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RESUMEN.

Durante el desarrcllo temprano de la gSnada femenina en las

aves, sa ha viasto gque adem&s de las células germinales Y el
epitelio superficial, existen cordones de células epiteliales en

la regién medular del ovario. A partir de estos cordones medulares

ae forman las células esteroidogénicas también llamadas

intersticiales y los canales o vasos lacunares, caracteristicos de

lase aves. Los cordones alcanzan gran desarrollo al nacimiento Y

ocupan un i8 ®* de la médula ovarica. El objetivo de este

trabajo es analizar la evoluciébn de estos cordones medulares a

través del desarrollo del ovario en las aves, conocer au
participacion @n la formacidédn de foliculos y su probable destino

en los foliculos preovulatorios del ovario adulto. A tal efecto se

criaron pollos de la raza Leghorn blanca, se obtuvieron los
ovarios izguierdos de las hembras a diferentes edades: O, 7, 1s,

21, 28 y 36 dias posnatales, ademés de gallinas joévenes en franca

poatura.
Se realizaron eatudiosa de microscopia de luz Y de
microscopia electrénica de transmisidén en los ovarios de las

distintas edades.
las

En los ovarios de pollo recién nacidos, a los que se

aplicd un tratamiento perinatal con gonadotropina coridnica humana

(hcaG) , se evaluaron los cambios morfoldgicos producidos en la

médula ovarica, en particular en los cordones de células poco

diferenciadas, los cordones de c€lulas intersticiales v las
células gque forman el sistema de canales lacunares del ovario.
En el ovario de las gallinas jovenes ponedoras, se analizaron

los cambios morfoldSgicos que ocurren a través del desarrollo

folicular. Se identificaron los componentes estercidogénicos en

los foliculos blancos pegquehos y en los foliculos amarillos
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precovulatorios, gue eon designados desde el F6 al Fl en base a su

diémetro.
Algunce de los resultados mas importantes se comentan:

i. Se visualizan abundantes cordones epiteliales de células

poco diferenciadas en la médula subcortical del pello al

nacimiento y se identifican islotes de células estercoidogénicas,

gque son m&s abundantes en la médula profunda.
2. En el ovario de pollitas de 7 dias de edad, los foliculos
primarios invaden la médula ovarica y los cordones de células poco

diferenciadas se localizan préximoe a 108 foliculos. Los grupos de

células esteroidogénicas se observan entre los foliculos.

3. En edades mis avanzadas, de 15 y 21 dias, los cordones de

células poco diferenciadas se localizan en rodeando a lom®
foliculos en crecimiento.
4. En ovarios de pollitas de 28 y 36 dias de edad, los

cordones de células poco diferenciadas gue se encuentran ubicados

alrededor de loa foliculos, muestran imgenes gque sugieren su

transformaciédn a células esteroidogénicas tipicas.
5. En la gallina ponedora, los foliculos blancos peguefios

tienaen una morfologia similar a la descrita para los foliculos de

la edad de 36 dias. En los foliculos F6 y F5, gue son los mas

pegquefios de los preovulatorios, presentan en la teca interna en

contacto directo con la capa feolicular, abundantes cordones de

células estercidogénicas formando un cinturdn que rodea al

foliculo Y los cordones epiteliales poco diferenciados se

localizran en la teca externa.



En el estadio de F4 y F3 adguieren su maxima diferenciacion
estos componentes esteroidoygénicos, aungue en el folicuio F3 los
cordones de céluias poco d:iferenciadas comienzan a disminuir
ios folicuios F2 Y Fi existe cierta

considerablemente. En
degeneracidn en las células esteroidogénicas de la teca interna Y
los cordones células de poco diferenciadas estan ausentes en la
capa tecal externa.

6. Los resultados obtenidos después del tratamiento con hca,
en el pollo recién nacido demuestran gue hubo un aumento en el
volumen de los cordones de células intersticiales y hubo un mayor
desarrollo del sistema lacunar y de los capilares sanguineos, asi

en el

como una raduccidén en el numero de células germinales

estroma de la médula ovarica.

7. La ultraestructura de la médula ovarica, de las aves
estimuladas con hCG, demostrd gue las células poco diferenciadas
8e encontraron imagenes

aumentaron su Area mitocondrial y del RER,

células poco b% las

transicionales entre las diferenciadas

esteroidogénicas.
esterocidogénicas se detectd un aumento de

En las células
mitocondrias. Las

citoplasma, asi como en el &rea ocupada por

epiteliales de los canales lacunares también refleja un

células
incremento en las mitocondrias y en el RER.



ESTUEDIO ULTRAESTRUCTURAL PE LAS POBLACIONES CRLULARES

EBSTEROIDOGENICAS DURANTE EL DESARROLLO DEL OVARIO EMN LAS
AVES .

INTRODUCCION.
Bl ovario es un 6rgano gue ha despertado gran inter&és en la
endocrinclogia. Uno de los problemas més estudiados en las Gltimas

décadaes, ha sido la actividad bicosintética de los esteroides, Bsu

regulacidn a traveées del sietema nervicso central y periférico; asi

lom cambios gque ocurren durante el desarrcllio gonadal hasta

de un ciclo

como
alcanza su maduracién y con ello la instalacidén
juegan un papel importante en la
la

que
ovérico. Las hormonas esterocides,

diferenciaciétn sexual, en la actividad reproductora Yy en

conducta de los vertebrados. Una de las caracterieticae de las

hembras, s la presencia de variaciones ciclicas, de tal forma gue

en los mamiferoe se ha podido caracterizar un ciclo estral en unas

esapecies y menstrual en otras, en ambos la secreciédn de hormonas

estercideas sufren cambios regulados por necrecidén de las

gonadotropinas hipofisiarias: la hormona foliculo estimulante

(FSH) Y la hormona luteinizante (LH) (Sharp L' Framser, i978 b

Reeves, 1988).

1. EL BJE-NEIPOTALAMO-EIPOFISIS-OONADA .

La iniciacién del fenSmeno de reproduccidn se ve

influenciado por estimulos medicambientales y neurocenddcrinos, gque

son integrados por el sistema nervioso. Betos efaectos fueron
estudiados entre otros por Houssay et al, (1935); Rasmunssen,

(1938) y Harris, (1937), (1955) y (1961}, qQuienes determinaron gue

uno de ios Srgancs gue estaba interactuando en esta regulacién era

@l hipotilamo y gue a través de una via vascular se establecia un



transporte de informacién hacia la hip&tfiais. Estos
investigadores, hicieron experimentos con el fin de evidenciar,
gue relaciones existian en el tracto nervioso, comprometidas con
la funcién reproductora.

Bn los primeros estudios se elimind la hipdfisie, evitando
ass la integracidn dei eje hipotdlamo~-hipdéfieis y @Se obtuvo como
resultado una atrofia gonadal. De igual manera, la destruccién del
hipot&lamo también produjo importantes modificaciones en la
hipbfisie, junto con el retrasoc en ila diferenciacién de las
gSnadaes. A8 también, sea determind gue la estimulacién del
hipotfilamo en ratas, durante la etapa del estro, desencadenaba la
ovulacidén.

BEn ese tiempo se iniciaron estudios para evaluar la
interdependencia entre hipot&flamc e hipdfisis, evidenciandose la
participacién de neurcsecreciones del hipot&lamo que se difundian
a través del sistema vascular porta (Scharrer y Scharrer, 1954).

Por otro lado, ase establecid gue los componaentes de la
hip&Sfisis tenian un origen embriolégico dual. La neurohipSfisis (-1
16bulo neural, que se origina de una evaginacidn de tejido
nervioso de la vesicula diencefalica en la regién del infundibulo
Y la adenohip&fisis gue se forma a partir de una evaginacidn
ectodérmica del estomodeo (Bolsa de Rathke), por delante de la
membrana bucofaringea. La adenohipé&fisis es el sitio donde se
producen l1a FSH, la LH y la prolactina (PRO), aparentemente un
mismo tipo de células basdSfilas y PAS positivas son productoras de
la FsH Yy L.H segun las evidencias aportadas por Nakane (1970) .
En un intento por identificar la presencia de estas poblaciones
celulares, ae emplearon colorantes &cidos {(Mallory, 1900y, que
ponian en evidencia un poder tintoreal especifico. Mae tarde [-1-3
desarrollaron modificaciones a estas técnicas, gue en el caso de
algunas especies, permitid la diferenciacidn de célulae cuyo

contenido era basicamente protéico, de otrae que presentaban

)



grénulos glucoprotéicos.
No obstante gue algunus problemas no han sido resueltos,
han aparecido trabajos en ilos cuales proponen que las

gonadotropinas se producen en diferentes poblaciones celulares

hipofisiarias (Sturkie, 1976 y Everet, 1987). Con los avances en

la purificacidn de hormonas adenchipofisiarias y con el manejo de

los anticuerpos, surgiercon métodos inmunohistoguimicos, a nivel de

microecopia de luz y electrdonica (Conns, 1956), gue apoyaron el

reconocimiento de estas poblaciones: de tal forma gue las células

que secretan la ({PRO) han sido evidenciadas

inmunocitoguimicamente, a la vez que pueden ser reconocidas

empleando colorantes acidos. Pero en algunos otros casos, estas

técnicas no permiten diferenciar los tipos celulares

adecuadamente, como ocurre en las células gonadotropas cuyos

granulos reaccionan con ambos anticuerpos, para FSH y LH {(Halmi Y

Krieger, 1983). También se utilizé el acido peryddico ({Mc

Manus, 1946) ., para diferenciar histoguimjicamente las células

serosas de las tipo mucoide, se identificaron como de este Gltimo

tipo a las células prroductoras de FSH, LH, Hormona estimulante de

los melanocitos (MSH) y la Hormona estimulante de tiroides (TSH) ,

lase cuales se ha demostrado gue son glucoproteinas. Las

hormonas gonadotrépicas de la hipSfieis anterior, regulan la

produccién hormonal de la gbénada femenina en los mamiferos. Se ha

demostrado que la FSH ejerce su estimulo scobre el crecimiento Y

maduracidén de las células granulosas gue conforman el epitelio de

los foliculos ovaricos en desarrcllo. Ademas de gue induce la

produccidén de estrégenos en el foliculo, esto trae como

congecuencia la liberaciodon de LH por la hipdfisis. L.a LH estimula

al foliculo maduro desencadenando el fendmeno de ovulacion {Wells

Y Gilbert, 1984).
Es sabido, gue las gonadotropinas son controladas por una

neurosaecrecidn de origen hipotalamice, a la cual se le ha llamado



factor © factores libsradores de las gonadotropinas.
hacia los afos 608,

hipoc&liamo

Iniciralmente
se identificd en extractos obrenidos de
una sustancia denominada

“factor liberador de
luteinizante”

(LHRE) . activaidad de este factorx

normona
na
principio, empleando

etapa de escro,

8@ probd en

un
como modelo a la coneja y a la rata

en la
durante un proestro inducido experimentalmente caon
pentobarbital.

En ambos casce el LHRF produjo la induccién de ila
ovulacién, {Harzsis, 1961). Otro de los experimentos cl&sicos
fue el realizado por Mc. Cann et

al, {1960y, estos autores
empleando la técnica de depleci16n del &cido ascdrbico en el ovario
(OAAD), de la rata,

midieron los niveles de la LH

- Empleando
extractos obtenidos de regiones del taillo nipStala&mico, de i1a
eminencia media, vieron gue causaban la liberacidén de la LH en
ratase inmadurae pretratadas con gonadotropinas.

Posteriormente, Ramirez y Mc Cann, (1963), determinaron el
LHRF, usando modelos "im vitro”. Obtuvieron extractos de regiones
hipotalamicas de rata, los cuales al sar adicionados al medio de
cultivo de hipSfisie tomadas de ratas ovariectomizadas ¥
previamentce sensibilizadas con aestrdgenos Y progesterona,
estimularon la liberacién de LH .

Igarashi y Mc Canan, (1964),
de

obtuvieron un factor liberador
la hormona foliculo estimulante (FSHRF);

gue al
las ratas ovariectomizadas y sometidas a un estimulo

Y progesterona,

probarlio en
eastrbgenc

previo de

producia un incremento de las
concentraciones de ¥FSH en el plaasma; eata elevacién de FSH sea
identifico al probaric en el ratdn, dando como resultado un
aumento en el peso del oviducto.
BY desarrollo de nuevas técnicasa como e la ael
adjoinmunoensayo de las gonadotropinas hipofisiarias, influyé en
un mejor conocimiento de l1o8 factores liberadores de
gonadotropinas producidas por el hipotéalamo.

Con el fin de evaluar
la actividad de estos extractos hipor&lamicos denominados PSHRP

b 4
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LEBRF en la liberacién de gonadotrop:inas FSH y LH respactivamente,
aemplearon técnicas
El FSHRF se determind® en extractcs de hipotilamo
existencia de

de

s “im wvivo"™ e "ia vitro® (Schally et al,
is7ia). obtenido
1969) y ese pensd en la

{(Schally ec al,
el FSHRF en hipot&lamo

de porcinos

dos factores liberadores, el I.HRF y

ovinos, pero a pesar de los esfuerzos gue varios investigadores

realizaron, no fue posible detectar por separado ia actividad
de que ambas

aspecifica de cada unc. Se llegdé a la conclusidn
sustancias correspondian a un solo factor gue denominaron

(LHRH) y gue tenia efacto

(Schally et al,

hormona

libperadora de la hormona luteinizante

tanto en la liberacicn de la FSH como de la LH
1971 b).

Se

tienen otros reportes sobre la posible existencia de
se propone gue uno

(Mc Cann  y

actiha

dos factores liberadores diferentes,
sobre la FSH y €l otro sobre la liberacién de LH,
1987), pero los datos

1974 y Everet,

Igarashi et al,
Se ha visto gue aan las

Portexr, 1969,
obtenidos hasta ahora no son concluyentes.

preparaciones masa enriguecidas de FSHRH tienen una peguena
contaminacidn con la LHRH y por lo tanto estimula a las dos
gonadotropinas.

demostrado una vez maa la

Estudios inmunolégicos han

de un solo factor liberador LHRH, utilizando el método

actividad
de inmunizacidén de ratas en contra de un LHRH sintético, su
administracién provocd la disminucidn de la concentracién de ambas
gonadotropinas en hip&Sfisis y en el torrente sanguinec de manera
muy similar, con lo cual se demuestra gque la LHRH si controla la
actividad de FSH y LH, y Que adem&s la ausencia de LHRH produce
(Fraser et al, 1974 y 1975).

atresia gonadal
a este factor liberador de gonadotropinas

Actualmente Bse le
tampbién como hormona liberadora de gonadotropinas
purificd y establecié la

LH

{GnRH) .

conoce

El grupc de Matsuo et al (1971), aisid,

secuencia de aminoacidoe de los factores liberadores de FSH y

o



obtenidos de porcinge, caracterizando asi 1la GnRH lo gque les valid
obrteaner €l premic Nobel.

Anoa mas tarde, se descubrid gue existen
diferentes de liberacidn de la F5H y la LH.

FSH en

dos formas
La sacrecidn basal,
donde la presencia de

ia iH,
ia secrecidén pulsatil de la LH ,
especifico y gue produce la aovulacidn.

actua estimulando la
ovogénesie, vy

gque sigue un patrén
ciclico

La liberacidn de
éstas gonadotropinas, tanto basal como ciclica, esta regulada a su
vez por an sistema de retrocalimentacidn de tipo negativo =]
positive, por las hormonas esteroilides gonadales.
accioén de

El sitio de
los esterordes en este Bsistema es a nivel de la pars
distalis de la hipofiais v del hipotalamo. ia sefhal de los
estaeroides ovaricos depende de:
b) el

la concentracion de 1os mismos,
eatercide producido,

a9
tipo de

<y el t ipo de proteina
transportadora para estas hormonas esteroides y 4)

la cantidad de
receptores localizados en las células efectoras de la hipdfisis Y
del hipot@lameo. Todo esto, actuandoe de manera coordinada,

completa
lo gue se ha denominado eje hipotalameo-hipdfisis-gonadal.
Un ejemplo de la integracidén del eje es

la secuencia de
eventoa gQque provoca la ovulacidn en l1a hembra. El eje hipotalamo-
hipofisiario es estimulado por un mecanismo de retroalimentacion
positivo por el 17B-estradiol ovarico,

el cual es producido
€l o los foliculos preovulatorios,

por

lo gue produce una descarga
GNRH y luego la liberacidn de

de
1B gue

finalmente provoca la ruptura
del foliculo de Von Graaf. Ei factor GnRH promueve la secrecidn de
la FSH Y la LH, Y aungue hasta ahora no ha eido posible
identificar aun un factor especifico iiberador de
recientemente se ha propuesto

la FSH,
que a regulacidn diferencial

estas dos secreciones

para
de gonadotropinas adenohipofisiarias,
escar

bajo el efecto de un neurohumor,

puede
gue actua como un factor
liberador easpecifice de ia FsSH,

a pesar de eiio,

producido en el hipotalamo
{Everet, ie88), este aspecto sBigue

s:endc una

10



incognita.
Existen antrecedentes de gue loa niveles LH/FSH est&n

influenciados por los cambios gue se presentan en la secrecién
pulas&til de GnRH (Wise et al, 1979 y Wildt et al, 1981), por loc
gque la liberaciédn de LH parece estar regulada por las fracuencias

altas, mientras que la de la FSH estrd favorecida por 1la bajas

frecuenciaa.

Recientemente, ha despertadc gran interése la influencia de los8

esteroides sobre la neuroguimica hipotaldmica, ¥ sobre ia
participacidén de algunos neurotransmisores Y enzimas
hipotal&micase, que de alguna manera intervienan en la sintesis,

tranaporte y liberacién de la GnRH.

2. LA ONTOGENIA DE LAS CRLULAS ESTEROIDOGENICAS ENMN KL OVARIO DE

MANI FERROS .
en el ovario fetal de los mamiferos, se produce

Tempranamente,
un desarrollo notable en la regi®n cortical, acompanada por una
proliferacisén de las ovogonias, gue m&s tarde se diferencian en
ovocitos primarios, en el momento gque se inicia la Profase I de la
Mejiocasis; a continuacién los ovocitos detienen su Meiosis I en ia
etapa de Dictioteno, donde permanecen hasta gque se desencadena au
maduraciédn.

La diferenciacién de los foliculoes ovéricos en los mamiferos,
al igual que otros vertebrados, se encuentra sujeto a cambios
provocados por la accién de hormonas desde etapas muy incipientes
del desarrollic hasta el momento de alcanzar su maduracién. En 1a

mayoria de los mamiferos se ha reconocido un ciclo estral bien

definido, que coincide con los patrones de crecimiento Y
diferenciacién folicular. Su morfologia ha sido evaluada por
numeroscs autores (Brambell, 1956, Harrison, 1962, Guraya, 1971) .

La integracién de los foliculos se realiza paulatinamente, a

11




avanza €l desarrollo de la génada femenina, en ella

medicda gue
los ovocitos sufren

diferentes componentes celulares,

participan
una transformacidn (Zamboni y Merchant 1973, Merchant, 1978 ¥
Wwartenberg, 1983), de estar constituyendo acumulos o nidos se
aislan e individualizan; a continuacidn establecen contacto con
las c€lulas granuloseas, gue al principio s una sola capa ¥ por
divisiones sucesivas se forman varias capas, las cuales se& rodean
posasteriormente,

de una membrana basal gue las compartamentaliza y

a partir del mesénguima subyacente, Be origina la capa tecal bien
definida, gque a su vez se diferencia en interna y axterna., para
hasta

conatituir asi, el foliculo gue prosigue su diferenciacidn
fisidlogica. Estos foliculos

alcanzar su maduracién estructural y
independiente, en

ya conatituidos van a funcionar como una unidad
cuanto a la produccidén de estradiol (Byskov, 1975 y Byskov et al,

1977) .
En general, dentro de los mamiferos, la formacion de los
foliculos se lleva a cabo durante la vida embrionaria como es al
caso del humano, mono, oveja, vaca, caballo, etc, aungue en
algunos grupos este puede iniciarse en la etapa perinatal, ya sea

el estadio de inmadurez o hacia el nacimiento, como sucede en

1964, van Wagenen Y

en
el ratédn (Bookhout, 1945, Ioannou, Simpsason,
1965, Deanesly, 1975 a,b y Peteras et al, 1975). No todas las
c@lulas germinales Be organizan en foliculios al mismo t iempo,
pueden encontrarse formando nidos de ovocitos, organizadase a

8insicic en la regi15n mas periférica de la corteza o

manera de

encontrarse aisladas.

