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RESUMEN 

En este estudio se utilizaron ovarios izquierdos de pollo 

recién nac1do5 que fueron disociados a diferentes tiempos 

utilizando una solución de tripsina al 0.257.. 

Cuantificamos la secreción de 170-estradiol y testosterona en 

condiciones basales y con estimulo de gonadotropina coriónica 

humana <hCG>. 

La máxima actividad esteroidogénica fue obtenida en la 

población aislada a los 30 min de incubación con tripsina. Estas 

c~lulas fueron purificadas en un gradiente de metrizamida <0-30%) 

y se separaron seis poblaciones celulares, las cuales fueron 

incubadas en Oulbecco-albúmina-xantina durante 2 hr. a 37° C en 

un ba'no con agitación. 

A estas poblaciones celulares se les cuantificó la secreción 

de 176-estradiol y testasterona en condiciones basales y con 

estimulo de hCG. 

Concluimos que la actividad esteroidogénica del ovario de 

pollo esta en la médula del ovario, y que existen dos poblaciones 

celulares, que presentan diferente densidad y caracteristicas 

morfológicas. 

Las células que secretan testosterona se obtienen en la banda 

de baja densidad, contienen vacuolas lipídicas y caracteristicas 

ultraestructurales de células esteroidogénicas, mientras que las 

células que producen 17~-estradiol son poco diferenciadas y no 

tienen características citológicas de células esteroido9énicas. 



DESARROLLO GDNADAL 

En los vertebrados las gónadas se desarrollan a partir del 

borde superior de la capa visceral del mesodermo lateral en la 

mitad posterior del cuerpo. El primer esbozo de la gónada aparece 

formando una banda longitudinal de epitelio mesodérmico que va 

engrosandose para formar la cresta genital CBalinsky 1975). 

Desde el punto de vista embriológico la gónada se forma por 

dos tipos de células; las células somáticas de origen mesodérmico 

y las células germinales primordiales <CGPJ, que por su temprana 

diferenciación pueden considerarse de origen autónomo. 

Las CGP en la especie humana se reconocen tempranamente en 

la ontogénesis, son más grandes que las células somáticas, de 

citoplasm• claro, nQcleo grande vésiculoso y redondo con 

nucleolos prominentes. Estas células sexuales primitivas se 

identifican con mayor precisión por medio de t6cnicas 

histoquimicas, ya que contienen enzimas especificas y sustancias 

químicas, como la fosfatasa alcalina, estérasas abundante 

· glrJcogeno y un acQmulo de proteínas denominadas "nuage" en su 

citoplasma <Byskov 1986, Austin y Short 1982). 

Estas células muestran ciertas peculariedades; su origen 

extragonadal, su capacidad de migración, su h•bilidad para 

establecer contacto con células sómaticas y finalmente su 

capacidad de proliferación. 

Las células germinales aparecen en etapas tempranas del 

desarrollo embrionario, en el ratón es en el sexto dia de 

desarrollo, en el pollo se pueden distinguir antes de la 



gastrulación y el humano aparecen poi· el d1a ~2 de vida 

embrion~ria, en el endodermo de la alantoides; en todos los casos 

estas células mlyrari posterio1~ment1? hacia e1 primordio gonadal. 

Alrededor de la cua1·t.a semana de vida intrauterina en los 

embriones humanos., las CGP inician su migración desde el 

endodermo del intestino y el epitelio dorsal del saco vitelino a 

tr"'vés del mesenterio dorsal para arribar en la quinta semana al 

primordio gonadal. El procesa migratar•ia se realiz~ por dos 

tipos de movimiento: translocación pasiva y despla:::amiento 

ameboide activo. El primero ocurre cuando las células germinales 

primot•diales ,aparecen entre las células epiteliales del saco 

vitelino, las cuales están en continuidad con el epitelio del 

intestino posterior a través de la alantoides. Se ha observado 

que dut~ante el crecimiento del embrión, parte del epitelio del 

saco vitelino se incorpora al intestino de manera que las CGP 

ahora se encuentran locaiizadas en el epitelio del intestina 

posterior. Mediante su capacidad de movimientos ameboides las 

células germinales primitivas abandonan este sitia, migrando 

lateralmente hacia las regiones urogenitales. 

Existen diferentes téorias sobre la migración de las CGP, se 

piensa que las crestas genitales producen una sustancia 

quimiotáctica que atrae a las células seKuales primitivas. La 

única prueba de la existencia de dicha sustancia proviene de 

estudios de células en medio de cultivo. Se cree que las dos 

crestas genitales producen diferentes cantidades de sustancias 

quimiot~cticas, ya que en las aves llegan más células germinales 

a la gónada izquierda que a la derecha. Las discrepancias en el 



n(Jmero de células de la gónada izquierda y derecha de los 

mamiferos también están bien documentado-; aunque la vari.:\ción es 

menos evidente que en pollos (Austin y Short 1q02>. 

Otros investigadores opinan que la migración de las células 

primot•diales hacia la gónada es posible porqt.1e existe un camino 

trazado de proteinas que facilitan su 1 legada <Biskov, 1986). Por 

otra parte estudios recientes nos indican que por lo menos 

algunas de las células pueden viajar ocasionalmente de manera 

pasiva por el torrente sangu1neo, este tipo de migración es muy 

camón en aves y en los reptiles primitivos como Sphenodon 

punetatus y puede presentarse en algunos mami feros como vaca, 

cerdo y oveja (Merchant-Larias 1978; Austin 1982>. 

Una vez incorporadas las células germinales en la gónada 

indiferenciada inician un activo proceso de proliferación que 

coincide cronolóQicamente con la proliferación de las células 

somáticas mesenquimatosas y del epitelio celómico. 

En Ja gónada indiferenciada empieza un proceso de 

diferenciación sexual, si va a ser un ovario las células 

germinales permanecen en la corteza de la gónada, en tanto que el 

paso de las células a la médula se asocia con el desa1~rollo de un 

testículo. La gónada indiferenciada contiene todos los 

componentes célulares necesat"ios para su diferenciación en 

testiculo o en ovario, es decir, tejido medular que formará los 

cordones medulares del testiculo¡ tejido cortical formado a 

partir del epitelio c~lómico, que puede formar los cordones 

corticales o sea el sustrato del ovario; mesénquima que formara 

el resto de las gónadas de ambos sexos incluyendo la teca y el 



tejido intersticial, contiene tambien las células germinales 

primordiales, que tienen su origen fuera de la gónada que 

form<:lran 1 as ovoi;,on i as o 1 as esperma togon i as, de acuerdo can su 

canstitucion genética. 

