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RESUMEN

Este trabajo tiene como propésito observar ios eyectus Jdue Ccauga la
administracion de gonadotropinas (FSH 4 LH) én el Nnumero oe celulas as
las subpoblaciones celulares y en el peso humedo de€  1Ds  Ovarios  dge
pollos reciéen nacidos, tratados en etapa embrionaris. Las dosie ae
Pergonal (75 Ul-LH, 75 UI-FSH, Serono ae Mexico, S.k. de L.V.?) usadas
fueron de lug y 25ug, 1nyectandose 100ul a los 13, 1% y 17 dias age
1ncubacidn  sobre la membrana corisalantoidea. Lespues de ta
disgregacién celular de los ovarios, se cuantitico el aumero de
células paor medio de un hemocitometro, Otro grupo Ade ovarios Yue usado
para obtener el peso humedo. Los resultados muestran 1o  siguiente:

1) Una tendencia hacia unpa disminucion en el peso humedc de jos
ovarios tratados con 1ug de Fergonal en relacton a los cantroles - un
peso humedo similar en los ovarios tratados con 2549 de +vergonal en
i*elacién a los contrales. 2 Un  aumenta en el numero de celulas
somaticas con y sin 1nclusiones de 1ip1gos de los ovarios tratados con
2549 de FPergonal en relaci1dn a los controles; no  se  presenta
diferencia en el numero de células germinales. 3) Un aumento en  la
poblacidn celiilar total de los ovarios tratados con 25ug de Fergonal,
dado principalmente por el aumento en el numera de celulas somaticas.
4) Los avarios tratados con 1ug de Fergonal no presentan diferencias
significativas en el numero de celulas somaticas €ON © Si1n 1NClusiones
de lipidos, células germinales y total de celulas. Lon pase en estos
resultados podemos concluir que el ovario del embrion de pallo
responde a dosis de 25 ug de Pergonal con un 1ncremento en el numero

de células somaticas del ovario de pollos recien nacidos.
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I HIPOTALAMO .

2> -ARATOMIA:

‘El hipc:&iamo de'’las AQeéqyace en’la base del 'diencéfsiu debajo. del

'tilémé. 123 relat vame te. una‘ structura puqueﬁa que ocupa

érca‘ﬂalfSZ

del cureuro 'y e:ta separado dorsalmente dél “talamo

del valunen tut

'pon'll surcn 1patalam:cn. Rustra\ Yy caudalnente limxta con el quxasma

ventralmente Timita’ con la emnnen:ia med

"épt}éﬂi ry‘él Fipfundibulo
,(n,.,: : S :

“En 1929;:;e identificaron. diferentes grupés de cé&lulas gangl ionares en
:GlrhipqtilAﬁd aﬁterlor. a tales ‘grupos sa )és rgcnno:en como los
nucleos . paraventricular 'y supraocptico. Bargmann, " demostre la
neufuse:recion de estos grupaos celulares por mediao de una tecnica de
cromo-hematoxilina (2), El hipotalamo esta dividido en dos porciones
por el tarcer ventrlculn} la.regidén anteriaor formada por los nucleos
celulares: pre-dptico, supra~optico y paraventriculary y la reqidn
posterior o tuberal, tformada porr 105 mucleos celulares:t media
posterior e infundibular (32,

Existen varias conexiones entre los nucleos celulares del hipotalama y
a su ver, entre éstos y otros &rrganos. Se han observado en las aves
dos Lmportantes nervios eferentes hipotalamicos: el tracto
supradptico-hipofisial y el tubero-hipotisial. El primero esta tormado
por axones neurosecretores del nucleo supradptico y del nucleo
paraventricular, una parte de las fibras del tracto
supracptico-hipafisial pasan al 1sébulo neural y la otra a la eminencia
media. E1 tracto tubero-hipotisial, esta formado por fibras del nucleo

intundibular y quiza también del nucleo ventromedial (4.



rEL hlpotalamo es:A :nne:taan Dar flbras nerviosas aferentes al tracto

o\fatorln. al taiamo y-al :erenro anterxcr;

re:xbe.xmpq}sas qeﬂ~yar|és
medula

talamo

eferentes

Las,cunexlnnes

‘anterior, a ,:eﬁebrcﬂéntgrxor, al: nucleo autcnnmo dex tall

cones _muy

a’la- médula  ‘espinal. Adeﬁas el. {ﬁdes

'imanrténtes con ‘la hprfﬁs)s: se na observadu el
‘nipatilamo -juega una oarte xmnortante

temperatura. corpaorat (5).

En.cuanto a su relacién.con la hipstisis, tenemos

“en dos ldébulos: el lébulo posterior o neurohipotisis, ) que . esta’ ﬁélo

taprasi il

control nervioso del hipotalamo a traves deé ﬁa “Panudte

nerviosas del tracto supracptico-hipofisial. el cual actuiﬁ ébﬁc “wia

eferente para el hipotalamo, y el lébulo anterior. o adenuhlncfxsls.

que tiene un enlace vascular con el hipotalamo v con la neurﬂhlnofxs)s.r

Se conoce ahora, oue el sistema neurosecretor del hxpatAlamn en

las aves, tiene entre sus funciones, ei control de la actlvidad ue las
aonadotraopinas elaboradas por la adenohipofisis (vl.'

b) SISTEMA NIUROSECRETOR.

Las sustancias neurchormonales secretadas  por 1;5 tarmnna:lnnes'
nerviosas en la eminencia media hacia el sistema-. porta, nroyee:!el
enlace entre el cerebro y los Organos endocrinos.. Las ‘ﬁnrqonas,
hipofisiotrépicas son sintetizadas por neuronas pentldengléas ‘en el

hipotalamo y son transportadas por  carrrientes ,éxunlasm:cas a: las

terminaciones nervicsas en la eminencia media que  estin’Ten contacta®
con e} endotelin de los plexas primarios de " caplliares . donde | sOn

liberadas. Dichas neurchormonas son despues  distribuldas = a*’ila




hipofisis en particular, a la adenohipofisis por medio “gela

torriente sanguinea porta hipofisiaria (&),

c©) FACTORES HIPOTALAMICOS-HIPOF1SIOTROPICOS.

Debido a que se ha demostrado Qque 1a adenchipefisls  secreta seis
hormonas, es de suponer que el hipotilamo produce al wmenos sSeis
neurohormonas (factores liberadores y factores inhibidaores) capaces de
regular la secrecidn de las seis hormonas producidas por 1a
adenohipéfisis. Las investigaciones llevadas a cabo en mamiferos y
atros vertebrados, han demastrado la presencia de los factores
liberadores ¢ inhibidores para cada una de las bhormonas de la
adenohipofisis y se han reportado las siquientes neurohormanas
hipofisiotropicas (9):

Factor liberador de la hormona luteinizante (LH-RH).

Factor liberador de la hormona toliculo estxmulaptg'(FSH—RH).

Factor inhibidor y liberador de la prolactina (PIF ; PRF) . :
Factor liberador de la tirotropina (TRF).

Factor liberador e inhibidor de la hormona del crecimiento  (GRF vy
BIF).

Factor liberador e inhibidor de los melanocitos (MRF y MIF).