En la mayoria de los mamiferos, se refiere que existe an
etapas tempranas del desarrollo, una gran degeneracion de células

germinales Y gque al nacimiento se reduce considerablemente el
nimerc de owvocitos. En el humanco, este fendémeno se presenta al 50
mes de desarrollo intrauterino; de taili modo gue al nacer solo
quedan aproximadamente un millon . de los S millones de células

12



germinales que existian en un principio (Baker, 1963).
e ha reportado que en los mamiferos jovenes, los foliculos

en crecimiento se localizan sobre todo en la zona mas interna de
la cCorteza y los gue no estén en fase de crecimientc se

ubican en
porcién externa de corteza

la ({Peters, 1969, Mossman y Duke, 1973,
Petars et al, 1975). Se sabe gque para que iose foliculos e
desarrollien adecuadamente se requiere de la presencia de lase
células germinales, estas van siendo rodeadas por las células
pregranulosas, originadas a partir del epitelio superficial, el
cual se organiza para formar de apta manera los foliculos
primordialesa, gque sBon los mAas incipientes vy estén constituidos
por un ovocito rodeado por epitelio plano simple. El mayor
porcentaje de foliculos obsexvable a cualguier edad, es de
foliculos primordiales, vya gue a partir de ellos se inicia el
desarrollo folicular.

BEn la foliculogénesis participan ademéas de las germinales,
otroe componentesa importantes como son : el epitelio celobmico,
parce del mesanguima subyacente gue ae origina de la crasta
mesonéfrica Y tibulos mesonéfricos que Be insinuan dentro de lia
gbnada Y originan la rete ovarii (Gillman, 1948, Patten, 1953,
Hamilton y Mossman, 1972, Byskov y Lintern—-Moore, 1973 y Pecers,
1976) . El inicio de la formaciédn de estos primeros foliculos,
E-1-3 ha visto que @stimula la proliferacién celular del propio
epitelio folicular, este periodo proliferativo del epigé\lo se ha

deacrito en humanos (Gondos, 1975), en perro (Anderssn y Simpson,
1973) Yy en cuyos (Jeppesen, 1975); los cordones asi originados
poT eata capa, penetran en el interior del

ovario y se van
diferenciando en células granulosas. cowc lo afirman lioe estudios
-1-2 Brambell, {(1927), Everett, (1943), Gillman, (1948), wactzka,
(1961) y Franchi et al, (1962).

Exisce crerta polémica sobre el origen de las c@lulas

granulosas H algunosd autores han propuesto gque

los componentes
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celulares de la rete ovarii, originan también a las células
siguientes evidencias

granuloseas, tomando en cuenta las

experimentales: a) gque la organizaciédn folicular se desarrolla en
la porcidn mas interna de la corteza, contigua a la regidén
medular; b) gue ésta reyg:idn medular ovarica va a eatarc formada
principalmente por cordones medulares, tubulos de la rete ovarii y

gque estos cordones originados en la médula ovarica,
(1898) y

mesenguima; <)
sefalades como estroma o blastema central por von Koliker

otros autores, es evidente gque corresponden a ia misma rete

gque en mamifercs como: humano, conejo, perro, cerdo,

se ha desascrito que presenta una

ovarii; Y d)

caballo, topo y ardilla gris,
los cordones de la rete ovarii Y las

estrecha relacién entre

c&luiaese germinales.
Por lo anterior algunos autores como Byskov (1975 ¥ 1978),

proponen gue las células granulosas se diferencian a partir de las

células cordonales de la rete ovarii e indican gque s regquiere
indiscutiblemente, su presencia en la organizacidén temprana de
los folficulos ovéricos (Byskov, 1974 y Byskov et al, 1977).

Sin embargo la maycoria de los autores considera que, [ 3%

epitelic superficial contribuye en la formacién de estos cordones

maedularees de la rete ovarii y gque a partir de su diferenciacién se
originan las células granulosas. Bste proceso difiere de acuerdo

con la especie de que se trate, de tal forma gue -l componaente

me ha reportado como essncial en algunas especies cOomo

epitelial,
en otras

en el humano, el perroc y otros mamiferos, mientras gue

especies mse le ha restado importancia, como sucede en el ratbn. Se

ha hablado también, de gue este epitelioc puede estar jugando un

papel en la remocién de c@lulas oviéricas en degeneracisdn (Byskowv,
1978) .

En el ovario fetal humanco se han
caracteristicas de células

identificado células

intersticiales primarias, con

productoras de estercides, pero se ha visto gue aitn no poseen un
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sistema enzimatico bién integrado, para llevar a cabo la
bicsinteisis esterocidea (BErikson et al, 195%5). No est& claro aan
que poblaciones celulares del ovario intervienen en la regulacidén
estercidogénica, por lo cual ae requiere de un estudio futuro més
detallado.

Por otro lado, @l papel de las gonadotropinas en la
regulacién de la estercidogénesis del ovario en la etapa fetal, no
ha sido totalmente esclarecido, a pesar de ello 8e han publicado

trabajos donde se demuestra la secrecién del 17f-eatradiocl en

el
ovario fetal de mamiferos; esta secrecidn es independiente de la
regulacidn hipofisiaria durante las etapas tempranas de [.1%Y

organcogénesis, adem&s de que no se han podido identificar

claramente las poblaciones celulares que participan en este

mecanismco (Gondos et al, 1983).

Las células foliculares se rodean de una membrana basal bién

definida que las compartamentaliza y al avanzar el desarrollo

folicular, la capa granulosa presenta un arreglo

pseudoestratificado caracteristico de un foliculo en crecimiento

(Lipher y Croass, 1968).
Posteriormente, la capa granulosa del foliculo en desarrollo

se encuentra constituida por varias capas celulares gue mant ienen

un gradiente funcional; al transcurrir su diferenciacidédn originan

un espacio o antro en €l interior de la masa celular, adopt ando

la morfologia de foliculocs antrales, hasta alcanzar la etapa de

foliculo maduro o de Von Graaf. En este dltimo, se forma una capa

de células gue rodean al ovocito y otro estrato celular gue gueda

an contacto directo con la capa tecal. Las células gque quedan

rodeando al ovocito establecen una relacidn muy estrecha, por

medio uniones de tipo comunicante gue cruzan la zona pelacida y a

través de ellas hay difusién de ciertas sustancias y de iones,

estas granulosas contiguas al ovocito, ae diferencian

funcionalmente de las demis. Las células granulosas murales poseen
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gran cant idad de receptores a LH (Zeleznik, et al, 1974;
Amsterdam, et al, 1975); se encuentran mAs relacionadas con la
capa tecal interna., adem&s de gue presentan una gran actividad
enzimética de ia 5-4 iscmerasa 33-hidroxieetercide
deshidrogenasa (3B~ HSD) y el nivel reguerido del citocromo P-450

del SCC (Midgley, 1972).

A peaesar de que las granulosas no pPresentan ninguna
vascularizacién propia, e ha detactado ila transferencia de
informaciéfn desde las células granulosas murales hacia las

células mas internas del foliculo, alcanzando a las granulosas gque
rodean al ovocito y se ha visto gque a través de las uniones
comunicantes, ya referidas, es gque se transfiere la informacidn al
propio ovocito; prueba de ello es la transmisién de las respuestas
mediadas por @l Adenosin monofosfato ciclico (cAMP) como LT3 la
respuestca a la gonadotropina LH, que es muy importante en el
fendmeno de la ovulacidn. Ademés, se ha demostrado que durante lia
respuesta al pico de LH preovulatorio, la preoliferacién celular de
la capa granulosa se detiene iniciéndose la luteinizacidn de esas
células (Rao, et al, 1978).

El mesénguima gonadal localizado en ia médula ovarica,
origina el tejido conectivo del estroma ovA&rico, vasos sanguinecs
Yy el tejido intersticial esterocidogénico.

Se han identificado algunos de los componentes del tejido
esteroidogénico (Brambel, 1956) , como son las células
intersticiales de ia teca, localizadas externamente a ia capa
granulosa, de los foliculos ovaricos en diferentes estadios de
maduracidén, asi como en foliculos atré&sicos; eoste investigador
junto con otros (Guraya y Greenwald, 1964), observaron gue cuando
los foliculos caen en atresia, en cualguiera de sus etapas de
diferenciacién, las células granulosas empiezan a desaparecer y a
continuacién las células de la teca se hipertrofian. En la rata se

ha reportado, que el tejido intersticial del ovarioc se localiza an
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forma de acGmulcs de diferentes tamafios, provenientes de la
hipertrofia de la capa tecal de foliculos tanto preantrales como
antrales (Guraya y Greenwald, 1964); ademAs deo eatcs componentes
=e ha puesto en evidencia la presencia de la gléndula intersticial
del ovario.

En los mamiferos podemos localizar bAsicamente dos tipos

celulares con funcidn estercidogénica: 1) Cé&lulas secretoras que
responden a la FSH, como sBOn las células granulosas, las cuales
conforme avanza la maduracidén folicular, Pueden llegar a

desarrcllar una respueasta ante la LH. 2) Las células que aon
estimuladas por la LH, cuyos representantes son las células
intersticiales del estroma ovérico y las células gue forman ila
taeca interna del foliculc ovarico. Ambas poblaciocnea difieren en
el tipo de respuesta, la liveraciédn de hormonas estercideas
ov&ricas y en su actividad enzimética.

Por lo gue deasde hace algunos anhos se demostré, gque las
células granulosas Y tecales del foliculo ovarico estén
compromet idas con ia funcidn esterocidogénica, de tal forma gque
ambas producen esteroides (Blanchette, 1966) @ inclusco también se
han pedido detectar metabolitos estercideos en el interior del
licor folicular.

La capa tecal se localiza en la periferia de loe foliculos en
desarrollo, no asi en los foliculos primarios donde esté ausente.
En un foliculo maduro, la teca Bse encuentra constituida por 2
zonas: La teca interna, gque es vascular, en donde 23 localiza
tejido con actividad estercidogénica y la teca externa, fibrosa
Yy avascular.

En el ovario inmaduro del ratdn, se ha propuestoc gue la capa
tecal se forma a partir de células de la rete intraovlrica {Hoyer
Y Biskov, 1981). Tratando de aclarar este problema, se observé gue
estas células aparentemente dan lugar, al tejido intersticial

Primario. Es importante diferenciar la localizacién de estas dos
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zonas,

Ya&a gue no parecen tener iguales actividades

biosintéricas.
Las células i1ntersticiales reciben inervacidn simpatica directa
a diferencia ae i1a

teca no
par&crina de

Y
s8O0 receptivas a ia regulacidn
las secreciones de la capa granulosa.
ras células intersticialies del ovaxio © c&lulas
intersvticiales praimarias, también llamadas gléandula intersticial
asl ovario, ase lacalizan entre los foliculos, eaen el ovario de
racvas inmaduzras {Dowason y Mc. Cabe, 1951). Su origen es ain
inciertco Y exibre gran controversia al respecto. Se ha propuesto
gue puedea originarse de protruciones de cé&lulas granulosas de
foliculos en desarrollo, ademas de gue pueden estar formadas LY
parcir de proliferaciones del epitelio

superficial, en
tempranas de la organcgénesis del ovario (Rennels,
lado,

etapas

19%1). Por otro
se ha demostrado gue las células intereticiales se originan,
-n otroe mamiferos,

del estroma ovérico y desempefan un
importante en la produccién de estercides en el ovario
1970 -

papel
a través

(Deanesly,
Intervienen en la actividad biosintética de los andrégenos,
de lia vida reproductora
participacidn

de
perdura aan en

los mamifaeros
lows ovario viejos.

Se ha reportado gque las células intersticiales

ciertos mamiferos,

transformacidn

¥ su
an

ae llegan a
parecida a la luteinica,
tejido conectivo,

glandulares,
constituir mediante una
a partir de elemantos del

fibroblastos de

especificamente de
interna foliculios

atrépicos,
ovulados,

ila
de de foliculos recientemaente
asi como Adel estroma ovarico.
octro de los componenteas ovAricos
descrito,

tecs

importantes gque ae ha
68 €) representado por el tejido glandular
sscundario, que

intersticial
sustituye al tejido intersticial primario; asi
tambikn se deriva de células tecales hipertrofisdas que quedan
como restos de la atresia de foliculos en diferentes estadios de
desarrollo.
Las células hiliares del ovario, c&iulas

glandulares
i8



intersticiales hiliares o también llamado "cuerpo rete hiliar”, en
los mamiferos, Se originan a partir de los cordones epiteliales
gque conforman la rete ovarii Y presentan una morfologia
caracteristica de células esteroidogénicas. En el ovario inmaduro
del ratdn, se identificé la formacidédn de cé€lulas hiliares a partir
de la rete del ovario, conectados a este sistema se localizaron
ovocitos en desarrollo; ademas se logrd poner en evidencia ia
actividad de la 3R-HSD en estase poblaciones hiliares.

El cuerpo lateo también adguiere importancia en la
estercoidogénesis de los mamiferos, es el resultado de una serie de
cambios morfoldgicos Y bioguimicos a nivel de las células
granulosas b'a de la teca de los foliculos precovulatorios. Estos
cambios preovulatorios se producen debido a un aumento importante
de la LH en el plasma y provocan una hipertrofia de las células
foliculares. En el momento de ocurrir la ovulacidén, se presenta
una ruptura de la membrana basal gque rodea a la capa granulosa,
produciendo una salida de sangre de los vasos de la teca interna,
conestituyendo asi el cuerpo hemorr&gico.

Dentro del fendmeno de luteinizacién se observan cambiosa en
la ultraestructura de las células granulosas, de ellos lo m&s
evidente ea la formacién de abundante reticulo endopl&smico liseo,
ia transformacién de las mitocondrias, en las cuales sus creatas
asea tornan tubulares, aparecen abundantes gotas de lipidos en su
citoplasma y los complejom de Golgi se hacen m&s evidentes. Todas
estas modificaciones ponen de manifiesto la preaeparacién qde la

estructura subcelular, para llevar a cabo i1a produccidn de

progesterona. La progesterona tiene accién sobre varios
Srganos gue se encuentran involucrados con la actividad
reproductora, una de esas acciones es la de preparar al aparato

reproductor para mantener un embarazo Y nutrir al producto

adecuadamente.

Se ha demostrado en diferentes especies de mamiferos, gue el
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cuerpo iateo esta constituido por células granulosas ¥ células

provenientes de la teca interna, ambas con actividad

e*scteroidogénica. Morfoldgircamente han sido rdentificadas 2

poblaciones celulares en el cuerpo lateoc: a) Celulas iateas

grandes, polihédricas, referidae como grancluteinicas y b) células

lateas pequefas © tecoluteinicas, ademés de teiido conectivo, en

su mayoria fibrobastos y vasos sanguinecos (Mossman y Duke, i973) -

Esta estructura lutea se mantiene en Bu fase secretora, en el caso

de llevarse a cabo la fecundacidn, mientras se constituye otra

fuente productora de progestercona, en l1a etapa denominada
reconocimiento maternc del embarazo.
En el caso de gue no ocurriera la fecundaciédn, aste cuerpo

lutec degenera y €8 invadido por tejido conectivo, transforméndose

en el cuerpo blanco © albicans.

3.0 TOGENIA DE LAS CELULAS ESTEROIDOGENICAS EN EI. OVARIO DE LAS
AVES .

En la gdnada femenina de las aves, se ha demostrado la

presencia de cordones medulares bién delimitados por una lLamina

basal ; @estos cordones epiteliales hacia el 8o dia dea desarrollo

embrionario, presentan ya una actividad estercidogénica (Narbaitz=z

y Adler, 1966, Weniger y Zeis, 1971 y Jordanov et al, 1978). Entre

io8 cordones madulares, es posible reconocer la presencia de un

sistoema de conductos denominados lacunares {(Callebaut, 1979), los

cuales est&n delineados por una fina lémina basal que los

envuelve.

Las estructuras epiteliales se encuentran distribuidas de

manera irregular en la médula ovarica, de tal forma que en la
regidén medular cercana E.3 la corteza, denominada médula
subcortical, se localizan cordones de células

esteroirdogénicas
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relativamente

peguenas, asi como reducidos canales lacunares. Bn
ia médula profunda se encuentran cordones de células
esterocidogénicae

de mayor tamafo, gue corresponden a las células
intersticiales del ovario.

Utilizando técnicas histoguimicas,
presencia

se puso de manifiesto
del

la
colesterocl Y sus ésteres en el tejido
astercidogénico de las aves.
La presencia de la enzima 3R-HSD,

en los cordones medulares
an el embriétn de pollo,

refleja la adguisicidn aqe

una actividad
@estercidea en etapas tempranas (Narbaitz y Kolodny, 1964, Scheib y
Haffen, 1967 y 1969 y Scheib, 1970).
Existe gran controversia acerca de la formacidén de
componentes

los
esteroidogénicos, existen por lo menos
diferentes sobre el posible origen de las células

también denominadas

tres teorias

intersticiales,
"glandula intersticial” del ovario de las aves
(Bouin, 1902) . Una de esas teorias propone que las células
intersticiales se forman como protrucién de las células granulosas
de los foliculos atrésicos (Jordanov, 1978).

Otra de las teorias sobre el surgimiento de estas poblacioneas
ncargadas de la bhiosintesis de esterocides

v

se ala gue se origina
de cordones medulares primarios,

organizados durante el desarrollo
gonadal tempranco (Benoit, 1950).

Por Gltimo,

otros investigadores han puesto en evidencia el
surgimiento de poblaciones esteroidogénicas a partir de células
indiferenciadas del estroma ovArico (Stanhl y Carlon, 1973).

A pesar de que existen estas evidencias, no se ha determinado
@) origen ex&cto de las poblaciones celulares gque llevan a cabo la
estercidogénesis. Sin embargo, se ha planteado gue las células
asctercidogénicas en etapas tempranas del desarxaollo

responden a la LB ¥y a la hormona gonadotropina

folicular,

coribnica
(hCGy , segregando androstenediona y testosterona,

demostrado

humana

y ademas se ha
gque escase poblaciones celulares presentan una
21



ultraestructura caracteristica de células

productoras de
esterocides, en las cuales se presenta un abundante reticulo
endoplasmico iisco {REL), mitocondrias caracter:i:zadas jalety tener
crestas de t1po tubuiar Y onumeroaas inclusiones lipidicas
{Padernera, 1988). Las células intersticiales del ovario maduro se

localizan en el estroma de la corteza del ovaric © a nivel de la

teca interna folicuiar. Estudios postnataies Jde las celulas

intersticiales en la méduila ovarica, muestran gue estas células se

incorporan a ia teca de 1os foliculos ovarico {Narbaitz Y de

Robertis Jr,1968) y se ha reportado gue responden ante el estimulo

de la LH, en animales adultos (Huang y Nalbandov, 1979).

La teca en las aves, se encuentra diferenciada en dos capas,

una pocidn interna vascularizada y otra externa donde no hay vasos

sanguineos, excepto en su borde mas periférico. En la capa interna

estén presentes células intersticiales con caracteristicas de

células productoras de esterocides (Wells y Gilbert, 1988).

La teca interna, es compacta y de menor grosor gue la teca

externa, alrededor de un tercio. Se encuentra constituaida por

células fusiformes, alargadas, cuya apariencia es similar a

fibroblastos (Pahl, 1971), presenta entre estas ceélulas, delicadas

fibras de colAgena; también se localizan células esteroidogénicas

tipicas. Estas poblaciones celulares, a medida gue crecen los8

folicules, van siendo mas dificiles de identificar, ya gque sufren

compresi&n y se van haciendo maAs alargadas. Esta capa, conforme

madura el foliculoc, se subdivide en tres regiones: una porcidén

interna de fibras colagenas, una media donde hay predominantemente

fibroblastos y una capa de células vacuoladas gue contiene células

esteroidogénicas (Wyburn et al, 1965).

Cabe hacer notar que la capa tecal, ranto interna como

externa se modifica en su grosSor y su estructura de acuerdo al

grado de desarrcilo de cada foliculo.

En los foliculos peguenos de aproximadamente 1lmm de di:amerro,
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no se distinguen aain las dos capas tecales, pero en los foliculos

mayores, de aproximadamente Zmm, yYa es posible identificer las dos

regiones de la teca.

La teca externa, en general ocupa la mayor superficie de la

capa tecal. La periferia de la teca externa se conecta y rodea de

tejido cortical del ovario, donde se encuentra la llegada de una

importante afluencia vascular. Eeta capa se caracteriza por ser

francamente fibrosa, est& constituida por tejido conectivo fibroso

compacto; las fibras corren paralelamente al di&metro folicular.

Estas fibras se engrosan estc hace que se vean més cercanas a la
taca interna. Entre las fibras se distinguen numercsos
fibroblastos aplanados. Algunas fibras elésticae se encuentran
localizadas

entre los componentes de esta zona de la teca. Se ha

demostrado, en esta capa tecal, la presencia de fibras musculares,

aungue los autores no se ha puesto de acuerdo sobre la naturaleza

de su composiciédn (Hodges, 1974).
BEn la regién del estigma, el patrdn de las fibras que lo

constituye es muy similar a la del resto del foliculo, aungue ne

ha descrito a nivel ultraestructural, gue en esa regidén existe una

capa muy compacta de masculo liso (Dahl, 1970).