Como la mencionamos, el ovario se va a caracterizar por una 

diferenciación de la corteza la cual formará el tejido propio del 

órgano mientras que la médula experimenta regresión En la 

formación del testiculo la médula aumenta de tamarlo y se 

diferencia mientras que la corte:;=a oeneralmente involuciona. 

En la mayoría de las aves el sistema reproductor femenino, 

se desarrolla ,unilateralmente solamente el ovario izquierdo y el 

oviducto izquierdo son funcionales. El crecimiento del ovario 

derecho normal hasta el octavo o décimo dia, empezando una 

regresión en el dia doce de vida embrionaria, tendiendo a 

convertirse en un ovario diminuto y rudimentario ª Esencialmente 

el ovario izquierdo empieza a desarrollarse a partir del tercer 

dla de incubación, cuando las células germinales y las 

mesenquimatosas son incorporadas en el epitelio germinal. Durante 

el sexto y séptimo día los cordones sexuales se forman, del 

octavo al décimo día el epitelio germinal prolifera formando la 

corteza y los cordones seKuales secundarios. Después aparecen los 

ovocitos y rápidamente se multiplican hasta el dia 17 de 

incubación <Hughes 1976). 

En estadios tempranos el desarrollo de la gónada en las aves 

es independiente de la hipófisisª Esto sugiere que durante ese 

tiempo las hormonas asteroides son producidas en forma autónoma 

por la gónadaª 
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La etapa en que la adenohipOfists empieza a sintetizar 

gonadot~opinas en las aves es a los 13.5 dlas de incubación, por 

lo que la gónada se hace dependiente de la hipofisis a partir de 

este perlado <Gilbert 1971>. 

Secreción autonoma de esterojdes 

Princi ios de la 

esteroidogenesi 

Principio de la 

diferenciación 

morfológica 

11 ]3 

Nacimiento 

Control de la 

esteroidogenes is 

por la pituitaria 

15 17 19 

Días de incuboci6n 

RELACION DE LOS.EVENTOS MAS IMPORTANTES DE LA ETAPA EMBRIONARIA 
DE UN POLLO. 
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SINTESIS DE HORMONAS ESTERDIDES DURANTE EL DESARROLLO 
EMBRIONARIO DE LAS AVES 

En la gAl 1 ina se producen tres tipos de hormonas; estrO¡;.enos, 

andrógenos y pro9está9enos, en el desarrollo embrionario de las 

aves, se ha descrito que en el ovario la biostntesis de hormonas 

esteroides es a partir de los siete dlas de incubación, 

habiéndose identificado la producci.On de 1713-estradiol, estrena, 

progesterona y testosterona. <Weniger y Zeiz 1971; Galli y 

Wasserman 1973; Guichard et al. 1973; Teng y Teng 1977; Gonz.ilez 

et al. 1983). : 

Actualmente se sabe que durante el perlado de gónada 

indif7renc1ada, en el embrión de pollo los futuros ovarios y 

testtculos sintetizan estró9enos y andrógenos <Woods y Erton 

1978>. La producción total de asteroides •umenta durante el 

desarrollo de las gónadas de ambos sexos, en las gónadas 

femeninas hay mayor producción de estroQenos <E1+E2> que las 

ganadas de los machos, esto podrta ser obvio por el sexo, pero la 

producción de testosterona tambien es más alta en las hembras que 

en machos hasta el dta 15, después es lo contrario <Guichard et 

al. 1977>. 

Estudios morfológicos e histológicos han mostrado que las 

células responsables de la producción de esteroides son las 

células intersticiales situadas en la médula del ovario de 

embriones de pollo <Narbartz y Adler 1966; Jordanov et al 1978>. 

Estas células esteroidogénicas son claramente identificadas 

durante las 6ltimas semanas del desarrollo de los pollos, se 
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caracterizan ultraestructuralmente porque tienen en su citoplasma 

mitocondrias con crestas tubulares, reticulo endoplAsmico liso, 

poliribosomas, abundantes gotas de lipidos CJordanov et al. 1q79; 

Erickson et al. 1985; González del Pliego et ~l. 1988), 

colesterol y más especificamente una reacción positiva a 

HSDH <Narbaitz y Robertis 1968). 

5-30-

Las células esteroidogénicas están agrupadas en cordones en 

la médula subcortical y adquieren gran desarrollo al aproximarse 

la eclosión, ocupando el 10·1. de la médula externa en ovarios de 

pollo con 24 horas de vida <GonzAlez-Mo1~an et al. 1qe5). 

La secreción de hormonas esteroides, como ya comentamos está 

regulada por las gonadotropinas hipofisiarias a partir de los 

13.S dias del desarrollo embrionario del pollo, anterior a los 

13.5 dias es autónoma, mientras que después de este periodo 

embrionario, la sintesis de estrógenos está bajo control de 

gcnadotropinas producidas por la adenohipofisis <Woods et al 

1981). Cuando se estimula el ovario con hormona luteinizante <LHl 

o con gonadotropina coriónica humana (hCG> se obtiene un aumento 

de la producción de estradiol <E2>, testosterona (Tl y 

progesterona <P4> <Teng y Ten9 1977., Guichard et al. 1979, Woods 

et al. 1981). 

Medidas morfométricas demostraron que el tamaMo de las 

células esteroidogénicas de la !Rédula del ovario aumentan cuando 

son estimuladas con hCG, sus organelos citoplasmáticos también 

sufren modificaciones la más revelantes el incremento de las 

veslculas del retlculo endoplásmico liso, el número de 

mi tocondrias con crestas tubulares también aumentadas, las gotas 

de lipidos del citoplasma son abundantes y el complejo de Golgi 
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esta bien desarrollado. No hay cambios evidentes en el retículo 

endopl~smico rugoso y poliribosomas CGonzález del Pliego et al. 

1988). 

