del SND
del ovario, se realiz6 la inmunolocalizacién de las enzimas tasa limitante de la
biosintesis de catecolaminas (TH, Figura 14) y de indolaminas (TPH, Figura 15)
en los distintos estadios preeclosion (HH37 — HH42, correspondientes a edades
de 11 hasta 16 dias de incubacién; Hamburger y Hamilton, 1951). Se observaron

células inmunorreactivas a TH y TPH, de caracteristicas similares a las
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identificadas en etapas posteclosion, en ovarios de embrién de pollo. En el
primero de los casos, la IR contra TH se hizo apreciable en las células del SND
ovarico a partir de la etapa HH41 en todos los casos, que corresponde
aproximadamente a 15 dias de incubacion (Figura 14), mientras que las células
IR para la TPH fueron evidentes en etapas mas tempranas pero
consistentemente nunca antes del estadio HH39, que corresponde

aproximadamente a 13 dias de incubacion (Figura 15).

Figura 14. Inmunolocalizacién de TH (Tirosina Hidroxilasa) en corte transversal de ovario de
embrion de pollo en estadios del desarrollo in ovo desde HH37 hasta HH42 (Escala = 50 um). Es
posible apreciar a las células del SND ovérico inmunopositivas (flechas abiertas) a partir del
estadio HH41 (~15 dias de incubacion). En los recuadros se muestra a las células sefaladas con
mayor resolucién (Escala = 10 um). La inmunorreaccion también mostré algunas fibras nerviosas
inmunopositivs para la TH (flechas sélidas).
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Figura 15. Inmunolocalizacion de TPH (Triptofano Hidroxilasa) en corte transversal de ovario de
embrion de pollo en estadios del desarrollo in ovo desde HH37 hasta HH42 (Escala = 50 um). Es
posible apreciar a las células del SND ovarico inmunopositivas (flechas abiertas) a partir del
estadio HH39 (~13 dias de incubacién). ). En los recuadros se muestra a las células sefialadas
con mayor resolucién (Escala = 10 um).
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Discusion

Las células neuroendocrinas constituyen una poblacion heterogénea que se
encuentra presente en practicamente todos los 6érganos del cuerpo de los
vertebrados. Sin embargo, no ha quedado lo suficientemente claro si la
poblacion celular esta representada en los ovarios. Aunque se ha reportado la
existencia de células parecidas a neuronas o incluso neuronas ovaricas en
ovarios de mamiferos en distintas etapas ontogénicas, asi como en el ovario
inmaduro del avestruz (Dees et al. 1995; D’Albora y Barcia, 1996; Anesetti et al.
2001; D’Albora et al. 2002; Kimaro & Madekurozwa, 2006; Madekurozwa, 2008),
la naturaleza de las células descritas no era concluyente, dado que la presencia
de la tirosina hidroxilasa, neurofilamentos, enolasa neurona especifica y el
producto protéico del gen 9.5, entre otros, no son marcadores exclusivos de
neuronas, sino que también se encuentran presentes en células de linaje
neuroendocrino (Perez et al., 1990; Martin et al., 2000; Portela-Gomes et al.,

2004).

Con este trabajo, se describe una poblacién celular que fue positivamente
marcada para la SYP, la ChgA y el NF-H, asi como para las enzimas
involucradas en la biosintesis de catecolaminas e indolaminas, TH, TPH, DDC y
DBH. Esta poblacion celular, también mostré la presencia de granulos
citoplasmicos secretorios de contenido electrodenso y delimitados por una
membrana. En conjunto, los rasgos observados en la poblacion celular del
ovario inmaduro de la gallina doméstica, son caracteristicas del fenotipo

neuroendocrino (Pearse, 1986; Flatmark, 2000; Toni, 2004) y sugieren que
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pertenecen al sistema neuroendocrino difuso. De ahi que nuestras
observaciones difieren de los trabajos hasta ahora reportados, en los que se
menciona la existencia de células parecidas a neuronas en el ovario de aves
(Kimaro y Madekurozwa, 2006; Madekurozwa, 2008). Nuestros hallazgos
también sugieren la necesidad de reexaminar la idea de la existencia de las
neuronas intrinsecas en ovarios de los mamiferos (Dees et al., 1995; D’Albora y
Barcia, 1996; Mayerhofer et al., 1996; Anesetti et al., 2001; D’Albora et al. 2002),
debido a que la caracterizacién fenotipica que sostiene dicha aseveracion es

incompleta.

