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INNTRODUCC IOR

El Ovario es capaz de sintetizar varios tipos de hormonas

estarcides, a las que podewas agrupar en estrogenas,

Y Aandrogenos.

progestagencs

Estas hormonas tienen un profundo efecto sobre el

desarrollo gonadal, la gestac:idn y la conducta (Gilbert, 19715 .
Adaais, @l ovario participa en otros tipos de secreciones talew
comot a) i1nhaibina, B! Sustancias Que intervaienen on @l control de
la "nel1o0%1s Yy €©) otras sustancias intraovaricas que localmente

puedren controlar el Crecimiento ¥ la diferenciacicon folicular.

€1 ovario adulto presenta varios tipos de calulas

secretoras de esteroides, celulas de la granulosa, tecales,

luteinicas - intersticiales. Toaas ellas posean las enziImas

Necesarias para la sintesi1s de progestarona y androgencos sientras

Que las celulas granulosas, ti1enen 1

capacidad de producir

progesterona y aromatizar androgencos (Richards, 1987).

Las caracteristicas ultraestructurales comunas e las

células extercidog@nicas SONMN: M1 tocondrias con Ccrectac tubulares,

reticulo endoplasmico liwo (REL) bDien desarrollado Y cantidad

variable de 1nclusicnesw. lipidicas (Dani, 1971 a,b,c), abe
;sencionar que las celulas granulosas adquieren ectas
caractoristicas cuando 1 foliculo se luteinita, después de la

ovulacion o en ocasiones durante la atresia folicular ( Erickson y

Hesueh,19783) .

PRODUCCION DE HORMONAS ESTEROIDES POR EL OVARIO DE LAS AVES

Las aves producen las tres principales clases de norsonas

sexuales conocidas (eEstrogenos, androgenos y progesterona), aunque



tambien son una

@n sstado eabrionario las glandulas suprarrenale:

fuente importante de esas horeonas esteroides (Tanabe et al,

1979 . El ovario es ©]1 mayor productor de las sismas en estadag

adulto ¥ aparentemente las celulas responsables de la

esteroidogénes:s son las celulas intersticiales, las tecales y las

Qranulosas del foliculo ovaricc (Gilbert, 1979). E1l @vario cler

gallinas adultas, esta cospuesto por foliculos de diferente

tamaRo, s1endo los mas pequesos de color blanco, con un diametro

entre 2 y 5 om- A partir de 1o 6 mm el crecimiento es muy ripido,

su color - torna amarillento y se clasifaican (=% ) foliculos

preovulatorios Fé6 a4 F1 en orden creciente de tamaso. En las aves

ne presenta la liberacaion de un foliculo cada 5 h Y la

denominacion Fl a F6 esta en relaci10n con el tliempo Gue Talta para

la ovulaciton de dicho foliculo, por ejemplo al Fé& 1o faltan & dias

para la oOvulacidn, mientras que @l F1 c¢s ¢l foliculo de mayor

tamafo, que solamente permanecsra en €1 ovario 183 h antes de sar

ovulado (Furr et al, 1973 Wi lson ¥ Sharp 1973t Sanior b4

Cunningham 19744 Langue et al, 1975; Johnson y Van Tienhowven 1980).

E2 foliculo de las aves represanta un sisteoa ralativamenta

sSimple de esteroidogénesis aen o] cual las THxlulaw Granulosas

parecen ser las productores Ce Progeaterona y las tecales la

fuente de androgenos y ostrogenos (Huang y Nalvandov, 1979).

La maduracién de las celulas granulosas we Caracter:za por un

incremento en la respuesta a la estimulacion poe LH  y el

consigulente aumento ©n la produccion do  progesterona, mientras

Qque la maduraci:16n de las célulasn tecales se caracteriza por wun
decresento en ia sensibilidad a la estimulac:idn por L+ Y una



reduccion Se 1a cCapacidad para convertir sSustratos - 178~
estradiol (Hamamond =t al, 1981). Exste fTentomeno mantiene una clara
relacion con el grado de maduracion folicular, asf puocs - sabs
qQuew las células tecales del folliculo 3 (F3) son mas sensibles a
la estismulacion por LH y muestran mayor Capacidad para metabolizar
tastosterona a estrogencs, cComparadas con las colulas tecalews de
F1l (Marrone et al, 1983).

Law celulas granulosas pueden sar estimuladas por otras
hormonas como la FSH. Exi1sten evidesncias de que acte atTeacto
sstimulatorica tiene relacicon con los Nniveles de AMPC ¥y Quea =muto
depesnde a U ver de una focforilacidn cCatalirada por proteino-

Anas dependientes de 35,5 AMPC (Wells et al, 19835). Sin smbargo
- 40

Qu
las cantidadess Necesarias Ppara dicha estimsulaci1on son e
e 4 2 3 mayorea Que la canticad necesaria de LH, 1nNCluso se plensa
Qquw ezta respuesta Ppudiera ser CONnsSecuencia de una contaminacion

de la FEM por LH (Wells et al, 1985).

Exista también relacitn entre el proce®xo de maaduracion
folicular y @1 grado de sstimulaci1on por FSH an el tedido tecal,
-l nGmar-o de

me ha comprobado un decresesnto considerable 0

receptores &4 FSH en los foliculos mayores F1 y F2 (Etches y Cheng,

1981) .

Aungue NoO Se Tforma un cuerpo latec e el avario de las BVES,
- conocida la capacidad esteroidogenica dal folicwulao
postovulatorio, NO sS® sabe la i1mportancia funcional del aissc ya
Qum ®sSta estructura %e santiene Por pocas horas (Shahabi et al,

197535 Armatrong wt al, 1977; Dick et al, 19785 Huang ¥ Nalvandov,

1979 Hammond et al, 19803 Tojo et al, 1982).



MORFOGENESIS DEL. OVARIO EN LLAS AVES

En las aves oS c

acteristico el wstableciaiento de una

asisaetria gonadal en las hembras (Gilbert, 1979) con un

desarrollo unilateral del ovaric y del oviducto.

El ovar:io derecho crece lentamente desde ol octavo dia hasta

®]1 decimo dia ce desarrcllo embrionario, posteriormente sufre una

regresi1on hasta Qque presocnta UnN aspecto rudisentario on ol dia 15

¥ dejia de e funcional - -l Nacimiento (Brode, 1928) .

En cuanto al origen del Ovario existen difsrentes haipotesis,

AlQUNOE Autorws han POstulado Que &l Dlastema ocesonNdfrico Presente

-n el estado de 20 a 27 somitas, ¥ gque no participa [ 23] la
formaci®on de los tabulos Yy corpasculos renales, proporciona
celulas Ppara la foreacion de la cortera suprarrenal y la oadula

avarica. Sa Na propuesto Que @] establecimiento de una wONnada

itnditerenciada -s el resultado ce un proceso Que involucra un

doble desplazamiento de colulas en direcciones opusstas, las

cCelulas esdulares provienen del blastema mesonNé@frico y» las células

corti:cales = ori1ginan del epitelio celoaico tWitschi, 19563 .

Otros autores 1nterpretan la formacion gonadal como resultado de

dos proliferaciones consecutivas del epitelio celomico, la prisera

originaria 1a medula y la ssgunda la corterxa ovarica (Wi1llier,

1939; Beno:it, 19505 Gallien, 1973).