En cond1c1ones de cultivo, los ovarios de pollo producen 

estradiol y testosterona, cuando son incubadas en ausencia de un 

precursor esteroide y acumulan las hormonas esteroides en el 

medio de cultivo las primeras 24 horas. Durante el crecimiento y 

la regresión del ovario de pal lo, cuando son estimulado5 can 

gonadotropina responden con un aumento en el AMP'c y en la 

producciónde estradiol y testosterona CCedard et al. 1968; Teng y 

Teng 1979 1 Woods et al. 1981). 

ESTEROIDOGENESIS EN EL OVARIO DE MAMIFEROS, AVES Y SU REGULACION 
POR GONADOTROPINAS HIPOFISARIAS 

Los ovarios, los testiculos y las suprarrenales secretan 

hormonas asteroides, el n6cleo de estos esteroides se compone de 

un anillo ciclapentanofenantrénico como el colesterol, las 

diferentes hormonas difieren en su composición de sus cadenas 

laterales. Entre las hormonas asteroides se encuentran los 

estrógenos u hormomas femeninas, las más importantes son 170-

estradial y la estrena; los andrógenos u hormonas masculinas como 

la testosterona y la 5a-dihidrotestosteronA. 

El ovario tiene la capacidad de sintetizar tres tipos de 

hormonas esteroides,estrógenos, progesterona y andrógenos. Las 

dos primeras son las más importantes porque presentan la función 

especifica del ovario, sin embargo los andrógenos metabolitos 

indispensables para la formación de estrógenos. 

De los estrógenos formados, los más importantes son 17Jl -
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estradiol, estrena y estriol de ellos el primero es el que tiene 

mayor actividad biológica <Malacara et al. 1981>. 

El acetato es el precursor primario para la sintesis de todos 

los esteroides. La via implica la sintesis inicial del 

colesterol, el cual después de desdoblamientos de la cadena 

lateral y DKidaciones, e? convertido en pregnenolona. La 

pregnenolona es el esteroide pivote del cual derivan las demás 

hormonas asteroides. 

La s1ntesis de esteroides en el ovar!o puede ocurrir por la 

vta /1 s, directamente de pregnenolona, o por la via Í1 4 de 

progesterona. La pregnenolona es convertida a progesterona por 

una deshidroQenasa, la 3a-hidroxiesteroide deshidrooenasa L.ls­

isomerasa <3a HSDH,6.S-isomerasa>. 

La pregnenolona y la progesterona se convierten en andrógenos 

como la dehidroepiandrosterona y la androstenediona, por medio da 

una hidroKilación en la posición 17, seguida de la eliminación de 

la cadena lateral del carbono 21 por el complejo. 

hidroKilasa/liasa. 

Los andrógenos se transforman en estrógenos, la 

androstenediona puede ser directamente aromatizada a estrena o 

primero convertirse a testosterona por la acción de lA t7a­

hidroKiésteroide deshidrogenasa y aromatizarse luego a estradiol. 

La 17a-hidroxilación de androstenediona a testosterona o de 

estrena a estradiol, son reacciones reversibles y Juegan un papel 

regulatorio en la cantidad de estró9enos producidos por el 

ovario. <Harper et al. 1980; Malacara et al. 19811. 
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La hipófisis anterior secreta 3 hormonas protefc•s que tienen 

una 1nfluenc1a critica en el sistema reproductor. Estas hormonas 

gonadotróf1cas son; la hormona fol fcula estimulante <FSH>, la 

hormona luteinizante <LH> y la prolactina. 

En la hembra, la FSH promueve el crecimiento y el desarrollo 

de los fol iculos ováricos; se piensa que estimula el desarrollo 

de los foliculos desde la fase antral hasta la preovulatoria. En 

el macho la FSH estimula el crecimiento de los tóbulos 

seminíferos, e interviene en las primeras fases de la 

espermatogénesis. 

La LH tiene varias acciones en la hembra. Primero estimula la 

sintesis de esteroides en todos los tipos celulares del ovario 

(el cuerpo lúteo, la teca, la granulosa y las células 

interSticiales). Su acción principal es estimular la conversión 

del colesterol en progesterona. Además la LH inducir~ la 

ovulación de los foliculos•previamente preparados por la FSH. El 

aumento de la liberación de la LH de la hipófisis, responsable de 

la ovulación, es producida por una retroalimentación positiva del 

estradiol sobre el hipot.1ilamo que caus·a una descarga del factor 

de liberación de la LH. 

En el macho la LH estimula un aumento en la sintesis y la 

secreción de testosterona en las células de LeydiQ del testiculo 

CAustin y Short 1982). 

En las aves la esteroidogénesis es poco clara, sin embarQo se 

ha tratado de aclarar con diversos experimentos. Por ejemplo 

Johnson y van Tienhoven (1980) midieron loa horMonas s•xuales 

así como la LH, cada dos horas en el plasma de aves por periodos 

de 34 a 72 hrs 1 durante el ciclo ovulatorio. 
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Como 1·esultado de numerosos estudios, los principales 

patrones hormonales en la ~angre, durante el ciclo ovulatorio de 

la gallini\ han sido descritos. Durante el dia, la concentración 

de LH y las hormonas esteroides son bajas, pero medibles. En la 

noche hay un pequeno aumento en la concentración de LH, 

progeslerona y 17~-estradiol. Al rededot• de 4 a 11 hrs. antes de 

la ovulación, la concentración de LH aumenta, 2 ó 3 veces de la 

concentración basal. Este incremento de LH fue acompaNado con el 

incremento de la concentración de progesterona, testosterona, 

170-estt·adiol y estrena. 

Otros investigadores observaron que la testosterona, 17J] -

estradiol y la LH aumentan antes de la ovulación. Shahahi et al 

(1975) y Hammond et a l. ( 1980) dicen que la concentración de 

testo~terona y 17a-estradiol sufren fluctuaciones durante el dia 

cuando la concentración de LH fue baja pero estable <Gilbert 

1984). 

La producción de las hormonas esteroides durante la 

maduración de los foliculos está regulada principalmente por la 

hormona luteini~ante. Cuando las células de la gr•nulosa de lag 

foliculos preovulatorios Fl, F2 y F3 son estimulados con LH hay 

un incremento en la producción de progesterona <Harrone y 

Hertelendy 1985). Estudios ºin vitre" e "in vivo" han demostrado 

que las células de la granulosa de los foliculos pequenos F4 y 

F5 incrementan su producción de progesterona de 2 a 9 veces con 

LH bovina. En contraste con la respuesta a FSH que es menos 

marcada <Wel ls et al. 1985>. 