En la teca externa, ee ha referido la presencia de nidos de

células intersticiales llamadas luteas (Fell, 1925y, gque

corresponden a la denominada gl&ndula tecal (Dahl, 1970 a). De

ellas se han hecho estudios ultraestructurales (Dahl,

1971) Y se

1970 a vy b y

ha determinado gue sus células est&n formadas por

acumulos de células epiteliales, gue se localizan a todo lo largo

del difmetro folicular. Estos acumulos celulares se han descrito

como formados por 2 tipos de células productoras de esteroides: a)

cé@lulas gque se localizan hacia el interior del acamulo,
presentaron caracteristicas ultraestructurales diferentes:
abundantes inclusiones lipidicas, mitocondrias con crestas
tubulares

Y numerosas especializaciones de membrana parecidas a
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demosomas, y b) células "envolventes” gue rodean a las primeras,

por 10 gque eet&n localizadas en la periferia de 1la gl&ndula; 8@

caracterizaron por ser alargadas, aplanadas, se les reconocid

conectadas a través de numerosos desmosomas, no contuvieron

lipidos en el interior de Su citoplasma y presentan un reticulo

andoplé&smico muy evidente. Finalmente esta gl&ndula tecal sa
encuentra delimitada externamente por una membrana basal.

Los estudios de Dahl, 1970, han democstrado la inervacidn de

eata gléandula tecal; a ella llegan an forma ae terminales

nerviosas, las fibraa en su mayoria de tipo amielinica, aungue

algunas veces llegan mielinizadas. Esta inervacidn entra a la

gléindula y e@stablece contacto con las cé&lulas envolventes gue sa

aencuantran en la periferia. Asi mismo se ha sugerido, que esta

inervaciédn es de tipo adrenérgico Y colinérgico.

Se han identificado, en el grupo de las aves, a las células

granulosas como un epitelio aplanado gue rodea a los ovocitos

pPrimordiales. Conforme transcurre la diferenciacién de los

foliculos, las cé&lulas granulosas se incrementan en namero Yy

forman una sola capa de células cabicas alrededor del ovocito,

esto coincide con las etapas previas a la vitelogéneasis. A

diferencia de los mamiferos, en ssta capa no se forma un antroc

folicular y 86lo persiste como una capa unica durante toda la vida

del foliculo (Wells y Gilbert, 1984).

A continuacisn, el epitelio folicular ae desarrolla

gradualmente Y toma una apariencia de un epitelio

psuedoestratificado. En €l momento gque se inicia la vitelogénesis,

las cé&lulas granulosae disminuyen de tamafio y reducen sus

organelos. Posteriormente el arregio pssudoestratificado de ia

capa granulosa o8 modificado nuevamente por el de un epitelio

cibico aplanado, durante esta etapa se incrementan loe lipidos,

que cont ienen principalmente triglicéridos y fosfolipidos, lios
cuales parecen corresponder a gr&nulos de vitelo.
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Los eastudios realijizados sobre la actividad biosintética de
hormonas estercides en la capa granulosa aislada de foliculos

preovulatorios, demuestran gue la secrecidn de progestevona en

mayorxr en los foliculos prréoximos a evular, mientras que son
inactivos desde el punto de vista de la esteroidogénesis, en
foliculos inmaduros (Huang et al, 13979 y Hammond, 1978). El ovario

de las aves adultas se encuentra constituido por folicutios en

diferentes estadios de maduracidin, los cuales han asido
clasificados , de acuerdo a su tamafio y al grado de avance en la
maduracién: a) Los foliculos de la linea blanca, gue son los gque

tienen un tamano entre 2 a 5 mm y se encuentran esperando su turno
para pasar a la siguiente categoria. b) Los foliculos de la linea
amarilla, en este grupo se encuentran los foliculos
precvulatorios, gue se denominan en orden de maduracidén del Fé al
Fl, donde el F1l es el prédximo a ovular Y al que le faltan
aproximadamente 24 hs para salir, por 1o gue en el grupo de las
avesa la ovulacidn ocurre diariamente (Wilson y Sharp., 1973 ¥
Johnson Y Van Tienhover, 1980 y 1981). A pesar de gue en las
aves no existe una diferenciacidn de un cuerpo lateo al final del
desarrcllo folicular, dentro de los foliculos postovulatorios
permanecen, por unas cuantas horas, componentes celulares con
actividad estercidogénica, aungue la base de su funcionamiento no
ha sido aclarado todavia (Hammond et al, 1980 b4 Marrone b

Hertelendy, 1983).

4. LA FUNCION ESTEROIDOGENICA BN EL FOLICULO OVARICO DE MAMIFER

El primero en reflexionar sobre la interrelacidn de la capa
granulosa Y la tecal en el foliculo antral maduro de la rata, en
la secrecidn de estrdgenos, fué Falk en 1959. E1l hizo esgtudios
empleando autotransplante de fragmentos de granulosa y teca en la
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c&mara anterior del ojo. Con eeta metodologia valord la produccién
de estrigenos de acuerdo a los cambios observados en el epitelio
vaginal, va gque es el Srgano blanco de los estrogencs. Como
raesultado de estas experiencias, sugirié la colaboracién de dos
poblaciones celulares en la producciédn de estrégencs e identificd
a las células granulosas como fuente de un sistema productor de
estrSgenos muy relacionado con las células tecales.

Posteriormente Short, en 1962 y 1964, observandc los cambios
producidos durante la estercoidogénesis en el ovario de la yegua,
establecid gque en la teca interna se producian estrdgenos y gue en
este compartimiento era donde se originaba el sistema enzimético
responsable de la aromatizacién de andrégenos a hormonas
estrogénicas. Consideré gqgue las células granulosas luteinizadas
participaban, basicamente en la producciédn de progesesterona, eon
vista de gque en esa poblacidn celular existia una probable
inhibiciétn de lae enximas l17-hidroxilasa y de la 17,20-desmolasa.
Experimentos subsecuentes en el ovario de eguinos corroboraron,
que la fuente principal de progesterona son las células
granulosas. Adem&s se logrd determinar gque son capaces de secretar
pegquefias cantidades de l17R-estradiol (Channing, 1966 y Channing Y
Grieves, 1969).

Se demostrd también gue las células granulosas Y tecales
est&n estrechamente relacionadas para llevar a cabo la funcién
esteroidogénica.

Con la utilizacié4n de técnicae de cultivo y con incubacionas
a corto plaro, se detectd gue las células granulosas llevan a cabo
la conversién de los andrégencos: testosterona y androstenediona a
178-estradiol y estrona (Ryan y Short, 1965 y Channing, 1969).

Ante estas perspectivas , se intentd definir el sitio ex&cto
en el que se lleva a cabo la secreciédn de estrégenos y con ésta
finalidad se estudidé el contenido del fluido de foliculos de
equinos; en au interior se detectaron grandes cant idades de
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androstenaediona,

lo cual hizo pensar qQque nodria ser uno de los
precursores mas importantes en la sintesis Jde estrogencos. Por otro
lado, se determind un incremento considerable en las
concentraciones de i7TB-estradiol dentro del fluido folicular,
proponiendo asi la existencia de un sistema cooperador entre lasa
poblaciones del foliculo ovarico {Younglai 3% Short, 1970) .
Posteriormente, estos investigadores inyectaron precursores
radiocactivos: pregnenclona y androstenediona en el interior del
foliculo completo

tomado de yegua durante la etapa de

aegtro. A
continuacién recolectaron muestras del licor folicular con ei

fin
de determinar las secreciones de las células granulosas y por otro
lado

hicieron muestrecos del contenideo de la vena ovarica.
esros experimentos

Con

pusieron en evidencia el metabolismo de ios

precursores C2l1 y Cl19. Proponen gue el 178-estradiol deriva de un
extrafolicular y gue el sitio probable de su

teca interna.

foliculos

componente
-1 ia

sinteais
Demostraron gue lae

células granulosas de
pertenecientes a egquinos rienen un activo sistema
enzimi&tico de ia AR~-HSD, aungue este parece tenerx una menor
efectividad que lo reportado en otros estudios

vitro “.

realizados "in

Armetrong, 1997,

compartimientos

1 modelo propuesto por Armstrong y Papkoff,

1976 y Fortune y
para

explicar interrelaciédn

la
foliculares

de loa
en la produccidn esteroidea de
mamifaercs, han sugerido gue las cé&lulas tecales del foliculo de
rata madiante @l estimulo de la LH producen
au  vesz

andrdgencs que son a
mecabolizados poxr las células granulosas, laa cuales
previamante estimuladas por la FSH convierten, estos andrf6gence en
egrrégenos. Evidencias similares son aportadas por Erickson y Ray,
1976, guienes demuestran en el conejo el papel de las
tecales,

células
asi como en estudios coincidentes en ovejas {(Moore, 1977)
Y &n humano (Tsang et al, 1979). En ovejas, se llevaron a cabo
estudice usando anticuerpos en contra de testosterona,

lo8 gue
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inyectados a través de arteria ovarica, provocaron la suspension
de la producciédn estrogénica estimulada por 1a LH

(Baird, 1977y .
Luego de

casi 21 afos de los primeros resultados

obtenidos por
Falk, en 1959, el conocimiento ha evolucionado, demostrando gque
pe-1.1 andrégenos son producidos Y liberados a partir de una

poblaciédn de células tecales y gue estos difunden hacia un segundo

tipo celular que son las granulosas, para ser aromatizados Y
transformados en estradiol (Bjersing y Carstensen, 1964, Armstrong
¥ Dorrington, 1977 y Bjersing, 1978).

A pesar los de trabajos previos, donde se mencionaba gue la
teca por 8i sola secretaba estradiol (YoungLai y Short, 1970 '
Channing Y Coudert, 1976), donde eliminaban la capa granulosa de
foliculos de mono rhesus y contindan teniendo una produccidn
activa de estradiocl "im vitro” ; sus resultados han sido
criticados, va gue con la técnica empleada, pudieron haber

guedado residuocs de células granulosas en la preparacidn tecal.
sSe ha visto que el efecto esteroidogénico de la LH sobre

la
en el ovario de la rata

teca, {Bogovich y Richards, 1982), es el de
incrementar la actividad de la 17R-nidroxilasa: c-17, 20—-liasa,

para obtener como resultado la producciéd4n de compuestos esteroides

C~-19 como la androstenediona y testosterona; aungue en las células
tecales de mamiferos, el andrégeno encontrado con mayor abundancia
es la androstenediona, esto probablemente debido a gque existe una
deficiencia en la enzima 17B-hidréxiesteroido deshidrogenasa.
ha visto gue a medida gue el foliculo madura la biocsinteaesis de
estos andrégenos es mas selectiva, de tal modo que en
foliculos preovulatorios proximos a ovular, la produccidn de
ellos estéh mAs restringida (Liberman et al, 197%)

Otro de los efectos de ia LH sobre la teca, es la

estimulaciédn de la conversidén del colesterol a progesterona, como
lo prueban los experimentos realizados "im vitro" en foliculos de
rata en diferentes etapas de maduracién. Los foliculos al ser
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estimaulados con hCG (Bogowvich y Richarde, 1982) produjeron un
incremento de receptores a LH y por consiguiente se estableciéd la
produccidn de progesterona. Adem&s pusieron de manifiesto gque ia

liberacié4n de progestercona, por las células ajisladas de la teca de

l1a rata, s incrementa con la estimulacidén del Adenosin
monofosfato ciclico (CAMP) ; con esta serie de experimentos
concluyen gque la sintesis de progesterona esth regulada
hormonalmente Y que varia durante la diferenciacién de
foliculos, siendo mayor en los foliculos preovulatorios.

Estos resultados ponen en evidencia la participacién del

compartimiento tecal dentro del foliculo ovérico en los mamiferos,
an 1a produccién de andrégenos aromatizables y la sintesis de
progesterona, ambos como respuesta al estimulo gonadotrdpico de la
LH, y cuya finalidad es la de almacenar y/o proveer de sustancias

esterocides al resto del foliculo, para llevar a cabo la

bicosintesis estrogénica (Gore-Langton y Armetrong, 1988).
La participaciétn de las gonadotropinas en la diferenciacidn

del foliculo ovarico, ha sido motivo de estudiocos durante varios

afios Y una de las preccupaciones ha sido evidenciar el papel que
juega el hipot&lamo~hip6Sfisis en la foliculogénesis en la gSnada
inmadura.

Estudios realizados por Challoner, (1975) en foliculoe de
ovarios de hamster, los gue fueron cultivados por varios dias an
ausencia de gonadotropinas; muestran gue 1la diferenciacién de
estcos foliculos se vid retrasada considerablemente, adem&s de gque

hubo poco desarrcllo de las células granulosas, sugiriendo con

easto la influencia de las gonadotropinas en la diferenciaciédn de

las cé&lulas granulosas, aungue para algunos investigadores estos
hallazgos necesitan ser analizados m&s a fondo (Peters, 1978).

En el mono hicieron experimentos para determinar la infuencia
de gonadotropinas durante la etapa fetal; se empledS la técnica de
hipofisectomia en westos animales a los 1i4 y 117 dias de
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debidae a gque en esta etapa sa inicia ia
la hipofisectomia provocé la disminucidén y casasi
mayor

gestacidn,
ia etapa de

foliculognegis;
aussncia

total de foliculos en
varios

tanto en los follcoculos constituidos

asi también hubo una reduccidn en
de seta manera
en la

una
diferenciacién, por
sstratos, como los antrales; el
licor folicular en los follculos més avanzados, L2 ]

participacidn de las gonadotropinas

de manifiesto la
acumulacidn

del

del

puso
estrato greanuloso y ean la

division

ligquido folicularx.
Bn otros estudios

las

calular
llevados a cabo en ratones recién nacidos,
anticuesrpos

el

por

e inhibieron gonadotropinas esepleando
disminucitn importante en

ant igonadotropinas y se produjo una
desarrollo folicular y en la multiplicacitén de las granulosas

hoxrmonas hipofisiarias en estos mamiferos.
ls

i1a carencia de
hormona luteinjirzante ests

Dentro de lss funciones de la

de producir un efecto scbre lae células granulosas del foliculo en
produccidn de hormonaws

desarrollan a
conversisdn
segGn sugieren
Axrmetrong Yy
del

la
capacidad

crecimiento, desencadenando
estercidogénicas y como consecuencia
sintetisar
coma
(1968),

pregnenclona a partir de 1la del
respussta al esstimulo de la LH,

-t al, {(197%),
{1983). conversidn

para raesultado

de
colestarcl

Dorrington
Esta

Hall et al,
darx come

{1977) Yy Brodie,

intermediarios,
regulado por un
(2967), han

foliculioe
de la LH, una
a pactir
(Welle

Porrington,
#istema

complejo
pPuesto

inmaduros
buena

de

- otroa

colesterol
-n

hormonas
enzimltico.

evidencia qgue
de cerdo,

cantidad de progesterona
siguiendo la via bioceintética de los Delta 4

waxuales, estl

Bereing y
cédlulas granulosas
producen, bajo el sfecto
Yy 20-hidroxipregnenclona

Cartensen,
de

lee

obtenidos

pregnenclions,
Yy Gilbert, 1%84).

ha puesto en evidencia gque la FSH y el estradiol “in

de

e
puede actuasr sobre las grsnulosas ausentando la sintesis

wive”
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progestercona;

cabe hacer notar gque estos procesceos se ha

visto gue
BsBOon modificados por ia presencia de la FSH y 1LH, {Richards ¥
Kerseay ., 1979), estas gonadotropinas tienen un efecto sinérgico a
través de la maduracidn

del foliculoc ovarico preovuliatorio Y
ademés éstos mecanismos pueden modificarse deb:i1deo a la presencia o
auvaencia de receptores para ambas

gonadotropinas
Los cambioe

an el contenido de 1los receptocres

hipofisiarias.

aen las
granuliosas puede determinar el tipo de respuesta ante

gonadotropinas.

células
cualguiera
de ias Se ha llegado a la conclusidn de
general

que en
las células granulosas presentan receptores a FSH

¥ las
células tecales intersticiales y luteas presentan receptores a LH.
Cabe hacer notar, gque reapecto a la

secracidn de hormonas hipofisiarias,

regulacidn de l1a
al igual que los wmamiferos,
no se ha podido separar por completo el efecto producido

por la

FSH y la LH sobre el ovaric de las aves (Teng et al, 1982).

En trabajos recientes se ha visto gue 1la FSH, ante la
Presencia de andrdégenos,

puede participar activando el asistema de
aromatasas y como consecuencia aumentar la sintesis de
por

escradiol,
1o que se ha demostrado que este mecanismo enzimatico es

FSH
depaendiente, (Exrickson y Heaueh, 1978 y Moon et al, 19783 . Esta
actividad da aromatasas se ha determinado, en &)l interior de las
células granulosas

de} foliculo del ovarioc de laos mamiferoa,
{Zeleznik et al, 1974) . Estos hallazgos est&n apoyados por
estudios "in viveo”

hechos en ratas hipofisectomizadas a las gue se
les administrd teatosterona, produciendo como resultado un aumento
en la aromatizacidn del estradiol en el ovario,
colocd la

no asi cuando
SB-denidrotestosterona,

se

que es un andrégeno no
aromatizable. Se ha detectado que los andrdgenos ejercen un
afecto estimulatorio sobre la produccidn de progesterona dentro
del feoliculo preantral,

a nivel de la poblacién granulosa y se

ha
viato gue depende de la presencia de receptores a LH (Lucky et al,
1977).



Raecientemente la tecria bicelular explica la cooperacidn de
en

poblaciones celulares ovaricas en la sintesis esteroidea,
de andrSgenos por las

las
base a gue la LH regula la produccion
céklulas tecales del ovaric, especialmente la teca interna. Es

ne solo las concentraciones de

importante menalar, gue
gonadotropinas en el suero pueden modificar la respuesta, sino gue
Bitics de unidn hormona-receptor

las células

(H-R) .

también la cantidad de
efecto sobre

Lo miamo ocurre con la FSH, cuyo
granulosas se lleva a cabo primordialmente en la estimulacidn de
aromatasas de los andrdgenos como la testosterona Y la
androstenediona para la conversidn a estrégenos, estradiol Yy
eestrona, respectivamente (Brodie, 1983).

para determinar el papel gue

estudios llevados a cabo
esteroidogénesis

Los
juegan los estrdgenos en la regulacién de la
intrafolicular en los mamiferos, han puesto de manifiesto la

que tienen sobre la biosintesis de
en

inhibitoria
este efecto inhibitorio se ve reflejado

influencia
sistema 17n3-

andrégencs en la teca,

disminucién de la producciédn de las enzimas del

regulacidn pardcrina de los

la
hidroxilasa:C-17,20-liasa.
llevarse

Esta

a cabo a través efecto de

de un
au propia

estrdgencs, puede
raetroalimentacidn negativa intrafolicular, gue limita
produccidn estrogénica a nivel del compartimiento granuloso, por
la escasés de andrégenos (Gore-Langton y Armstrong, 1988).
Por otro iado, se ha evidenciado claramente que los
estrégenos tienen la capacidad de potenciar su propia produccién
Con el fin de demostar este mecanismo,

®n las células granulosas.
se administré”in vivo"am ovarios de perros,citrato de clomifen
y ®se detects el aumento de

(considerado como un estrdgeno debil)
empleando come pPrecursores

Cabe mencionar,
Jugando

de estradiocl y eatrona
que se

la sintesis
andrégenos marcados (Engels et al, 1968).
estrdgencs pueden estar un

en el aumento de estrdgenos a

ha propuesto gue los
importante papel regulador, los
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de la aromatizacidén de andrdgenos y gque esta regulacidn es

nivel
(Adashi y Hsueh, 1982).

dependiente deli efecto FSH

EN EL POLICULO OVARICO DE LAS AVES.

ESTEROIDOGENWNESIS
La diferenciacaidn de las poblaciones esteroidogénicas Y su
influencia enddcrina scobre la maduracidn de las glé&ndula sexuales
de las aves, 8se ha tratado de

etapa perinatal

Asi en el desarrolloc temprano de la gdnada femenina,

durante la

esclarecer.