En las aves est& aun la pregunta de si los dos tipos de gonadotrapinas
(LH y FSH) tienen su propio factor jiberador o bien compartan un Mmismo
factor liberador, ya que citologicamente hay dos tipos de ceélulas
gonadotropicas en la adenohipéfisis. Hartree y Cunningham  en 1969,
efectuaron la purificacion parcial de las hormonas de la hipéfisis de
pollo por cromatografia, y encontraron dos fracciones, una conteniendo

FSH activa y la otra LH activa. Can base en ésto, se propone que 1a



LH y la F5H deben tenar éu propio factor;liber;nnr (7); [$ 1398

Ltos estudios an vitvor uéaﬁdﬁ teyido de. " la hipéfisis  anterior,
establecen que las extractas dél hipotilamo  de  pallo Enntienen un
tactor liberador de la LH (1), Por atro lado, Jackson (1971} purificed
el tactoer liberador de la LH de pollo por cromatagratia en columna de
Sephadex G2 y CH-Sephadex {8y, (11}. La comparacisn de la
cromatogratia de la LHRH de ave y de ia LHRR de rata, indicd que ambos
son similaces, aunque tienen ciertas difersncias. En 1982, se aisle y

caractern:o ta tHRH 'de’ pollo, y mostrd que tiens "la siguienfa
estructura (12) % : e v ;

(Pyro}

43 EFECTOS DE LESIONES EN EL HIPOTALAMO.

‘ Eﬁ‘é{ ﬁalln sé.ﬁé oégﬁF;édu que. despuds de una sintesis do LHRH
é;mentan tas concentraciocnes de LH en plasma. Tambien se han obsesrvado
‘canbios en la concentraciéon de LH en plasma, durante el crecimienta y
el desarrollo sexualy lo cual probablemente refleja a3 wmaduracion
tanto del hipotilamo como de la hipéfisis, junto con camtios en la
produccion de esteroides gonadales. Pacrece ser gue }la mayoria de los
factores actuan a nivel del sistema nervioso central para regular la
liberacién de LHRH de la eminencia media hacia la adenchipdfisis y con
ello, estimular la secrecidon de gonadotropinas (LH y FEH) .

Durante la maduracion sexual de la heabra, las lesicnes de la region
pre—déptica y del nucleo infundibular, bloquean la ovulacion y provocan
una marcada regresidn del ovario y del oviducto. Sin  emdbraga, las

lesiones ‘en 1a region supradptica, también bloquean la ovulacidn, pero

w



@l ovario y el oviducto no  sufren reg;esion.' Eéldijsﬁﬁlnre'«due < la
demanda de la raegidn supradptica puade rb‘lloqtv.l;ar -ia bkﬁducﬁ:m de ~1a' LH
requerida para la ovulacien, san incevferx# con la liberacion ﬁe la LH
y de la FSH, necesarias para. mantener el -ovaric y astimular la
maduracidén folicular. Con esto, a5 posible establecer que 1la. regidn
pre-optica y el nucleg infundibular,. estan :involucrados en el
crecimiento y mantenimiento de la gonada. Cuando éstas reqiones se
aislan del resto del cerebro, 81 hipotalamo tuberal, no puede por i1
salo inducir el desarrollo de las génadas. Tambien parece ser, que el
nucleo supradptico, no estd dirsctamente involucrado en e] mecanismo
de control de la secrecion de gonadotropinas y en el mantenimieqto
gonadal, ®ino que participa activamente en la produccion de la LH

reguerida para la ovulacidn (13).



I1 . HIPOFISIS .

a) ANATOMIA.

Los organos enddcrings secretan sustancias que tienen efactos
tisiolégicos importantes sobre otros 4rganos. Estas glandulas
descargan sus harmonas al torrente sanguineoc para ser transportadas
hasta los 4rganos blanco donde causan su efecto fisioldgico.

Las gliandulas endocrinas en las aves son: la hipéfisis, la tiroides,
la paratiroides, las glindulas adrenales, el pancreas y las goénadas
{testiculo y ovario). Las primeras tres son extrictamente glandulas
endécrinas, mientras que las tres ultimas tienen ambas funciones,
endécrina y exécrina.

“La'hipofisis se ha considerada comao la glandula maestra, ya que
‘elabora un gran numero de hormonas qua estimulan a otras glandulas
para qQue secreten sus hormonasg de esta manera, las hormonas
secretadas por la hipédfisis son esenciales para la home o stasis Yy
actuan en coordinacion con otras glandulas endéctinas.

La hipéfisis en las aves es un érgano pequeflo y lobulado, situado en
una depresisn del bueso esfenoides 1lamada: si1lla turca, Justamente
pasterior al quiasma &ptico en el p1so del diencéfalo. Esta compuesta
por dos lébulos: el isbulo anterior (adenohipsfisis) formado por dos
conas histologicamente diferentes, y el lébulo posterior
(neurohipsfisis). En algunas aves no hay lébulo o pars intermedia como
en los mamitferos, y ambos lébulos estadn separados por tedido

conjyuntiva (13),



DIVISIONES DE L4 HIPOFISIS DE.AVES

L.dbula anfefiar'
(Adenohipstisia)

Lebuko posterior
(Neurohipéfisig)

T~ {region-anterior’y
"'rﬁegiOntpnsternori

La adenchipofisis se origina a partair de la bols%i dé* k;fhke. un’
diverticulo que se extiende del estomodeo hacia el 6§§o—del dien&efaln
en la region del i1nfundibuloj el lobulo neural se deSQrFalla ;, partie
de un creclaiento del intundibulo. En un estado temprana .del
desarrallo (& dias en el polloc), hay una subdivision de los tedidos,
la prélileracxon de eéstos da comp resultado, diferentes zonas en la
adenchip¢fisis del adulto: a) Los lobulos aboral y oral, dan lugar
respact:vamente, a los lébulos caudal y cetfalicno. by L& zona en
contacto con el ceretro permanece como una capa sencilla de celulas v
corresponde morfolégicamente a la pars 1ntermedia, luego ostas c@lulas
prerden su contacto con la pars nerviosa y s incluyen en ta pars

distalis (14).



tas primeras seﬁaleé i rfDl gxcas de ﬂlePEHCIaCIGH :Elulav -aparecen-

en el 1ébulo CEfiliCO,’“ﬂDndE 'las prxmeras ':élulas‘ a:xdéfilas ;onf

qeneralmente encuntradas entre el décimo y anceavo dla de des
_embrionaria, En el lobuio caudal, las primeras celulas aparecen entre ;

los 15 dias, o a los 18 y i? dias - de desarrollo embriunario. NLa

microscoplaielectronica provee una mejor estxma:xén de cuandn cumienza,

la actividad secretora de la glandula en el embrxcn, ident:f andnse

asi, los primeros granulos secretaores en el 1ldbulo qufal{:a’,en»«el i
octavo dia de desarrollo embrionaria (15). ‘ B e
La adenohipofisis se divide en la pars distalis ry en iar ﬁﬁfs
tuberalis; en la primera, encontramos dos zonas hlstQIOQicéméﬁéei

idlferentes: el 1ébulo cefalico y el lébula caudal. Sus células
glandulares estan arregladas en cordones o foliculos, delimitados ﬁnr
una membrana basal. Entre las células se encuentra un impurtante'plexo
de ;apxlares sanguineos; cuya pared consiste de una capa sencilla de
células endoteliales de tipo sinusoide. La mayorfa de las células
glandulares estan en contacto directo con el espacio pericapilar y se
clasifican en tres tipos: acidétilas, basofilas, y cromdfobas. Amin y
Gilbert, (1970) han concluido que en 1los 1ndividuos Jjévenes, la
actividad funcional de la hipéfisis puede variar en relacion al estado
fisiologico del ave y esto a su vez, en relacidn a la actividad
funcional de los diferentes tipos celulares, su efecto hormonal y su
produccién. A la edad de 10 semanas, se encontré que el! numero de
células de cada tipo celular varfa, lo cual estia asociado can cambios
én lé actividad funcional de la hipofisis. Las células mas afectadas
saon las de tipo I y las de tipo 11, que son gonadotropas y que