Las células de la teca particularmente de los foliculos 

preovulatorios F3 y F4 convierten la progesteronA y la 

15 



pregnenolona en 170-hidr-oxiprogesterona, androstenediona, 

testostet""ona y estradiol <Ma:rrone et al. 1985). El folículo F3 es 

el que mejor responde a la. es-timulación de LH produciendo 

estt•adiol <Marrone y Hertelendy 1985). 

BIOS!NTESIS DE ESTEROIDES DEL OVARIO A NIVEL CELULAR 

La síntesis de esteroides tiene lugar en dos membranas; en la 

menbrana interna de la mitocondria y en la del 

endoplAsmica tmicrosoma>. 

ret1culo 

En el ovario humano el colesterol es c:onvert ido a 

pre9nenolona en la membrana interna de la mitocondria, la 

prognenolana a progesterona en los mícrosomas y la 17-.0 

hidroKilación de progesterona ocurre en el citoplAsma. 

En el retículo endopl~smico liso se re•liza la sintesis de los 

asteroides a partir de la pregnenolona que fué sintetizada por la 

mitacondria, es aqu1 en el micrasoma donde se lleva acabo la 

aromatización de los esteroides tBrodie, 1903). 
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HORFOLOGIA DEL OVARIO DE AVES ADULTAS EN COHPARACION 
CON LOS HAHIFEROS 

La función mol"'fológica del ovario de las aves ha sido 

revisada por Gilbert ( 1979) y es básicamente similar a los· 

mamiferos. Sin embar90, el modo de reproducción de estas dos 

especies es diferente y por la cual hay diferencias en algunas 

estructuras y funciones. 

En los mamlferas durante el ciclo estral se produce el 

desarrollo folHcular. La LH la responsable de la maduración de 

los folfcutos ovulatorios. Si no hay fertilización el ciclo se 

colapsa, pero si ocurre la fertilización los ciclos son impedidos 

durante todo el embar•zo. En contraste, en las aves no h•y ciclo 

estral bien definido, la actividad reproductora del ovario es 

continua aun durante parte de la crianza. La maduracion folicular 

es secuencial y cada dta con pocas excepciones, un nuevo foliculo 

esta capacitado para ~adurar. 

Una considerable diferencia entre la estructura del foliculo 

de mamtferoS y aves es el-tamano, el ovocito de mamtferos es 

pequeno y esta cubierto por una teca bien definida. Cuando se 

forma el antrum la teca interna se diferencia de la teca externa. 

La capa granulosa es multicelular y durante el crecimiento del 

antrum, una capa de células granulosas queda adyacente con el 

ovocito, no hay células intersticiales en el foliculo. 

En las aves el foliculo es grande y tiene una gruesa capa de 

tejido conectivo que formará la teca. Las células intersticiales 
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estan presentes y tienen la caracter1stica de ser células 

p reductoras de esteroides. El ovoc1 to de aves crece 

proporciones masivas, llena la cavidad del fol1culo a diferencia 

de los mam1feras, las células de la capa de la granulosa forman 

una capa simple de células, la cual persiste toda la vida de el 

faliculo y no hay antrum. (Gilbert 1984). 

En el ovario de las aves las células intersticiales, las 

células de la granulosa y las células de la teca es tan 

involucradas la esteroidogénesis <Gilbert 1984>. Las células 

de los folic:ulos maduros producen la progesterona y no tienen 

actividad aromatasa, mientras que las células de la teca producen 

1713-estradiol, tP.stosterona y andr~ostenediona <Marrone y 

Hertelendy 1985>. 

CELULAS ESTEROIDOGENICAS DEL OVARIO DE MAMIFEROS 

El ovario adulto de mamiferos contiene varios tipos de 

células secretoras de esteroides, las células de la granulosa, 

las células lutein1cas, las células de las tecas y las 

intersticiales. 

Las células intersticiales son clasificadas de acuerdo con 

su posición histológica dentro del ovario; células intersticiales 

primarias PI, células intersticiales de la teca interna TI, 

células intersticiales secundarias SI y células intersticiales 

del hilius HI. Estas células estan localizadas en el tejido 

conectivo de la corteza y la médula. 

La función principal de las células int&rsticiales es la 

stntesis y secreción de asteroides, andróstenediona y 
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testosterona, la.s ca.racteristicas ul traestructurales de estas 

células son¡ retículo endoplásmico lisa, mi tocondrias con 

crestas tubulares y abundantes gotas de l ipidos con colesterol 

<Erickson et al. 1985). 

Las células intersticiales primarias aparecen a las doce 

semanas de gestación Cen fetos humanos) en la médula del ovario y 

desaparecen por la 20va semana. Estas células están poco 

dispersas y están junto a los cordones corticaleslos cuales 

contienen ovogonias y ovocitos 1 durante su existencia estas 

células tienen una similitud con las células de Leydig del 

testlculo fetal. Resultados "in vitro 11 nos indican que estas 

células tienen poca o ninguna capacidad para slntesis de 

esteroides de novo por la falta de colesterol, sin embargo no se 

puede descartar su actividad esteroidogénica a partir de 

precursores aportados por otra población célular. 

Las células intersticiales de la teca son las células 

esteroidogénicas que se localizan en la teca interna del foliculo 

en desarrollo, son las responsables de la producción de 

andrógeno& los cuales mantienen o destruyen el fol iculo. 

Durante la atresia, la granulosa y los ovocitos mueren, pero 

las células de la teca interna pasan por una marcada hipertrofia. 

Estas células hipertrofiadas son las llamadas cl!lulas 

intersticiales secundarias. Estudios bioquímicos y citológicos 

indican que estas células tienen una ultraestructura 

caracterlstica de células secretoras de asteroides, responden 

LH con un incremento en la producción de androstenediona. El 

ovario de mamlferos contiene células esteroidogénicas a lo largo 

del hi lus del ovario, estas son raras por su aspecto y su 
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estructu1·a, son ident1cas a las células de Leyd19 del test1culo 

indiferenciado. Estas celulas muestran abundante ret1culo 

endoplasmico liso y largos cristales de he1nke. Los cristales 

pueden ser album1no1des 119ados intr~aceJu1armente con moJeculas 

de testosterona. <Ericl.son et al. 1985>. 