A los 3.3 diaw de 1ncubacion, en embriones de pollo, algunas

calulas germinales primordiales han alcanzado wl epitelic genital,

a1 cual o facilmente distinQuible del resto del epitelio

Cmlomico, debida a Qque e=ta constituido [=1-Tad 2 o = capas

Cwlulares. Hacia la region dorsal un acasulo de células -



distribuys itrreQularsente ¥ se rodea por ceélulas SeseNqQUisatORaAN
bajas. Enta rona Qanital ostad cCclaraments Aainlada por Vvasos
sanguinects vy célulan mesengquimatosas bajas del Ares smesondfrica en

la cual algunas netcdnas

(corpusculos ¥y tabulos renales) comisnzan
- organiIarse. El mpitelic genital esta cubierto por una lamina
basal biean desarcollada, la cual ex frecusnisesnta interruspoida

desorganizada. lam celulams

¥
Tanto SOMATICAS COMO las células
Qerwinales pricordiales s@ pusden OURWrVAr gaRaAndo &
- entructura,

traves de
los acamulos de celulan localizadox e
asupearfticie interna del epiltelic gealtal mno son rodsados
basal

la
lAmina

par  una
continua ¥y fTrecusntesecnte las Celulas se - e
traves de la lamina,

a
Y seweian pusites etre ol epgitelio genital 1%
low grupos de calulas i1nternas.
Para -l cuarto dia de tncubacidn, el anillo Qi tal -nta
haciendo una pProtruni1on detiniga de ia cavidad cesltOmica, -l
epitelioco superfticial ssta

constiturdo por 3 o 4 ceapas celulares y
- continGa -ty algunow puntos con law celulan opiteliales
internas. AmDOE Qrupos celulares estéin ahora rodesdos por ana
lamina bDasal cONtinua, Bin ewbarQO #0Ta NO & PreseNnta hacia ia
parte ®masx interna del teji1do epitwlial en

de

crecimiento, i Que
permite -l contacto e*utan calulas aplteliales con law
sSenanQuUisatoBsan, esto rUQiere Qua -l twiido apitelial wnth
creciendo por proliferacion de las cklulas de

origen wpitelial v
POC incorporacidon de las celulas sasecquisstosas laocCalizadas &0 la

wvecindad del epitelico genital.

Lax chlulas que e veaian

arganizanda
wplteliales

coan cardones
internos ahorca conktituyen los cordonews asedulares, no
-— pusden distinguir cle lan el epitwlio superticial -y

wtapas
s



-uy teapranas, las fiQuras aitoticas SON Ccomunes tanto en -l
Ente

*epitelio en cCrecimiento cOMO ®n las clulas sesenqulimatosas.
PALrON 1Nicial da desarrollo es dependiente de las caracteristicas

sexuales, en los machos el epitelic superficial cesa de proliterar

y la mayoria de las celulas Qerminales aigran hacia la parte

interna de los cordones epiteliales, los cCuales e liberaron
del tejido en formaciOn y contindGan creciendo Y ditferenciandose

(Stahl y Carlon 1973 Narbaitzr 1971§ Scheib 19703 Merchant—{_Larios

19783 .
En  las hewbras el epi1telio superficial de la gonada derecha,

el cusl parece ser similar al de la gonada izquierda durante

estados tempranos, pierde mu arreglo cabico y forma una delgada
capa de celulas aplanadas, separadas por los cordones epitelialex
internros. La QONada 1rquierda sufre un Crecim:iento tanto -n «l

epitelio finteecno como en wl externo, asi Ccoec un auasnto -n ia

vascularizaczion ® tncremento en el tejido del estroaa (Merchant-—

Larios 1978).
La participacidn de las hormonas sexuales en la sorfogédnesis

tomprana Y la diferenciacion gonadal, asi como de los organos

accoesoriow del aparato reproductor, ha sido revisada POr wolft

C(1968) y Jomt (1970) entre otros. La sintesis de horsonas sexuales

enta intimamente relactonada a las colulas intersticiales

¥, iNntegradas en @) tejido intersticial Qonadal

(exteroidogenic
(Had jioloff, 1969).

La presencia y origen de estas celulas en wwntado eabrionar:o
ha wido estudiada desde principio de s1Q9lo (Nonidez 1922¢ Fall

1924)> . Beanoi t (1926) y Brode (1928), comparten la idea de que



ostas celulas me cderivan de cordones sedulares o lacunares, qus
®BON Fresultado oe une proliferacion inicial del epitelio germinal y
lo tanto tisnen arigen wpitelial. Stahl y Carlon (1973 las

por
coMmO provenientes de cOordonss sedulares

identirican

aovaricos de

APAric1IOoN en el desarrollo sa repaorta

(19663 rwportan
(1973>

origen arzenquimatoso. Su

deude ®l dia & hamta @l dia 12, Narbalitz ¥ Adler
-y presencia o0 ol
Yy AlgQUNOS DroOOoNen U PresencClia sntre

seaxtao dia de desarrollo, Budras y Preunrs

el dia 9 » 10,

-n =1 dia 8,
cuanda e llwva a cabo una tranxformeacion lacunar en la wmedula
sncontrandosse wstas colulas entre las lagunas o

(1960) las reporta

integradas

ovartca
de laz missas, Romanaff -
esbargo actualesnte aun Nno e pPuede

las colulan

-n lam pParecdes
mtapas POoEtembrionarias. 8Bin
atirsar - forma cdefinitiva, cuando aparecen

esteroildogédnicas ¥y se desarrollan en ambos sexos,
Queé estructuras participan -n -

=i mon oleesctos

epiteltales O aslenquUiImaAtoROR,
Smsarrollo y tasmpoco cudl es la Tisiologia de Su Secrecion.
ESTEROIDOGENESIS EN LA ETAPA EMBRIONARIA

1NiCia un proceso de atrofia en

El ovarico derecho de las aves

i1ncubaci16n hasta que de

de ser funcional en -l

@l noveno dia de
mientras gque

1zquierdo  continua -

funcCional. Se supons Que

-n etapas

nacimiento, wl avario

giferenciacion hasta constituilr un ovario

®] Oovario de las aves tiens una fTuncidtn sstecolidogeénica
1978; Tanade -t al,

rd de

Ow dexarrcllo (wWoods y Erton

-y tempranas
datos cuanttficables

1983, y e
1ncubacion (Weni1gQer
a,n - Se Babe adeais Que los
aumenta durante

tienen desde L 23 dia
1971t Gallil y Hasserwan 1973; Buichard et al,
Niveles Plasmaticos de

1973

onteroides

ARl CO®MO SU BBCreciOon -l desarrollo

1977; woods y Brarzal, 1981) y que su

amsbrionaric (8uichard wt al,



respuws

al - exstimulados [-1-1 NOormonas Qonadotropicas
aprecia

entre los 8 y 18 dias de i1incubacion
et al,

e
cClaramente

(Woods Y
Erton 19783 SGuichard 19793 Teng =t al, 1982), Por sedio )
cultivo de OrQANOE W COMNOCE Que a los 135 dias S dewarrcollo,
AAHOR OVArIOs AON Capaces O8 Secrwtar horsonas ssterclides, =0
respussta a un estisulo con HCE (Teng ¥ Teng, 1977 a,bd) aunque la
capacidad dm respussta del OVArio derecho ¢ Benor Que 1a del
izQuierdo.

Por los antecedentss antes asncionados e claro gus
ovaric de las aves

-l
Proporci1ona un excelante wsodelo para wstudiar
l1a diferenciracion de lam células esteracidogénicas y la respues ta
Ce las missas & las NOreonas coeco LH 0 FEH en diferentes etapas de
desarrollo.