Be ha demostrado la presencia de cordones medulares en el ovarioc

de las aves con actividad esterocidogénica, de tal forma que hacia
podrian

@l Bo. dia de desarrcilo embriconaric aparecen células gue
a cabo la biosintesis de esteroides en la médula ovéarica
1966 y Jornadov et al,

durante

llevar
1978). Se ha

dael pello (Narbaitz y Adler,
reportado gque saecrecidn precdz persiste

esta todo el
desarrollo Y es necesario para la diferenciacién del oviducto

1939) .
medutares

(Willier,

En otros reportes, ee ha viato que en los cordones

en el pollo, ya se localiza una funcién

la actividad

del ovario embrionario,
enzimAtico

estercidogénica, CcoOmo es
la transformacién de andrdgenos
gue se lleva a cabo en la médula ovérica en la

1964, Sheib y

del sistema

a eastrdgencs por

encargado de

medio de la 383-HSD,
{ Narbaitz y Kolodny,

1978). Asimismo, se han

etapa embrionaria del pollo
1969 y Wooda y Erton,

Haffen, 1967 y
desarrollio tempranc

células esteroidogénicas en el

identificado
del embridn de pollo, por medio de técnicas ultraestructurales e
inmunocitoguimicas como la inmunofluorescencia. Ademas estos
la presencia de estrona y l17f-estradiol en
de

autores describieron

interior de la génada indiferente, en ovarios de embriones

el
pollo de 3.5 dias.
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El emplac de precurecores radiactivos, ha ofrecidos ventajas
importantes en la demostracidn de la biosintesis de esteroides ¥
en la deteccidén de algunos sitios donde ccurre la estercidogénesis
an las aves. La aplicaciédn de esta técnica a estudios realizados
"im wvitro~, en el ovarioc del embridn de pollo, determiné la
produccidén del i17R—-estradiol y estrona desde el 70 dia de su
desarrollo prenatal, asi también se demostrd gque el ovario libera
estrégenocs hacia el plasma (Haffen y Cedard, 1968, weniger,
1971, Galli y Wassermann, 1973 y Guichard et al, 1973 , Guichard
et al, 1977 a y b y 1979 y Woods y Brazzil, 1981).

Por otro lado se ha empieado la técnica de radicinmunoensaycoc
(RIA), para la demostracidén y cuantificacién de la secrecidn de
estas hormonas estrogénicas en las aves, (Guichard et al, 1977 a
Y b); la mayoria de las investigaciones han sefalado al 17—
estradiol, como uno de los estrdgencs mas importantes que
interviene an la funcidén reproductora de las aves; al 178—
estradicl juega un importante papel en la esintesis protéica, en la
produccidn de los diferentes tipos de RNAs y la duplicacidén del
DNA, interviene en la induccién del crecimiento del oviducto y la
movilizacién del embriSn de las aves dentro del huevo, (Gilbert,
1988).

En la gSnada gue se diferencia a testiculo, principalmente se
estimula la liberacidn de testosterona Y DHT
(dehidrotestosterona). Esto resulta interesante, ya que
actualmente se sabe que alrededor del 60 dia de desarrcollo
embrionario en el pollo, las gSnadas indiferentes se diferencian
hacia testiculo o hacia ovario. En ovarios de 7.5 a 10 dias, en el
embridbn de peollo, empleando como precursores marcados ia
dehidroepiandrosterona (DHEA) y testosterona (T), se evidencid la
capacidad de sintesis y el aumento progresivo de estradiol (B2) ¥y
de estrona (El), conforme 3% desarrcllo del ovario avanza,

poniendo en evidencia la maduracidn de este sistema de
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a través de la diferenciacion ovarica (Haffen Y

esteroidogénesia

Cedard, 1968).
obtenidos en

Estos hallazgos coinciden con los reaultados
embriones de mayor edad, donde a los 15 dias el ovaric produce T,
Yy en gallinas adultas a las gue

1972)

(Galli y Wassermann,
ia

Fl y E2
se les administré precursores radiactivos, también se demostrd
(PROG), androstenediona o Delta 4,

en la etapa

T ¥

sintesis de progestercna
muy |similar a lo que ocurre

embrionaria del pollo (Boucek y Savard,
Numerosos estudios morfolégicos e histogquimicos han puesto en

E2, de modo
1970) .

evidencia la presencia de acumulos de células esteroidogénicas en
la médula ovarica del embridn de pollo (Narbaitz y Kolodny, 1964,
Y weeks,

i966, Scheib y Haffen, 1967, wWoods

Narbaitz Yy Adler,

i978) .

1969 y Jordanov et al,
de hormonas

otro ladoc se ha empleado la administracién

en evidencia el papel gue juega
de tal

Porx
hipofisiarias, con el fin de poner

este tejido estercidogénico dentro del ovario de las aves,

forma gque con el tratamiento de la LH y 1a hCG, se ha podido
evaluar la biosintesis de esterocides en los estadios embrionarios,
“im wvitro™” ,los resultados obtenidos de

tanto " in viveo"™ como
estos experimentos se ven reflejados en un aumento del
estradiol, progesterona y la testosterona en embriones de 8 a 18

Teng

como se ha referido en los trabajos clasjicos de Teng y

diae,
1982, Teng et al,1982, Guichard et al,

1979), Teng,

1981) .
marcados para analizar la

(1977a Yy b,

(1979) y Woods et al,

El empleo de pPrecursores
biosintesis del estradicl y estrona, combinado con la utilizacidn
de hormonas hipofisiarias LH y hCG para despertar una respuesta
usado en embiones de pollo entre los 10 b4 18

(Cedard et al,
efecto sobre la

ovarica, (=1-] ha
1968) . La

logrando un incrementoc en E2 y E1

dias,
LH se ha visto gque tiene un

administracidn de
de estradiol y desde la etapa embrionaria en el ovario

secrecidn
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alrededor de los 7.5 y 9 dias es posible detectar un

(Woods, et al 1981). De tal modo

del pellc

incremento de E2 en el plasma

que es posible encontrar camp:Los morfolé&dgicos en ey ovario

producidos desde etapas tempranas del desarrollo embrionarioc.
Estos cambios pueden ser modificados por la presencia de la LH =}
la hCG, vya Que Be ha visto gue la biosintesis de estercides es

dependiente de la estimulacié4n con FSH y LH.

Con el emplec de técnicas de gradientes de densidad, se ha

logrado tener informacidén de la funcidén biosintética de las

poblaciones esteroidogénicas que conforman el ovario al
nacimiento. Durante este proceso, se llevo a cabo una separacién
mecénico-enzimatica de las células responsables de la

esteroidogénesis del ovarico. Se aislaron b&sicamente dos tipos

Una poblacidn de células gque en su mayoria pertenecian
de

celulares:

a ia médula ovaArica, con caracteristicas ultraestructurales

células productoras de esteroides, las cuales mostraron una poca ©

nula actividad de aromatasas para la biotransformacidn de 1o

andrégenos, por lo gque no hubo sintesis de i17B-estradiol, en

cambio al medir la liberacién de hormonas esteroides se demostrd
la secrecidn de testosterona. En la otra poblacidn celular [-1-]

identificaron mayoritariamente células poco diferenciadase, con una

evidente actividad del sistema de aromatizacidn y se observéd la

produccidn de 178-estradiol Y estrona, aunque esta ultima ae

produijo en mayores concentraciones., por 1o gue se presume gue 1a

enzima gque cataliza esta reaccidn, la 178-HSD tiene baja actividad

(Pedernera et al, 1988).

Se@ han identificado, en los foliculos del ovario de las aves,

por lo menos dos poblaciones con actividad biosintética

esterocidea: 1, Las células granulosas gue responden inicialmente

al estimulo de la FSH y gue posteriormente al madurar

produciendo progesterona. Y 2)

degsarrcllan

e incrementan 8u respuesta a la LH,

Laa células tecales qgue reciben el estimulo de la LH y responden
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producienda estrogenos Y androgenos,

pero a medida
diferencian

gque se

108 foliculos decrece la seusibpilidad de 1la teca al
efaecto estimulatorio de la LH ( Huang y Nalvandov, 1979 y Hammond
et al 1981).

Se ha puesto ¢on evidencia gQue la sensibilidad al estimulo de
ia LH decrece al madurar el foliculo de

1983), de

ias aves (Marrone Y
Hertelendy, tal forma gue la poblacidn
foliculo F3 tiene una mejor respuesta hacia la LH,

foliculo

tecal del

gue la teca del
por ovular o Fl.

L.a mayor sensibilidad al efecto
L, Bse na

de ia
probado tomando en cuenta la mayor capacidad para
aromacizar los andrdégencos a estrdgencos. Esta sensibilidad a la
gonadotropina LH, no es lo Gnico gue se modifica en el proceso de
maduracidn folicular, ademas

durante la diferenciacidédn, puede
haber una importante disminucidn en el numero de receptores a FSH,
@en loes foliculoe preovulatorios mhs avanzados,

como son el F2 y F1
{Btches y Cheng. 1981).
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PLANTEAMIENTO DEIL PROBLEMA

A pesar de gue se cuenta actualmente con una vasta literatura

sobre la actividad estercidogénica del ovario en las aves, no se

ha eaclarecido adtn cuales son las poblaciones celulares que

intervienen en la biosintesis de esteroides dentro del ovario,

ademés de gue no se sabe comc es gue se modifican esas poblaciones

esteroidogénicas a través de la diferenciacidén del foliculo

ovlrico.
Si bién e cierto gue dentro de la diferenciacidédn de la

godnada femenina en las aves se ha visto gue ejercen una gran

influencia las gonatropinas hipofisiarias, y gque a partir de su

estimulo provocan un aumento en la produccidén de estrdgencs, tanto

17p—estradiol como estrona, en el ovario, entonces resultaria

importante aclarar el papel gue desempefan lae gonadotropinas
hipofisiaras : FSH y LH, sobre las

del

poblaciones esteroidogénicas
ovario de las aves al nacimiento y de esta manera determinar
con  mayor exactitud sobre gue tipos celulares recae el efacto

hormonal .

Otro de los hechos importantes gue gigue sin resolver es 8i
en las aves existe un sistema cooperador entre las célulaae

productoras de esteroides, por lo gue a continuacién de

identificar culles serian las poblaciones involucradas en la

biosintesis, se estableceria cEHMo as que interactuléin dichas

poblacicnes dentro del foliculo ovérico, en las diferentes etapas

de maduracién.

De acuerdo a todas estas consideraciones se planted la

posibilidad de identificar las poblaciones esterocidogénicas en e}
ovario del pollo al nacimiento.
Se utilizar& la administracién de la hormona gonadotropica

coridnica humana (hCG) en la etapa embriconaria, con el fin de

valorar los cambios estructurales producidos en esas poblaciones
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productoras de estercides al nacimiento.

Por otro ilade se estudiaran

secuenciLaimente ios cambios
morfoldgicos que se lievan a cabo en las peblaciones
estercidogénicas, durante el desarrcocllo de lo8 foliculos,
utilizando como modelo el ovario del pollo en diferentes edades
postnatales.-

En vista de gue se sabe gue en el foliculo preovulatorio de
l1as aves, la teca de tiene capacidad productora de andrégenos
(testosterona y androstenediona) y estrdgenos {173-estradiol) Y
que la capa granulosa basicamente secreta progesterona, a8
observarén las modificaciones estructurales de las poblaciones

celulares encargadas de la produccién esterocidea en los foliculoe

preovulatorios an la gallina adulta.
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HIPOTESIS

Existen reportes sobre ila presencia de celulas
invelucradas en la biosintesis de estercides en el ovario de i1as
aves, durante la etapa embrionaria (Hodges, 1974, Narbaitz Y
Adlier, 1966 y Jordanov et al, 1978). Asimismo, se ha demostrado
que los8 cordones medulares del ovario de polio tempranamente

desarrcollan una respuesta positiva a la actividad de ia 3A-HSD

{Scheib Y Haffen, 19€7 y 1%69). Asi también se sabe que en el
ovario del embridn de peollo, ya existe una produccian de
esctrdgenos, tanto de 17fl-estradicl como de estrona (Galli Y
Wagssermann, 1973). Considero gue estas subpoblaciones se pueden
reconocer en el ovario del ave recién nacida e identificar sus

relaciones estructuraies y las modificaciones gue sufren cuando
reciben un eatimulco gonadotropico.

Se ha propuesto gue en el ovario de las aves recién nacidas
existen dos subpoblaciones de células esteroidogénicas {Pedernera
et al, 1988).

Luego del nacimiento, se ha descrito que los cordones
medulares se insintan alrededor de la capa granulosa para formar
la teca de los foliculos ovaricos (Dahl, 1970 y Hodges, 1974). Se
puede postular que las subpoblaciones de la médula participaran en
la integracidén de la capa tecal y gué se produciran cambios en
esas subpoblaciones durante la foliculogénesis.

La produccidn de estercides en el covario de la gallina, se ha
visto gque esta regionalizada, de tal modo que en la teca ase
producen estrdgenocs (l17B-estradiol) y andrdgenos (testosterona),

(Huang Y Nalvandov, 1979 y Marrone y Hertelendy, 1985) y en la

capa granulosa se secreta principalmente progesterona (Huang, et
al, 1979, Hammond et al, 1980 y Wells et al, 1981). Si esto es
cierto, se tendran gue reconocer en la teca, por lo menos dos
pOblaciones celulares que participen en la produccidn de

estrégencs y testosterona, estas poblaciones van a encontrarse en
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ia teca del foliculo y posiklemente sean las derivadas de
subpoblaciones de células estercidogénicas gque se identifiguen en
el ovario inmaduro.

las
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OBIETIVOS

Uno de los primeros objetivos a seguir en este trabajo de
tesis va encamiusado a la identificacién de las poblaciones
celulares que tienen a su cargo la biosintesis esterocidea en el
ovario de las aves, al nacimiento.

A continuacidn se estudiaran los cambios estructurales a
nivel subcelular gue se producen en los cordones medulares
esteroidogénicos como respuesta al efecto gonadotrdpico de hCG.

En una segunda etapa se propone reconoccer a las distintas
poblaciones celulares y los cambios gque de manera secuencial [-1-]
producen en ellas conforme transcurre la foliculogénesis.
Observando la integracién de estas peblaciones productoras de
esteroides a las tecas de los foliculos en maduracion.

Otro de los objetivos es el de poner en evidencia los
cambios morfolédgicos de las poblaciones esteroidogénicas que se
llievan a cabo durante el proceso de maduracién de los foliculos

preovulatorios del ovario adulto.
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MATERIAL Y METODOS

OBYTENCION DEL MATERIAL.

Se emplearon huevos fertilizados de la linea Leghorn klianca
obtenidos de la granja avicola "La VeracrGz” de la Facultad de
Medicina Veterianaria y 2Zootecnia de la U.N.A.M., se colocaron a
37.8 C en una incubadora de aire forzado y humedad controlada.

Después de la eclosion, los pollitos fueron criados con
temperatura controlada de acuerdo a 108 manuales de crianza de
aves Y alimentados "ad libitum"” con Startina (Purina) . Los

pollos se sacrificaron por decapitacidn a diferentes edades:

o, 7, 15, 21, 28 y 36 dias posteclosibn, disecando el ovario
izquierdo.
Para el astudioc de los foliculos en el ovario maduro, se

emplearon gallinas ponedoras jovenes, de aproximadamente 5 meases
de aedad; a las gue se controlaba diariamente la hora de la
ovoposicidn.

Las gallinas fueron sacrificadas por decapitaciédn, de 6 a 8
hs después de la ovoposicidn para la obtencidn de foliculos.
Estos se identificaron y disecaron cuidadosamente del ovario. Los
foliculos preovulatorios de la linea amarilla se clasificaron de

Fl1 a F6 en orden decreciente de diametro.

PROCESAMI ENTO DEL MATERIAL PARA MICROSCOPIA DE LUS Y ELECTRONICA
DE TRANSHMISION.

Los ovarios izguierdos de los pollos recién nacidos
sacrificados dentro de las 24 hs posteclosidn, asi como los

fragmentos de l1os ovarios obtenidos de las pollitas en las edadeas

antes mencionadas del desarrcllo posnatal, Bse fijaron por
inmersidn en glutaraldehido. En el caso de los foliculos de
gallinas ponedoras, la fijacidén de cada uno de ellos se hizo
también por inmersidén en glutaraldehido, durante 10 ming;
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posteriormente 8@ les hizo una pequena incisidn por donde se les
inyectd fijador; para asegurar su penetracion al interior. A

ios foliculos se fragmentaron ¥ se seleccivnaron

continuacidn
areas represeéentativas de cacda uno.
Todo el material obtenido se procesd con la técnica de

microscopia electrdnica, siguiendo el esguema gue a cont inuacidn

se describe.
fueron fijados

Una vez obtenido cada uno de los especimenes;

inmediatamente por inmersidn. En el caso de los experimentos de
ovarios del pollo recién nacido, se empled glutaralidehido en

C.15 M a un PH de 7.4 por 2hs a

los

amortiguador de fosfatos
realizados, las

temperatura ambiente. En los demas experimentos

muestras se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de

cacodilato de sodio 0.15 M a pH 7.4, durante 2 hs a temperatura de

4 C.

A continuacidn Be lavaron con el amortiguador
correspondiente y se postfijaron con tetradxido de osmio al 1% en
amort iguador de fosfatos o de cacodilato de sodio 0.15 M PH 7.4

La

segiin el casco, por un lapsc de 2 a 3 hs a temperatura ambiente.

deshidratacidn se realizd con una serie creciente de alcoholes '

POr ultimo con Sxido de propileno. Las muestras de los ovarios de
pollo recién nacidos, se preincluyeron en una mezcla de &xido de

propileno Y epdn 1:1 durante 12 a 14 hs, después se pasaron a

otra mezcla con mayer concentracidn de resina epdxica por un lapso

de 12 hs. Finalmente los fragmentos de ovarios se pusieron en la

resina sin el solvente durante 4 a 6 hs y fueron incluidas en epdn
812 (Merck), en la estufa a 60 °C por 24 a 48 hs. En el resto de
ios experimentos, se llevo a cabo la preinclusidn con mezclas de

Sxido de propileno Y resina epdxica Poly/Bed (Polyscience),
A continuacidn, las

aumentando la concentracién de la resina.

muestras se 1ncubkaron en ia resina scia por 4 hs y se procedid a

la inciusidén. Durante la polimerizacidn se incrementd gradualmente
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la temperatura cada 12 he; primerc a 35 C durante 12 hs, después
a 45 ©® c por otras 12 hs, alcanzando su completa poclimerizacidn
luago de 12hs a 60° c.

Postericormente d@ este material 8@ hicieron cortes de 1 um
de grosor, empleando un ultramicrotomo MT-1 (Porter-Blum) Y un
Ultracut, {iRiechter), para ia identificacidn de las areas s
tifneron con azul de toluidina. De las zonas elegaidas se hicieron
cortes finos dorados y grises. Se contrastaron con acetato de
uranilo acuoso o alconhdlico y citrato de plomo (Reynolds, 1963) Y
por Gltimo fueron analizados y fotografiados con un microscopio

electrénico de transmisidn EM9-S2, Karl Zeiss.

PRATAM I ENTO HORMOMNAL .

En una serie de experimentos se efectud un tratamiento con
gondotropina coridnica humana (hCG), durante su incubacién. Los
embr iones al cumplir los 13 dias fueron inyectados con una dosis
de 1.0 IU/ml de hCG (Pregnil) del laboratorio Organon, disuelta en

una solucidén de clorurc de sodio 0.9 % Yy a los 15 y 17 dias de

incubacidn se iesn repitid la misma dosis. Siguiendo el mismo
esgquema, al grupo testigo de animales se le inyectd scolamente la
solucidn de cloruro de sodio 0.9% . Finalmente a un grupe de

embriones se les administrd una dosis Gnica de hCG en el dia 17 de

la etapa embrionaria. La técnica empleada para la administracién

conaistid en hacer una peguefia abertura en la cAscara y sobre la

membrana coricalantoidea, mediante la cual se les colocd la

hormona. Los an:males testigo y tratados con la hormona fueron

sacrificados dentro cde las primeras 24 hs después del npnacimiento.
Se les disecd el ovario izguierdo y se cuantificd el contenido
total de proteinas © pe emplearon para realizar los estudios

mor fométricos.
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A) Andélisis de proteina total.

Para el anAlisis de proteina total, los ovarios izgquierdos de
los polios recién nacidos se pesaron cuidadosamente

¥
el fin de determinar el

homogeinizaron con

contenido total de

proteina empleando la técnica de Lowry et al, 1951, para eiloc ae
emplad como estandar albumina povina {fraccion V) (Sigma),
A 279.5 = 6.67 cm -1.

®) Estudioc Morfos@trico.

Bl estudico estructural de los especimenes de los ovarios de las
pollitas recién nacidas tratadas hormonalmente, se realizéd con
microscopia de luz y electrdnica de transmisidn. Se estudiaron
las siguientes &reas del ovario

a) La corteza ovérica,
8@ localizan lae células germinales y los foliculos en
D) L.a médula

donde

formacibn.
subcortical, donde se encuentra la principal
acumulacidn del tejido esteroidogénico, loas canales lacunares Y
vasos sanguineocs. c) La médula profunda, en la gque existen

acGmulos de las células intersticiales del ovario.
Empleando la microscopia de luz,

principaimente,

se mididé un Area total de 540 um2
con el método de puntos, con una precisién de 95 &

1977y . Se cuantifcédé el Area

(Williams,
ocupada por los cordones de células
intersticiales Y el Area ocupada por los canales lacunares. Se
conté el nimero total de célulae germinales localizadas en e
estroma medular subcortical. Las diferencias entre testigos y

se analizaron estadisticamente utilirando @l anflisis de
variancia {F)y,

tratados

la prueba de t de Student y la prueba de Scheffe
(1953) para contrastes multiples.