Cuando las células de la teca interna y las celulas de la 

granulosa de los fol 1culos preovulator1os son incubadas por 

separado, producen pocos andrógenos aun con la pl'esenc1a de 

gonadotropinas <FSH y LH>. Sin embargo cuando son cultivadas 

juntas aumenta la biosintesis de estrógenos con o sin 

9anadotropinas. Las ce lulas de la granulosa producen 

principalmente progesterona bajo la influencia de FSH Y LH, 

mientras que las c~lulas de la teca sintetizan andrógenos bajo la 

influ0ncia de LH. La producción de progesterona liberada por las 

células de la granulosa es utilizada por las células de la teca 

interna para sintetizar • androgenos, los cuales son además 

convertidos en estrógenos por las células de la granulosa que 

tienen una alta actividad aromotasa <Vi and Hsueh 1986). La 

cooperación entre estas dos ti.pos celulares es un requisito para 

la producción de estrógenos por las células de la granulosa. Esta 

es una de las contribuciones mas recientes a la hipótesis 

bicelular en la síntesis de hormonas esteroides que fué 

inicialmente planteada por Falk (1959) y confirmada 

posteriormente por, Bjersin (1967>; Forture y Armstrong (1977). 
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F'LANTEAMIENTO DEL FF.08LEMA 

El ovario de la gal l 1na secreta estro9enos, andro9enos y 

progesterona. Dentro del ovario las células de la granulosa y de 

la teca participan en la esteroidogenesis (Gilber, 1984). Las 

celulas granulosas de los 1ol 1culos maduros producen progesterona 

y pequeñas cantidades de testosterona y no tienen at1vidad 

aramatasa, mieiitras las células de la teca producen androgenos y 

17t1-estradiol. (Huang et al. 1979; Marrone y Hertelendy 1985). 

En la etapa prenatal de los pollos se han identificado las 

hormonas producidas por el ovario, desct~ib1éndose la secreción de 

1711-estradiol, pro9esterona y testosterona entre otras. (Galli. y 

Wassermann 1973; Gu1chard et al. 1977; leng y len9 1977). 

Durante el desarr•ol lo embrionario de las aves se ha desct·i to 

la presencia de células esteroidogenicas en los cordones de la 

médula subcortical <González del F 1 iego et al. 1988>. 

El objetivo de este trabajo es separar células con función 

esteroidogénica en el ovario de pollos recién nacidos y ver si 

son diferentes poblaciones de células las que secretan estos 

esteroides. 



MATERIAL Y METODOS 

Para éste estudio se utilizaron pollos recién nacidos de la 

raza Leghorn blanca, obtenidos de la granja Experimental Avicola 

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

U.N.A.M., los cuales fueron sacrificados para disecarles el 

ovario izquierdo. 

DISGREGAC!ON CELULAR 

Se utili~aron dos métodos para la disgregacion del ovario, 

una utilizando colagenasa y otra por medio de una solución de 

tripsina. Se comparan los resultados de ambas a fin de escoger 

el m~s 6til para nuestro estudio. En el primer método el ovario 

izquierdo de los pollos recién nacidos es incubado en una 

solución de colagenasa <S.igma, tipo 11) a una concentración de 

1ng/ml. La incubación se realizó a 37°C en un bal"la ccn 

agitación (90 ciclos/min>, para lograr enzimáticarnente la 

disgregación celular de los ovarios. Las células liberadas en el ,_ 

medio son recolectadas a los 30, 45, 60 y 75 min de incubación. 

Una vez obtenidas las células, se detiene la actividad enzimática 

mediante dos lavados con medio de incubación Dulbecco <11EM> que 

contiene 0.11. de albúmina bovina y centrifugado a 800 rpm durante 

10 min para reCcQer el botón célular. 

En otra serie de experimentos la disociación de los ovarios 

se realizó en tripsina al 0.257. diluida en una solución salina 

balanceada libre de Ca++ y l'lg++ • Los tie11npos de disociación con 
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esta enzima fueron a los 10, 20 y 30 min de incubación, la acción 

de esta enzima se detiene lavando dos veces las células con 

inhibidor de tripsina al 0.257. y centrifugando a 800 rpm por 10 

A cont1nuac1ón se incubaron alicuotas de las suspensiones de 

células ov~ricas obtenidas a los distintos tiempos en Dulbecco 

que contiene alb6mina sérica bovina 0.1% (BSA>. y 0.1 mM de metil­

isobutil-Kantina <MIX> con una atmósfera de C02 al 57. y 957. de 

aire, durante 2 hr. a 37°c, en un bano con agitación 

(90 ciclos/min.> 

A los grupos experimentales estimulados con gonadotropina 

coriónica humana (hCG>, se les adicionó 1U/ml de la hormona 

disuelta en el medio de incubación. 

Al final de la incubación se colectó el medio y se ~u•ntificó el 

contenido de la hormona esteroide liberada <17a-estradiol y 

testosterona> en el medio, por radioinmunoAnalisis <RIA>. 

El control de la viabilidad de las células se realizó con la 

prueba de exclusión de colorante, azul tripano, las cuales 

mostraron un 907. de viabilidad después de la digestión célular. 

En esta serie de e:<perimentos las células ov~ricas obtenidas 

a los 30 minutos de incubación en tripsina, fueron sometidas a un 

gradien~e continuo de Metrizamida de O a 30X de la siguiente 

manera. En la superficie del gradiente <que es de 4ml de 

metrizamida) se sembraron de 30 a 50 millones de células y se 

centrifugaron a 4000 x g durante 7 min., se separaron diferentes 

poblaciones celulares en bandas que se distingen claramente. 

Cada banda fué colectada por aspiración desde la parte 

superior del gradiente y colocada en un tubo de centrifuga para 



ser lavadas dos veces con 10 ml de media de incubación Oulbecco y 

centrifugando a 800 rpm. y finalmente.resuspendidos en 2 ml de 

esté medio. 

De las poblaciones celulares obtenidas del gradiente fueron 

tomadas allcuotas e incubadas en Dulbecco con 0.1X de BSA y 0.1 

mM de MIX en una atmósfera de ca; al 51., durante 2 hr. a 37°C en 

un bano con agitación 90 ciclos por min. 