ESTEROIDOGENES IS N EL. OVARIO DE AVES ADK.TAS ¥ SU CONTROL POR
GONADO TROP INAS

€1 desarrollo de tecnicas para ia ob tenc ion e
preparaciones puras de celulas ggranulosas de foliculos
ovulatorios

(Gilbert et al,
al, 1977), nha

pre—
1977 y post-ovulatorios (Armestrong et
tacilitado a&l conocimiento de la funcion de westas
celulas. Se ha deecestrado que la produccion de pProgesterona
las

poe
celulas granulosas de

los foliculos precvulatorios (F1), -
incressata nRotablersente al sor wstinuladas por LH en cultivo dea
tejidos (HameaoNnd =t al,

19783 Huang y Nalvandov, 1979; Hells et
al, 19803 Scanes y Fagioli, 1980). Los experisentos 10 vifrg con
las celulas granulosas swparadas del tel1d0 tecal, comprusbhan Que
existe wuna respussta a las horeonas LM y FSH - todas los
foliculos precvulatorios

aun en los eass paguerRown (FS y Fé&), por lo



granulosas de faoliculos

(Hamanoad ot al, 19681 .
la LtH de aves

deduce Que incluso las celulas

segregar progestesrona

Que ==
Senos Aaduros pueden
diferencias en la capacidad de estimulo do
(ovina) (Hammond et al, 1981,
ampos tipos se logra
de

Eximten
con respecto a la LH de samiteros

Robinson -t al, 1988) 10 embargo con

pProduccion de progesterona
(F1 a F3) de aves.

estimzlar la N celulas granulowsas

los foliculos precovulatarios
Las colulas tecales han sido aisladas par métodos enrzimaticos
Y mecinicos y su capacidad, -n cuanto - la proguccion de
estrogencos e refisre, ha si1do coaprotada por NUSerosos Aautores
(Huang y Nalvandov, 1979; Marrone y Hertelendy, 1983 a,b). Cabe
mancionar Que exister diferencias -y 1= SeCrecon QN -l
foliculo precvulatorio de que se trate, pues las celulas de F2 b'd

F3 producen cantidades considerables de cstrogenos,
post—ovulatorios

mrmntras  que

las células dw Fi y de foliculos no segQrwgan

(Huang ¥y MalSandov,
calulas tecales de

Al agregar progQesterana a un

lom fol iculos

eostrogancos 1979) .

asdio de incubacion con

F3 se& produce testosterona, y al thncubar

F2 vy

precovulatorios
e

poblacionas sixtas de células tecales y celulaws granulosas.,
o0 la produccion de Progesterona ¥ an

obuerva an decreasento
(Huang y Nalvandov,

producc 1 On de testosterona

ausento -y la
lom autores que

1979) . En wwta evidencia se apoyan

teoria bi-celular, pa tratar de explicar la sintes.is de
graniulosas »oOy

pPomtulan una

horeaonas

wEteroides en las aves, Proponen qQue las celulas

las qQuUe =e encargan de la producclidn de progesterona vy las celulas
las que producen estrogenos y androgenos.

con un disaetro sntre 2 y 3
(Seni1or

tecales
Los foliculos paquedosx
-, parecen tener una alta concentracion de 17-8 sstradiol

(blancows),



4 Fure, 1975), aunque las celulas granulosas dea eEtos foliculos
peqQquenos carecen de actividad de Sﬂ—hxdr‘oxi—'st.mid-—-
deshidrogenasa S—i1somaerasa (38—HSD) (Davison et al., 1979, [=1-To}
1o Que es Ppoco probable que las celulas granulosas produzcan -
foraa AutONOMma hOoreonas esteroides y probablesente requieran de
atro tipo Camliular como fusnte de Precursores. Evidentesente -
necesario investigar w#]l mecanisac Quae ftacilita la Produccion de
ANdrogenos Y ®5trogencs on eate t1po de foliculow. Es isportante
sefalar qQque los foliculo® pequedos producen el S6ZX de los
estrogenos del oOvario (AmstronQ. 19847 .

ta I8 —HSD we localiza wn las celulas granulosas b4 -n las
c®lulas tecCales de los foliculos precvulatorios de lam aves, min
esabargo 1. actividad de esta enziea =n las celulas tecales -
Puscle detectar entre las 8 y 30 sesanas -n foliculos Peque o=
(Davimon @t al, 1979). Emta @Ori1ma & asoCia generalasents con la
fraccion microsomal, por 10 Que S EUPONe Que en el teitdo tacal
probab lesente antew relacionada a reticulo endoplanmico rUQOSO
(Wells y Bilbert, 1984).

La actividad de la 3-HSD en hosoQenados de granulosa Y de
tejicgo tecal -n foliculos precovulatorios (F3 - F1y, L2
comp letamente ) ferente. Mientras Que &N la granulosa aAaumenta -
sadida Que wl foliculo crece, en 1 tejido tecal Lo d detecta la
mayor actividad en los foliculos de tamaro 1ntersedio (F3 ¥ F4)
(Armestrong, 1982, wsto coincide con una -ayor Produccion e
aAndrogenos en 1la teca ge los foliculos FS (Bahr et al, 1983

Marrone et al, 1985 a,b).

Existen ditferencias ademis, @0 la actividad de la 3I8—HSD -r

10



todos los foliculow,

=agarn @l tiewpa que ftalte para la Qavulacitn,
atc G L - Qque pusde habeer un ~itmo diuroo de actividaa
anzimbtica @t w1l foliculo =n desarrallao independisntesecte de
casbios cuantitativos ¥y cualitativos azxocirados con wl
folicular (Areatrong.

1an
creclraiento
1962y . Se ha sugerido Qua L1 2-1 % Cambi1Ow
punden ser intfciadaos por el pico preavulatoriao de LH, puwsto Qe
1a attividad de la SE8-HSD alcanza su nivel sdxima entee 12 vy 18
nocaw dwspuds de este pico. Por atra lado, ente Cashic parece
coinctdoir con &1l tiewoo en wl gque Etches y Cheng L1581) OO B v AN
wun Lt reesento -y @l acoplasiento de FSH par el twjrdo tecal.
Posiblewente tanto la (LR como la FSH, teagan un efecto sindrgico
aobre la actividad de la SA-HSD en las celulas sEsitwcoidogénicas de
low foliculos Precovulatorion, ya que oxisten diferencias on Ta
actividad de wsts enxima, &N Qvariox de Polliow dw 11 sseanas de
wdad preftratadoes con LR (Arestrong vy Walls, 1990) .



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

AunqQque No se COoNOCe el moaanto Preci1so en el que aparecen las

pPoblaciones celulares qus participan en la estercidogenesis en -l
ovarico de las aves, se t1enen datos Cuantitativos cde la swECrecion

dea 178 —estradiol b4 atos

rona desde «1 cia 7 de desarrol lo
mmbrionarico (seniger, 19717 Galli, 1973; Buichard, 1973 a,b) y ==
conoce Que esta rwcrecion Aumenta a medida que - llega al
facimiento (Buichard et al, 1977). Los reportes histologicos

nos
indican la presencia da celulas con caracteristicas
esteroidogQenicas - la méeciula Ovarica (Narbaitz y Adlar, 19663

Jordanov et al, 1978}, asl como de la enzima 3S8-HSD indispensable
®n la estersidogenesis (Narbaitz y Kolodny, 1964 Scheib =t al,

1967 Scheidb y Haffen, 1969). En la sadula del ovario de pollos
recien nacidox se sncuentra un 18X de calulas con caracteristicas
wetercol1dogénicas tipicas (Goanzalezr Moran et al, 1983) y como -
sabe Que el ovario de Pollo recien naci1do seQreQa 178—estradiol,
progesterocna y testosterona, t(Tanaba et al, 1979 surgen, de estas

®VIORKNClIAE Varios problemas Que tentativanente se pueden analirzar.

Es ieportante :1dentiticar las celulas que =on responmadbles de la
eRterol1dogesis @n @)l Ovaric Jde pollc recien nacido y conocer cual
- su localizacion en el ovaria, Y4 QuUe existe la posibilidad de

QuUe dOSE O mas poblaciones celulares partiClpen &0 la secrecion de

178-eatradiol, progestorona y testasterocna,

Tamdien - Necesar:o0 conocer -l eftecto que tienen las

horsonasx gonadotropicas LH y FSH sobre las celulas Que particaipan

,.
[N




o la esteroidoQénesis del ovario de pollo recién cacido.

En low foliculaos preovulatorios de gallinas adultaws - ha
comprobado que la sx_nt-si- de progesterona s& lleva a cabo por la
capa Qranulosa Yy Que el tejido tecal sSegreQa androstenediona,
tentosterona ¥ 178—wstradiol (Huang y Nalvandowv, 1979, por lo
tanto se pusde penwar Qque en la teca exista maw de una poblacion
celular ancargQada de la secrecion de androgenos y estrogenos. En

-ae caso swria interssante identificarlas b conocer la

distribucion de las missmas en el tejicdo tecal (teca 1Nnterna © teca

externa).