En el presente estudio, se observd que las enzimas que participan en ambas
vias de sintesis de monoaminas se encuentran colocalizadas en las células de
fenotipo NE. Esto podria significar que las células NE del ovario inmaduro de la
gallina doméstica poseen la capacidad de producir, y posiblemente liberar, los
dos tipos de monoaminas. Se ha incrementado el cimulo de evidencia que da
soporte a la posibilidad de que algunas células puedan ser productoras y
secretoras de ambos tipos de monoaminas (Pearse, 1986; Flatmark, 2000; Li et
al. 2011). Sin embargo, es posible que las células NE del ovario inmaduro de la
gallina doméstica posean este potencial dual porque no se han comprometido
con su estado diferenciado terminal. Esta situacion se ha documentado para
neuronas colinérgicas y adrenérgicas periféricas de mamifero durante etapas
tempranas en su desarrollo (von Bartheld y Rubel, 1989; Landis, 1990). Estudios
ontoldgicos y comparativos de las células NE ovaricas en cuestion podrian

abordar estas posibilidades.
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En un sentido ontolégico, estudios preliminares mostraron inmunorreactividad
para las enzimas tasa limitantes de la biosintesis de catecloaminas e
indolaminas en la poblacion celular NE desde etapas del desarrollo previas a la
eclosién (15 dias de incubacién, HH41, para la TH y desde los 13 dias de
incubacion, HH39, para la TPH). Esto parece indicar que los rasgos fenotipicos
de las células NE del ovario de la gallina aparecen paulatinamente hasta

presentarse colocalizados en etapas posteriores a la eclosion.

La presencia de células de linaje neuroendocrino durante el desarrollo del ovario
genera preguntas interesantes respecto a su funcion y a su origen embrionario.
Es tentador formular la hipotesis de que los productos de sus secreciones
participen en la regulacién de la histogénesis ovérica de una manera directa,
como se ha mostrado en el desarrollo del tracto respiratorio (Cutz, 1982; Pan et
al.,, 2004 y 2006; Evsyukova, 2006). De hecho, se ha comprobado que las
funciones de las monoaminas, como moléculas de sefializacion, estan
relacionadas con una gran variedad de procesos celulares y que la serotonina
participa en la regulacion del progreso del ciclo celular y el compromiso de
diferenciacion terminal de algunas poblaciones celulares durante el desarrollo
(Turlejski, 1996; Dubé y Amireault, 2007; Ciko$ et al., 2011). En el caso de aves
domeésticas maduras, se ha observado que la noradrenalina estimula las
funciones reproductivas de las hembras por medio de la promocién de la
expresion de receptores a las gonadotropinas hipofisiarias en las células
foliculares (Ebeid et al., 2008), a diferencia de la dopamina o la serotonina que

inhiben la ovulacién (Sharp et al., 1989). Por lo anterior, es posible pensar que
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las aminas biogénicas liberadas por la innervacion y por el SND ovérico puedan

participar de manera conjunta en etapas tempranas de la foliculogénesis.

La presencia de la poblacion celular NE en el ovario inmaduro podria tener un
efecto indirecto en el desarrollo mediante la modificacion de la secrecion de
esteroides, ya que se ha observado que en etapas preeclosion el 17R-estradiol
participa en la histogénesis ovarica mediante la modulacion de la proliferacion de
distintos tipos celulares del ovario embrionario (Méndez-Herrera et al. 1993).
Posiblemente, podrian también tener un efecto en el desarrollo del ovario por la
regulacion local del flujo sanguineo en los distintos compartimientos funcionales

del ovario en desarrollo (Mannelli et al., 1990).