secretan FSH y LH, y las células luteotropas. Los cambios en estas

-uuo'f




actxvxnad, lo cual e;ta quxza relacxnnauo

- se:reclén de’ estero:aes por - al

'_xncremento del peso del avxdu:tn

a su ve;,:se,dlvxd;>en 'dos regtones:
eminencia - medial
considerablemente dé uﬁaﬁebbécie : ‘CTon. base en

mx:roscopla Elentrcnaca reallzedcs en pnllas‘ &€ propuso

neural esti farmado  gor . un’ ty::du~ ave. cunsxste de

.nervigsas del- tracto neurqse:retnn sunracptlco—hlnof

terminaciones nerviosas ccntignen granulaé con di1ametras
200 nm., . ¥ estan rodeadas de pituicitos 39y, €1 --talla
puede =er considerada €¢omo una proyeccisn tubuiar' de

dlehcéfalc, el cual contiene al lobule neura). En el

lnfunutbular es mosfologicamente alferente de

alt:ma. esta {ntimamente relacionaca con el uluxu cap:la

celulares: la ependimaria, la f:nrgsa:y la:QIAnéuygf (.

10

duracon

orce g células que

poiiniiel

‘en’ella, tres capas

sexual. Las

surgen

S que

xnfundxnukar ¥ ‘la

nEUPGthOf\SLS varia

estudios  de
que el lcbulo
terminaciones
i1s1alsy estas
de 100 nm. a

intundibular

1a’ pahéd dé{




“ENn un estudin detallado de’las vasas sanguineos de ‘1a hipotisis de

-pollia (Breen, 1931) 5 se énccntrd qhe las"qrterias upgr:uréé‘ de - la

N nipavi;iﬁ prqvéenrde sangfe al plexo de capiiifes“ pki##cié# v-d la -’

‘émlnéncia'media. Los vasns porta, colectanla a*lgéﬁé:;‘ae’ksinéfe e
este plexo y la pasan hacia la pars distalis, en qst;; as’ ! " se

ramifican en todas direcciones y desembocan en el ﬁtnéeﬁ;cé .de. ius,

senos venosas rodeando a la glandula (1), (la)."“

) HORMONAS DE LA ADENOHIPOFISIS.

mami feras; estas son

Dos harmonas proteinicas : la harmona del gﬁéci ien

(STH) 'y la prolactina.
Tres hormonas glucoproteicas- PR
gonadotropinas, la hormona faliculo estimu;énte

luteinizante LMY,

Dos harmanas polipeptidicas t la‘adenacart}cntﬁopina‘bJQ;Tﬂ{ ,y'k?a
melanotropina (MSHI . - K i g !
Para determinar la presencia y la accion de 1las horeonas de " la
hipdfisis, se usan por lo general las siguientes teécntcas: 1}  La
administracién de hormonas en un animal intacto. 2} kLa extraccidn de
la hip6fisis del animal (hipofisectomialy, y 3! La sustitucion o
reemplazo de la misma. En cualquiera de los tres casos, se pueden
opservar efectos en varios organos y un cambio en su tisiologia (14).
&) HORMONAS GONADOTROPICAS.

El adecuado tuncionamientc de los sistemas tanto en los mamiferos coma

en las aves u otrg vertebrado, es dependiente de tas horeonas de ia



hipotisis; “este. éésug~ “nuestra’llinteres ‘o son= 1as. - Rormonas

qonadatroplcas, que son; esencxales para el desarrnlln, fun:iunamlentu

lyt manteni‘lento de las qénadas. La adenah:pef:sxs

»como 1a de os. mamlferns, produce camo se men:lnno

FSH y la hH {hormanas glucuprote&cas) y amhas es_

uvo

hipbflsxs del embrién de pollo . cerca ~del xe

‘embrionario.

41)"quméa.

La estructura primaria de alqunas hurmanas glucoprutex:a nimamiteros

ha sido estudiada en detalle.rEstas hnrmonas estAn cnmpuest 5 pc-

-subunidades, designadas o ¥y (I, las cuales pur él‘ solas,

actividad biolegica. La subunidad o de la hoémcna LY, FSH'y TSH, tiene

secuencias identicas de aminoacidos; mientras que lé'iubuhldad‘ﬁ es’la

determinante en la actividad biologica con una ;e:uen:xa dlferent"

aminoicidos para cada hormona. Cada subunidad contiene carbchxdratcs.

unidos en una 0 mas porciones en la cadena de péptidos y hay gv:den:iq

de que las dos subunidades son sintetizadas 1ndependlentenghté
hipofisis de los mamiferaos (13). 5
En los laboratorios donde se han aislado la FSM 'y «;

observado que la LH de pollo tiene mas prolina..y

aAcido aspartico e histidina que la FSH, Simxlarmtntet
carbohidratas de ambas hormanas, ha sido determlnéda;

carbohidrates para la LH es de 13.7 g. por 100 . g

(incluyendo 5.2 he:xosa, 7.1 hexosamina y 1.4 gi 100 g

y de. 7.1 g. para la FSH (incluyendo 3.1 nexnsa, 3. 2 neuusaml a

Acido siilace) (1),

12



Basandonos en analoglas con los mamiferos y % pava.“ la FSH y la LH de
pullo tlenen pnesos mole:ulares de :er:a de 29 300 daltons » . estan
compuestas por dos glucoproteinas nlsglntasx 1a subunxdad ‘a y la
subupldad 7 (20). :

2) Mecanismo de accién harmonal,

La célula debe reconocer cierta informacién’y traducir sus sefales en
una respuesta, por lo que, proteinas especificas llamadas receptores,
llevan a cabo tal funcion. Una célula blanco es definida como aguella
que contiene una concentracidon o cantidad de receptores suficiente
para - dar una respuesta  dentro. . del rango fis10l1491Cc0 de la
concentracion hormonal.

Las hormonas, sSeQuUN su mecanismo de accién han sido :laslf)chqs 7 en

tres grupos :

1) Hormonas del tipo esteroide (unidn a receptores. intracelu érék

como " son: estrégenos, androgenos, - progesterona,i-glucoconrti

mineralocorticaides y tiroxina.

2) Hormonas gue activan la superficie celular (union ; rﬂteptdres

memhranales).

Subgrupo A (tienen como segundo mensajero al AMPE)

Hormona luteinizante (LH).

Hormona foliculo estimulante (FSH).
Corticotropina (ACTH).

Tarotropina (TSH}.

Gonadotropina corionica (hCG).
Hormona estimulante de los melanocitns (MSH)
Lipotropina (LPH).
Angiotensina I1.

Hormona antidiuretica (ADH) .
Paratohormona (PTH), S
Calcitaonina. -
Glucagon.
Cateccolaminas -adrenérgicas y a—adrenorglcas
Somatostatina. .
Hormona liberadora de la :crtx:otrnplna (CRH).‘
Opiodes endcgenos.

13



Subgrupo B (tlgnen‘ coma _ - 'segundo; ’’ mensalerc calcio y/0

fosfatidilinositoles) s

Vasupresina,’Hbﬁmonailxbéﬁaaura;de 1
o= adrenergxcas.