Se =abe que existen diferencias en cuanto a la secrecion de
progestercona, satrogenos y androgenos en los distintos

precvulatorios F&6 a F1,

foliculoms

22 NECeSaArio tenar en cusenta este fenoaend

para 1a identificacion e los tipos cwlulares Y -a posible

variacion en los diversos foliculos predvulatorios.
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OBJETIVOS

Separar las células que participan en la estercidogéenesis -n
®1 ovario de pollos recién nacidos.

Cuantificar las horeonas producidas por dichas células b4
evaluar -l efecto que producen las hormonas LH y FSH nob re una
poblacion celular OovArica aixta y en subpoblaciones purificadas
por un gradiente de densidad.

Identificar ¥ sep

ar las poblaciones celulares sncargadas de
regar 178—wstradiol ¥ textonterona en el tejido tecal dal
ovario adulto.

Cuantifticar law hormonas secretadas por dichas poblaciones
cwlulares v evaluar el efecto que producen lan QoNnadotropinas
OO re lac misaas células.

Describir los cambios Qque se pressntan -n los diferentes
foliculos preovulatorios, relacionando =su actividad fisiolagica

con las caracteristicas histologicas.

14



MO TERIAQL ES Y O METODOS

REACTIVOS UTILIZADOS

NMedio ainimo esancial de Eagle modificado por Dulbecco
S1BCO

Tripwsina (1:2350) G1BCOo

Inhibidor de tripsina (SIGMA)
AlbGaina s&rica bovina (BSA) (S1IGMAY
1-metil S—iscobutil xantina (MIX) (SIGMA)
Metrizamica (SIEMA)

Ganadotropina Coridonica Humana (hT6? (SIBMA)Y
FSH porcina (NIH—FSH~-P2)

(NATIONAL

INSTITUTE oF
METABGL IC AMD DIGESTIVE DISEASES)

ARTHRIT1S,

Tentosterona (SIGHMA)

17p—estradiol (SIGMA)
Bephadex LH-20 (Pharmactia Fine Cheamicals}
Anti—testosterona (Radicassay Inc.)
Anti—17B—ecstradiol (Ragioassay Inc.)
(L,2,6, 7-3H) Testotterona (94 Ci1/ommol) (Asershaa International)
178~(2,8,6,7,—H) estradiol (92 Ci/ewol) (Aecrshams Intercational )

OBTENCION DE CELULAS OVARICAS EN POLLOS RECIEN NACIDOS

Se uttlizaron pollos recien nacidos (Rhodae Island), obtenidos -n
plantas locales dae 1ncubacion, low que fusron sacrificados dentro
ae las prieeras 24 NOras postaricres a la eclosion. Se diseco el
Oovario 1zZquilerdo, = lavo dos veces N s0lucion salina balanceada

1S



a elisinar la sangre acusulada -n el

libre de ca2* y mg?*, o

tejido. Posteriormente, - hizo una digociacion -;acanico—

enzimatica con tripsina (2.5 eg/eal) en solucion salina balanceada

libre de caZ" y rg®”, a 3I7°C y agitacicn constante (9O

ciclos/min) durante 30 minutos. Se ohtuvieron I fracciones de

celulas liberadas a los 10, 20 y 30 minutos de rncubaci1on, las que

fusron lavadas con fnhibidor de tripsina 2.5 mg/ml) b4

pOomtarioreente fueron lavadas dos veces aas, con 2310 de Eagle

modtficado por Dulbecco (DMEF) adicionado con O.1% de albamina

=erica bovina (BSA). En otra serie de experisentos, ae disocid

cCompletamente @l te1ido por iNCubacion en tripsina y las celulas

ovaricas atsladas Yy lavadas con inhibidor -1 2 traipstina, fusron

Qradiente continuo de metrizamida de O a 30%
>

colocadas -n un

(Rickwood, ot al, 1973), me centrifugaron a 4,000 x g cdurante

despuas de 10 cual se ocbtuvieron & fracciones

10 ml1l de D con

minutos calulares

de O.4 ml, las Gque fueron lavadas 2 veces @n

O.1x dSe (BSA)Y, Para fTinalesente saabrarlas on el medro de

tncubacion. Se adetermind el Nadmero de células seabradas @0 un

hesocittmetro ¥ la viabilidad celular por la prumsba de esxclusion
del azul %Sripan (Tennant, 1964) .

Se tomaron alicuctas de las suspensiones caxlulires obtenidas

por gradientes de metrizamida O de las ceélulas Que se obtuvieron de

los ciferwntes tiewmpos de d1SOClatitm Con tripsina y sa 1ncCubaron

-n D + BSA (0.1X) + i1sobutil-mestitl-xantina (IBMX) 0.1 -y, a

T7°C @0 un bakc con agitacidn (90 ciclos/ei1n) y DajJo una atmostera

de PSX de aire y SZ COp, @1 tiwvepo dOe incubacion fue de 120

®mMINUtOR, W*XCEpto &N JOSs experimentos para establecer la cinetica.



En los Qrupos experisentales estimsul ados con hoceona
Qonadotropina corionica humana (HCG) y FSH, ®stas hormonas fTueron
disuwltas «n ®]l esdio de incubacion. Poster~iorasnte a la
incubacion se tomMardn muestras Para cuantificar la concCentracion

‘de 17f-wstradgiol y testosterona por sedio de radicinsuncandlisis.

ESTUDIDS DE W TRAESTRUCTURA
Para estudios Q= la ultrasstructura de las celulas ovaricas
oot;nxc-s - las distintas fracciones, las SULTDeNSIONES fueron
filacas - glutaralcehido al 2x - A2mOrtiQUACON de fostatos
CO. 150 a pH 7.4, seguida de una posfilacion Con tetroxido de
oseio (1X). Los CcOrtes Tinos fueron obtenidos =0 un ultrasicrotoso
Reichert vy contrastados con acetato de uranilo y citrato de plosoc
(Reynolds, 1963). Las observaclones =@ realirzaron en un ai1croscogio

wlectrinico XZeiss ENM9-SIT.

EXPERIMENTOS CON ANIMALES ADATOS
So realizaron otra sarie de experisentos s teido tecal de
Qallinas adultas Leghorn (Cepa Babcock B30O), de 48 a 52 semanas
e edad, a las qQuUe Ppreviamente se les controlo la ovipomsicidn, e
sacrificaron por dislocaci16n cervical, aproximadasente de & a B8
horas despues de la ovulacion. Se obtuvisron los foliculos
precovulatorios vy se Clasificaron de F1l a FS, en Crden decreciste
de tama&o y @l tejido tecal de cada UNO d® 1lOS ®LESOS, fue
separado completamsnte de la capa granulosa por &1 metodo demscrito
por 6ilbert et al (1971). La teca de cada undo da los foliculos
fue lavada tres veces en 3o0lucion malina libre de CaZ’y mMe2%, v
Se @limind adeads la gruesa capa de tejido conjunéxvo Que rodea al

tejicdo tecal. El tieapo apropiado para ob tener una BUSDEOIS 10N

17



cwlular cowpleta del tejido fue de 30 ailnutos an tripsina (0252,

pasteriormente ss elimi1nd el efecto snzimatico con dos lavados
DMEM con

de

inhibidor de tripsina. Se incubaron Aaproxisadasenta 0.5
x 10%ceiulac/mi1111tro. D cada 10l1iCulo es detereino por aedio de
radioinsunoanalisis 1la cantidac producida S 178~ewtradiol v
tawtosterona en condiciones bBasales y estimuladas con hCG (2 U 1
/ml). €1 tejido tecal de un foliculo pequefo (FS5), fue sOamtido a
una disociacion SeCANICO—WNI1I@MALICA CON tripwina al 0. 5%, -
20luci®n salina imcotomica libre de Ca2” vy 1MGZ* an dos periodos de
1S5S sinutos cada unNno y a las fraccilonas cotenidas s lewn danomind
Fis ¥ Fxo respectivamente, deespuaes de la AIROCLaACLION, as
fraccirones fueron lavadas 2 veces con inhibidor de tripsina 2.3
-y /el posteriorsenta

=% determind @l Nuseroc y la viabilidad
celular poc ®]l seatodo descrito anteriormesnte para las calulas
obtenidas de oOvarios de pollos recien

NRc1do%. Se
aAproximadamente

Aincubaron
0.5 x 10® celulas por mililitro en DHEM—IBMX ea
una armosfera de 95X aire ¥y SX CO en &£Qitacion constante 20
ciclon/min) a 37 © C. Se cuantifico la secrecion de (78-estraciol
¥y testosterona. Con 1a

intencion de purificar potlaciones
celulares eEtercldoqgenicas a4 partir defl te3ido tecal disociado, se
h1ZoO un gradiente de Metrizamicda (O a IOR)Y,
aubpoblaciones celulares,

S

e obtuvieron A4

a las Que we les detersind la capacidad
_-ESCr-ec1on e 178-estradiol v Cestos terona ol condiciones
basales y estisuladas con NCG, despums de dos horas de i1ncubaciOn,

ot las mismas coONdiciones arriba descritam.