Aun cuando fue posible visualizar esta poblacion celular durante el desarrollo in
ovo, la cuestidon del origen sigue siendo materia de controversia, dado que el
origen propuesto para las ‘neuronas ovaricas’ (Dees et al. 2006) contrasta con la
evidencia de que las células testiculares de Leydig, que poseen un fenotipo
neuroendocrino (Davidoff et al., 1993, 2005), surgen a partir de la musculatura

lisa y de los pericitos de la pared de los vasos locales (Davidoff et al. 2004).

Finalmente, un hallazgo interesante es que las células esteroidogénicas posean
marca para algunas de las enzimas involucradas en la biosintesis de
monoaminas y que algunas células NE presenten marca para el citocromo
P450aromatasa. Debido a que existe evidencia de que células con fenotipo
neuroendocrino son precursoras de las esteroidogénicas del estroma testicular,
seria interesante indagar si las células descritas en el presente trabajo dan

origen a las esteroidogénicas del ovario. Estudios futuros que exploren la fuente
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embrionaria, distante o local, que da origen a la poblacién celular NE estudiada
en el ovario de la gallina, asi como estudios de la evolucion y diferenciacion de

la misma, podra resolver las incognitas aqui expuestas.
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Conclusioén

Con el presente trabajo se pudo identificar una poblaciéon celular de fenotipo
neuroendocrino en el estroma del ovario inmaduro de la gallina doméstica. Esta
poblacion fue observada tanto en etapas previas a la eclosion, como durante las
primeras semanas de vida fuera del huevo. Por su fenotipo y la distribucion de
sus elementos celulares, se les puede considerar el componente ovérico del
sistema neuroendocrino difuso de la gallina. Su origen embrionario, sus posibles
funciones, transitorias o definitivas, en los distintos estadios del desarrollo del
ovario, asi como la posibilidad de que puedan dar origen a una poblacién celular
con un fenotipo distinto en estado de diferenciacion definitiva en el ovario

maduro, permanecen por dilucidarse.
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En un mundo utdpico ...

... “Science operates by using evidence and reason. Doubt is prized, authority
rejected. No finding is deemed ‘true’ — a notion that’s always provisional — unless
it's repeated and verified by others. We scientists are always asking ourselves,

‘How can | find out whether I'm wrong?”

Jerry A. Coyne. “Science and religion aren’t friends” USA Today, October 11" 2010.
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Neuroendocrine cells are present in the domestic fowl
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Abstract

Neuroendocrine cells are present in virtually all organs of the vertebrate body; however, it is yet uncertain
whether they exist in the ovaries. Previous reports of ovarian neurons and neuron-like cells in mammals and
birds might have resulted from misidentification. The aim of the present work was to determine the identity of
neuron-like cells in immature ovaries of the domestic fowl. Cells immunoreactive to neurofilaments,
synaptophysin, and chromogranin-A, with small, dense-core secretory granules, were consistently observed
throughout the sub-cortical ovarian medulla and cortical interfollicular stroma. These cells also displayed
immunoreactivity for tyrosine, tryptophan and dopamine pB-hydroxylases, as well as to aromatic L-DOPA
decarboxylase, implying their ability to synthesize both catecholamines and indolamines. Our results support

the argument that the ovarian cells previously reported as neuron-like in birds, are neuroendocrine cells.
Key words: birds; catecholamines; chromagranin-A; neuroendocrine cell; serotonin; synaptophysin.

Introduction

The diffuse neuroendocrine system comprises scattered
cells or groups of cells distributed in virtually all organs of
vertebrates. Neuroendocrine (NE) cells are commonly inter-
spersed within epithelia, sub-epithelial linings, and/or stro-
mal compartments. Cells of this lineage share the ability to
synthesize biogenic amines, produce and release neuropep-
tidic messengers, and display dense-core secretory granules,
and neuronal and endocrine molecular markers (Pearse,
1968, 1986; Flatmark, 2000; Montuenga et al. 2003; Toni,
2004).