Para el an&iisis morfométrico a nivel de microscopia
electrdnica Bse obtuvieron 12 micrografias seleccionadas al azar
de cada uno de los ovarios. Para estandarizar el anflisis
morfom@trico c¢on microscopia electrdnica, las micrografias fueron
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tomadas a bajos aumentos (1,800 X)) - Para la mediciodon e
mitoccendrias se utilizaron amplificaciones de las areas
seleccionadas {45,000 X . Las med:cirones Jde las areas fueron

llevadas a cabo en una computadora Hewlett Packard modelo 98zS T

acoplada a un dig:italizados HP 8974A. Se mid:id el volidamen ocupado

por los cordones medulares, vasos sanguineos y lacunares, ademas
de la cantidad de ovocitos local:zades en el ovar:o de 1 grupos
testigo y experimentales.

Se obtuvieron foliculos preovuliatorios Fo, Fd ¥ F3 de

gallinas adultas, Leghorn blancas, entre las 48 y 52 semanas de
edad. A los foliculos se les elimind la capa granulosa 1 el
tejido conectiveo gue rodea a la teca. El tejido tecal, se disocid
con trips:na al 2.5 % en una sclucidn salina balanceada libre de
calcio ¥ magnesio, a 37 °2C y con agitacidn (30 ciclos,/min,;. Las
células tecales se dispersaron después de 30 min de tratamiento
con la tripsina; con el fin de eliminar los fragmentos de tejido,
se filtraron a través de una malla de nylon. La actividad
enzimatica de ia tripsina, se detuvo con inhibidor de tripsina

disuelto en medioco de cultivo Eagle Dulibeco modificado (DMEM) y

soiucion salina balanceada (BSA), en una concentracioén de 2.5
mg/ml, a continuaciédn las céliulas se lavaron dos veces con DMEM-—
BSA. Las células aisladas de la teca (30-50 x 10 células), se
cclocaron en un gradiente continuo de Percoll (G-100 ., se
centrifuaron a 1500 xg por 15 min y las fracciones celulares se
colectaron de la parte superiocr del tubo de centrifugacidn. Las

fracciones gue contenian las células tecales se lavaron con 10 ml
de DMEM-BSA. El namero de céiulas se conto en cada fraccidn
empleando para ellio un hemoc it ometro, ademas s5e anailizd ia
viabilidad celular, utiiizando como colorante de exclusidén el azul
de tripano, en todas ias muestras la viabilidad fué de
aproximadamente 25 %. Poster:ormente, se cuantificd en las células

tecales la capacidad de sintesis del l17f%-estradiol b la
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testosSterona, para i1c cual 8e incubaron aproximadamente {1x10)6

cel/ml, durante Z he en iml de DMEM-BSA con .1 mM de l-met:l 3~
ischut:i xantina (MIX) Y 1.0 vl de ncG, ias céiulas fueron
incubadas a 37 C en un Pafo de agitacidn {90 ciclos/min) , bajo

una atmdefera de 5 % de CO2 y 25 % de oxigeno. Alicuotas conocidas

del madio, se coliectaron y en ellas se midid l173-estradiol Y
testostercna poxr ia técnica de radicinmuncanadlisis. De tal forma
que se valord la secrecidn basal y estimulada con hCG de estas
hormonas .




RESULTADOS
IDENTIFICACION DE LAS POBLACIONES BESTEROIDOGENICAS EN BL OVARIO
DEI. POLLO Al. NACIMIENTO.

En el ovarioc del pollie al nacimiento se presenta una
regidn cortrical y una medular, dentro de la cortecza es pesible
encontrar las células germinales formando conglomerados o nidos y
algunas en forma aislada; la mayoria de lias células sexuales se
encuentran en el estadico de ovocitos primarios, ya gque Be ha
iniciado ia primera divisidn meidtrica, a pesar de ello, se pueden
aan reconocer algunas ovogonias. Entre los ovocitos se localizan
células prefoliculares gue poco a poco van rodeandolos hasta
formar la capa granulosa (fig la, p 164 del ler articuloc anexo),
gue en las aves e@8tid formada por un epitelo plano.

En la médula del ovario del pollo recién nacido se identifica
una zona contigua a la corteza gue se denomina médula subcortical
' otra zona mas periférica gque corresponde a la médula profunda
(fig la, P 164 del ler articulo anexo) . En l1a medula
subcortical se han determinado la presencia de por 1o menos tres
poblaciones celuiares gue tienen participacidn en la biovsintesis
de esteroides: 1) cordones epiteliales irregulares de células
interaticiales, en cada uno de estos cordones intersticiales se
distingue una terminacidn nerviosa gue penetra entre las células,
ultraestructuralmente se han identificado como productoras de
estercides, por presentar un abundante reticulo endopléasmico liso
{REL), mitocondrias con Crestas tubulares b’ con numerosas
inclusiones lipidicas. 2) Es posible localizar cordones de células
denominadas poco d:ferenciadas debido a la organizacidn de sus
organelos, puesto gue presentan un reticuic endopi&smico rugoso
(RER) muy desarrcilado, un aparato de Golgi evidente, numeroscs
polirribosomas dispersos en sSu citoplasma b rmitocondrias con

crestas transversales; .S

©i1308 son escasc O ausentes en esta

poblacibn celular. 3) La tercera poblacidn epiteiiai, localizada
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en menor proporcidn en la médula ovarica, se encuentra formando
ios canales lLacunares Y su morfoclogia es muy parecida a la

determinada para la poblacion de poco diferenciadas (fig la, <, P

164 del ler articulio anexo). Entre estos cordones epiteliales

se
distinguen en la nadula subcortical abundantes vasos sanguineos Y
este sistema lacunar bién definido, también es posible reconocer

alguncs ovocitos aislados gue se insinGan entre la médula ovarica,

(figura la, b , p 164 del articuloc anexo).

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LA NORMOMA hCG.

El ovario izgquierdo de los pollo recién nacidos tratados con
hCoG desde el dia 13 del desarrollo embrionaric, hasta completarx
las tres dosis administradas, refiejd un incremento significative
en el contenido total de proteinas (Tabla 1, p 163 del ler
articulec anexo), no obstante que las deferencias del pesoc seco
determinados entre los grupos no fueron significativas.

como resultado de la administracidn de la hormona hcG .
aparentemente en la corteza del ovario del polleo recién nacido no
hubo cambios observables, a diferencia de la médula donde se
identificaron modificaciones relevantes: se detectd un aumento en

la vascularizacidn tanto de las venas como de los vasos capilares
en la médula profunda del grupo testigo (ver la figura 1, P 164
del ler articulo anexo). Dentro del sistema lacunar se presentaron

también cambios, de tal manera gue hubo un mayor desarrollo en los

canales lacunares de los testigos (ver figura la, b, p 164 del

articulo anexo). Estas modificaciones detectadas sobre el

sistema

vascular Y los conductos lacunares fueron evaluadas Y los
resultados se refieren en el texto del articulo (ver la tabla 2,

P 165 del ler articulo anexo).

Dentro del estroma de la mé&dula subcortical del ovario se

localizaron ©ovoCcitos primarios contiguos al sistema de lacunares y

dentro de estos conductos como se demuestran en el trabajo
referido (figura la, c, p 164 del ler articulo anexo), de igual
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mAaner & loa ovacitos se encontraron en la corteza del
egtrecha relacidn con las ceiulas

TOVALrLO
lexr del

L Y
prefolicuiare i{fig la, 5] 1ed
articuio anexo) . Fiv 1os covarios tratados <con hCeaG, el
numero Total de ceélulas germinales,

Ovarico,

encontrados en el
se reduloc considerablemente.

estroma
Las mediciones se llevarcon

a
de

cabo scobre los cordones medulares
células reconocidas como poce diferenciadas, sobre 1oe vasos
sanguineos y sobre las ceéelulias germinaies localizadas en la
medular profunda,

zona
de tal manera que despues del
neG ., volumen

tractamiento
el de los cordones de
incrementd,

con
células

intersticiales se
Yy con respecto a las células poco diferenciadas gque
se encontraron contiguas a ltos cordones de células intersticiales,
también se modirficaron en su estructura ante la adminiastracidn de
ia necG (fig ic, g, P 164 del ler arrticulo anexo) . Esta
modificacidn consistid en ia transformacidn de céiulas poco
diferenciadas a células intersticiales maduras, de tal modo que
esa conversidn se ve reflejada en un incremento de

l1a poblacidn
intersticial observada después del tratamiento con hCG

165 del ler articulo anexo).

(Tabla 2, p

EBSTUDIO ULTRAESTRUCTURAL Y MORFOMETRICO.
En los ovarios del

pollo al
presencia

nacimiento se ha visto ia
del epitelio superficial bien delimitado, hacia el
interior del ovario se observa la capa cortical en la Qque ae
encuentran 1os ovocitose v alrededor ade
prefoliculares.

ellos Tas
La corrteza ovarica se encuentra delimitada
fina gque en su

cé&lulas

por una
capa albuginea mayoria esca conatituida por
fibroblastos (fig la,p 164 del ler arrticulo anexo).
médula del

ovar 1o ai
regiones,

En la

nacimiento se

una médula subcortical,
corteza

reconocen
del

localizada en cercania
ovario donde se localizan cordones de
AdAiferenciadas, peguefos

dos
con la
células pPOCO
células estercidogénicas
ctanales

profunda

islotes de Y
FTacunares. En la medula mas o interna Bse
s1



distinguen grandes isliotes de células estercidogénicas y canales

lacunares con mayor tamanco; de tal modo que los cordones de
células poco diferenciadas no se localizaron en la médula
profunda.

Bn la médula subcortical del ovario, los tresa componentes
esteroidogénicos gque se modifican ante el efecto de la hCG, son H
las células estercidogénicas tipicas, las células poco
diferenciadas y lasg células del sistema lacunar, comoc se muestra
(fig la, p 666 del 2do articulo anexo).

Las célulase estercidogénicas se encuentran aisladas o
formando acamulos celulares de diferente tamano, denominados
cordoneaes de c6élulas intersticiales. Las células esteroidogénicas
de acuerdo a su ultraestructura, presentan las caracteristicas de
células productoras de estercides como se menciond anteriormente
(figura la, b , p-666 del 2do articulo anexo). Estos cordones
esteroidogénicos se encuentran en su mayoria rodeados por una
l&mina basal discontinua Y en los sitios donde esta l&mina est&
ausente se localizan proyecciones finas de fibroblastos aledafnos o
fibras de col&gena, gue suplen esa discontinuidad (figura 1 a
P.666 del 2do articulo anexo). Entre las células de

esteroidogénicas se identifican complejos de unidn tipo desmosoma

Y uniones comunicantes gque las mantienen interrelacionadas (fig
ib, p 666 del 2do articulo anexc). Estos cordones esterocidogénicos
por lo regular reciben una terminacién nerviosa libre (fig 1, P

666 del 2do articulo anexo).

Con respecto  a los cordones o nidos de cé&lulas poco
diferenciadas siempre est&n bordeados por una lamina basal bién
definida, a todo lo largo del cordén. Entre las células gqua
componen el acamulo se pueden reconocer espacios de diferentes
dimensiones. Las caracteristicas estructurales gue presentan estos
componentes celulares sSon: un citoplasma escasc con abundantes
polirribosomas, recticulo endoplésmico rugoso (RER), aparato e
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Golgi bién desarrclliado, mitocodrias con crestas transversales;

presentan un niucleo redondeado u ovoide con eucromatina evidente y
un nucleole prominente (fig 2, p 666 del 2deo articulo anexo). Los
en el citoplasma de este

de

iipidos pueden estar presentes, © no,
componente celular, gue se presenta en mayor proporcidn dentro

la médula ovArica.
El tercer componente epitelial localizado en la médula ovarica

es el sistema de canales lacunares, gue se originan de la

cordones medulares ; estos

vacuolizacidn de algunos de los

lacunares se constituyen por una sola capa de células

conductos
canales

epiteliales gue los rodean, cabe sefalar gque estos
lacunares, también estan delimitados externamente por una lamina
canales lacunares, entre

basal tortuosa. Hacia la luz de los
estas células se reconocen uniones intercelulares caracteristicas

de tipo de zonula acherens (fig 3, p 666 del 2do articulo anexo) ,
gue mantienen una intima relacidén entre las células. La
organizacidén subcelular de estas células, resultd ser muy similar

a la observada en la poblacidn celular de poco diferenciada, por

lo gque en algunas ocasiones la diferenciacién de ambas poblaciones

Be hace dificil (fig 3, p 666 del 2do articulo anexo).

CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES DE LAS POBLACIONES

ESTEROIDOGENICAS PRODUCIDOS DURANTE KEI. EFECTO DE LA hCG.

Los estudiocs ultraestructurales de la pPoblacidén
estercidogénica demostraron la diferenciacidén de esta poblacidn,
de tal forma se presentaron cambios como respuesta al tratamiento

de la hCG, estas modificaciones se vieron reflejadas scbre todo en
un aumento del area del citoplasma. NO se modificd el &rea del
p 667 del 2do articulo anexo). En el citoplasesma

nacleo (Tabla 1,
vesiculas de reticulo

de estas células se localizan numerosas
endoplasmico liso (REL) (Fig 4, p 668 del 2do articulo anexo) -
lipidos presentan tendencia a estar aumentados, peroc no llega

Lo
crestas tubulares,

a ser significativa. Lag mitocondrias con
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aumentaron de tamano, con respecto al grupe testigo (Tabla 1. P

667 del 2do articulo anex<c). Las mitocondrias de las céluias

estercidogénicas resuitarcn ser de mayor tamanc que ias de las

céluias poco diferenciadas {Tabia 1, p 667 del 2do articulo
anexo) .

En ios cordones de célulias poco diferenciadas ubicadas en la
médula (fig 4, 5 y 6, p 68 del 2do articulo anexc) . también

respondieron ante ia estimuliacidn de ia gonadotropina, de tal modo

e se rodujo un aumento significativo dei Area del RER, ademas
g 2 3

de gue se ocasiond un incrementc en el Area promedic /por organelo

de las mitocondrias (Tabla 1, p 667 del 2do articulo anexo) .
La presencia de células transicionales, entre la poblacién
esctercidogénica v la de célilulas poco diferenciadas, se hicieron

evidentes en ia médula del ovario (fig 7, p 668 del 2do articulo

anexo) . Los organelos caracteristico de esta poblacién ason,

abundantes vesiculas de REL, mitocondrias con crestas tubulares, e

inclusiones lipidicas en el interior del citoplasma de éatas

céluias (fig 7.p 668 del 2do articulo anexo), las cuales est&n

delimitadas por su iamina basal. Las poblaciones gue se

encuentran en el sistema lacunar, también se modifican antce el

estimulo de ia hCG (fig, p 6B del 2d articulo anexo), produciendo

un aumento en las mitocondrias y un incremento en las cisternas

del RER (Tabla 1, p 667 del 2do articulo anexo).
EVOLICION DE (LAS PUBLACIOMES ESTVEROIDOGENICAS EN

LAS ETAPAS POSTMATALES DEL OVARIO DE POLLO.
e dias después de la

Ovario de pollita en la etapa de s

esclosidén.

La corteza del ovario del pollo, al eéptimo dia de

desarrollc postnatal, comienza a interactuar con la médula

subcortical; en vista de gue comienza a desaparecer la fina capa
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albuginea gue #separa a la ccrteza de la méddula.

Al mismo, podemos
reconocer i

ias peclaciones esteroidogénicas que se estan
organizando para formazr el resto de la pared folicular,

L= sea
1a porcidn tecal del folicuio en desarroililo.

Cape hacer notar

que
en esta etapa en el ovarico del polio, los peobliaciones gue se van
a integrar al foliculo, siguen siendo las mismas que se
dercribieron

para los animales al nacimiento: una poblacidon de
células poco diferenciadas,

la poblacidn de esteroidogénicas Yy

las
células gue constituyen el sistema lacunar (fig 1 y 2 ).
Los foliculos estan constituidos por un epiteiio cubico de
células

granulosas, gue rodean al ovocito. A continuacidn ae

encuentra una membrana basal gue delimita todo €l contorno de

la
capa granulosa y por €l otro extremo €sta en contacto directo con
una delgada capa de fibroblastos, gQue marca el inicio de la ceca
interna en formacidn (fig 1 y 2).

Los cordones epiteliales de células poco diferenciadas,
delimitados por una laAmina basal continua, se acercan a los
foliculos (fig 1) y se van recorriendo poco a poco hacia la pared
folicular, de tal modo gue se disponen a continuacidn de la capa
de fivroblascos gue rodea a los foliculos (fig 1 Yy 2). Las
caracteristicas ultraestructurales de este tipo celular se
conservan, durante este

estadio. Es pesible observar células
transicionales, ocupando su lugar alrededor del foliculo
Primordial, entre las células poco diferenciadae.

Los cordones de células esteroidogénicas, mant ienen

de células productoras de esteroides,

sobre todo en la

sBUS
caracteristicas

pPero éstasn
se ubican,

periferia de los foliculos y en el
estroma ovarico, de tal forma gue aparentemente guedan

fuera de
En esta edad,

los foliculos. se pueden distinguir en

el estroma
los foliculos,

OvArico y entre cordones de células poco
diferenciadas y algunos isiotes de cé&lulas de

esteroidogénicas
tfig 1).
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B8 interesante hacer notar, gue los islotes de las poblaciones
esteroidogénicas, asi como los cordones de células poco
diferenciadas reciben inervaciédn en forma de terminaciones

libres

(fig 1 y 2).
Bl componente lacunar, continga formado por las células
epiteliales, con caracteristicas ultraestructurales muy parecidas

a las células poco diferenciadas. Las células de los lacunares, se
encuentran también, delimitados externamente por una lAamina basal
continua Y sinuosa; estos migran hacia los foliculos para

integrar el resto de la pared folicular (fig 1 y 2).

Entre estas poblacionas esteroidogénicas, es posible
reconocer el tejido conectivo, formado principalmente por

fibroblastos y delgadas fibras de col&gena, gue también se empieza
a organizarse para formar la capa tecal del foliculo. De igual
modo, junto con estos componentes ovaricos Be comienzan a

insinuar los vasos sanguineos entre las células esteroidogénicas.
Este sistema de capilares, durante esta etapa, tienen una gran
actividad en vista de gue se est& integrando la

vascular del foliculo (fig 1

teca interna
Y 2)-

Btapa de 15 dias después del nacimsiento.

En el ovario de pollitas a los 15 diae despuée de la eclosibdn,

sa distingue una mayor organizacibén de los foliculos. Las
poblaciones que formaban el componente epitelial del ovario al
nacimiento, sa han reorganizado de tal manera gque es posible

reconocer a los cordones de células estercidogénicas tipicas entre
los foliculos Yy en el estroma del ovario formando cordones de
células intersticiales,

POr lo gue es evidente gue estas células
intesticiales del ovario no participan en la constitucibén del

foliculo (fig 3).

Los cordones de cé&lulas

poco diferenciadas, Junto con
islotes de células transicionales, que se han comenzado a
diferenciar a parcir de las poblaciones de células poco
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diferenciadas (fig 3), muy probablemente debido a un estimulo de
LH provocade durante la diferenciac:on folicular, se empieczan a
moviliizan hacia i10os folicules, hasta ubicarse en cercania de la
capa delgada Jde fibroblastos gue envuelive a la capa granuiosa (fig
4). En estos cordones de células poco diferenciados se distinguen
frecuentemente, imagenes mitdticas (fig 3y, Jue sugieren ia
proliiferaci1on de estos cordones .

Los canaleea lacunares se distinguen entre los cordones de
células trangicionales Y Jde células poco diferenciadas, pero
muchos de ellos han reducido la luz del canal y en otros casos el
conducto se ha reducido hasta obliterarse. Algunos canales
lacunares se localizan en el estroma del ovario Junto a los
cordones de células intersticiales (fig 3).

Elementos nerviogos comienzan a ser evidentes, cercanos a esta
delicada capa de fibroblastos que rodea a las células granulosas,
disponiéndose entre los cordones de células transicionales y de
células poco diferenciadas (fig 3. Es posiblie observar
terminaciones nerviosas libres en el estroma ovarico, entre los
capilares sanguineos y en los cordones de células intersticiales.

La vascularizacién se hace mas evidente entre los elementos de
los cordones de transicionales y de células poco diferenciadas gue
han migrado hacia los foliculos; aungue también es frecuente
verlos entre el estroma ovarico (fig 3).

EBtapa de 21 dias después del nacisiento.

En este estadio del desarrollo, los cordones de células poco
diferenciadas Yy los islotes de células transicionales se acercan
cada vez mas al foliculo, de tal modo gue se empieza a denotar la
capa tecal interna (fig 4).