Transcurrido el tiempo de incubación se colecta el medio de 

incubación y cuantificamos la secreción de hormona esteroide de 

cada población celular por medio del radioinmunoanAlisis (RIA>. 

El número de células fué contado con un hemor.itómetro y la 

viabilidad estimada por la prueba de exclusión del azul tripano. 

Estas células fueron clasificadas de acuerdo con su morfologla 

como¡
1
células con lipldos, células sin lipidas y avocitos. 

TECNICA HISTOQUIMICA 

Las poblaciones celulares obtenida& del gradiente fueron 

sometidas a la prueba citoquimica .6.s-3a-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa ( l\.5-3a-HSDH> adaptada para suspensión célul•r. 

(Payne, t 980). 

TECNICA DEL RADIOINMUNOANALISIS 

Curva est•ndar 

1.-Pipetear por duplicado 0.2 ml de muestr• titulada de 

testosterona o estradiol seg6n sea el caso a cada tubo de ensayo. 

Preparar el tubo control de cuentas totales, el de unión no 

especifica y la de unión en presencia de un estandar <UO). 
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2.-Pipetear por duplicado 0.2 •l de las .uestras proble.a. 

3.-ANadir 0.1 mi del esteroide tritiado a todos los tubos 

<aproximadamente 4000 cuentas por minuto> 

4.-AMadir 0.2 •l de antisuero antiesteroide <testosterona o 

estradiol) a todos los tubos excepto al tubo de cuentas totales y 

al de la unión no especifica (UfE'.) a estos 6l~i•os aMadir 0.2 ml 

de Buffer RIA. 

5.-Agitar rápidamente y tapar. 

6.-Llevarlos al baflo maria a 37°C por un hora. 

7.-Incubarlos otra hora en el cuarto fria a 4°C, y se les agrega 

a todas los tubos C.-enos a los de las cuentas totales> 500 ml de 

carbón activado que se prepara al momento de usarse y 

en suspensión con agitación. 

mantener 

8.-0iez minutos después del 6lti•o tubo que se le puso carbón 

centrifugar a 1500 x g por 15 min. 

9.-Vertir el sobrenadante en viales y agregarles 6.4 ml de 

liquido de centelleo, tapar y agitar 30 segundos en vortex. 

10.-Litapiar los viales con alcohol y colocarlos en el contador 

de centelleo <Packard 32-55> para ser leidos durante 4 minutos 

cada uno. 
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CURVAS DE COEFICIENTE DE VARIACION INTRAENSAYD E INTERENSAYD 

Se utilizaron las curvas estandar de 4 radioinmunoanAlisis 

para estimar los coeficientes de variación; la fioura No. 

representa la curva estandar de los radioinmunoanAlisis donde se 

muestra el porcentaje de unión con respecto a la cantidad de 

testosterona, eKpresada en pic09raMos por tubo Cpg/tubo), 

detectándose la sensibilidad del mismo. 

El radioimmunoanálisis presenta un coeficiente de variación 

interensayo de 12.9X y un coeficiente de intraensayo de 4.bX 

La figura,No .. 2 representa la curva estandar de estradiol y su 

coeficiente de variación es de 11 .. 0:SX, y el coeficiente de 

variación intraensayoes de 4.94 por lo que se consideran ~odelos 

confiables y reproducibles. 

El coeficiente de variación se obtiene de la desviación 

estandar dividida por la ~ia y multiplicada por 100. 

C.V.= SD/X por 100 
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REACTIVOS 

l.- Buffer RIA 

Es una solución amortiguadora de fosfatos 0.15 M que contiene 

cloruro de sodio, azida de sodio, albúmina, fosfato monobAsica y 

dib:tsico. 

2.- Carbón activado dextran 

0,5X peso/volumen Norit A, Carbón 

peso/volumen de:<tran T-70 en buffer RIA. 

3.-Liquido de centelleo 

activado y 0.57. 

Pesar 4 gr'. de PPO (2,S difenil oxazole>, 200 mg. de dimetil-

POPO 

<1,4,bis t4-.etil-S-fenil-2-oxazolyl benceno>, 667 ml de tolueno 

y 333 ml de triton. 

4.-Curva de titulación de.estradiol 

Preparar una solución estandar de estradiol de la siguiente 

manera, pesar 10 •g de 178-estradiol y disolverla en etanol 

absoluto (100 ml) quedándonos una concentración 0.1 rag/ml en 

alcohol. De aqul to•a1MJs o.t ml y ~forant0s a 100 ml con buffer 

RIA dandonos una concentración 100 ng/ml en buffer RIA. Tomamos 

100 microlitros y hacemos diluciones dobles con buffer RIA para 

obtener las siguientes concentraciónes¡ 

400 pg/•l 

200 pg/ml 

100 pgt .. 1 

50 pg/ml 

2S pg/IOl 
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12.5 pg/ml 

5.-Curva de titulación de testosterona 

Se prepara de la misma forma que la de estradiol. 

6.-Especificidad del radioinmunoanAlisis 

El anticuerpo antitestosterona utilizado posse una gran 

especificidad pará la testosterona, como se observa en la tabla 

de reactividad cruzada. 

Porcentajes de reacción cruzada: 

ESTEROi DE 

Testosterona 
5a-dehidrotestosterona 
~o-androstenediona-3a,17B-diol 
5-androstene-3B 1 17fl-diol 
Androstenediona 
5a-androstan@-3, 17-dione 
5a-androstane-3, 17-dione 
Androsterona 
Progesterona 
Es trona 
Estriol 

30 

PORCENTAJE 

100% 
18.51' 
3% 
1% 
0.5% 
0.181' 
0.13'X 
0.091' 
O.Ob'X 

< O.Ol'X 
< O.Ol'X 



El anticuerpo anti-estradiol tiene una alta especificidad 

como se observa en la siguiente tabla de reactividad cruzada. 

Porcentajes de reacción cruzada: 

ESTEROIDE 

1711-estradiol 
Estriol 
17a-estradiol 
Es trona 
Pregnenolona 
Progesterona 
Testosterona 

PORCENTAJES 

IOOY. 
2.46% 
1.32Y. 
l. 3Y. 
O.OIY. 

< 0.01·1. 
< O.OIY. 

8.-Testosterona y estradiol radioactiva. 