Neuroendocrine cells have been extensively characterized
along the gastrointestinal and respiratory tracts of verte-
brates, particularly mammals. More recent studies have
reported their presence along the urogenital tract of
higher vertebrates. This cellular phenotype has been identi-
fied in epithelia, submucosae and/or interstitial spaces of
the urethra, prostate, vas deferens, epididymis and testis
(di Sant’Agnese & De Mesy Jensen, 1984; Hanyu et al. 1987;
Davidoff et al. 1993, 2005; Jiménez-Trejo et al. 2007). Sev-
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eral reports have suggested the existence of neuron-like
cells or intrinsic neurons in the ovarian interstitial space of
some birds and mammals (Dees et al. 1995; D'Albora & Bar-
cia, 1996; Mayerhofer et al. 1996; Anesetti et al. 2001;
D’Albora et al. 2002; Kimaro & Madekurozwa, 2006; Made-
kurozwa, 2008). However, proteins such as neurofilaments,
tyrosine hydroxylase and neuron specific enolase also exist
in NE cells, giving rise to the possibility that the previously
identified ovarian intrinsic neurons or neuron-like cells
might instead possess a neuroendocrine phenotype. The
purpose of the present work was therefore to determine
whether the neuron-like cells in the ovary of the domestic
fowl belong to this lineage.

Materials and methods

Animals

Left ovaries of White Leghorn post-hatching pullets between 10
and 14 days of age were used. Fertilized eggs from a commercial
supplier (Aves Libres de Patogenos Especificos, ALPES, Tehuacan,
Puebla, Mexico) were incubated at 37.5 °C in a humidified incuba-
tor with automatic turning for 21 days, until hatching. The chickens
were then maintained at a constant temperature of 24 °C, under a
12 : 12 h light-dark cycle, with ad libitum access to food (Purina,
Mexico) and tap water, until they reached the ages of 10-14 days.
Animals were sacrificed using an intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital (a minimum of 85.8 mg kg~") followed by decapita-
tion at the specified ages. Animal handling and sacrifice followed
the guidelines of the ‘CARE 308.01 Avian Euthanasia’ at the
Cornell Center for Animal Resources & Education, Cornell University
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(Guanzini, 2004; based on the AVMA Guidelines on Euthanasia,
2007) and the protocols were reviewed and approved by the institu-
tional bioethics committee at Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas, UNAM.

Tissue sampling and immunocytochemistry

Ovaries were dissected, including the adrenal gland, and fixed by
immersion in a 4% paraformaldehyde (PFA) solution diluted in
phosphate buffer (PB; 0.1 m, pH 7.4) overnight at 4 °C. For cryopro-
tection, tissue samples were then washed in PB twice before being
incubated overnight at 4 °C in a 30% sucrose solution in PB. The
ovaries were included in Neg-50 Frozen Section Medium (Richard-
Allan Scientific, USA) and frozen on dry ice. Transverse coronal
slices, 30 or 50 um, were obtained using a cryostat microtome
(Microm HM550, Germany) at —20 °C, collected in a cryoprotecting
solution (25% ethylene glycol, 25% glycerol in PB), and stored at
—20 °C until used.