Acetnlcnlxn

ptcres membranales

'Lns receptures para las hurmanas de este grupn estan en la ;yperfi:ié

externa‘celular; san pruceinas xntagrales de la membrana plasmatica

‘tonmauas nor muleculas de mayor tamafio (PR entre SO0 y 300,000} vy

;omple lqgg gpg 1a; hnrmunas. En el caso de las hormonas peptidicas,

'fa éﬁdpQCSén Aéx 1 al 5% de 105 siti1as totales de union, e@s suticiente
para bﬁtenér una respuesta hormonal maxima; aungue debe seflalarse gue
la coﬁcentra::on de los complejos Hormona-Receptor que determinan la
magnitud ﬁg la"sefial, dependen de tres factores: la concentracion de
Ya harmona, ia concentracion del receptor y la atinidad de la
;nteraccipn H-K. Los receptores se estan stintetizando vy degradanda
‘édntiﬁhﬁdente:bla sintesis se inicia en los ribosomas asociadas al
fetlt&lo endoplasmico rugoso y el procesam:ento de la praoteina nativa
sé realiza posﬁeriurmente en el aparato de Golgi. El mecanismo de
respuesta es medladn por la activacion de la adenilato ciclasa, enzima
membranal que-cataliza la formacion de ATF a AMFc. Los efectos del

AMPc en células de organismos eucariotes. san mediados




fundamentalmente por la fcsfnr;lacxbn o desfnsfnrllacxén de pru:exnas,

de tal manera que procesos “tan dlferentes ‘entrea’ 'sif como’ son: rla

esteroidogenesis, transpcrté_de iones, metabolismo de carbdhldratns*'y];'

lipidos, crecimiento celular y replicacion; pueden  ser medlaaos - par

una  proteina cinasa ‘especificd,  una “fosfatasa

substratos especi ficos ﬁara‘ia ¥65f6rll§ékon‘ 21, (22
maduracién folicular del ovario representa un eJemplo,
la interaccxéq harmonal en ;é~ regulacxon devilog_:
superficie celular (21), Los receptores para la _LH o

gQranulosas incrgmentan durante a maduracxén, lo cual ha mostrauo ser

dependiente de la FSH. Sin embargo,  la aﬂmxn:stra:xcn de FSH en rACas

hipofisectomizadas, no muestra tal aumento a. meno que ‘éstas tambien

reciban estrégenns. Se ha abservado también, Que tuando ‘se administran

s6lo estrégenos, el npumero de receptores. a

disminuyen, funclcn

granulosas

por

lo que la

3) Fisiologia.

FSH . @n

la

Los papeles de la LH y de

en el pollo, indican que 1la FSH a:tua
espermatogénesis, en
crecimiento folicular del avario. Eﬂ: contraste;
diferenciacion de tas celulas de Leydig

testosterona por parte del testl:ulo (19)

Considerando la produccion de progestgrona; Taimayor fuente de” asta,

es la capa granulosa de los foliculos pre ( @akiﬁs £2 )}';é afntesis

de progesterona es incrementada tanto’in- vitro como’in vive, debido ‘a

15




testosterana’y estrégencs esta mends establéé{dg{ La. testosteronal es

. producida por la mayoria de las 1011;ulds dvariqnsr

(2ary atingue | las

células de la granulosa y de la teca puedénf sin¥eti£ar’ testosterona,

Darege que ésta es normalmente prqdu:ldﬁ oor las’celulas de. la teca,

usando la progesterona derivada de las células ‘de - la "granulosa. La

maduracién folicular no podra ocurelr en ausencia de las

gonadotrapinas producidas por la hipofisis. Se ha sugerido que la FSH,

ademas controla el depdsito del .vitelo; por otro lado, la LH, induce

Ta nVuiacién del foliculo maduro. év:denc:a de @llo viene de  la al§a 
?n:xdencia de ovulacion seguida de una administraci1on de LH pero ﬁc qél
FSH. (291} y del incremento en la concentracion de LH en sangre, 'huraé
;Btesrae la ovulacion. N ::_ e
42 Control de la secrecioén de gonadotropinas.

Como va se menciond, las hormonas hipotisiotrédpicas son sintetizadas

por neuronas peptidérgicas de los nucleos predptica, paraventrl:dlar,

;nfundibular y suprasdptico del hipdtalamo, para despuéds ser

transbnrtadas por carrientes axopliasmicas a terminacilones nerviosas en

la eminencia media, donde son liberadas y puestas en contacto con el

endatelio de los plexos primarios de capilares para ser transportadas

a la adenchipofisis, donde ejercen su fuerza para la liberacién de

gonadotropinas y otras hormonas elaboradas por la pars distalis de la

Sdénohipé')sls y finalmente, éstas hormonas via corrente sanguinea

actuan sobre su &rgano blanca, en este casa, las génadas femeninas.

Con base en esto, es de suponer gue debe haber un mecanismo de




requlacign en ‘las tres.. partes para la ‘secrecion de hormonas
hipnf;‘xp:répxcas.’ géhadntrbp\cas y esteroides gonadales, For téhtn,
los me:inisﬁas de: retroalimentacidn juégan un plpel‘fundamcnta\ en la
requlacion de 1a funcidn del hipotalamo, de ta hxpansxs y del ‘o‘var‘in.
¥y por consiguiente, en el control de la reﬁruud:cxon. En el cvntéxto
del eje hipotalamo-hipofisis-gonada, han sido estaﬁlecxdc; 3 tres
niveles de retroalimentacion 3 La LHRH del hipatalamo qul::'rlniiuencie
SU propia secrecion por un circuito ultracorto de réqulac}én; despues,
las gonadotropinas de la hipotisis pueden entnncé§ moditicar  la
secrecién de la LHRH a partir de la eminencia media, a:tunndo_sonré el
hipotilamo por medioc de un circuito corto de regulacion, y.por ui:imo,
por medio de un circuito largo de regulacién, las hormonas  esteroldes
de la génada an carculacion, interactuan con el comple)o
hipotalamo-hipédfisis; ejerciendo una retrcalimentacien :anéo positiva
como negativa scbre la secrecidn hormonal. La retroalimentacion (;) de
los esteraides gonadales es responsable de la regulacion basal de las
concentraciones de gonadatropinas, mientras que la retroalimentacieén
{+), es responsable del disparo de gonadotropinas precvulatorias en la
hembra (13). Los estercides gonadales ejecrcen entonces una 1nfluencia
estimulante sobre el mecanismp neural, gobernando las descacgas
ciclicas de LHRH, Hay evidencia en ratas (30), ovejas (31) y pollos
. (32}, de gue los esteroides gonadales, en particular los e:trogenné,
pueden realzar la respuesta de la hipofisis hacia 1la - liberacion de

LHRH.



111 EJE HIPOTALAMO - HIPOFLISIS -~ GONADA ..

a) ANATOMI A.

El sistema hipotilamo-hipofisis-ovario, integra, procesa y traduce
informacidén, resultando asi, una propia secrecidén hormonal por parte
de los tres érganos.

£n los ultimos afios, la estructura y fisiologia de éste sistema ha
recibido mucha atencién, y conforme avanza el conocimiento se podra
entender mejor su funcionamiento. Las partes integrales de éste sistema
son células neurosecretoras localizadas en el hipotalamo (nucleos
supradptico, paraventricular e infundibular) y los axones de estas
cé&lulas, los cuales forman paquetes de fibras nerviosas (paguete
nervioso supradptico~-hipofisial, paraventriculo-hipofisial Yy
tubero-hipofisial). Estos tres paguetes mandan sus terminaciones
nerviosas hacia el interior de la eminencia media en la neurohipofisis
.