PORCENTAJES DE REACCION CRUZADA PARA LOS ANT ICUERPDS UTILIZADOS
(ANT I-TESTOSTERONA Y ANTI—-178~-ESTRADIOL)

ESTEROIDE PORCENTAJE
Testosterona 100%
Sa—dehidrotestosterona 18.5%
Sa-androstenediona—-3a—173-diol 3z
S—androstens—38, 178-diol 1z
Angrostenediona OC.S5%
Sa-androstane—2I, 17-dione 0. 18%
S8-—androstane—-2I,17-dione 0.13%Z
Androsterocona 0.09%
Progesterona 0.06%
Estrona 0.01%
Estri101 C.01%
17-8—ESTRADICGL. 100%
Estriol 2.46%
17a—estradaiol 1.32%
Emstrona . 1.3%
Pregnenclona 0.01%
Progesterona < o.01x
Testos rona < 0.01%

1%



CURVAS PATRON ¥ COEFICIENTES DE VARIACION DEL RADICINMUNOANALISIS

Se utilizaron las curvas estandar de cuatro
radioinsuncanalisis para calcular los coefiClentes de variacion,
1a tigura 1. representa la curva estandar de los
ragdioinmuncanalis:s donde se muestra €l porcentaje de union con
respecto a la cantidad de testosterona, expresada en PICOQGramos
por tuba (pQ/tudbo?), detectiandose la sens:bilicdad del mismo. €1
radiocinsuncanaliwis presenta un coeticiente de variacion
interensayo de 1Z2.9% y un coeficiente intraensayo de 4.6%.

ta figura 2, representa la curva mstandar de estradiol y su
coeficienta de variacion e de 11.03% b4 el coeficiente dea
varitaci1on 1ntraensayoc ©% de 4.9X, por lo que se consideran modelos

confiables y reproducidles.
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Fig. 1. Curva estandar de testosterona, se observa o=l porcentaje
de union del anticuerpo en las diferentes concentraciones de
testosterona, en una hora de incubacion.

Fig. 2. Curva eatandar de 178-estradiol, se observa el porcentaiws
de unidtn del anticuerpo en las difesrentes concentracirones de 178~
estradiol,

®0 una hara de 1ncubacion.
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RESWUIL_TADOS

PRODUCCION DE ANDROGENOS Y ESTROGENDS POR EL OVARIO DE AVES RECIEN
NAZIDAS

Al disocCiar eecanico-enzimdticasente los Ovarios Jde pollios
recien nacidos, y cosechar las celulas liberadae a intervalos da
10 minutos, Se reconocen difarentes tipos celulares. Estos tipos
celulares e Clamifican de Aacusrdo a -—us caracteristicas
morfologicas ®nz a) Celulas con vacuolas lipidicas Claramenta
distinguibles y un diametro aproximado de 20um, b) Celulas con un
nacleo de cromatina Sesicondansads wsin vacuolas lipidicas v
ligeramente de menor tamano Que las del primcr tipo y ©) Celulaw
con Nnacleoc grande, excentrico, de cromatina scemicondencada vy con
un tamaso cercano a lasm SOum, estax Gltimas corresponden -
OVOCiItos primarios.

La Propcrcion (=11 lo% tres tipos celuliares Cambia - lam
fracciones outenidas entre los 10 y los 30 minutoc de divociacion

enzimatica (Tabla I).

TABLS I. PORCENTAJE DE TIPOS CELULARES EN FRACCIONES OBYENIDAS A
DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBATION CON TRIPSINAL

Con Lipaidos w1 Lipidos Ovec: tas
10 minutos 1.21 - 7T .4 - 21-3
20 ainutos 8. 17—>~ B B&6.5 5. 24
30 minutos r4.20 - 83.0 2.68
El mayor por‘c.ﬁta); ge ovoc: tos se obtiens en la primera
fraccion, y se reduce Considerablemente &en segunda y la daltima,

mieNtras que - ocbserva un fenomeno 1NVeEr-so Ll cuanto a l1a



concentracion cde celulas con

inCclusiones lipidicas, pues @1 sayor
rorcentaje de #stas, S& encuentra a los 30 ainutos de tratamiento
wnzimadtico. Los estudios histologicos de fragmentos e ovario
recoQidos a diferentes tiempos,

muestran que la cort

a oOvartca se
an los prieecrcos minutos de tratamiento snzimatico,
20 ajinutos de

gdisgrega

a los
iNCUubaciodN Quewda fundamentaleente la eerdula ovarica.
ta fraccion celular obtenida a los treinta minutos de

tratamiasnto
enrim&tico, mantiene los niveles mas altos -r cuanto a 1a
produccion de sstradiol se refiere

(Fig.1), por 1o cual todos los
eaxperisentos, realizados N este trabajo, =& hiclieron con w-uta
fraccion celular.

2 SBECRECION DE ESTERCIDES (np/10° ceis/2h)

N
o

18T 18 E 207 257 28 E 30T 30 E
TIEMPO (MINUTOS)

B vesa: S nca

Fig. 1. Secrecion de testosterona y 178-ewtradiol -n celulas
ocbtenidas a diferentes tiempos de dilEOCliacion con tripsina -n
condiciones basales y estimuladas con hCS (2 ui/ml).




En la curva de dosis—respuesta a hCG de las ceélulas ovaricas
disocCiadas con tripsina en 30 minutos (Fig.2), evaluada por la

sRcCrecion cde estradiol y testos

rona, =e obtiene una DEspo HCG de
0. Ul/al para estradiol, mientras que para testosterona o de

0.68 Ul/el.

—_— - —_ " "

o o -
0.0 basal 00¢ 0.12 025 0.50 1 2 a [
hCa (U Ymil)

—— Testoetsrona —+ 7B-estradicl

Fig. 2. Curva de dosis—respuasta a nco en celulas oOovaricas
obtenidas a los IC minutos de disocCiacion con tripsina, wvalorada

cCon la mecrecion de 178-estradiol (+) y testosterona (




poblacion celular ;aixta, pPrevia - 1la

Al estiasular la
separacion por Qradiente de densidad, con hormoaa folfculo
estimulante (FSH), s@ obtiene un IncCcrewmento en la secCraecion de

testosterona y de ‘17g—-estradiol con respaecto a las celulas en
condicionew basales, esste efecto, evaluado POr medio de curvas de

dosis—respuexta a FSH, a cOowo resultado una DEso FSH de 27
NnQg/ml para 17p—estradiol, aijientras Que para estimsular la secrecitn
de testosterocna, la DExQFSH @s 107 ng/al (Fig. IA).

CURVA DOSIS RESPUESTA FSH
POBLACION MIXTA

EBTEROIOES (pg/10° celasthrs)

28 s0 1
CONCENTRACION FSH

R tastosterona  ESIY 778-eatradio!