La ultraestructura de esta poblacidn de células poco
diferenciadas persisre en este estadio del desarrollo, por Lo que
un aparato de Golgi bién representado, un RER abundante vy

mitocondrias con crestas transversales caracterizan a esta
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poblacidédn celiular, ademas de gue estan siempre delimitados por una

1&mina basali (fig L} ¥ s) . La estructura de las células
no se ha modificado de la mencionada en el ovario

transicioconales

del pollo al nacimiento.
Los canales lacunares también guedan integrados a ia teca
al i1gual gue los vasos @éanguineocs,

{fig 5). Las

interna de estos foliculos,
muchos de los cuales se han formado recientemente
terminaciones nerviosas también Be ubican dentro de la teca

entre las poblaciones de célulias transicionales Y poco

interna,

diferenciadas.

EBtapa de 28 dias después del nacimisnto.

La teca interna es evidente en esta etapa, se encuentra
constituida por cordones de células poco diferenciadas, ila
poblacidn de células transicionales, canales lacunares gue han
disminuido su luz considerablemente, numerosos capilares , algunocs
en formacidn y abundantes terminaciones nerviosas gue se inesinGan

entre las poblaciones ya mencionadas (fig 6) .
formada por un epitelioc

continuacion podemos

Por fuera de la capa granulosa,

cabico, se localiza su membrana basal y a
localizar, la capa de fibroblastos y colagena, gque queda contigua
a elementos del sistema vascular, los cuales se dist inguen

zona (fig 7). Cabe mencionar gue las

sugieren la formacidn de un

abundantemente en esta

imAgenes de microscopia electrdnica,

nimero de capilares en la teca folicular (fig 7).

gran

Las células poco diferenciadas localizadas en la teca interna,
durante esta etapa, conservan Bu ultraeastructura sefialada
anteriormente {fig 8). Los cordones de célulasg transicionales ae

hacen mas abundante y aparecen cercanos a la capa de fibroblastos

gque se localiza inmediatamente de la capa granulosa.

Es posible reconocer en esta regién, cordones de células
mixtas, donde se identifican en un mismo corddén las células poco
diferenciadas Y células transicionales, como se demuestra la
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unitraestructura (fig 11 - Las células transicionales tienen
mitocondrias con crestas tukbulares,. ocas:1onalmente aparece el
aparato de Gelgi, el RER e8 escasc, aparecen cisternas de REL '

lose lipidos se incrementan en su citoplasma. A diferencia de la

céiulaa pCcco diferenciadas donde sy citoplasma tiene numerosos
polirribos._nas, abundante REPF, no aparece o es escaso el REL,
existe un aparato de Golgi bién desarrolliado ' ex:sten
mitocrondrias con crestas transversales (fig B y 11).

A continuacidn de los elementos gue forman la teca interna
Y en la region mas periferica de los foliculos, se van integrando
componentes del tejido conectivo praincipalmente fibroblastos Y
fibras de colagena, junto con algunos canales lacunares, cordones
de células poco diferenciadas y capilares (fig 6 y 9).

A partir de estos componentes, se va a ir constituyendo la
teca externa y aungue en esta etapa es incipiente su desarrollo,
ya es posible identificarla.

En la teca interna se reconocen, aungue €n poco proporcidén la
presencia de pequefios cordones de células esterocidogénicas, gque
provienen de la diferenciacion de las células transicionales a
céiulas esterordogénicas tipicas (fig 6 y 92). Estas células se
localizan entre i1a capa de fibrobiastos aledana a la capa
granulosa y las poblaciones de la teca interna.

Es importante sefnalar, que las células aesteroidogénicas
tipicas gue dieron lugar a la poblacidn de céiulas intersticiales,
guedan ubicadas por fuera de lios foliculos (fig 6), al mismo
t iempo gue se les localiza entre el estroma deil ovario durante
la foliliculogénesis.

En la teca interna, entre los cordones de células poco
diferenciadas, se empiezan a definir numerosas terminaciones
nerviosas libres, algunas de ellas establecen contacto, tanto con
ias células de los cordones de poco diferenciadas (fig 123, como

con ias céiulias transicionaies e inciuso con las céluias
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esteroidogénicas, gue recrentemente se transformaron, a partir de

ias células transrcicnales.
Btapa de 36 dias después del nacimsiento.
Durante l1a focliculogénesis en el ovaraic del pelilo de 36 dias,

e integran a ia teca interna, las tres poblaciones

estercidogénicas gque hemcs venido mencionado desde la etapa del

nacimiento, ia pekiaciin Jde célulase poco di ferenciadas, las

células de los conducteos lacunares y las células esteroidogénicas

tipicas.
La

poblacidn esteroidogénica madura se formd como resultado

de la transformacion de una pobliacién de células poco

diferenciadas a c&lulas transicicnales, las cuales a sSu vez dan

lugar a las células esteroidogénicas tipicas caracteristicas de la
teca interna.

La ultraestructura de estas cé&lulas estercidogénicas refleja

la presencia de numerosas cisternas de REL, mitocondrias que

contienen crestas tubulares y abundantes

(fig 10y .

inclusiones lipidicas

Los canales lacunares se insindan, sobre todo en la teca

interna, aungue podemos reconocer algunos en la teca externa en
formacidén, desde la etapa del ovario del pollo de 28 dias (fig &).
Estos lacunares reducen su luz, de tal manera gue persisten en

etapas posteriores, aparentemente como cordones de células poce

diferencidas, teniendo en cuenta gque pregentan el mismo arreglo

subcelular .
POor Gitimo, durante esta etapa se hacen mas evidentes, 1a

vascularizacidén y la inervacién, tanto en la teca interna como en

la teca externa de estos foliculos, de tal manera gque an esta

etapa, S€ e@ncuentran totalmente constituidos.
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POBLACIONES DE

CELULAS ESTERCIDOGENICAS
GALLINA ADULTA.

EN EL OVARIO DE 1A

Al anaiizar, la estructuara deil E LCuls precvuiarorio an el
ovario de la gailina, encontramos ademas de iase ceiulas
granulosas, dos poblaciones celuviares: Una porkliacidn de céiulas
estercidogénicas tipiTas. gue ge encuentran como parte de la teca
interna, las cualiles se or:ginaron

a partir de

ia transformacion
paulatina de céiulas poco d:ferenciadas de ra teca.
La otra poriacién gue forma parte del foliouls ovariLoo,
representada

es li1a
por cordones .de celulas poce diferenciadas gue se
integraron a la teca externa del folicule, desde la medula ovarica
en las primeras edades postnatales.

Estas pobiacviones siempre se
les encuentra formando cordones de dos a mas c€lulas, rodeadas por
una lamina basal bién delimitada. En su citoplasma se localiza un
abundante reticulce endoplasmico rugoso {RER) , numerosos
pelirribosomas, un aparato de Golgi bién organizado y mwitocondrias
con crestas transversales.

El sistema lacunar tampién gueda integrado dentro del foliculo
ovarico, a nivel de la teca externa donde

permanecen como canales
lacunares en io8 foliculos precvulatorios mas inmaduros,
posteriormente

se obliteran y algunos de ellos degeneran,

forma los foliculos

de tal
que en pPreovulatorios proximos a ovular
desaparecen. La estructura fina de estas poblacicones celulares gue

los canales lacunares es muy similar
lae células

integran

a la descrita para
poco diferenciadas,

debido a gue ambas tienen un
origen epitelisl comin. Las células que rodean al conducto lacunar
presentan hacia la luz uniones interceiulares escrechas; el
citoplasma contiene abundante

RER, mitocondrias con crestas
transversales,

el aparato de Golgi e€std presente cercanc al niacleo
de forma cvoide.

Otro componente importante gue se

integra a todo lo largo de la
capa tecal es el tejido nervioso, representado por numerosas
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terminaciones libree local:izadas sobre todoe en la teca interna,
entre la capa fina de fibroblastos localizada a continuacién de 1la
membrana basal que delimita a la capa granuloea ' lam células
estercidogénicas de la teca interna.

Dentro del ovario de la gallina adulita se localizan cordones
de células estercidogénicas tipicas gue corresponden a las células
intersticiales del ovario, estas células estercidogénicas se
localizan cerca de la regidén del ovario, donde se encuentran los
foliculos en diferentes etapas de maduracidén. Estos acamulos de
células intersticiales derivan de ios cordones medulares de
células esteroidngénicas tipicas Y son distintas de las
esterocidogénicas de la teca interna gue se originan a partir de
las células poco diferenciadas ubicadas en la misma.

Los foliculoes mas inmaduros se han clasificado en foliculos

de la linea blanca y su tamano varia de 2 a 5 mm. Los foliculos
precovulatorios correspondientes a la linea amarilla, se han
clasificado en orden creciente al di&metro folicular en: F6, FS5,

F4, F3, F2 y Fl. El grosor de la capa tecal interna entre los
foliculos F& y Fl se modifica, de tal manera, que se aprecia un
adelgazamiento gradual conforme el foliculo madura.

Las células estercidogénicas de la teca interna disminuyen su
volumen de tal manera gue en los foliculos precvulatorios Fi,
préximos a ovular, son escasas o estén ausentes. Las cé&lulas poco
diferenciadas de la teca externa se encuentran localizadas hacia
la periferia, y también disminuyen a la par gue el foliculo se
diferencia. l.a teca externa constituye la mayor parte del grosor
de la pared folicular, se encuentra formada por tejido conectivo,
el cual forma una capa fibrosa a todo lo largo de la teca externa.

La estructura del foliculo F& y F5S es muy parecida, se
distingue en contacto estrecho con el ovocito una capa de células
granulosas, rodeada por una membrana basal, a continuacién se

observa una capa delgada de fibroblastos, gque marca el inicio de
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ia teca. En ia teca interna, del folicuio precvulatorio m&s
peguefio, F& se encuentran numerosos islctes de célulase
esteroidogénicas a codo Lo ifargo del d:r&metro folicular, loe
cuales estan delimitados PO una r1amina casal, en ocasiones
discontinua, Perco en e€sas zonas libres se insinda una proyeccién
de 1ces fibreckblastos aledanros (fig 13 y 14). Estas células de la

poblacion estercidogénica conservan ia ultraestructura descrita

antericrmente, pero sobre codo es evidente el contenidoe de
inclusiones lipidicas (fig 14), mitocondrias con crestas tubulares
' vesiculas de REL (fig 16)H. Por encima de esta poblacidén

estercidogénica madura se encuentran NuUMeroscs vasos sanguineos,

algunce de ellos en formacidn y entre ellas es posible localizar

un buen numerc de terminaciones nerviosas libres (fig 13 y 14). Al
iniciar ia teca externa , €en contactoe con lia teca interna, se
distingue se distingue una mayor cantidad de tejido conectivo. La
teca externa, gue es el componente mayoritarioc del foliculo, esta

conetituida pPor tejido conectivo fibroso, en su mayoria formado

por fibroblastos Y colagena (fig 13 Y 1), entre ellos ae
distinguen cé&iulas aparentemente miroepiteliales. Entre los
fibroblastos de la teca externa, ocasionalmente, se localizan
algunos cordones de células poco diferenciadas, pexro donde se

localizan apundantemente es hacia ia porcidn externa, a todo lo
largo del foliculo (fig 13 y 15).

La ultraescracrura de estas células poco diferenciadas se
demuestra con la presencia de abundante RER, numerosos
polirriboeomas disperscs en au circplasma b4 mitocondrias con
crestas transversalies. Entre estas células se observan desmosomas
que las unen entre si y 8e encuentran rodeadas por una lamina
basal (fig 17).

En fcliculo F4 se observa la capa granulosa constituida por un
epitelic pseudoestratificade (fig 18) (fig 2, p 9 del 3er articulo

anexo}) .
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i1as cé.ulas esteroirdugenicas (fig

Respect> a ia teca

2, p 9 del Jer articule anex.: siguen presentando caracteristicas
uitraestructurales s.m:ilares a Lo mencionade en el Fe como son, un
citoplasma con abundantesx incius:ones lipidicas, un RER bien

detinido, y mitocondr:as con Crestas transversales (fig 18) {fig

3Aa, p 10 del 3er articulo anexs

e las a

Capre nhacer notaz

deil foliculc Fd Y F3, egta

reducirse e su nemerc

los ddekirde a gue gu estructura

comparacicn se hace en amk

es muy parecida; ademas de gue es notable en ambos foliculos el
incremento de ila vaswsuiar:zacidn ent re ias células
esterc.dogenicas maduras (fig 18)y. Las terminaciones nerviosas,

las células esteroidogénicas de la teca interna

pereaisten entre
(fig 18y (fig 2, p 9 del 3er articulo anexo).

En la teca externa de: foliculie precovulatorio F4, contindga la
misma organizacidn del rtejide conective fibroso, en comparacidén
con los folicules mas inmaduros, perc 1o gque es evidente en esta

»s entre los fibroblastos Y las

etapa es la presencia de capilar

a a lces cordones de céiulas

fibras de cwlagena en la zona cont g

poco diferencrados.
se pueden

oh

Estos cordones de céLu

localizar entre ila rapa de porcidon mas

lar de esta

perirférica de i1a teca externa.

la descrita

poblacidn de cvelulas povo diferenciadas es s
(fig 3B, p ¢ del 3er ar ;7 es evidente el RER, las
mitocondriras con Crestas transversales, polirripcosomas y lipidos,

€en algunas celulas

aungue la presencia de estos
est&n ausentes (fig 3B, p 10

En en el F3I, esta poblacidn de

disminuir.

céliulilas poco 4

En el el FzZ los cambios y ia estructura

al describimos las

no se

&4



caracterist:cas del foliculs Fi. La capa de granuiosa de este
foliculo Frecvulator:s se modiflca substancia.mente, Lias céiuvias
ae separan indicandoc gue esta proxima la ovuliacidn, ya gque ie
faltan sslo zZ4 horas para Bser ovulada. En este foliculo

preovulator:io se presenta vna franca disminucidn de la poblacién

esteroidogénica en la teca interna. por efecto de una atrofia ¥

degeneracidén celular Qque se llevan a cabo: a pesar de ello el
componente vascular es muy abtundante y parece estar aumentado (fig
19) . Las terminaciones nerwviosas aun se distinguen entre las

células esteroidogenicas.
En el Fl1 la teca externa se hace mas fibrosa por la invasidn
de tejide conectivo compacto.

La wultraestructura de las celdlas estercidogénicas, aungue

sigue siendo la misma, presenta signos de degeneracidn en su

citoplasma asi como pPicnosis nuclear; siendo muy evidente el

desarregic de organelios sobre todo de mitocondrias.
La poblacidn de células poco diferenciadas en los foliculos F2

Y Fl disminuye de tal modo, que en el foliculo mas avanzado Fl,

desaparecen totalmente Yy Ssu localizacidén en la teca externa o8

ocasional (fig 19).

El analisis de la secrecidn de 173-estradiol y testosterona

obtenida del medio de incubacidn donde sBe colocd la suspencidn

celular tecal aislada por gradiente de densidad, se muestra en ia
fig 1, p 8 del 3er articule anexo. De igual forma se demostrd que
en los foliculos preovulatorios mas pequenos, F5 y F4, se observd

una mayor secrecidn hormonal, en comparacidén con el foliculo F3,

donde estoes valores son mencres.
El patron de distribuc:dn del gradiente de densidad de lasa

células secretoras de testosterona, mestrd un valor maximo entre

1.037 y 1.048 gr/ml en los tres foliculos estudiados.
Asimiamo, la poblacion celular colectada en la fraccidn

comprendida entre los 1.05%9 ¥ 1.070 gr/ml, en el gradiente de
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densidad, Presentd una mayor secrecion de i"f-estradiol. La
diferencia del patrdon de distribucidén de la pobiaciones secretoras
de testosterona y i17fl-estradicl se observaron en los tres tipos de

foliculos analizados.




IMAGENES QUE MUESTRAN LA PARTICIPACION DB LAS
POBLACIONES

CELULARES ESTEROIDOGENICAS EN EL OVARIO DEL POLLO, EN
BDIFERENTES

ESTADIOS DEL DESARROLLO POSTNATAL:

FIG. 1 Corce transversal

del ovario de polio a los 7 dias
postecivosidn, en ia corteza se iocalizan foliculos (F)
en maduracién, alrededor de

ios cuaies se escan
del tediidc conectivo, terminaciones
nerviosas libres (N) localizadas entre el estroma ovarico,
cordones de células esteroidogénicas (CE) vy acumulos de
células poco diferenciadas (Pd). X 570.

integrando céliulas

FIG. 2 HMicrografia tomada con microscopia de luz gque muestra con
mayor detalle a los 7 dias, hacia la porcidn cortical del
ovarieo, la relacidn entre las poblaciones esteroidogénica
(CE) y poco diferenciada (PC) con los foliculos (F), para
formar ia capa tecal; se observan algunos vasos
sanguineocs (v) y lacunares (L) entre ellos. X 1,200.

¥FIG. 3 Panoramica del ovario a i1os8 15

distinguen algunos foliculos constituidos por el ovocito,
Ta capa de células granulosas (G), delimitada por una
delgada capa de tejido conectivo con fibroblastos (Fi) que
la rodean. Por fuera del foliculo se encuentran cordones
de células epiteliales poco diferenciadas (PD), canales
lacunares (1) y eatercidogénicas {(CE). Hacia la médula

cvarica (Me) se distingen tcambién escas poblaciones
ceijulares. X 900 .

dias de nacido, se

FIG. 4 Electromicrografia de un

foliculo ovarico a los 21
posteclosidn, contigua a la capa granulosa (G)
ia teca en formacidn, donde se

dias
se localiza

observan acamulos de
células poco diferenciadas (PDY, delimitadas por una
TAamina basal bién delimitada; X 4.,600.
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FIG.

rFIiG.

PIG.

PIG.

s

6

7

8

betalle de un foliculo en desarroilo a les 21 dias
postnatales, donde se observan con microscopia electrdnica,
las celulas granuiosas ($) y cerca de ellas numerosos
fibrobiastos (F)r» ¥y algunas terminaciones nerviocosas {MY:
ambas poblac.ones: estercirdogénicas (CE) ¥ poco
diferenciadas (PTY se uprican inmed:atamente después en el
foliculo, ademas de gue algunos de ics canales facunares
gquedan inciuirdcos denctrc de la teca (:L.. X 4,300

Observacidn con microscopia de luz de un foliculo antral

localizado en el ovario de 28 dias; se identifica la teca
separada de la capa granulcsa pseudoestrat:ificada(G)., por
la membrana basal gue gueda en conracto directo con ia
capa de fibroblastos (F1). La teca esta formada por
acumulos de células poce diferenciadas (PD), canales
lacunares que han reducido su iuz (Lc) , nAuUMerosoes
capilares (v), terminaciones nerviogas (N); LlLos cordones
de células esteroidogénicas tipicas quedan en la

periferia del feiiculio verca del estroma ovarico. X 1,440,

Electromicrografia gue ilustra parte de la capa tecal de
un foliculo en desarrollio, se visualiza un acamulo de
células poco diferenciadas (PD) con inclusiones
lipidicas; una terminacion nerviosa libre (N) y numerosocs
capilares en formacidén, fibroblastos (Fi) Y fibras de
colagena. X 14,40C.

A mayor aumento, con microscopia electrdédnica se
distinguen,dentro de ia teca de un foliculo antral,
cordones de céliulas trans:cionales (CT), los cuales estan

delimicvados por una iramina basal, el reticuilo
endoplasmico rugosco esta aun presente (RER), ademas de un
evidente aparato de Golgyr (Go), numerosas inclusiones
lipidicas {L). iLas micocondrias Ppresentan crestas
tubulares (MY, auvngue también se cbservan algunas
mitocondrias con crestas tranasversales (M*). Las células
estan interconectadas por desmosomas {D) Y en au
citoplasma Be observan cilios (Ci), como evidencia de su

origen epitelial. X 10,400 .
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Fie. 9

FIa.10
rIc. 11
FIG.12

Panoramica de ia corteza del

ovario de pollita a los 28
dias de nac.da. se rdentifica an claicule donde se
aprec:an las celuias granulosas constituvyends un epirtelio
cabkico (G)Yy ¥y en seJuida la capa deigada ade frrvromiastos
{Fi) se iocaliizan ias poblaciones celuiares de pocao
diferenciadas 1Py y cé€lulas transicionaies {CTY. Entre
eilas ae distinguen numercoscs vasos sanguineos (v) ¥
canales iacunares {Lc), term:naciones nerviceas iibres
(N). En la perifer.a de la teca y entre .8 foliculos, se
localiza :a poblacidédn de céliulias esrterco.dogénicas (CE). X
1,440,

A mayor amplificacién se cobkservan células estercidogénicas
obtenidas de un foliculo ovarico de poilita los 36 dias de
posteclosion. Con caracteristaicas tipicas de

productoras
de esteroides: abundante reticulo endoplasmico liso (REL),
mitocondrias con crestas tubulares (M) Y numerosas
inclusiones lipidicas (Li). X 11,200C.