Las conexiones monoaminérgicas entre las siguientes zonas: nucleos
tuberalis, hipotalimico posterior medio, paraventricular, supradptico,
predptico, basal y la eminencia mediaj son una parte del mecanismo
integrativo en el contral hipotalamico de la adenohipéfisis (33).

Los primeros granulos neurosecretores aparecen en el embrién de pollo
entre los 12 y 14 dias; éstas células producen una secrecidn que migra
via. axén hacia la neurchipdfisis, directamente a la eminencia moedia
para pasar por los capilares sanguineos hacia la adenohipofisis (pars

distalis) y estimular la liberacién de gonadotropinas.
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El siguiente esquema muestra las relacianes - eatre el oje

Hipatalamo-Hipofisis-Gonada, involucradas en la activigad reproductora

€1y :
Calciof.
HIPOTALAKO Reurosecracion’
CLHRH T T

_HIPOFISIS

OVARIOQ y Jez—arquv’s(l falicular \
; ( {Eitréggnnﬁ

Esteraides-

Progesterona

- ~ = ~ ~ Innibicién

Estiaulacion ) .
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b) EDAD DE ESTABLECIMIENTC DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIC.

En los - estados tempranos del desarrollo esbrionariao gonadal, el
control es llevado a cabo sin la intervencion de la tipofisis, de
manera que el Ovario es capaz por si s0lo de sintetizar las hormonas
esteroideas necesarias para su desarrollo y mantenimiento. La

ava

regulacion gonadal par parte de la hipotisis ocurre del 14 dia en

adelante y las celulas gonadotrépicas no aparecen en la hipofisis

avo

hasta cerca del 14 dia de desarrollo. Se ha sugerido que durante

los estadios tempranos de desarrollo gonadal, las hormonas
estaroideas producidas por el ovario entre el o° Y &% dia ce
desarrollo embrionario, son i1mpartantes, ya que ejercen su control en
el desarrollo del ovario. Despues, la hipofisis es i1mportante, ya que

afecta claramente la embriogénesis del ovario, que no seria cul\phdd

en su totalidad y mantenida, en casoc de no estau\ecefse n;te‘j eje

Hipotalamo-Hipgfisis-Gonada, necesaria en la’ hembra: .adu:lta‘

influencia sobre el ovario, estableciéndose

Hipotalamo-Hipofisis—-Bénada (34), (36},

control autdnomo del

ovario
Nocimenta
1Inicio de o Inicio de la diferen- Conlrol de la
satlerordogénesis clacidn morfoldgica tpSiien
Ak
1 ? k] 4 5 1] T [ ° 0 1 2 3 15 % T w oW 0 N

plas de incubacion
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1Y OVARIO .

a) ANATOMIA.

En las gallinas, aunque no en todas la aves, =s6lo el ovario y ai
oviducto izquierdo son funciocnales; los srganos derechos son
vestigiales. Se han reportado ovarios y oviductos derechos, pero éstas
raramente son funcionales (34).

El ovario izquierdo esta situado en la cavidad del cuerpo, en pasicién
ventral a la aorta y posterior a la vena cava, y en posicién craneal
al rifion. Esta cerca de las glandulas adrenales y cubierto por una
capsula de tejido conjuntivo. Permanece unido a la pared del cuerpo
por un pequelo tigamento mesovarico y a la vena cava por un tallao
ovarico o hilus, compuesto de tejido conjuntivo, vasos sanguineos,
nervios y musculo liso (33).

El suplementa arterial del ovario es variable, usualmente surge de la
arteria 1zquierda gonado-renal y en otras ocasionas, las arterias del
ovario surgen directamente de 1a aorta. Dos venas drenan sangre del
ovario, las venas craneales del ovario se Juntan con la vena
suprarenal izgquierda para desembocar en el interior del lado izquierdo
de la vena cava y la vena caudal del ovaric desemboca directamente en
el interiaor de la parte ventral de la vena cava, cerca del nivel de
las venas iliacas externas (3&8).

£1 desarrallo del ovario comienza en el 3°° dia de incubacion, cuando
las ceélulas germinales primordiales y las células mesenquimatosas

°

son 1ncorporadas al epitelio germinal. Durante el &° y 7 dia de



in:ubacibn, se for‘man lus curdunas sexunles prxmarxcs. que dan. lugar a

la medula“y a las~ calulas xnterst ciales de la médula. Entre &1 BV y

11*V° d1a, el epxtelxc germinal prulifera y forma 14 corteza y. los
cm'dnnes sexuales secundarios. Posterioraente, se far-man las, uvugoﬁias
que por muitipli:a:ion celular dan origen a. los ovo:itos‘prlmarlos; La™

maduracisn nuclear del ovocito empieza en el tfollculo vy se termina  en

el oviducto, y consta de dos divisiones sucesavas, La primera divisien

es reduccional, da origen al ovocito secundarioc "y al

polar, y ocurre dos horas antes de la  ovulacidan (37)

divisién de maduracien es ecuasxonal‘y ocurre k‘en

subsecuentemente a la ovulacion (Fig. 1).

Cordanee sskucles !-éundhrin- H

. Owvogaonia-:

' Ovocilos primarics

1*" cuerpo
potar:”

Y owule

R B
+- 231 DivimiOn “reduscional
21 2 Divieidn . ecucsional,

Fig. 1. Esquema del desarrollo del ovario hasta la
produccioen del owvulo. ‘

r
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Durante el desarrollo del embrién, el ovaric izquierdo es mas grande
que el derecho y la distribucidn asimétrica de las células germinales

*" dia de 1ncubacién. £1 ovario esti formado poar una

comienza en el 3
médula y una corteza, separadas por una capa de tejido conjuntivo
llamada tunica albuginea (38), (Fig. 2).

La médula se forma a partir de los cordones sexuales primarios
derivados del epitelio germinal, esti constituida por tejido
conjuntivo, nervios y muasculo liso, Yy @5 quiza, la parte mis
vascularizada del ovario. La corteza rodea completamente a la meédula,
excepto en la zona de hilio, contiene a las ovogonias y a los

aovocitos, y su superficie externa esta formeda por epitelio <uboidal

(367,

Corteza
Tanica élbudingé' . Médula
: ' Glandula adrenal
= V‘ena';:;vaiqv—..';/'\

Aorta

S 3 1. Y 2. E€squema del corte -transversal del ovario.
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b) ESTEROIDOGENESIS.
En la . gonada femenina de las aveé, se ha demostrado lé presencia . de

cordones medulares bien delimitados ‘pos una - lamina. basal; es

cordones epiteliales hacia el 8°Y7

914’ de desarrolla ;pbaidqanno,
presentan ya una actividad esteroidogénica (37). ‘Entre ’16; :oracnes‘
medulares, es posible recnnoce} la presenéxa de ﬁn sistema de
conductos denominados lacunares, las cualeﬁ, estan _delineados adr4 una
delgada lamina basal {40}.