5~ uso testosterona 1,2,6,7-3 H <N> 98.8 Ci/mM <New England, 

Boston, Mass, U.S.A.). 

El estradiol radioactivo es; estradiol 2,4,~,7-3H <Amersham, 

Londres>, 92 Ci/mM. 
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RESULTADOS 

En los ovarios de pollo que fueron disociados utilizando la 

solución de colagenasa C1.4 mg/ml) observamos que la máxima 

secreción de testosterona es a los 60 min con 0.2 ng/106 células 

en tanto que la de estrad1ol es de 0.5 ng/1~6 células y se 

obtuvo a los 75 min en condiciones basales. 

a­•-

Fig. 3 Secrecion de 17a-estradiol y testosterona en condiciones 

basales y de estimulo con hCG (1.0 Ul/ml) de las poblaciones 

celulares obtenidas a diferentes tiempos de tratamientos con 

tripsina (izq> y con colagenasa (derecha> 
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Cuando e~tas poblaciones son estimuladas con hCG la mayor 

producción de testosterona (0.39 ng/106 células) es a los 60 min, 

en tanto que la de estradiol a los 75 min. con 0.71 ng/106 

células Fig No. 3 

En esta misma gráfica se muestra la secreción de estradiol 

cuando se utiliza tripsina en la disociación de los ovarios. 

Observamos que la máxima produccion de 17a-estradiol es a los 30 

min. con 0.4q ng/106 células mientras que a los 20 min. se tiene 

la de testosterona (0.095 ng/106 células). Cuando estas células 

son tratadas con hCG hay una respuesta máxima tanto de 17B-

estradiol como¡ de testosterona en estos mismos tiempos. En todos 

los resultados que se informan mas adelante se utilizó la 

disociación con tripsina debido a la mejor producción de las 

células esteroidogénicas. 

En el estudio morfológico de las células del ovario obtenidas 

de la disociación enzimáti~a con tripsina fueron clasificadas en 

tres tipos a) ovocitos, con un diámetro de 30 micras o más, b) 

células con gotas de ltpidos en el citoplasma y con un diámetro 

próximo a 20 micras y e) células sin inclusiones de ltpidos y con 

un diámetro similar a las de b). La proporción de los tres tipos 

celulares cambia en las fracciones obtenidas luego de las 

incubaciones con tripsina a los 10, 20 y 30 min. <tabla I>. 
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Tabla l Porcentaje de tipos celulares en fracciones obtenidas 

a diferentes tiempos de incubación con tripsina. 

células células 
tiempo c:on lipidos sin lipidos ovoci tos 

Fl 10 min. l. 21 77.4 21.3 
FII 20 min. 8.17. Bb.S S.24 
FIII 30 min. 14.2 83.0 2.bB 

El mayor porcentaje de ovocitos se obtiene en la fracción de 

10 minutos, mientras que se reduce al 2.7X en la fracción de 30 

minutos. Un fenómeno inverso ocurre con las células c:on 

inclusiones lipidicas que presentan un mayor porcentaje a los 30 

minutos. Observaciones histológicas confirman que durante la 

incubación con tripsina, la corteza del ovario se disgrega en los 

primeros minutos, estando prácticamente disociada en su totalidad 

luego de los 20 minutos de incubación. El estudio de la secreción 

de las células ovAricas que fueron obtenidas durante la 

incubación con tripsina muestran que los niveles mAs altos de 

estradiol se obtienen en la fracción de 30 minutos <Fig No 3). 

En la curva de dosis respuesta con hCG de las células ovAricas 

disociadas con tripsina a los 30 min. grafícamos los promedios de 

dos el<perimentos y sus respectivas desviaciones estándar 

obteniendo que la DE50 para 170-estradiol es 0.3 Ul/ml, mientras 

que para testosterona es de O.bO Ul/ml. (fig. 4 y 5) 
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Fig.4 y 5 Curva de dosis-respuesta a HCG cuantificando 178-

estradiol <izquierda) y testosterona <derecha> en células 

ováricas disociadas con tripsina C30·min> 



Las celulas obtenidas los 30 min. de tr1ps1na al se~ 

separadas en función de su densidad en un gradiente continuó de 

metrizam1na <O a 30~0 muestr"an una distribución de poblaciones 

celulares en bandd como se representa en la figura No. b 

·-.:; 

......... 

Fig.á Distribución de las células ováricas obtenidas a los 30 

min. con tripsina, separadas en función de su densidad.(Gr•diente 

de Metrizamida) 



La morfología de las células obtenidas del gradiente de 

densidad muestran que la segunda banda contiene sólo células can 

gotas de lipidos en su citoplasma, características que nos 

sugieren que son células esteroidogénicas. Esta segunda banda 

celular esta formada por el 1007. de células con gotas lipídicas 

tFig No 7>. 

% 100 

0 COllllLl~IOOI 

• 11.,LIPIOOI 

El l[IUlllt.f.LU 

"tACCIC* 

Fig. 7 Porcentajes de diferentes tipos celulares obtenidos de 

las diferentesfracciones de densidad de las células ováricas de 

las 30 min. 

La sexta banda celular, presenta un 827. de células sin lipidas, 

un 47. de células con lipidas y 27. de ovocitos. Estos ovocitos 'se 

concentran en la banda IV. En las bandas restantes se obtienen 

valores intermedios en tipos célulares. 
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El porcentaje de células que son positivas para la 3B-HSD en 

cada una de las poblaciones.celulares del gradiente muestran que 

las células positivas se ubican en la células de baja densidad, 

presentando la misma distribución que la observada con las 

células con gotas de 11pidos en su citoplasma. fig. No. 8 

5 6 Froc00n 

Fig.B Porcentaje de células con reación positiva a la 30HSD en 

las fracciones de células ováricas obtenidas del gradiente de 

densidad. Se muestran los valores obtenidos con dos tiempos de 

incubación. ~ 1 hr. O 2 hr. 
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Cuando se anali~a la secreción hormomal de las distintas 

bandas célulares se observa que la mAxima producción de 

testosterona se localiza en la segunda banda celular con 3.8 

ng/106 células, mientras que la mayor producción de estradiol es 

de 2.84 ng/106 células y se encuentra en la sexta banda celular 

que tiene una mayor densidad fig No. 9 

4 

2 

O TH!Otlerono 

a E1 

Fracción 

Fig. q Secreción de 17a-estradiol y testosterona por las 

fracciones celulares ov~ricas obtenidas por el gradiente de 

densidad. 
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DISCUSION 

L.os ovarios de pallo recién nacidos fueron di saciados 

utilizando dos tratamientos enzimáticos conocidos, el de la 

tripsina y el de la colagenasa. 