Ccon mayor detalle, en un foliculo ovarico dea 28 dias,

Be identifica un acumulos de células transicionales
(CT), Be distinguen uniones desmosdOmicas (D) entre ellas y
an su citoplasma se localizan: aparato de Golgi (Go)y,
inclusiones lipidicas (L), mitocondriaes (M) Y reticulo

endoplasmico rugosco (RER).X 11,000.

Electromicrografia donde se i1dentifica a un
a presencia de una terminacidn nerviosa iibre (N), en
centacto con  un acumulo de céivias poco diferenciadas
(PD), en la teca vascularizada dei foliculo (G). X 10, 400.

mayor aumento,
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MICROGRAFIASB QUE ILUBTRAN La
POBLACIONES

ESTEROIDOGENICAS EN EL OVARIO DPE LA GALLINA ADULTA A
TRAVEZ DPE LA

MADURACION FOLICULAR.

INTEGRACION DE LAS

FIG-13 Corte transversal de ia pared del ftoliculio
F6, obtenido de la gailina adulta,
epitelio cubicco de la crapa granuiosa (G)., rodeada por una
membrana basal; en seguida se encuentra la capa tecal
interna (TI), con abundantes vasods sanguineos (v), en ella
se reconoce una cara de células esterdaidogénicas (CE) con
inclusiones lipidicas a tode lo large del folticulo. La
teca externa fibrosa (TE) formada por celulas alargadas

donde se localizan acumulos celulares poco diferenciads
{(PD). X 1,000.

preovulatorio

dconde se distingue e1

FIG.14 ImAgen gque muestra con mayor aumento un segmento del
folicule F6, donde se reconoce la poblacidn de células
estercidogénicas con abundantes inclusiones lipidicas,
asi como capilares sanguineos {(v) Y terminaciones
nerviosas (N}Y. A continuaciédn se encuentra la capa tecal
externa constituida por fibroblasteos (Fi). X 1,800.

FIG.1% Detalle del folicuio

FS a nivel de la teca externa (TE)Y,
donde se observan ios acumulos de células poco
diferenciadas (PD), delimitadas por una lamina basal (1b).
X 920.

FIG.16 Micrografia eiectrdnica de ia poblacién de células
esteroidogénicas {CE)Y, lLocalizadas en ia teca interna
{T1) del foliculo preovuliatorio F6. En su citoplagma se
encuentran abundantes lipaidos (L), reticulo endoplaasmico
lisoc (REL) ¥y mitocondrias ¢on crestas tubulares (M) . X
i13,600.
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FIG.17 Amplificaciédn de un cordén epitelia de células poco

difrenciadas (PD) del.mitadas por la l1amina basal (1lb),
mstas célilulias estan

interconectadas por desmosomas (D), en
8u citopiasma se iocalizan abuandates lipidos (L), ¥
polirribosomas, asi como mitocondrias con Ccrestas
transversales (M). En continuidad con esta poblacion se
Observan numercoscos fibroblastos de la teca externa. X

27,200.

FIG. 18 Imagen temada con

microscopia de luz de un corte
transversal del foliculo precovulatorio F4&, en la teca
interna, muy vascularizada (v), se ubica ia poblacién

egteroidogénica (CE) y en la teca externa fibrosa (TE) se

reconace la poblacidn de células poco diferenciadas. X
360.

FIG.19 Observacidn del foliculo preovulatoric préximo a owvular,
F 1, la poblacién esteroidogénica de la teca interna (TXI)
involuciona durante esta etapa; la poblacién de células
poco diferenciadas de la teca externa fibrosa (TE) esta
ausente, segun se ilustra en la figura. X 1,200.
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BISCUSION

El principal componente de la médula del ovaric izguierdo, es

el compartimiento epiteliial, en esta porcidn se Plocaliza la
poblacién de céliulas esterordogénicas (Blanchette, 1366).

Las céluias de ios cordones medulares ovaricos, Presentan

caracteristicas uitraesrtru

urales ¥ enziméasicas de células

esterocidogénicas (Narpaitz y Adler, 1%€6, Jordancov et al, 1978 Y

Scheib y Haffen, 1%&9).
Nuestroe aestudios confirman estos hallazgos porgue,

encontramos célulae esteroidogénicas tipicas en lce cordones

medulares del ovario del polle recién nacido. Sin embargo, dentro

de los cordones medulares encontramos una subpoblacidn muy

importante ce células poco diferenciadas., que representan la

pereistencia de los cordones epiLteliales primarics. A esta ulecrma

peblacién celular no se le ha atribuido ninguna funcidn en

especial, pero las observaciones con microscopia electrdnica

sugieren gue podrian ser las células gue originan a las células

esterocidogénicas tipicas, va que se observan imagenes de

transicidédn entre ambos tipos celulares.

Por otro iado, se ha estudiadc gue algunos de los cordones

epiteiialies de la médula ovarica se vacuolizan, dando como

resultado ila formacion del sistema de conductos lacunares

{Narbaitz vy Adler, 1966 y Stahl y Carion, 1973), por lo gue estos

lacunares, reconccidos en nuestro material, estan rodeados por

células poco diferenciadas.

La administraciédn de ia hCG en el polle durante i1a etapa

embrionaria, Pprovoca un estimulo del ovario, medido como un

aumento de la secreciétn de andrdgencs y estréogencs (Teng y Teng,

1977a y b y 1979, Teng et al, 1982, Cedarxd, et al, 1968 y Woods
al, 1981).

et

Nuestras observaciones en el ovario del pollo recié&n nacido
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después del tratamiento hormonal con hCeG, ponen de manifiesto
cambios morfoldgicos en ia médula ovarica. El1 hecho de Qque las
células de los cordones esteroidogenicos aumenten su voluamen
citoplasmico, ei volumen mitocondrial, los lipirdos Y el REL ,
demuestra gque esta poblacidn ceiular es efectora de la ncG .
Las modificaciones gue se produjeron en las células poco

diferenciadas, asi como en las celulas gue constituyen los canales

lacunares, como son el incremento del RER Y el volumen
mitocondrial, ponen de manifiesto gue ambas poblaciones son
también efectoras al estimulo de la hCG. Respecto al sistema
lacunar, es dificil discutir su respuesta ante el efecto hCG, ya

que el papel gue juega dentro del ovario , no esta aan aclarado
(Callebaut, 1979,

Lo mé&s importante de estas tres poblaciones celulares es gue,
88 originan a partir cordones epiteliales de la médula del ovario
Yy gue todas responden ante el estimuloc de la hCG.

Cabe mencionar gue en el caso de las células prefoliculares,
qgque aon las células somaticas gque envuelven a los ovocitos en la
corteza del ovario, no hubo respuesta a l1a gonadotropina
coridSnica. En cambio, la vascularizacidédn del ovario se incremento
notablemente como respuesta a la hCG, probablemente debido a una
reaccién asociada a la propia estimulacidn de la gl&ndula.

Es importante hacer notar Qgque la transformacidn de las
células poco diferenciadas a céiuias estercidogénican maduras,
explica el incremento en volumen de 1la poblacidn de células
intersticiales, producido como respuesta al tratamiento con hCG .
Estudios previos llevados a cabo sobre el efecto de la LH y FSH en

cultivo organotipico del ovario de embiones de pocllo de 10 dias de

incubacién (Grassi-Milano y Pitini, 1979), no muestran cambios en
los cordones medulares después de la administracidn de
gonadotropinas, esto se puede explicar por ias diferentes



caondiciones experimentales. en gue esos estudios se lievaron a
cabo.

L.a evolucidn de

o

as células germinales iocalizadas en l1a
médula ovarica ha sidcoc pocce @eszudiada previamente. Los
experimentos real:zados demuestran Jue las germinales se reducen

en @1 estroma ovar:co de la médula, cuando se admisistra la hce,

o

por lo que la migracidn y., o a remocidn, parece estar influenciada
por i1a presencia de gonadotrop.nas. Se ha descrito que el
incrementc de 108 estercides ocasionado por ia estimuiacidn de ia
hCG, causa una reduccidén en el numero de células germinales de la
aédula ovarica (Teng y Teng, 1977).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la dosis Gnica de hcG
administrada a los 17 dias de v:ida emPbrionaria, produjo el mismo
efaecto gque las dos.is apilicadas a los 13, 15 y 17 dias, per lo que
se deduce gque la etapa mas importante para inducir el efaecto de
nce en el ovario, se presenta en los Gltimos cuatro dias de
desarrollo embriocnario.

A pesar de gue existe una abundante informacidn sobre el
desarrocllo del ovario de las aves, no existen datos claros Bobre
las etapas subsecuentes al nacimiento.

Los cambios mas importantes en el ovario de las pollitas
después de l1a eclosidn, scon la invasidn de la meédula por los
foliculos primarios. Los cordones de células poco diferenciadas se
colocan en proximidad de ios foliculos en desarrollo. Por otra
parte, los componentes del sistema lacunar, junto con vasos
sanguineos Y terminaciones nerviosas, también guedan en contacto
con icos foliculos. Por fuera de estos componentes, ase localizan
las céluias esteroidogénicas tipicas , de tal modc gue guedan como
islotes en el esctroma OvVArico.

En las edades mas avanzadas, entre 28 y 36 dias después de

la eclosidén, a partir de los cordones poco diferenciadas se forman

células transicionaies y una pobliac:dn de células estercidogénicas
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tipicas, que se ubican a continuac.on de la capa granuliosa Y
constituven ia teca en formacidn. Cerca de estcos Tordones migran
ilos compenentes vasculares.

gue en esta etapa

"

réesentan  un  gran
desarrollio, del.mitandc asi

<
1]
[
q
4
-
[
"
@)

e rgual manera, se
ocbserva un

evidente dasarrcl

conective, que sa
organiza a capa de celualas esterciLdogenicas,
para formar el de la teca externa. Cordones de
células poco drferenciadas, 1o mismc gue algunos de ics canales
lacunares guedan perifeéericamente, entre ia capa externa.
Con respecto a ilas células

intersticiales del ovario,
se han llevado a cabo estudios para determinar
las células

aungue

ia incorporacidn de

intersticiales de la médula del ovario a

l1a capa
tecal de foliculos covaricoes (Narba:tz y De Robertais, 1968), no se
cuenta con una informacieon Cciara scbre el destino de éstas
células. En otros estudios (Dahl, 1970) se propone que las células
intersticiales de la médula avanzan sobre la capa granulosa del
foliculo Y se disponen en la teca interna, pero no indican

gque tipo de foliculo se realizé dicho estudio.

en

Lo gue sBi se ha
demostrado con certeza es que estas células

intersticiales
efecto de la i.H en

reaponden al 108 anirmales adultos (Huang Y
Nalvandov, 1979).

De acuerdc a ptros estudios realizados en i1a teca excerna
foiicular, se ha referido la presencia de nidos de células
intersticiales liamadas iuteas (Feil, 1925) o “glandula tecal”
{Danl, 1270a). Esta glanduia tecai: se han estudiado desde un punto
de vista ultraestructural

vy se ha observado gue esta formada
de células epitei.ales gue se

del di&metro folicular,

por
acumulos

iocalizan a todo 1lo iargo
ademas de JQue 8€ ha visto que los acamulios
presentan terminaciones nerviosas ribres (Dahi, 1970Ca y b vy Dahl.,
Se ha refer:do gue ias céiulas gue conforman estos acamulos

son de dos tipos: lias

1971 .

células productoras de estercides., que
contienen numerosas inclusicnes lipidicas, mirocondrias con
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crestas tubulares y células enveoliventes gue rodean a las primeras
Y cuya merfologia es totalmente diferente, son células alargadas
planas, que se encuentran alrededor del corddn de esta glandula
tecal; ademas de estan interconectadas con desmosomas, no
contienen lipidos Y an su citoplasma es evidente el RER
(Pahl,1970) .

De acuerdo a las observaciones descritas en esta tesis,

los
nidos de células intersticiales tal como los describe Dahl {1970a
Y b y 1971), se distinguen en la periferia de 1o0s foliculos y no
formando parte de la teca. Por lo gue es incorrecta la
denominaciéon de

"gléandula tecal”. Esta observacidn es definitiva
en los foliculos preovulatorios, en los gque la teca externa esta
bién definida, en estos casos las células intersticiales del
ovaric guedan en el estroma ovarico, por fuera de la teca externa.
No deben confundirse, las células esteroidogénicas tipicas de la
teca interna, con los islotes de células intersgticialesn, aungue
ambas tengan una @estructura similar y puedan tener analogias
funcionales, deben considerarse como Ppoblaciones qde células
distintas. La principal

esteroidogénicas de

diferencia es gque las células

la teca interna sufren cambios durante el
desarrollo del foliculo preovulatorio, mientras que los islotes de
células intersticiales permanecen entre los foliculos con

una
aparente independencia de la maduracidn folicular.

En la teca externa de los foliculecs analizados
ultraestructuralmente, se encuentran acuamulos de células poco
diferenciadas rodeadas por una l&mina basal gue las delimita, Su
citoplasma presenta numerosos polirribosomas, un abundante RER Y
mitocondrias con cregtas transversales. En la literatura

no se
descrito la presencia de esta células

habia

. Sin embargo se

han
encontrado células aromatasa positivas dentro de la teca externa
(Nitca, et al, 1991y . Estos autores consideran gque son
fibroblasctose

especializados, pero lo més probable es que las
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células aromatasa positivas sean las células poce dirferenciadas,
ie gue coincidiria <©on nuestros resuitadcs, gue pProponen Fue ia
teca externa es la Jue produce

poblacidn poco diferenciada de la
loe estrégencs tecales (ver el 3er trapajs del anexa) .
Respecto a la organ.zacidn de la teca, cabe mencionar gue la
folicular. En losa

ia misma se modifica al avanzar la maduracidn
pegquencs Jde aprox.madamente lmm de didmertro no

a diferenvc:ia de

se han

foliculos
organizado aidn las des regicnes de la teca. ilos
foliculos de 2mm, en lcs cuales ya es posi:ble su identificacidn.
Bn loes foiiculos inmadurocs de la gallina adulita, estudiadcoes en

dentro de la teca interna, inmediatamente después de

este trabajo,

la capa de fibroblastos que separa la capa granulosa de la teca,

e diferencia una poblacisn  de células estercidogénicas,

caracterizadas ultraestructuraimente camo secretoras de
coinciden

estercides, cabe mencionar gue nuestras observaciones

datos previos reportados por otros autores (Wells y Gilbert,

con
1984) . Esta poblacidén estercidogénica se origina, segun nuestras
observaciones, por una transformacién temprana de cordones
medulares de céiulas poco diferenciadas a células transicionales
gque comparten temporalmente las caracteristicas ultraesctructurales
de ambas pebliaciones celuiares Y gque al avanzar la
foliculogénesis, ¥y muy propabiemente mediante un estimulo LH,
propician su diferenciac:64n a céiuias estercidogénicas tipicas.
microscopia de luz Y

Respecto a nuestras observaciones con
electrdnica, de 1os cambios estructurales gue llevan a cabo en ia
iinea amarilla o precovulatorios del F6&

teca de los folicu
al ri. La teca interna mostrd un adeligazam.iento gradual, ias
céluias estercidogénicas tipicas, con inclusiones iipidicas,
ubicadas en la teca interna, se mantienen gin modificacidn deil
foificulo Fé& al ¥3, perc en ios foliculos FP2 Y Fi sufren una
degeneracidn graduai. A diferencia de ia vascularizacidn, gque
los foliculos es evidente, en los foliculos

aungue an todos
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es @i F1, ae incrementca de manera

préximos a cvular, como

sustancial.
Uno de ilos cambios més evidentes gque ocurre en la teca externa

- gue los islortes de poco diferenciadas se reducen y adguieren
una forma mle alargada, de tal manera gue en ei foliculo préximo a
ovular Fi1l, desaparecen cas: por completo; asimisme 14 teca externa

disminuye de espesor.

Estos cambios morfoldgices pueden relacicnarse con las

modificaciones en la actividad estercidogenica de la teca de los
foliculos precvulatorios. Se conocen los cambiocs en la secrecidén
de 17B-estradiol. ya gue unicamente los foliculos mas inmaduros
del F6& al F3, tienen una produccidn cuanta:ficable de estrogenos .
En relaciédn a la secrecidédn de testosterona. s8e observé un fenomeno

®imilar, con la mayor produccidén en ei folicule F&6, mientras gque
en el foliculo m&s grande Fl, no se detectd produccidn hormonal.

Las diferencias de densidad entre las poblaciones gue secretan

testosterona y las poblaciones gue producen i73-escradiol, se
pueden correlacionar con los datos ultraestructurales. Las células

productoras de andrégenos son las células de baja densidad v

céiulas de la teca interna gue Doseen

corresponden a las
abundantes inclusiones citopasmicas de lipidos. Mientras gue las
mayor densidad Yy

céiulias que segregan i78-estradiol, son de

podrian corresponder a las células poco diferenciadas que se
encuentran en la teca externa y gue no poseen inclusiones
lipidicas en su citopiasma. Estos haliazdos concuerdan con lo gque
se ha descrito en reportes previos, sobre 1a secrecidn de
ia produccidn de i7i-estrad:iol

testosterona en la teca interna y

la teca externa de 1los foliculos precovulatorios del ovario de

en

las aves. (Porter, et al, 198% y Pedernera, et al, 1989).

78



ESTR TESR WO OrRI
shlld B LA EEUUTECA
COMCLUBIONES
be acuerdo a 1los resultados hasta ahora ebtenidos en este

trabajo se puede conciuir :

1. Existe un componente epitelial en la médula ovarica del pollo
al nacimiento, que esta constituide por tres poblaciones
celulares, iae células esteroidogénicas tipicas. la poblacion de

células poco diferenciadas y ias celuias gue forman a los canales

lacunares.

2. Los cambios mAs relevantes originados, ante la estimulacidn de
hCG son, el incremento en el volumen de los cordones de células
estercidogénicas la transformacidn de células poco diferenciadas
en células estercidogénicas maduras, el mayor desarrollo de los
sistemas vascular y lacunar de la médula ovarica y por ultimo, una
disminuci®dn Qe células germinales ubicadas en el estroma de la
médula del ovario del pello recién nacido.

3. Las tres subpoblaciones epiteliales, en la médula ovArica al
nacimiento, se integran a la capa tecal de los foliculos ovaricos.

4. Las células poco diferenciadas, migran hacia loes foliculos en
desarrollo y originan la capa de células esteroidogénicas tipicas,
gque @e localizan en la teca inmediatamente después de la capa fina
de fibrobastos gue rodean a la capa granulosa.

5. Los cordones medulares formados por células estercidogénicas

maduras, se localizan por fuera de la pared folicular y permanecen

ahi, se les denomina células intersticiales del ovario . En etapas

mAis avanzadas de la foliculogénesis se les localiza en el estroma

ov&rico y en la periferia de icos foliculos, tante inmaduros como

preovulatorios.

6. Los canales lacunares medulares se integran a la teca externa

en formacidén y se localizan en la teca externa folicular

7. Bxiste una activa proliferacidn de capilares sanguineos en la
teca interna cuando se est& formando, sobre todo cerca de la
poblacién estercidogénica, gque marcan el inicio de la evidente
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vascularizacidon de la teca interna.

8. Grupos de estos cordones epiteliales poco diferenciadas,
medida gue avanza el desarrcolilec folicular se ubican entyre la

teca
saxterna.

9. Dos poblaciones productoras de estercides,

se identificaron y
caracterizaron estructuralimente, en ios fcocliculos precovulatorios
dei F6 al Fi en la galiina aduilta. Estas dog poblaciones

esterocidogénicas 500 : ia pcroiacidn formada For celulas
esteroidogénicas tipicas localizadas en la teca interna vy la ovra
Ppoblacién representada por cordones de células poce diferenciadas,

ubicadas entre la teca externa.

10. La poblacién de células esteroidogénica tipicas participa en
ia secreciodn de andrdgenos, ésta poblacidn es abundante en lo8
foliculos precvulatorios del F6 al F3, pero en los foliculos
mayores F2 y Fl, comienzan a reducirse y a degenerar. La poblacién
de c€&lulas poco diferenciadas intervienen en la sintesis de
estrdgenos, Principalmente el l17R-estradiol; éstos cordones son
abundantes en lom foliculos preovulatorios del Fé6 al F4,
disminuyen paulatinamente, a partirx del folicuio F3 Y en el
foliculo prdéximoc a ovular F1,

Yya no se encuentran.
11.