Las estructuras epiteliales se én:uentran distribuidas de manecra
irregular en la médula del ovario, de tal  farma, que en la region
medular cercana a4 la corteza, denominada meédula subcortical, se
localizan cordones de células esteroidogenicas relativamente peqgueflaosy
as! como reducidos canales lacunares. En @ la méQUla praiuqda i -1-28
encuentran cordones de células esterogidogénicas de mayor 'tamahd.: ayef
corresponden a las células intersticiales dal ovartio, Utllizandn‘
técnicag histoquimicas, se puso de manifilesto la Vprgpén:xalr‘dsv'
colesteral y sus esteres en el tejido esteroidogénico de las ‘avesiasi
mismo, la presencia de & -37 HSD, en laos cordones medulares del
embrion de pallo, refleja la adqulsicion de un# actaividad
esteréidugénxca en etapas tempranas (41).

La conversidn del colesterol en las diferentes hormonas sexuales
estercideas secretadas por el ovario, es catalizaga por un complejo
sistema enzimitica, localizado en diferentes organelos celulares. El
ovaria, tiene entonces, las enzimas necesariat para la sintesis  de
novao, es decir, a partir de acetata, formando colesterol {lipido

insaponificable del tipo esterol).
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La aét{vacjén‘de l; colesterol esterasa, para proveer de colesterol a
la mitucundﬁxg Yy --su conversi1on posterior, requiere de la acgi1én
si'n»srgiwca' dg 1a LH y de la y-11SH, a traveés de la formacidn de AMPc. El
cblesfe?ol Es cénvertldo a delta-S-pregnenolona, al romperse su cadena
lateral por .la accién de la enzima 20,22-desmolasa en las
: mitocbndrlas; este proceso requiere de NADPH, 0z y citocromao P-450.
La delta-S-pregnenclona se convierte en progesteraona mediante la
accidn de dos enzimas, la 3-fi-ol-deshidrogenasa y la A-isomerasa, gque
se encﬁentran en el reticulo endoplasmico lisoj este prucesn'nxxdativu
necesita NAD como receptor del hidrédgeno del hidroxilo de la posicion
S a la 4. En el ovario, la progestercna es utilizada coma substrato
para la formacidon de andrégenos y estroganos. La conversion de:
progesterona a las hormonas androgénicas, utiliza dos enzimas: la
17a-hidroxi1lasa y la 17,20-desmolasa, que rompe la cadena lateral de
dos carbonos; esta reaccidn se da en el reti{culo endopliasmico, depende
de NADPH y 02, y es catalizada por el citocromo P~-430. La
pregnenolona también forma andrégenos por la via delta-3, produciendo
la dehidroepiandrosterona. La androstendiona es el principal andrégeno
sintetizado por el! ovario, aunque se producen pequeflas cantidades de
testosterona y dehidroepiandrosterona. A su vez, los andrdgenos son
los precursores en la formacidn de estréogenos; proceso  llamado
aromatizacidn y que lleva a la elahoracién de un compuesto tfendlico de
18C a partir de un esteroide neutro de 19C; el proceso requiere de
NADPH, ©O2, citocromo P-450 y un comple)o de enzimas aromatasas, y se
llava a cabo en los microsomas. La aromatizacion de androstendiona
praduce estrona ( E1), y la de testosterona, estradiol tEz )3 a su

vez, la testosterona se interconvierte con la androstendiona y la
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estrona.. con’ ‘el escradiui, mgdiante’ la accidn de la enzima

17A-oxidoreauctasa: - (34), (421, (F19.3)

ACETATO ~—————— . COLESTERGL

20 HIDROXILASA
22 HIDROXILASA
20,22 DESMOLASA

PREGNENOLONA

17-HIDROXILASA

17-H1 DRQX IPREGNENOLONA PRDGES}[VERDP#\

DESKOLASA V' 170-HIDROXILAS A
DEHIDROEP 1ANDROSTERONA .’ ) 17 -DEH 1 DROX IFROGES TERONA
33-OL-DES HI-

DROOCENASA DESMOLASA
Doa-B-ISOMERARA
ANDRDSTENEDIONA TESTOSTERONA

17/3-OL-DESHIDROGENAS A

AROMATIZACION AROMATIZACION

ESTRONR & ESTRADIOL
17{3-OL-DESHIDROGINAS A : e

Fig. 3. Vias de la esteroidogénesis en el ovario.



Existe gran :ontréversia acerca de''la f%urﬁacxéﬁ dé “ios: :ompﬁnentes
esteroiduéon\:os; hay por 'lo menos t#es Hteuriés' ganée eiv ﬁoéible
'urigen de las células intersticiales, o témbieﬁ llamadas  "91andu1as
intersticiales” del ovario de las aves.

Una de estas teorlas propone que las células intersticiales se forman
como protrusidn de tas células granulosas de los foliculos atrésicos
(39). Otra teoria sugiere que las células intersticiales se originan
de cordones medulares primarios, organizados durante @l desarrallo
gonadal temprano. For dltimo, otros investigadores han puesto en
evidencia el surgimiento de poblaciones esteroidogénicas a partir de
telulas ind:ferenciladas del estroma ovarico (43).

A pesar de que existen estas evidencias, no se ha determinadg e}
origen exacto de las poblaciones celulares que llevan a caba 1la
esteroidogénes:s en el ovario. Sin embargo, se ha planteado que las
células esteroirdogénicas en etapas tempranas del desarrollo folicular,
responden a la LH y a 1l1la hCG, segregando androstenediona Yy
testosterona. Ademis se ha demostrado que estas poblaciones celulares
presentan la ultraestructura caracteristica de las células productoras
de esteroides, con un abundante reticulo endoplasmico liso,
mitocondrias con crestas de tipo tubular yr aumerogsas inclusiones
lipidicas (44).

Los estrogenos (estradicl y estrona) han sido identificadoas en el
ovario izquierdo de embriones de pollo de 10 a 13 dias y en pollos
recién nacidos. Las gdnadas de embriones de pollo de 6 dias sintetizan
estrana y 17p0-estradiol, mientras que 1los ovarios de 7 a 8 dias
producen estrona, 17f-estradiol, estriol, eprestriol, androstencdiona

y testosterona (45). Woods et al, en 1975 (44), demostraron por
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técnicas de inmunofluorescencia, la presencia de testosterocna en
sangre de embriones de pollo de 5 dias y deterainaron por técnicas de
radioinmunoensayo (RIA), su concentracidn en plasma en embriones de
de 7-a 17 dias de 1ncubacion.

La testosterona es el primer andrégeno producido por el Vovar}u
izquierdo en embriones de pollo de 15 dlas, sin embargo, a las 8 Vﬁlé;

s0n capaces de secretar testosterona, después de haber adicionadg’ hCG

al medio de incubacion,

° dia de desarrollo, la diferenciacion’.. sexual’

A partir del a
morfaologica de las gonadas se hace aparente; en este  momento, ~ la
estrona esta presente en las células de los cordones primarios de " la

aveo

médula. Durante el 3° al 12 dia de desarrcllo. embrionario,” ‘la

estrona es sintetirzada por las células i1ntersticiales de la médula ¥

por los cordones medulares. Al 13°V°

dia, la estrona esta pregsente’ en

las células de los cordones sexuales secundarios de la corteza y  en

las células ntersticiales de la misma; estos cordones son el sitin

principal para la sintesis de estrona. De) &° al 129v° dia, laé

células intersticiales de la médula son los siti10s5 para la slnt:sls'de

17n-estradicl; en el 132v° dia, la sintesis de esta hormona es

iniciada en los cordones de la corteza. Las células itntersticiales de
la teca metabolizan progesterona para formar - androstenediona y‘
testosterona, las cuales a su wvez, pueden aromat:izarse y forsar
estrona y l73-estradiol respectivamente, como se puede abservar.en " la

Fig.3 .