To evaluate the presence of neuronal and/or neuroendocrine
cells by immunocytochemistry, endogenous peroxidase activity was
inactivated by exposing tissue sections to 0.3% hydrogen peroxide
(H205) in PB supplemented with 0.3% Triton X-100 (PBT; Sigma,
USA) at room temperature (RT) during 30 min. The tissue slices
were then washed in PB four times for 10 min at RT, followed by
the incubation in BioSB Immuno Retriever (BioSB, Inc., USA) for
30 min at 70 °C. Following three washes in PB and one in PBT for
10 min each at RT, slices were incubated with different primary
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antibodies (Table 1) diluted in PBT for 40 h at 4 °C, under continu-
ous gentle shaking. After this period and following a gentle wash,
sections were incubated with the corresponding donkey-raised, bio-
tin-conjugated secondary antibodies (1: 500 in PBT; Chemicon,
USA) for 120 min at RT, with continuous shaking. After four washes
in PB for 10 min each at RT, samples were incubated with the
avidin-peroxidase complex (Vectastain ABC Elite, Vector Laborato-
ries, USA) for 90 min at room temperature. Finally, after four
10-min washes in PB at RT, peroxidase activity was developed with
a DAB kit (Vector Laboratories, USA) at RT. DAB incubation times
were determined for each primary antibody immunoreaction,
according to their concentration and staining intensity. Slices were
mounted on gelatinized glass slides and dried for 2 h at RT in a vac-
uum chamber. Mounted slices were re-hydrated with saline solution
(0.9%) and counterstained with methyl green (0.05% w/v; Sigma,
USA) in sodium acetate buffer (0.1 m, pH 4.2) for 2 min. The slides
were thoroughly washed in deionized water to remove excess stain.
Slides were air-dried for 15 min at room temperature, and covered
using Cytoseal-60 mounting medium (Richard-Allan Scientific, Inc.,
USA) for observation and image recording. Samples were observed
under bright field microscopy on a Nikon Eclipse 80i and images
were recorded using the nis-ELements® F3.0 software (Nikon, Japan).

Immunofluorescence

Co-localization of neuronal/neuroendocrine markers was recorded
using double immunofluorescence labelling following the proto-

Table 1 List of neuroendocrine protein markers and antibodies utilized for the immuno-detection and characterization of NE cells in the developing

Gallus gallus ovary.

Neuroendocrine

Marker Function 1gG Species Dilution Manufacturer
Chromogranin-A A pre-pro-protein present in dense-core secretory granules of Goat, 1:1000 Santa Cruz,
(CHGA) sympathoadrenal cells, that can be cleaved to form polyclonal Inc., USA

pancreastatin, vasostatin, parastatin, chromostatin and B-granin,
among other peptides, involved in negative feedback loops
L-DOPA Involved in the decarboxylation of L-3,4-dihydroxyphenylalanine Goat, 1:1000 Santa Cruz,
Decarboxylase (DOPA) to dopamine and L-5-hydroxytryptophan to serotonin. polyclonal Inc., USA
(DDQ) Participates in catecholamine and indolamine neurotransmitter
biosynthesis pathways
Dopamine B- Catalyzes the conversion of dopamine to noradrenaline within the Mouse, 1: 4000 Chemicon,
Hydroxylase catecholamine synthesis pathway monoclonal USA
(DBH) Sheep 1: 2000 Abcam, Plc.,
polyclonal USA
Heavy-chain Present in some neuroendocrine cells, reportedly identified in Rabbit, 1: 4000 Chemicon,
Neurofilament intrinsic neuron-like cells in mammalian gonads. polyclonal USA
(NF-H)
synaptophysin A neurosecretory-granule membrane-associated protein implicated Sheep, 1: 4000 Abcam, Plc.,
(SYP) in the pre-synaptic or secretory vesicle genesis and recycling polyclonal USA
Tryptophan First and rate-limiting enzyme of the indolamine neurotransmitter Mouse, 1: 4000 Sigma, USA
Hydroxylase synthesis pathway, with the conversion of tryptophan to L-5- monoclonal
(TPH) hydroxytryptophan
Tyrosine First and rate-limiting enzyme for catecholamine neurotransmitter Rabbit, 1:4000  Chemicon,
Hydroxylase synthesis, with the conversion of L-tyrosine to L-3,4- polyclonal USA
(TH) dihydrophenylalanine (DOPA) Sheep, 1: 8000
polyclonal
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cols for each marker under the conditions described for single
immunocytochemical procedures, sequentially. A 30-min blocking
step with ‘cold avidin’ (RT; Vector Laboratories, USA) was added
prior to the secondary antibody incubation. Immunoreactivity was
visualized using fluorescein- or Texas Red-conjugated avidin
(1 : 200, 60 min at RT; Vector Laboratories, USA). Once thoroughly
washed in PB, slices were counter-stained with 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI, 1 ng mL~") for 30 s at RT, mounted on gelati-
nized glass slides and covered using DAKO fluorescence mounting
medium (Dako, USA) for observation and image recording. Immu-
nofluorescence samples were observed under a Disc Scanning Unit-
coupled Olympus BX51 DSU (Olympus, USA) and images were
recorded using the MBF BIOSCIENCE STEREO INVESTIGATOR™ software (Micro-
BrightField, Inc., USA). In both immunocytochemistry and immuno-
fluorescence, negative controls were processed simultaneously but
the incubation with the primary antibodies was omitted (Support-
ing Information Fig. S1).