Fig. JA. Curva de dosis-respussta a FSH en una poblacidon aixta, de

ovarios de pollitas reciéen nacidas.

s



En la curva de tisepo para FSH (Fig. 3I8), al cuantificar 1a
SECrecion de androgenos v Rt rogenas, - ocobserva qQue 1ia
cancentraclion de testosterona, Comisnza a reducirse a partir de
las & horas de incubacion, sientras Que, la curva de 17g-estradiol

a lam 8 horas de

tiene un INCrewecto lineal ha

ANCUbACION. (Fig.
8.

. Secrecion de esteroides (r-n:;lﬂ'.\(> cels)

Tiempo de incubacion hrs.

B Da testcetwons
0 F331 Testosseronc

EZ3 Ba w79-estradiol
UEX FEH ITS-wwtradiol

Fig. 3IB. Efecto de FSH (100 ngs/ml), sobre

wsstradiol y testostercna,

ia produccion  de 178~

en una poblaci1on mixta ovarica obtenida
por disaociacion macanico-enzimAtica, durante 8 horas de
tncubacion.



Para determinar =i el increasnto en 1la seCrecion de
ANArogenos y estrogenos, e Produldo por contaminacion de LH en 1a
F5H de

con calulas de
obtenidas de testiculo cde rata adulta.

trabajo, s® utilizo un ensayo biocloqQico
Leydig (Fig. 4)

Se comprobdo
Que la concentracidn utilizada de FSH (100 ng/ml), NnO produce
ningun est{mulo a0 la zecrecitn de testosterona, con respecto a
las condiciones Dasales. Coma testigo POs1tivo s uytilizaron
celulas sstimuiladas con NOorwona gonadaotropina

coribnica humana
EFECTO DE FSH Y hCa
CELULAS DE LEYDIGQ
28 Teatosterona (ng/1 P cets.)
2
1.8
1
o.5
] sl Yo o,
BASAL FBK (10 ng/ml)  FBH (100 ng/md  hCa (2 ulmi)
NIH-FSH-P hGa
Fig. 4. Efwcto de FSH y NCG en un biocensayo de celulas de Leydiq
de rata adulta,

obtenidas por tratamiento @nNzimatico con tripsina,

@ incubadas 2 horas a 37 ©C , Con una atmostera de 5% de aire vy
5% de C03. La E€crecion de testosterona se cuantificd cowmo se
describe en materiales y aftodos.
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Al separacr las células sedulares ovadricas en un gradiente de

metrizamicas (C a 30%X), se obtienen Cinco bandas de calulas y una

banda, Que corresponde a la fraccion de los eritroc:itos (F1Qg.35).
La fraccion I, me caracteriza por presentar sSlo celulas con
gotas lipidicas, mientras qQque en la fraccion VI, predominan las
c@lulas sin lipidos (F7TX) con =Glo un 3x de celulas con
inclusiones lipidicas an la misma. La mayor concentracion de

OVOCitaos me encuentra en la fraccion IV o

RRER

|

Fig. S. Diatribuciéon en un gradiente de metrizasida (O a 3I0%), de

la poblacitn celular oOvarica obtenida a los 3I0 minutos de

tratasiento con tripsina.



Las caracteristicas ultraestructurales de las celulas de la
fraccion Il son: Mitocondrias con crestas tubulares, abundantes
vesiculas de reticulo endoplasmico liso (REL), y abundantes gotas

de Lipicos (Fig.&).

Fig. 6. Caracteristicas ultraestructurales de las celulas
pPresentes en la fraccion 1I, obtenidas por un gradiente de
metrizamida (0 a 30%Z), en el cirtoplasma se pueden observar
vacuolas lipidicas de diferente tamaRo y mitocondrias con crestas

tubulares 434,000 X.

"
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Lax celulas dea la fraccion VI (Fig. 7}, se caracteriTan por la

presencia de mitocondrias con Crestas laminares, polirribosomas en

-l citoplasma Yy reticulo endoplaseico rugLeRo {RER) poco
desnarrol lado, este ti1po celular constituye el 84% de la traccion

Vil €n ®ata @aisma tracc:dn ne pueden sncontrar ceiulas
pregranulosas  (3X), Que =e Ccaracterizan por la presencia de
Cuerpos de recubrimiento (lining Sodies) en wu citoplasma. Ademas
e 1dentifican algunas colulas con caracteristicas
uUltraestructurales de 14 fraccidan [1 (TR ¥y un 1o oe celulas con
-Gltiples prolongaciones cirtoplasmican  Que

corresponden a
fibroblastos.

Fig. 7. Caracteristicas ultraestructurales Oe law celulas
abundantes en la fraccion v1l, ootenidas en un g@radiento de
ewtriramida, notese la ausencia de

11p100s en €] citoolasma ¥y @l
aspecto de celula poco diferenciada 3I7,000 X.



fracci1on obtanida por el gradiente de densidad, se le

A ca
(Fig. 8>, e

la secrecion de estradiol y testosterona

cuantifico
17-estradiol sSe localiza en

ancontro que el valor saximo para el

socrecion ge testosterona s

la frace ion vI, Y Que la mayor

encusntra en la fTraccion II.

ESTEROIDES (ng/10% cets)

3 TESTOSTERONA TrB-E6TRADIOL

Secrecion de 178—catradiol Y testosteromna por law

Qvaricas obtenidas

(Raza Leghorn).

Fig. B
por un

diferentes fracciones celular

Qradiesnte de densidad a las 2 horas de incubacion

3




£ poblaciones puriticadas por gradiente da densidad, e
encusntra que el ratamiento com hCE (2 U I sml), durante 2 horas
ae incubacaion, produce

- la fraccion II, ury ausento =n la
secreci1on de testosterona (Fig. PA). Adeaas an la ftraccion VI, 1la
HCG etutimula la secrec1on de @stradiol (Fig. 9B). Por oOtro lado
las poblaciones celulares antes -encioNnadas responden - un

estisulo de FSH (100 ng/ ml), sncressntandose la produccion de
androgenos en la fraccion 11 y de 17g—estradiol en

ia fraccion VI
tFi1g. 10A, 108).

g
4
;
| 4

0 AN BB

Fig. FA. Secrecion de

testosterona por

las diferentes

subpoblaciones

calulares ovaricas, obtenidas Por un gradiente de
densidad y estimuladas con NCG (Pollitas Rhode i1sland).
Fig. 9B. Secrecion de 178-estradiol por las @isesas subpoblacionas

Celulares Ovaricas y estisuladas con hCG.




s TESTOSTERONA (ng/10%cels/6n)

Fig. 10A. Secrec:ion de testosterona an subpoblaciones celulares
obtenidas por un gradiente de densidad y estisuladasn con FSH <100

-gsall.

]
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| I7B-estradiol (ng/10% cels/6n)

Fig. 10 B.

Secrecidn cde 178—estradiol &n subpoblacionws celulares,
obtenidas

Por un gQracdiesnte de eetrirasida y estimuladas con FSH,
durante & horas de 1nNncubacion.

W



SECRECION DE ESTRADIOL Y TESTOSTERDNA POR LA TECA DE OVARIOS DE
SALILINAS

ol tejido

Cuanda w= analizo tecal de lom folfculos
precovulatorios de gallinas, aimlado de la capa Qranulosa, -

diferencias en

la S@Crec 100 de 178-estradiol b4

ohservaron

tentomterona, dependiendo del tamaRo folicular.

cantidad de (178-estracdiol producida por el tejido tecal,

La
e ancontro solammnte &n los foliculos mas peqgquesos F4 a Fo
incremsento consaiderable
(F3 a F1), no

(Fig.