Por o©ltimo, podemos mencionar que la aparicien de estrona y

17p-estradiol en los cordones y en las células intersticiales de la

o

corteza al 13°V° dia de incubacion es da particular interés, ya que se
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ha ‘demostrado que entre los 13 y 14 dias de incubacion, la
adenchipéfisis inicia la regulac:idn hormonal de la estercidogenesis de
los cordones y de las células intersticiales de la corteza. Esto es un

1ndicador de que en los dias anterigres al 13°Y°

d{a, la sintesis de
estrogenos y atros esteroldes es autdnoma, mientras que después de
este tiempo, la sintesis de esteroides por los diferentes tipos
celulares, esta bajo el control de las gonadotropinas producidas por
l1a adenohipofisis, que a su vez, son liberadas por medio de factares
hipotatamicos (34), (47),(48), (49},

©) MECANISMO DE ACCION HORMONAL.

Las hormonas insolubles en agua (hormonas esteroides) necesitan de
Aroteinas transportadoras, que pueden ser de dos tipos: prateinas de
transporte general y proteinas de transporte especifico, las cuales
tienen sitios especificos de unidn para las hormonas.

Las hormonas esteroides inician su mecanismo de accidén a nivel celular
por medio de interacciones con receptores intracetlulares, localizados
en el citoplasma y/a en el nucleo celular.

El primer paso es la internalizacién a la célula de l; hormona libre,
desprovista de su proteina transportadoras este procesc se realiza
por difusién pasiva. Una vez que la hormona interacciona con su
receptor, se forma un complejo H-R que es activado a través de wuna
reaccien dependiente de la temperatura y de la fuerza 1dnica, y que
resulta en cambios conformacionales y de carga que le cgonfiaren una
gran afinidad para interaccionar con sitiogs aceptores en la crumgtina
nuclear. Los cambios moleculares que se dan como resultado de la
interaccion del complejo HR-aceptor, incluyen la activacion o

inactivacion de la transcripcidn génica espec{fica, el procesamiento
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especi fico de precursares de ARNm y la traduccidn a nivel ribosomal 'm:\ 7
praoteinas especiticas capaces de waodificar las  funciones  celulares
21y, 225, 1233, ‘
Variaos estudios han demastrado gue las hormonas el avario infl(:yeé! en
la actividad reproductiva del organismoj estas son responsables de los
caricteres sexuales sacundamios y con  frecuencira, ti1enen afectos

sarcados en el metabolismo y en el comportamiento (3&), (50),
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HI POTETSTIS

En base‘ a los antecedentes anteriores, se conoce
que el ovario de pollo recién nacido, responde al
efecto de las hormonas gonadotropicas. Por 1lo que
suUponemos que en el ovario del embrion de pollo
tratado con la comblinacién de LH/FSH, se provoquen
camblios en el numero de la poblacion celular de

algunas de las subpoblaciones esteroidogénicas del ovario.
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ESTUDIAR EL EFECTO DE LAS HORMONAS GONADOTROPICAS EXOGENAS

A DIFERENTE CONCENTRACION SOBRE LAS SUBFOBLACIONES

CELULARES DEL OYARIO DE POLLOS RECIEN NACIDOS .
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MATERIALES Y METODOS .

VPara la‘re;lxxacxon de este trabajo se utilizaron embriones de pollo
de la raza White Leghorn, incubados a 37.8° C, @n una incubadora de
humedad constante y aire forzado.

Al décimo dia de incubacion, se realizd una ovoscopta para descartar
aguellos huevos que no alcanzaron su dasarrollo o gque no fueron
fértiles. A los viables se les marcd con lapiz la posicion dande
quedaba la camara de aire y se dividieron en los siguientes grupos :
1) Grupo testigo (tratado con medio de Dulbeco)

2) Grupo experimental 1 (tratado con 1pg de Pergonali.

3) Grupe experimantal 2 (tratado con 25ug de Fergonall.
Posteriormente, los huavaos se limpiaron con altechol al J0% y se. les
hizo una pequefia abertura de forma triangular ge la siguiente manera :
Con una aguja de diseccion se hizo un arificio en la camara de aire y
con la segueta se trazd sohre la cascara, arriba de le cdmara de aire,
un triangula pequefia, de tal manera que al quitarlo quedd expuesta la
membrana externa del huevo. Sobre la membrana externa del bhueva se
colocd una gota de suero fisioldgico esteril y con unas pinzas
pequefias se le hizo una puncién con mucho cuidado para no maltratar al
embrién y su vascularizacién, Despueds, con un bulbo se hizo succién en
el orificio de la caAmara de ai1re para bajar la membrana
corinalantoidea y poder quitar con las pinzas la membrana extarna dael
huevo. La abertura triangular y el agujero de la camara de aire fueron

tapados con cinta adhesiva.
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Los dias’13,:15 y;17 de'iﬁ:uba6}§h;‘sé.,aplxéo »ia':ﬁoréunn"subre la
n;embrgna :urrlualan/tcidéa.' Las ~7dkasi's'ut'tlxz£€as 'fuer‘o:‘ri: lpg » vy 3-25!@
de éerguﬁal (75 UI-LH,; 75 UI-FSH, Serono de "Mexite, | S.A. e Covg
Vinyecthndnse 10041 cada diag mientras ‘qué el Ghupu‘rfesfxgo; Tue
tr‘atadﬁ con 100ul de Dulbeco (MEN). eh
Todo el material de cristaleria y plasticao fue !storlliiadar_"

previamente, se usd agua ultrapura para la preparaciéon de “las ,ansxg

hormaonales, trabajindose bajo condiciones estéeriles; para lo-. cual’ se

ussd una campana de flujo laminar, un mechero y filtras.

Los animales fuaron sacrificados por decapitacion dentro . de iiaﬁ
horas después del nacimiento (21 dias). Con una tijera se ieg hizouha

incisidn medioventral y con unas pinzas se retiraron las visceras para.

dejar las génadas expuestas. En base a las car;:tnristxcas:’
morfolégicas de las gonadas, se diferencid entre machos y hembras. Lus”
machos se desecharon y a las hembras se les disecaron los ovarios
izquierdos, los cuales fueron colocados en una caja de Petri con

.

Solucién salina libre de Ca®” y Mg”™" .

Unos ovarios se utilizaron para obtener el Pesa humeoo, para lo cuai
s& secaron ¢sn papel filtro y se introdujeron en capsulas de plastico
que se pesaron. Otros avarios, fueron depositados cada uno por
separ;do en un vial con 1.5 ml. de tripsina al 0.25 %, diluida en una
solucién salina libre de Ca®® y Mg** y se i1ncubaron durante 20 min.

° ;3 la disgregacién

en un bako de agitacidn (90 ciclos/min.) a 37
celular se termind de hacer por completo con la  ayuda de pipetas
Pasteur siliconizadas. Para detener la accién enzimatica de la

tripsina, a cada vial se le agregd 3.0 ml. de inhibidor de tripsina al

0.25 % .
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El control de la viabilidad de las ceélulas se realizé con 1a'prueua'de

exclusién de calarante, Azul! de Tripano, nostrando un'>9077i

viabilidad después de la disgregacion celular.

Una alicuota de esta suspensién ovarica se utiliza para :uén;nf}bar @l
ntmero de celulas/ovario por medic de un hemocitdmetroi -las célﬁlasﬁﬁe: o
clasificaron segun su marfologla en @

a) Ceélulas somiticas sin inclusiones de lipidos.

b) Células somiticas con inclusiones de lipidos.
€) Ceélulas germinales.
Los datos fueron sometidos a la prueba estadistica de :, T ;du

Student.
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RESULTADOS .