Transmission electron microscopy

Dissected ovaries were washed in 0.9% saline solution and
sectioned transversely (1.0 mm width). Tissue samples
were then fixed in 4% paraformaldehyde and 2.5% glutar-
aldehyde in sodium cacodylate buffer (0.1 m, pH 7.4) for 3 h
at 4 °C. After three 10-min washes in PB, samples were
post-fixed in 1.0% osmium tetroxide (Polysciences, Inc.,
USA) in PB for 2 h at RT, followed by two washes in PB for
10 min. Dehydration was carried out in 70, 95 and 100%
ethanol and 100% propylene oxide (twice each step for
10 min) followed by a pre-embedding incubationina 1: 1
mixture of embedding medium (EMBed-812, Electron
Microscopy Sciences, USA, prepared according to the manu-
facturer’s guidelines) and propylene oxide, overnight at RT.

Neuroendocrine cell =

Embedding was done by incubating in EMBed-812 medium
for 24 h at 60 °C. Semi-thin and ultra-thin sections were
obtained in a Reichert-Jung Ultracut E ultra-microtome
(USA). Semi-thin sections were mounted on a glass slide
and stained with toluidine blue. Once the regions of inter-
est were identified, ultra-thin sections were obtained and
observed, and images were photographed using an M-10
electron microscope (Carl Zeiss NTS GmbH, Germany).

Results

Heavy-chain neurofilament (NF-H) and synaptophysin (SYP)
immunoreactivity was observed in a population of small,
single, isolated cells distributed throughout the cortical and
medullar interstitial space of the immature fowl ovary. At
the ultrastructural level, these cells displayed small to med-
ium-sized dense-core secretory granules. These cells also
showed positive immunoreactivity for chromogranin-A
(ChgA), as well as the enzymes involved in monoamine bio-
synthesis, namely tyrosine hydroxylase (TH), L-DOPA decar-
boxylase (DDC), dopamine B-hydroxylase (DBH) and
tryptophan hydroxylase (TPH). All these features are consis-
tent with their NE lineage (Fig. 1).

To determine whether the identified NE cells constituted
a single or a heterogeneous population, we conducted
immunofluorescence analyses, which revealed that almost
all cells displayed positive co-localization of ChgA, NF-H
and SYP (Fig. 2). These cells also possessed the enzymes
required for catecholamine and serotonin (5-HT) biosynthe-
sis (Figs 3 and 4, respectively). Interestingly, both pathways