El estlimulo con hCG produlo un en la

1185 .
En los foliculos @ayores

producci®n de estrogenos.
178—estradiol en condiciones basales ni

SE cuantificd secrecion de

cuando se estimsuld con hCG.
lLa cantidad te testosterona producida por la teca folicular,
los foliculos precovulatorios

en condiciones

sSeparada de Ja capa Qranulosa de Fé&
a F1 (Fig. 11B), Se detecta desce el Fo hasta el F2
bacales y ectimuladas con hCG, € encontrd la maxima produccion
wstimulada en los foliculos mas pequedfos Fé y FS5. El foliculo mas
grande (Fl), no produce cantidades medibles de testosterona.
@l tejido tecal de dos timepos
1%y IO minutas),

respectivamsente,

(FS5) disociado durante

Con
difoerentes Jde tripsina - obtiensen dos
fracciones celulares dencwminadas Fi=x ¥y Fxo al
ecstimular estas poblac:i:onaes celulares con hCE, en las condiciones
descritas = materiales y moetodos las celulas de la Fis producen
niveles altos de testosterona, mientras qQue @0 esta fraccion
calular Nno s& detectaron cantidades medibles de 178-estrad:iol. En
Ia fraccitn obitenica a los 30 minutos de tripsinaizacion (Fxgo? s



sncontraron 1os Niveles sas altos de estrogenos

Al

(Fig 12).
Procesar la poblacion de células obtesnidas de
por un gQradiwnts

la teca,

de esetrizasmida (O a 30X), se ocbtienen - sub—
pablaciones celulares (Fig. 13), una poblacitn con una densidad de

1.040 gr/ml. secretora de testosterona y una segqunda poblacion con

una densicdad de 1.088 gr/m]l secretora de 178—estradiol.
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DISCUS I oM

La suspension calular ocbtenida despuas de la disociacion
;aacaAnico enzimatica: del oOvario de aves recion nacidas, seQrega
. 178~mutradiol y testom

roaa en @) medio de incubacion ¥ e
observa unNa correlacion entre la secrec1i1dn de estas horoaonas con
la dosis de gonadotropinas (HCG Y FSH) adminastrada exogQenamenta,
axi cComo con el tiempo de incubacion. Estos hechos sumados - la
prusba de viabilidad celular,

comprueban Que las celulas obtenidas

denduses de la disociacion con tripsina mantienen sus
caracteristicas funci:onales, y se¢ puesde descartar un dado a nivel
- los receptores del plasmalema como consecuencia del aatodo

utilizado pPara aislar las celulas.

Se considera que las célulag obtenicdas fueron pPrincipalcente
de ia mé&dula oOvarica, OeRt0 Se puede afirmar con base - la
disminucion del NGeero de celulas germinales que s presaentan an
la fraccion utilizada en loe estudios. Sin esbargo NO sa

puade
descartar Que Bxista @n la misma un bajo porcentale de celulas de
la corteza ovarica.

En la poblacién celular alxta, sP Usa esta denominacion para
referirse a las celulas obtenidas luego de la disociacion Y sin

-—_r separadas pPOor @]l gradiente de metrizamida, E 24 ocbserva un
incremento en la produccicn de 17g8-estradiol y testosterona al
adainistrar FSr, con respecto a las condiciones bazsales.

Aunque no s elimind la provable contaminacion de TH por
medi1o de anticuerpos especilifticaos como s ha necho -n otros
reportes (Ritzhaupt y Bahr, 1987). Se pusde descartar la pressencia



de un

efecto de LH en la FSH utilizada ya que la dosis empleada no
produjo

ningun estimulo en un bicensayo con célulan de Leydiq de
rata adulta. Extos resul tados concuardan con los

reportados
Teng y Teng (1979),

por
pues con un modelo similar,

al
de 135 dias de cdesarrollo,

incubar ovarios

logra estimular la estercidogenesis con
LH y FSH.

Se considera que la hormona que fundamentalmente cstisula 1a
esteroidoQancsis €N las aves w% la LH (HMaung y Follet, 1977), win
ealarQo la FSH tambien tiene efecto sobre la secrocion de horsonas
esteroides en ovario de eabriones de pollo,

© & ovarios de L3
recién nacidas.

13

€n poblaciones =1} células purificadas por gradients de

metrizamida, s ancusntra que en la fraccion de menor densidad, se
produce l1a maAxXx1ma SSCrecion de testosterona. Las caracteristicas
ultrasstructurales

de las celulas de esta fraccion

endoplinmico liso (REL)

oMt Reticulo
bien desarrollado, mitocondrias con
cCrestas tubulares e inclusiones lipidicas wr «l citoplasma,
estructura

QqQue orresponde a caelulas estercidogenicas, Qquea han
sido daescritas en @l ovario dea embriones de pollo {(Narbaitzx b4
Adlar, 196463 Jordancov st al 1978). Estas ctblulas presentan ademas
reaccion posltiva para la SE-HSD (Pedernera et al 1§88), 1lo

la capacidad de slntesls do horaonas estoroides,
esta enzima

cual
suQlers

ya que
oxida los 3g-hidroxi—easteroides a

ceto—estarordes,
pPaso fundamental requerido on la sintes1s de practicamente todas
las =sustancias esteroides con actividad hormonal (Baille et al,
1966) . Al

incubar las celulas de la fraccion 1I con

testostaerona
tritiada, @ ODtUuvVOo androstensdlona, cOMo uno de los metabalitos
mas importante lo Qque Nos Indica actividad de 178—HSD (Pedartera,

ac



et al 1988) ., Por otra parte, NO s detectarcon estrogenos por RI1A
an ssta subpohlacion ovarica, Estos resultados peraiten considerar
Que lan colulas estercidogénicas descritas por Gonzalex del
Pliego et al wn 1985, presentes =n la medula de avarios de Ppollow
recién Nacidos, secretan androgenos PpeErc N0 etrogenos.

La traccion vi obhtenida por -l Qradiente de densidad,
compussta por calulas de mayor dansidad, - caracterizd por

mas altos de 17g-estradiol y por consiguiente
fraccion con

reqgar los nivelsass

tus 1la nayor capacidad do AroMmatizacion de
aANdrogenos {(Fig. 8), cabe mencilionar que esta fraccion celular no
esta constitutda por un soclo tipo de celulas,

pPues -y ®lla se
sncuentran: ad

células prefoliculares, b)

c#lulas estercidogenicas

tipicas, C) Ca@lulas CON aspacto relativamente indifterenciado y d)

fibraoblastos. Las cflulas prefoliculareas fusron reconocidas por la
presesncia de CUsrpos de recubrimiento (lining bodiew) -y L 23
Pplanmanless (Rahil Y Narbatitz 1972, Carlon y Erickson 197a) Y
representaron solo wl Z2X de la fracc:ion VI, astas celulas son

la zona cortical y dificilmente sa les
atribuir la secrecion de estradiol,

caractaristicas de

podria

ya que al i1ncubar la traccion
de cflulas Que corresponde & la cOrtexa Ovarica, NO =e cuantificd
secrecion da "R ELrOGeNos o AN roQenos. Adenas, lam colulan
prefoliculares ariginan a las celulas cde la Qranulosa -on 1os
foliculow del ovaric adul to y mutas células - lam AVES, a
diferencia de los mamiferok, NoO secretan l7g-estradiol (Huang Yy
Nalvandowv 1979 ash). El porcentaje de c@lulas esteroidogenicas
tipicas pressntes on esta fracci1on celular s de tan solo 3 a SX.
Ew importante destacar Que NO s& encontrd relacion entre el



porcentaje de este tipo celular ¥y los Aiveles de sstradicol qus -
producen. Las evidencilas hasta aqui obtenidas, sSuglieren Que de los
tipos colul ares Aressntes en la fraccion VI, 1la poblacion de
células con AspecCto relativamente (1ndiferenciado ¥ quw Aadeass
repressntan €1 83% da la fraccion, wsea la secretora de estradiol.
Estudios previos de nNnuestro laboratorico (Gonzdle:r del Pliego -t
al, 1988, reportaron [¥7.) componente epiteliral -n la méedula
ovarica, Ccon dos tiIPpOos celulares perfectassnts recoNoOC1dos QuUe =oOnN
z a) celulas esteroi1dogenicas tipilicas y b) celulas de ASpDEC O
indi ferenciado. Las primeras oCupan s0lo =1 18X de la -~adula
ovarica, wmientras Que las sTQuNdas 0N @] componenta principal e
la =sadula ovarica (Gonzalez—foran, =t al 19835). En -l presente
trabajo, la pressacia de dos poblaciones celulares con funcion
diferente en cuantao a SecCrecion de Horaonas wnteraoides vy la
cuantifticacion ae -t saecrec10On, “ugleren Que las celulas
esterordoQénicas tiPIlCas sSeQreQgan androgenos y que laws células Se
aspacto relativasente indi ferenciado son prodablementa la fuente
dw estrogenos (Pedernera et al, 1988).