La tripsina es una enzima proteolítica que rompe en 9rupo 

carboxilo de la arginina o de la lisina, mientras que la 

cola9enasa es m~s especifica rompe los enlaces pept1dic:os 

localízados en las regiones helicoidales características del 

colágeno <Eoyer et al 1957; Strayer 1981 > ~ 

Al hacer la, prueba de exclusión de azul tripano de las células 

obtenidas con tripsina y colagenasa obtenemos una buena 

viabilidad (qO'l. de células vivas) con ambas. En los dos casos 

cuando se le agrega al medio de cultivo hCG, se incrementa la 

secresión de 17a-estradiol y testosterona con lo que se comprueba 

la obtención de células fu~cionales. 

Cuando se us~ colagenasa en la disociación del ovario, tarda 

mayor tiempo el tejido en disgregarse y la secreción "in vitro" 

de 170-estradiol y testosterona es menor en comparación con las 

resultados que se tienen con tripsina. Es dificil de explicar 

a que se debe la diferencia de secreción de las células tratadas 

con colagenasa y tripsina. 

Al hacer el tratamiento con tripsinat recogiendo 1raccianes de 

ce7.lulas a diferentes tiempos, el ~ayor porcentaje de ovocitos lo 

tenemos a los 10 min. mientras que a los 30 min. obtenemos el 

menor porcentaje, ocurre lo inverso con las células con 

inclusion~s lipldicas. De estos resultados y de las 
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observaciones histológicas podemos proponer que en los primeros 

min. de actividad enzimática, la corteza ovárica se dis9re9a 

casi por completo y a los 30 min. obtenemos una fracción 

enriquecida de células de la médula ovárica. Esto nos permite 

tener la información de la distribución regional de las células 

esteroidogénicas. 

Al medir la secreción de 170-estradial y testosterona por 

radioinmunoanálisis observamos que las células de los 10 min. de 

incubación can tripsina no tienen una producción detectable, 

tanto que las de 30 min. son las de mayor secreción. Estos 

resultadas in~ican que la máxima actividad esreroidogénica estará 

en la médula y concuerda con estudios hechos por otros 

investigadores <Narbartz y Adler 1966; Jordanov et al. 1978¡ 

González del Pliego 1985>, que describen las células 

esteroido9énicas tlpicas con mitocondrias de crestas tubulares, 

gotas lipldicas y retlcul~ endoplásmico liso localizadas en la 

médula del ovario de embrión de pollo. 

Es interesante senalar que durante la liberación de las 

células por el tratamiento enzimático la •áxima secreción de 

testosterona se obtiene can las células aisladas después de 20 

min de incubación con tripsina mientras que la •AKi$a de t7a­

estradiol se obtiene en las células obtenidas luego de los 30 

min. 

Este hecho sugiere que podrian ser diferentes poblaciones de 

células las que secretan testosterona y las que producen 17B­

estradiol. 
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En la curva de dosis respuesta a hCG de las células ováricas 

disociadas con tripsina, tenemos que la DE50 de esta 

gonadotropina que estimula la secreción de estradiol es menor que 

la necesaria para testosterona. Esto puede interpretarse como que 

existen dos poblaciones celulares que tienen distinta 

sensibilidad a la gonadotropina coriónica, sin embargo no se 

puede descartar que debido a la biotransformación de testosterona 

en 17a-estradiol, la curva de respuesta de esta última se 

desplace a la izquierda, registrándose una DEso menor. 

Cuando las células ováricas de los 30 min. son separadas en 

función de su densidad en el gradiente de metrizamida, tenemos 

que la ~racción de menor densidad (II> contiene sólo células con 

gotas de liptdos. Esto, sumado a que al cuantificar el 

porcentaje de las células con reacción positiva a la 38-HSD en 

las fracciones obtenidas del gradiente tene~os que el mayor valor 

de células positivas se ubica en las bandas de baja densidad, 

puede tomarse como evidencia de que en la fracción II se esta 

recogiendo una población pura de células esteroidogénicas 

tiplcas. Al medir la secreción de estas frac iones por 

radioinmumoanalisis, tene•os que la fracción II es la que secreta 

mayor cantidad de testosterona sin que sea cuantificable la 

secreción de t7a-estradiol en la •isma. 

Por otra parte, la secreción de 17B-estradiol la obtenemos 

fundamental.ente en las fracciones de •ayor densidad <V y VI>, en 

esta fracciones la producción de testosterona esta dis•inuida 

ca.parada con la de la fracción 11. Estos resultados sugieren 

fuertetaente que son dos poblaciones celulares diferentes las que 

participan en la secreción de andrógenos y estrógenos y que las 
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mismas se ubican en la médula del ovario del pollo recién nacidb. 
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CONCLUSIONES 

En la disociación emzimdt1ca del ovario se observa una meJor 

disgregación en menor tiempo con tripsina que con colagenasa y 

una mejor actividad esteroidogénica tanto en la secreción de 17 

B-estradiol como de testosterona. 

En las poblaciones de células que secretan las hormonas 

esteroides tratadas con hCG, se observa que hay una mayor 

producción de 170-estradiol y de testosterona, lo que confirma 

que las célul~s ováricas obtenidas par el método de disociación 

enzimática son funcionales. 

La, secreción de 17U-estradiol y testosterona del ovario de 

pollo recién nacido esta dada por poblaciones celulares que se 

encuentran en la región mé~ular. 

La secreción de testosterona se observa en células de baja 

densidad que contienen vacuolas lipidicas y caracteristicas 

histoquimicas de células esteroidogénicas tipicas. 

Las células que producen 17a-estradiol tienen una mayor 

densidad y probablemente no tienen las caracteristicas 

citológicas de células esteroidogénicas. 

En la secreción de andrógenos y estrógenos en el ovario de 

pollo recién nacido participan dos poblaciones celulares 

distintas que pueden ser separadas en base a su densidad. 
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