{ Lateral

Fig. 1 Schematic representation of a cross
section of a 14 day-old chick ovary that
shows the topographical distribution of
neuroendocrine (NE) cells throughout de
hen’s ovary (A). NE cells were predominantly
found in perifollicular and subcortical regions
at all ages studied. The identified NE cells
showed immunoreactivity for the Heavy-chain
Neurofilament (B), synaptophysin (C) and
displayed dense-core secretory granules
(arrowheads and inset in D; N, indicates cell
nucleus, and Scale bar = 1 um). It was also
possible to observe Heavy-chain
Neurofilament immunoreactive nerve fibres in
- the ovarian stroma (open arrowhead in B).
The NE cells also showed positive
immunostaining for Chromogranin-A (E), and
also the monoamine synthesis pathway
enzymes Tyrosine Hydroxylase, Tryptophan
Hydroxylase, L-DOPA Decarboxylase, and
Dopamine B-Hydroxylase (F-I, respectively).
Scale Bar = 10 pum.
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Fig. 2 Immunofluorescence studies
documenting the co-localization of the
Heavy-chain Neurofilament (NF-H),
synaptophysin (SYP) and Chromogranin-A
(ChgA) in the 14-day-old ovarian NE cells.
Some neuroendocrine cells (yellow arrows)
were observed near NF-H immunopositive
nerve fibres (open arrows) in the vicinity of
ovarian follicles (F). Scale bar = 10 pm.

Fig. 3 Co-localization of the enzymes of the
catecholamine synthesis pathway, Tyrosine
Hydroxylase (TH), L-DOPA Decarboxylase
(DDC), and Dopamine B-Hydroxylase (DBH) in
the NE cells of the 14 day-old chick ovary.
Some of these cells were found in the
interstitial space of the cortex near the
follicles (F). Scale bar = 10 pum.

© 2012 The Authors

Journal of Anatomy © 2012 Anatomical Society

Neuroendocrine system of the domestic fowl ovary, P. G. Hofmann et al. 173

ChgA Merged
>

¢



174 Neuroendocrine system of the domestic fowl ovary, P. G. Hofmann et al.

co-localized in the same cellular population (Fig. 5). Finally,
the monoamine biosynthesis enzymes were co-expressed
with SYP and ChgA (Figs 6 and 7, respectively).

Discussion

Neuroendocrine cells constitute a heterogeneous popula-
tion distributed in most organs of the vertebrate body;
however, it has been unclear whether these cells are found
in the ovaries. Although the presence of neuron-like cells in
the immature ostrich ovary was reported previously (Kimaro
& Madekurozwa, 2006; Madekurozwa, 2008), the identity
of these cells could not be conclusive, as neuron specific
enolase and protein gene product 9.5 are not exclusively
neuronal markers but may also be present in cells of neuro-
endocrine lineage (Perez et al. 1990; Martin et al. 2000;
Portela-Gomes et al. 2004). Here, we describe ovarian inter-
stitial cells that were positively labelled for NF-H, SYP, ChgA,
TH, TPH, DDC and DBH, as well as displaying cytoplasmic
dense-core secretory granules. Taken together, the cellular
features observed in immature chick ovaries are common
traits of the NE phenotype (Pearse, 1986; Flatmark, 2000;
Toni, 2004), and suggest these ovarian cells belong to the
NE lineage. Hence, our observations differ from previous
reports claiming the existence of neuron-like cells in bird
ovaries (Kimaro & Madekurozwa, 2006; Madekurozwa,
2008). Our findings also suggest the need to re-examine the
idea of the existence of intrinsic neurons in mammalian
ovaries (Dees et al. 1995; D'Albora & Barcia, 1996; Mayerho-
fer et al. 1996; Anesetti et al. 2001; D'Albora et al. 2002),
given that the phenotypical characterization supporting
such claims might also be incomplete.

In our study, all the enzymes involved in catecholamine
and indolamine biosynthesis were co-localized within NE

Fig. 4 Immunofluorescence co-localization of
the enzymes involved in the serotonin
synthesis pathway, Tryptophan Hydroxylase
(TPH) and DDC, in the 14 day-old chick ovary
NE cells. Scale bar = 10 pum.

cells. This could mean that NE cells of the domestic fowl
ovary have the ability to produce, and possibly release,
both monoamine groups. In support of this possibility,
there is an increasing body of evidence that NE cells
synthesize and release catecholamines and/or serotonin
(Pearse, 1986; Flatmark, 2000; Li et al. 2011). However, it
is also possible that the NE cells of the fowl immature
ovary present this dual potential because they have not
yet committed to a differentiated state, as has been
shown for mammalian peripheral adrenergic and cholin-
ergic neurons during early stages of development (von
Bartheld & Rubel, 1989; Landis, 1990). Future ontological
as well as comparative studies could address these possi-
bilities.