Comc L ¥ ha sencilonado anteriorssnts la poblacion celular
mixta ael ovario presenta sstimsulacion ce =u acraecion e
testostercna Y 1789 —ewtradgiol, con la horacona FSH. Cuando e
trabaja con poblaciones purificadas, la fraccci1on ]I que tisne las

% e una celula estercl1dogénica Yy 23

caracteristicas tip
secretora de testosterona puesde ser estimulada por FSH. Esto es de
s=usa importancia ya Que hasta donde sabemox, NO existen reportes
@ mamiTerof O en aves = los que la FSH produzca este estisulo en
una poblacion purificada qus seqQrega androgencos prefersntesente.

Esto suQie la presencia de receptores para Li{ ¥ FSH en mate tipo

M



Carlula

La produccion de androgenos y estrogenos medidos an @l

tajido twcal de los foliculos precvulatorios de gallina, contirma
resultados previamerrte reportados, donda con modelos siellares, sa
demsusstra que an los foliculos mas pequaias exitste la mayor

concentracion de 178-estradiol y testostaerona (Nakamura -t al,

19793 Porter y El Halawani, 1987)>.

Laa diferencias con los otros estudios =On que, N nuestro

modelo experimental no =8 agregaron precursores exoQenoc

como
pProgesterona a androstenediona, al medic de 1ncubaci1ion de las
chlulas tecales obtenidas por la disociaci0n enzimatica. Ademas

las colulas g la teca responden al estimulo con hCG, con un
inCrenento on la produccion de testasterona y 178—estradial. Es
impartanta mencionar que en nuestro modelo, aungque ia produccion

de andrdgenos arcmatirables, 2 detocta desde wl foliculo LYty
pequefo (Fa) hasta el foliculo (F22), ia produccion do 173~

extradiol wolamente se detmcta en los tres folliculos mas pequesos
(F6&6 a F4). Esto se puede explicar por una disminucion de
receptores a hCG, @n la teca de los foliculos mas grandes, porque
la capacidad de aromatitacion ssa menor a medida Que el foliculo
oadure CArmestrong, 1983), O por una desviacion en el metabol ismo

de los andrégenos, que de Como resul tado androgenos So-reducidos y

que ewtos a su vezr funcionen coao un factor inhibidor de las

aromatasas como se ha demostrado en mami feros

1975 .

(Sitteri y Thompson

Al considerar Que las células que sSegregan testosterona,
tmiida tecal de

en el

un foliculo pequefo (F3), s@ colectaron a los 1S



minutos de tripsinizacicon y sediante el analisis ce

los controles
nistologicos del taricdo disociado, Podawcon progoner que

las
células productoras de androgenos,

e encuentran en la teca interna
Y qQue adeaas al procesarlas &N un gradisnte de

metrizamida,
localizan o

L3
la

subpoblac160 celular de menor densidad, law

Caracteriasticas ultrasstructurales que preseantan las células antes
mencioNadas CONCuerdan con las reportadas por Dahl (1971 a,b,c).

&En 1o referente a las celulas productoras de 178—ewtradiol,
POdemcs arQusentar qQUE %8 localizan en la teca externa, Ya qus el
tirempo requerido para disociar la teca externa fus de 30 minutos y
Aademis la produccion maxiea de 178-estradiol tambien se encontro a
los 3O minutos de tratamiento snzimaticoa.
Law celulas

disaciradas de la tmca de

foliculo (F3) Y

centrifugadas en un Qradiente de metrirzramida, dan como recultadao,
s=ubpoblaciones calulares coM actividad estaro:dogenica citereanta,
las celulas Que producen testostercna, tienen una densidad da
11.040 gr/ml) mientras que las ceélulas QUE SOQrogen

presentan una densidad de

de

t78-estradiol,
(1.0B8 gr/ml), esto sugiera

la presencia
por 1o menos don poblaciones celulares,

Que ewmtan presentes en
al teJi1do tecal y Qque difTieren en la actividad estercidogenica,
aestos recultados coinciden con los obhtenidos en Pollixas recran
nacaidas, 1o Que perm: te proponer Que en la Digsintesis de
testaosterona v 178-muotradial

en @]l ovario de aves participan

daos
poblacirones celulares.

Al analizar la tworia bicelular, QuUe plantea la necesidad de
qus down pPoblaciones celulares drferentes,

participen en 1a
produccion de 178-estradiol por un laco 0% dea androgenos
aromatizables par oOtro, @Ncontramos Que se puede aplicar tanto ail



ovario de las &aves COMO al de los aasiferos, al aargen de la

distribucion que las aises

tengan en wl foliculo.
otro hecho qQue S@ desprende de nuestros estudiIos, -s que

ezstaxs poblaciones celulares, va estan diferenciadas

N  ovarios

inmaduros, antes de la forsaci10On de los foliculos.

En w te3;1d0 tecal del ovario de

e @ producen androgenos
b4 sstrogenos, Pero @% 1oportants sencionar Que en ol ovario -1 2

AlQuUNOs Mmam{feros Ccomo @n wl hosbre (Ryan @t al, 19685 Chaning ¥

Grieves, 1969; Patta wt al, 1980), en eoonos (Chaning et al, 1978),
en  yegus (Ryan y Short 1963:; Chaning y Grieves 1949), en vacas
(Lacroix et al, 1974), @n hamster (Makris y Ryan 1973), en ovesa

(Arowtrong wt al, 1981) y cerdos (Evans et al, 1981), @l tejido
tecal es capas Ue aromatizar aNdrogenoO%, AUNGUEe la produccion de
178—weatradiol a partir de estos anderoQenos aromatizables, sca
considerabd]lecante E - asl-Tad que L1a 1= Qranulosa. Resultarta
interesante considerar =i en la teca falicular de los saniforos
antes mPNCiLONA00E, participan mis de una poDlacioan de celulas de
la teca en la eateroidogénesis, @8 decir Que una poblac:ion
celular asa la prolductora de androgenDs ¥ Otra cocn caracteristican

morfofuncionales diferontes, sex la encargada de

arcaatizacion

de los missOos.

a7



CONCL US TONES

Dea los resul tados obteni1dos podeads Cconcluir Que:t
En la region cde la ‘mdula de ovarios de pollos recien Nnacilidos, se
producen los NMiveles mas altos de testosterona ¥ 178~ectradiol.
Lawn hormonas NCG y FSH producen un estimulo en las celulas de 1a
sedula Oovarica, GQUEe aumsenta la secrec106n Jde testosterona ¥ 178—
sntradiol.

Se pueden separar poblaciones celulares con caracteristicas
morfofuncionalew diferentes, las colulas encargadas de 1a
sSecrecion de androgencs, pPresentan  la ultrasstructura que
caracteriza a las celulas esteroidogenicas tipicas, mientras que
las colulas encargadas de la swocrec:on de estradiol santienen una
ultrasstructura poco difersncirada. £utas dos poblaciones celulares
timnen la capacidad de responder tantc a la hCG como a la FSH con
un incremento ®n la Producci1On de androgQenos y estrogencs.

€1 tai1do tecal del foliculo preovulatorioc de gallins
producre testosterona y 178-estradiol adesas responde a un estisosulo
de hCG, Con un aumento de Su SE@Crecion.

En los foliculos precdvulatorics cde avas adultas, oxiste una
relaciorn imversa entre el grado de eaduracion folicular y la

Produccion de androgenos y watrogenos en la teca folicular.

Las colulas tocales aisladas y separadgas en un gradient (=12
denwsidad denuestran que exlste una Compartamentalizacion
funcional. ta poblacion con una densidad menor localizada en la

teca 1nterna, produce solamente androgenos Yy la poblacion celular

<de mayor cdensitad e caracteriIa por producir 17p-estracdiol.

<9
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