Finalmemte se propone gque existen en el ovario dos poblaciones

celulares con capacidad esterocidogénica,

gque se ogininaron desde
la

en el pollo y posteriormente se
componéente tecal del foliculo maduro en la gallina.

etapa temprana integran al
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Morphoiogicai Changes 1in the Ovary of Newly Hatched Chickens
Treated with Chorionic Gonadotropin during
Embryonic Development
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Ulltrastructural studies have shown the
presence of sterandogenic cells in the med-
ullary cords of the chick embryo ovais
since the 8th day of devclopment (Narbaet s
and Adler. 1966 Jordanoy 7 /. 1978 The
presence of AS-33 hydross stevord dehsdros
gonase acuvity n the ovaran meduoitarsy
cords of the chichk embry o confirms the ste-

rordogenic function of thesc stiuctures

(Narbaitz and Kotodny, 1963, Scheib and
Haffen. 1967, 196

By the use of radioacinne precur~ors. at
ha~ been demanstrated 0 vireo that the

ovary of the chichk embryo can produce
I78-estradiol und estrone ~ince the 7th day
of development (Hulten and Cedard. 196X
Wemger and Zeis. 1971 Galln and Wasser-
mann. 973 Guichard o7 af 19”3, The
level of sevretion of these hormones has
also been mceasurcd by radioomimunoassas
tGuichard o7 af.. 1977a. by Using timmu-
nofluarescent cyvtochemical methods. the
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prosence of 1 T-o~tradiol and estrone 0 un-
dhfterentated gonads of chick embryos at
div ~ of desclopment has been de-
sonibed eWoods and BErion. 1978).

Fhe offect of Jutemizing hormone (fCH),
or human chontonmic gonadotropin (hCGo.
on sterord secretion an the chick embryo
avary has been studied by soveral authors
Ihe sincorporation of radiosctive precursors
mtoe estrone and estradrol was enhanced in
10- 1o [X-das -old chich embryvo ovary atter
1. H or ht G treatment (Codaid of af 0 1968,
Aktam and Wenger, 19741 The scovction
ot estradiol and testosterone was noreasesd
atter hCG o reatment an the ovaiies of ¥- 10
IX-day -oid chick embryos mamntained a
virrotTeng and feng. 1977 Gunchard o al .
1979, Teny e w/ T9RZ2 . Samlar resudts
weore obtauned with ovartan cells in mono-
tavor cuttare (Tene and Teng. 19790 Atfter
1 H treaiment. estradiol plasma leve! was
mcreasced in chick embryvos of 7.3 _9.5 dayvs
of incubation (Woods ¢r w0 19K

A~ would be tmportant 1o analy 7¢ the
oraran structures which are modified after
ronadotropin stmulation. in the present
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morphological
ot newly
Sace

paper we descrnibe the
changes produced n the ovary
hatched chickens treated with hCG
the 13th day of embryonmic development

MATERIAL AND METHODS

Fertile egps W hite L.oeghorn were 1nLubaicy af
3T & up 3 forceu-deuft ndusaier Tne embtvos were

treated with | 0L cmprve or AL P tIrgane
BA Rrour o o

at avs 13 1€ and 17 o1 oane i
bryos revenved vingie ciestrons on fxas T Conorot
embeyos were treated wirh Nalli o 20 The noomone

memoranc

was deposited on the cnoroabiantoig

through a mail opening 0 the ¢gg ~hell
mals were Killed within 22 bt after hatching
Jisselied  weighed

Ail the ans-
Fhe ierr
oranes were carefuiin and ho-
magenized 10 deiernnng the [O0ial Brotein Sonient
using bovine albumun cfracton v
FALL L = 8AT L ] spiaton
For morphologival studtes. The ovary was tived i
2 SF giutarskdohsde 10 U (5 M phosphate bulfer pH
T 3. foliowed by 177 ovmum tetroude The Lissue was
dehvdrated and embedded in Fpon XI1Y Scctons of
wm an thickne s for Lght Mnrosqopy were slaned with
toturdine bue

An arca of the outer medulia @ 830 um’

Siema

W used n

order 10 accumplish morphometric ~tudics The
s otume upied Dy nterstitial Sefl CoIds and DY yas-
the point couniing

cular channeis was measured by
method 10 957%F Of precision. and cipressed as g por-
centage of the total »oluMme iv v - (points Oy orF ofgedt
profile =~ 100! 110tal points applied o micrograph
(Withams. 1977+ The total aumber of germ cchs lo-
cated 1n the droma of the cvartan medutia studiesd was
also determined The differences between groups were
statistrCabiy erviateated Dy anaiy g o7 vanance - £ Stue
dent’s : test. and the test of Sctneffe 195 for muluiple

contrast

RESULTS

The feft ovary of newly hatched chickens
treated with hCG since the 13th day of emn-
bryvonic descelopment tthree doses) exhib-
ited a significant inerement n total protemn
content (Table 1). The difference in the wet
weight between groups. however. was not
statistically sigmficant. Histological studies
showed that ovarian cortex was not appar-
ently modified 1n chickens treated with
hCG: while 1n the medullary region. several
changes caused by hCG treatment were ob-

served.
Interstitial cells were found 1n the ex-
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wet werght control s AUG. ot
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tstical SipmIicancye
sgruficant Towal proten content.

@ ol

ternal medullary sone of the ovary. These
cells were arregular in shape. with a highly
vacuolated cytoplasm. and were grouped
cords or Jlusters surrounded by
Small nerves penctrated into
ence of

ntao
stromal cells
the intersuitial cell cords: the pre
poorly differentiated cells. bilood vessels,
clements of the lacunar system. and germ
<)

vells, was also noted (Fig. la.

The hCG-treated ovary showed an incre-
ment in the volume of mterstuttal cell cords
1Table 23, It was difficult 1o appreciate dif-
ferences 1n the amount of hpid inclusions
between hCG-treated mterstitial cells and
controls. Poorly differentiated cells focated
Petween the groups of interstitiaj cells ex-
hibtted hipad droplets an their cvtoplasm
When chickens were treated with hCG. the
Iiprd droplets became more prominent. The
tmages observed indicate the possible
transformanon of these cells into mature in-
terstrtial vcells (Faig. te. dy.

After hCG treatment. the ovars pre-
sented a greater development of vascular
channels tn the external meduliary zone
compared to that of the contro) (Fig. 1b).
These vessels included bjood capillaries.
veins., and efements of the ovariun lacunar
system. The increment o the vascular
vhannels observed aufter h('G freatment
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cells were located in the stromal hissue,
claose (o the lacunar system or nswde the
lacunar system channeis. Ia the hCG-
treated orarnes. the total number of germ
cells an the studied arca of the stroma was
stgnificant!y reduced  Tuble 20

DISCUSSION

The ovary of the chicken begins
spond o gonadotraopon stmulation during
embryonic development This fuct has been
demonstrated by several authors ( Teng and
Teng. . 1977 1979 Teng o7 /0 J9R2 . Cedard
er i 1968 Woods <! 19K+ and con-
firmed 1 vivoo by the present results. The
response of chichk ovary 0 hCG appoars
earher on the devciopment of this organ
than in the ovary of rais and rabbrts These
mammais are not endowed with specific
LH hCG receptors in the ovary durning fetal
and cariy postnatal desclopment - Muller ¢7
al . 1979 Siebwers ¢z wi 1977, George o7l .
1979

The ntersittral cofis Of the meduliary
<cords present the ultrastruciural and his-
toenzymological characterisiics of ste-
rosdogenic cells « Narbaitz and Adler, (Y66,
Jordanos er ai. 197K,

19693, Qur obsersanions that the volume of
tncreased after hCG
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treatment suurests that these cells are hWOG
effectors in the chick embryo ovary. Post-
studies of mnterstittal cells 1n the
ovarran medulla showed that these cells
ornnute the theca colls of ovarian follicles.
iNarbarits and De Roberts, Jr . 1968,
which are L H target cellis an the adult an-
tmal tHuang e7 @i 1979 The changes pro-
duced in poorhy differentiated cells which
miterstitial cell cords demon-

natal

surround the
strated that this 1ty pe of cell 1s aiso modified

by hC G The transtormation of relatively
undifferentiated cells nte mature antersti-

tial cells could eaplan the ncrease in the
volume of anterstiiad coll cords observed
A presvaows study

follow ng h(UG treatment
on the efifect of .M and FSH sn organ cul-
tuare of ovartes from jt-day-odd chick em-
bryos did not find evident changes in the
medulfary cords by gonadorropin treatrment
1Grasse-Muano and Prians. 1978 a disagree-
ment with the present results which could
boe cxplained by differences in expernimental

Condilions
The lacuniar ~ystem presents g greal de-
volupment in the hCG-treated ovary. Since
there 1~ no agreement on the funcuon of the
Lscunar ~system 1Calebaue, 1979, 11 1s dif-
fioudt 1o discuss the phy stological ssgnifi-
hCG

Canuve of the changes produced by
stimuiation  The great development of
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bivad capitlarics atter hCG treatment couald
be interpreted as a reaction associdied with
glanduiar stimulution.

Germ cels arce normally tocated in
chick embryo ovarian cortex. but a certain
aumber is observed in the medullis. To our
knowlcdge the posterior o~ olution of the
avian germ cells tocated an the ovacian me-
dulla has not been descritbed. The number
of germ colls located in the medulliary
stroma was reduced foHowing the treatment
with hCG. Thercefore. the mugration and or
removal of the germ cells i the ovaran me-
dulfa is influenced by hormonal changes
Probably the increased scorction of sterosd
hormoncs by hCG stimualatton (Teng and
Teng. 1977 causes a4 modification in the
germ cel number.

The changes produced in the chick ovary
by a single injection of hCG at Day 17 was
as cffective as three injections at Davs 13
15, and 17. Therctore. the muost significant
effect of hCG treatment 1s probably pro-
duced in the [ast 4 days of prenatal devel-
opment.

We conclude that hCG stimulation during
prenatal development produces an incre-
ment in steroidogenic cell cord volume. a
high development of the lacunar system
and blood captilaries. as well as a reduction
in the number of germ cells in the external
medulla of the lett chich ovary

the
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Ultrastructure of the ovarian medulla
in the newly hatched chick treated with human chorionic gonadotropin

M. Gounzalez del Pliego. G. Goazilesz- Moran, and E. Podernera

Mupartamento doe o mbooioga, faceitad doe Nede

Summary. The ultrastruciural charactenisticos of the ovanan
micdulla of the newly hatched white feghorn chick were
studied 10 controtl amimals and compared with chicks that
were treated with human chortomice ponadotropin duning
embryonic development The ovaran medutia was mamiy
awoupted by epathebal colts whch formad cords or ssiers
saurrounded by u bhasal lanuna Waithin this epnthebial com-
partment, steroidogenic colts, pooriy difforentiated cells and
o lacunary sysiem could be revogmized . W hen chichs were
treaited with buman chonome gonadotropim, steromdogenic
wells bevame discermibie. there

was an ancrement an the
amount of ostopiasm and the arca of mitochondna. Poorty
differentiated cells exhitvied signs of sumutation. and tran-
stttonal images suggested the ranstormanon ot these cetls
mio sterordogemic ceils The epithelial celis ot the lacunar
system  also displayed stmulated oy toplasmic arganelles
Evidence was supphied suggesting that retutiveiy undifferen-
tated cells persist in the ovanan medutla unul hatching
and can develop into steromdogenic celts under gonadotrapwe
stimulation

Key words: (Mhary Stermid-sevrenng cells

Ultrastructure
Chanome ponadotropin Chicken

Biosynthesic of sterosnd hormaones by the chich ovary duning
embryone development has been demonstrated since the
Tth day of incubauon (Hatten and Cedard 19680 Wemger
and Zes 19710 Gath and Wassermann 1973 Guichard et al
19731 Morphologcal and histochenucal studhes have 1den-
ufied sterordogeme vells tocated in the medulla of the chick
embryo ovary (Narbaits and Kolodny 1963 Narbaitz and
Adler 1966: Schab and Hatllen 1967, Waoeds and Weeks
1969, Jordanos ¢t al 1978 These ~terowdogenic celis, the
nterstinal ceils of the osary, are cicarly denuficd duning
the iast week of development. fornmng well clusters with
abundant cvtoplasmic hpid droplets (Jordanos eval 1978,
Gonzajez-Moran €t al 198%)

Treatment with lutemmzing hormone (1 HOb or human
chonome gonadotropin thCG) dunny chick embryonic de-
rclopment results 1N an increased secretion of extradiod, tes-
tosterone and progesterone by the ovary (Teng and Teng
1977 Guichard et al. 1979, Wouods et al 1981 Gonzales
Send offprint regueses to Dra Marganta Gonzales del Phago. De

pariamento o¢ bmbnologia, Facaltad do Medmonmna, U A W
Crodad Universitana, Mexaco, I F O 04310, Moo

o U annversigad Nacias

Autonoma de Monice Movico D Nfeae

ct al 1985 NMorphometne mcasurements demuonstraie that
the volume of sterordogenice cetls i the ovanan meduiia
woaupmented whoen the embryo has been treated with hOG
(Gronzalez-Moran et al 1985,
The ultrastrweture ot the ovanan medulia in the newiy
hatvhed white leghorn

chichen treated with hOGr s Jde-
sortbed i the prescnt

paper The stuads was tocused on
sterordope e colb morphology and other ovanan structures
that are modiicd altor gonadotoopmn freaiment

Saterials and methods

Ferole cgps oF white leghorn chickens swere obunined trom
the poultry tarm ot the Vetennary School of Nattonal Line-
rersity of Mevweo. and incubated at 37 87 Can a forced-drat
incubator The embryos were treated with hOG (Pregnyl,
Organoni. 11U ml 0.9%, sahne. apphied to the chonoallan-
tote membrane at 13 15 and 17 davs ofimcubanon Control
ebhryos were treated wath NaClu 9. solunon

Wathin 24 h after hatching. the amimals were sacnticed
by decapitation, the lett ovary dissected and fived by smmer-
ston n 2 5% plutaraldehyde 1n 013 AN cacandviate batler,
pH T4 tolowsd by 1Yae osmaium tetrovide . The ovanan
frapgments were dehyvdrated in graded atcohols and cmbed-
ded 1 Bpon X120 Sevoons bopm thick weree stamed wath
tolurdine blue for hght mucroscopy  Girey to pale gobd <ec-
wons were obtamed with o Rechert uhtramicrotome (Ut
cut) and stuaned with uransi acetate fottowed by tead aitrate
(Reynoids 19037 The sevtions were observed an o PARCSE
Zerss electron mucroscope

Norphameine measurements were performed i same-
pics of the et ovary from controls and AU G-ireated chick-
en~  Approxvigmateis 12 mwrographs randomis scolected of
cach ovary were analvsed. Micrographs were enfarged to
a4 sl mugmiication to IS = op 33000 =« Surtace arca
swas measured with the sid of o computer Hewlion Packard,
G825 T model coupled to a HP YRT3A digsiizer Student’s
test was used 1o compare differences hetween groups

Rosaits

An epitheltal compuartment was revoeniesd 1tn the ovarnan
moedully of the newly hatched chick embryo
ment consested of
A Thasil sare

This comparn-
cells surraunded by
e and jucunae dehmated by eptthchal celis
Acuording ta the ultrastiructlure, tvo cell tvpes coutd be
wienutied within the eprtheiisl compartment . 1) steromda-

vards or sdeis ot
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Youcs represen: Moune D SEM YT Pcooi * pacnos
gun celis i 1the dets oF, asolaited. as antersoual cells. and
P2 nests of small cords of pooriy defferentiated ootls

Sterodogeni ceiis tn the ovarnar madalis rormed siets
O vanabie siec anad srreguiar shape The oviopiasm ot ster-
edogena oiis o naed mBondnie with tatuiar onsiag
HIMNCIOUS  Visicraas of smroeeth eadopiasnne retculum
FSE R and anundani bped dropdets cbg By Nrochomed g
O sterosdoRene Cotts are farger than those of poorty difler-
entiated wolts  Tonic 1y Junchonal compicaes of desmaso-
mal Lype and prongbly gap runcoons betwern stertodozenig
i Sterordogenic celis were sur-
rounded by o Pasa! laming. alithough. this struciure was
Aol vunstant 1t mest of the mature sigroadogenie ceils
sicts, the hasal ivmina was disconbinuous and repiaced by
collagen fibers and fibhrobiast projonganons whnich enciosed
the sterordogenic coil siets «Fig 1Tasr Each siet of steroide-
Renwe oedis wsdally recmsed 3 terrmunal nerve branch whiwh
penetrated mnio the cell clusier

The cords formed by pooriy differenuated celis. woere
s all cases surrounded by a weli-defined basal ming
These ceiis prosented sean?y criopiasm and few argunclies.
munly polsrthosomes and rough endopasmie reiscuium
FRER ) cisternac The nucleus was rounded or ovond stk
cuchromatin and promuinent nucienius Within these cords
of poorky differentiated cells. cavitios of varabic /e were
fregquentis observed 1n the mniercetiuiar space (Fig 25 The
main veiume of the epithehia! compuriment was represenied
My these reiatncis undifferentiated celis

Another epithciial structure obsers
syslemn that has been zircads described from light microsco-
ny (Frrket 1913, Calichaut 1979 The lacunae were fined
by a single taver of cells displayving 2 well-defined hasai
lamina with a flexuous profiie In the justaluminal reson
7onuiae adherentes. but not zonupiac xoiudenics, were ob-
served between adiacent cells. The o topiasmic arganetics
and the nucicar characiernsics of these ceils were very srmi-
lar to those of the pooriy differenvated celis deseribed in
the preceding paragraph Moreoser
small lacunae and pooris differentiated coras woere hardly

discermibic (Fig 3

veils were revouimiced Ry

W wus the tecunar

The cpitheital structures were nat uniformiy distrrbowed
through the ovanan maodobia In outer modulla, ciose 1o
the carted laser. poaris aitterenuated oot cords, refatively
smull sterodogenic celt and reduced Lacunae were
oung ir the inner meduiia. arge imersotial echt aslets and
lavunuace were freguentiy recognizsed  The cords with pooris
dittorcnneted ceils were not found the deepest roegron
the ovunan medutbia

slets

in

i

Chwaricarnt i wteifd i AC G- rredie d  ichen Sterordogenic celis
snderwent obvious CrLoiogical vhanges 10 the bCG-ireated
group The mast reicvant modificanion was the snorement
the ovloplasmic area of the coll The nuclear area was
not moditied  Table 11 In the cviopiasm. SER vosicies are
well devetoped (Fig 310 AMhitovhondria with tubular crnstae
were jarger compared to control sterordogemis celis « Tubie
Ty Lapid dropies tended 1o be augmented but the difference
W~ not sigmificant

Caords of peoorty differeniiated ceils were observed in
the ovanan medulia of the hCG-treated group (Fags 40 S
6y These celis displased wgns of sumulaton after b G
treatmen:  there was an mnorease in RER surtuce arca. and
mitochoadne presented Jan noremeni o the average aroed
Transitronal rmages that sageesied

o

s orgunelie (Tabic 1
the trunJormanon of poorhy dalerentiated cells o ~steror-
dogenw velis were obsersed (Fig 7 NMitochondog with tu-
Cristac. St R Osesweles and baped Jdropiets were fre-

Rutar
abserved an transiuonal cell clusters debmiated by

Quent

& hoesal lamina
Epistheitai colis of the facunar sy<tem were modificd with

the hCG o treatment 1 Frg Ry Muaochondea and RER pro-
Nies were augmented 0 the epithehad cells o) the [avunae
tTable 11

Discussion
The matn component of the ovanan medulia an the newiy
huiched Chicken s the epithebal compartment Wirthin this
cuompartment, sterodogemce cotis have been Cleariy rocog
nrecd by therr cvioplasmme organeites (Christensen 196

2 vonbinuous Mear? laming

Fig. 2. Outer naran meduaiin of the conmtroi svary € fuster 0F powrts drisorenrsiad coliv - £ 0 s ge smited b

¢hL. e cavity nio ontercetular ot . VA nmueie brosoh . 1O

Fag 3. Part of 17¢ lacunar o336 or the moduite of The cosmtrod cavasy Bmied Ay 0 AL Baes lamminag Ccbin woth s s rospiaam,
B T PN TR S N roen b Piwenn adpacent cuils o TO 66

Iew FtoChoad g B and POoaT desChuemo T ol fonen e







erngioun
w.th oy
SreuaEes ana

asinar
tne (mesiTmon
P oo
DCLMCET S0

Fig & A dcia
haiehed okt
R rough enaop asumw reintium
VESITICS (T 2 IDCAITOSIIITICS e
brames are shown o« I3 00
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ithe newly huatched chwh shows cords of pooric drtlerens
nated ceiis [ hese epitheiral cords probabiy represant the
perssience o! primary moedualiary cords On the other hand.
the lacunar svaiem s ongnated By ¢ vacuobranon of thew
meduliar cords (| Narbaits and adier 1966 Si1an! and Carfon
s farmed ™ relainely undifferenntated oelis

Cords and the jacunar
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Forae osara

19733 and
The significance of the medulian
1< unhnown The funchion

svsiem
N the avian ovarny has been extenangiv discussed «C afizhaut
OO
(5

1979). but noe deftmlse cobciusion has bown
However, hoth strudtures couid ¢ impartani because
they are the ongin Of part of the thota laver durng
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