The presence of NE cells in the immature fowl ovary
raises interesting questions regarding their function and
embryonic origin. It is tempting to hypothesize that their
secretory products might regulate early ovarian histogen-
esis directly, as has been shown for the development of
the respiratory tract (Cutz, 1982; Pan et al. 2004, 2006;
Evsyukova, 2006), or indirectly, by modifying ovarian
steroid secretion (Méndez-Herrera et al. 1993). In relation
to their possible origin, all NE cells were originally consid-
ered to be derivatives of the neural crest, although it is
now known that NE cells of different organ systems are
not specified in the same germ layers of the embryo.
Regarding the gonads, the proposed neural crest origin
of ‘ovarian neurons’' (Dees et al. 2006) contrasts with evi-
dence that testicular Leydig cells, displaying a neuroendo-
crine phenotype (Davidoff et al. 1993, 2005), arise from
the local vascular smooth muscle cells and pericytes
(Davidoff et al. 2004). Future studies should explore
whether NE cells in the fowl ovary originate from local
or distant embryonic tissues.

Fig. 5 Co-localization studies that document
the presence of the enzymes TPH and DBH
for both, indolamine and catecholamine
biosynthesis pathways, in the NE cells of the
14 day-old ovary. Scale bar = 10 um.
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SYP

Fig. 6 Immunofluorescence showing the
co-localization of SYP with the enzymes of
the catecholamine and indolamine
biosynthesis pathways, TH, DBH and TPH, in
the NE cells of the 14 day-old chick ovary.
Scale bar = 10 pm.

Fig. 7 Immunofluorescence co-localization
studies of ChgA with the enzymes of the
catecholamine and indolamine synthesis
pathways, TH, DBH and TPH, within the
ovarian NE cells of the 14 day-old chick. Scale
bar =10 pum.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Fig. S1. Immunoreactivity (IR) for representative neuroendocrine
markers was observed in 30-um-thick cross-sections of 12-day-
old chick ovaries. The neuroendocrine cellular population identi-
fied (arrowheads) showed positive IR for both rate-limiting
enzymes, tyrosine hydroxylase (TH) and tryptophan hydroxylase
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(TPH), which incorporate the amino acids tyrosine and trypto-
phan into the catecholamine and indolamine synthesis path-
ways, respectively (A and B). A robust TH staining was observed
in nerve bundles and fibres (open arrowheads) that innervate
the ovarian medulla that extend into cortical regions, reaching
the perifollicular space (A). A similar but not as abundant or
intense population of IR nerve fibres and bundles was identified
with the heavy-chain neurofilament (NF-H) antibody (C). Positive
IR for NF-H, was also observed in the neuroendocrine cells of
the immature chick ovary (C). In all cases, these cells were small
(less than 10 pm in diameter) and were observed scattered
throughout the ovary, as single cells or small groups of them,
thus a diffuse system by their distribution. Though located in
the deep medulla, and in the interfollicular stroma of the cor-
tex, the neuroendocrine cells were more easily found in the
ovarian cortex-medulla transition region of the ages studied. A
representative image as a control of the immunolocalization of
neuroendocrine markers is shown, where the primary antibody
was absent from the reactions (D). The dotted line marks the
approximate boundary between the ovarian cortex (C), contain-
ing the follicles (F) and the medulla (M), that at this stage of
development no longer has a dividing basement membrane, nor
is there a clear separation between the two. Scale bar = 50 pm.

As a service to our authors and readers, this journal provides
supporting information supplied by the authors. Such materials
are peer-reviewed and may be re-organized for online delivery,
but are not copy-edited or typeset. Technical support issues aris-
ing from supporting information (other than missing files)
should be addressed to the authors.
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