En 1los datos obtenidos en el Peso humedo de los ovarios. de Enilus
recién nacidos, se observa una tendencia hacia una dxsm:nﬁéiah‘ en . el
peso humedo de los animales tratados con 1pg de Pergonal en rélacx¢n a
los controles, los cuales presentan un pesa humedo similar a.. los
animales tratados con 25ug de Fergonal (Grafica 1).

Los datos obtenidos de 1a cuantificacion celular muasgraﬁ lo'
siguiente:

1) Un aumento significativo en la cantidad de células somaticas ®in
inclusiones de lipidaos y células somiticas con inclusiones de lipidos
en los animales tratados con 25ug de Pergonal en relacidn a los
controles (Grafica 2).

2) Las células germinales de los animales tratados con  25ug . de
Pergonal en relacién a los controles, no presentan una u;ferenci;' eﬁ
el numero de células (Grafica 2).

3) Un aumento significativo en 1la poblacidn celular total de  los
animales tratados con 25ug de Pergonal en relacion a los controles
{Grafica 2, Cuadro 1}. 7

4) La cantidad de células somaticas con y sin inclusiones de lipidos,
y células germinales de los ovarios tratados con tig de Pergonal en
comparacién con los del grupo control, no pressentan difarencia
significativa (Grafica 3).

5) No se presentan diferencias significativas en el ndmero total de
células de los ovarios tratados con 19 de Pergonal en relacidn a los

controles (Grafica 3, Cuadro 1).
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CUADRO1

Conteo celular de las subpoblaciones celulares de los ovarios de pollos recien nacidos tratados con Pergonal en

la etapa embrionaria.

Tratamiento

Células s/Lipidos .’ Ce'lula_s cilipldos - Células germmares Total de células

0y 0% L B (10“)

Control

Perganal 1ug. -

Pergonal 2519

22

aeas 362408 1 16131024

420003 a4

657103 544103 1. 355103

Valmes expresados como fa medla error ests
Nivel da sugmﬁcanc:a *=p<0.05

N= nimero de animales



PESO HUMEDO
OVARIO

[S I S
S

GRAFICA 1. PESO HUMEDO DE LOS OVARIOS DE POLLOS

RECIER NACIDOS TRATADOS CON PERGONAL.
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SUBPOBLACIONES CELULARES
DEL OVARIO

GRAF1CA 2. CONTEO CELULAR DE LAS SUBPOBLACIONES CELULARES
DE LOS OYARLOS DE POLLOS RECIEN NACIDOS TRATA-

DOS CON 25 pgy DE PERGONAL.
NIVEL DE SIGNIFICANCIA: = = p < 0.05
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SUBPOBIL.ACIONES CELULARES
DEL OVARIO

Srupans(10® Cilipdes Germimains(10%

Bl Testign Pe';:'a! ug

GRAFICA 3. CONTEO CELULAR DE LAS SUBPOBLACIONES CELULARES
DE LOS OVARIOS DE POLLOS RECIEN NACIDOS TRATA-

DOS CON 1ug DE PERGONAL.



Fig.1. Fotomicrografia gue muestra las tres subpoblaciones celulares
del ovario después de la disgregacion enzimatica; observandose las
celulas germinales (GY y las ceélulas somdticas, dentro de estas
dltimas tenemos a las cé¢lulas somatitas con aclusiones de  lipidos
(CL) y a las celulas sematicas sin ihglusiones de lipidos (SL).

Las células somaticas tienen un didmetro aproximado de  20um, son  de
taorma irregular. Algunas de estas células pgresentan en sy c;tcplasma
inclusiones de lipidos, mientras qug otras no,

Las celulas germinales (G) son de forma regular, con un  diametra de

30um o mas y Con un nacleo excédntrico.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que el avarioc de
los embriones de pollo son capaces de responder a un tratamiento de
gonadotropinas; dando como resultado un  aumento en el numero de
células somaticas de 1os animales tratados con 25pg de Pergonal, &
diferencia de las animales tratados con 1ug de Fergonal, gue no
presentan aumento en el numero de células somaticas. Estos resultados
pueden deberse a que la dosis de 25wy de Pergonal, es una dosis
hipért:siDXOQlca que produce un aumento en ta esteroidogénesis de la
gonada, principalmente en la produccién de estrogenos.

En trabajos anteriores, se encontré que las gonadas de embrijongs de
pollo de 20 dias de incubacidn, responden al tratamiento ae
gonadotropinas (FSH y LH) con un aumento en e! peso del testiculo, en
el diametro de los cordones seminiferos, en el numerc de celulas de
Sertoli, en el peso del ovario, en el volumen de la corteza y en el
asmero de ovocltos; cuando son inyectados al 15°V° dia de 1ncubacaen
(51) y al 8%Y° dia (52). Otra informacién (53) reveld que la FSH
promueve el desarrollo testicular en embriones de pollo de 13 dias,
cuando éstos son inyectados a partir del 10° dia de incubacidn;
causando un aumento en el diametro de los cordones semintferos y en el
numero de células germinalas, lo cual es interesante, s1 se toma en
cuenta que esta respuesta temprana (10 dias de incubacidn) se da en la
etapa en que la génada es aun autonoma y por ello, la sintesi1s vy
secrecion de hormonas esteraoides por el ovario es 1ndependiente de la
regulacion por parte de las gonadotropinas de la adenohipotisis [$<T ¥

Con estc ultimo, se tlegd a suponer gque los receptores a la FSH en los
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testiculos embrionarios, quiza inicien su cesarralln antes de que

establezca el Eje prot&lama—Adenohipbf:;15—0varxc
desarrollo embrionario) y que la admsnxstrécxénrcr
en este periocdo teaprano, los receptores hnrmon&ﬁeé
(S3y.
Se ha cbservado en otros estudios, que la gnnad

humana (hCB) administrada a los 13, 15 y 17 dlas 4 .0 lUIembrlen

desarrollo embricnario, provoca en’ los nvarxoa de pol
nacidas, wn sumenta en 21 voalamen gde loE cavdanei Cde

intersticiales, en el desarrollo del sistema [ tacunae ¥,

capilares sanguineas; una disminucidon en el nﬂheﬁp»

garminales en el estroma de la médula del ovario y @od}f caciones e

las células poco diferenciradas cercanas a las télutas intersticiélas- o

ostas ultimas presentan jinclusiones de lipldﬂs en su citnp!asma,
mismas que se haren mis evidentes despues del tratasiento coh nce, par:
la que se ha propuesto una posible transtormacion de estas :élulas
en coélulas intersticiales maduras (53).

Estudios ultraestru;turales sabre la médula del ovario de pollas
recidén nacidos  tratados con hea, euestran que las colulan
esteraidogénicas se hacen mis aparentes con un suménto en la cantidad
de cituplasma Yy en el area mitocandrials las caiulas pocan
diferenciadas presentan sefales ge estimslacién, 1o que suglere su
transformacion a células esteraidogénicant y adeais se da un  aumento
en el nimero de mitocondeias y ge reticulto endoplismico rugoso g las
células eprteliales del sistema lacunar (Se),

Otros  expericentos muestran gue para el dia 7.9 de desarrello

embrionaria, las génadas tanto de hembras conc de machos de enbriones
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de p;:l!u! ra»sp‘onden a la administracion de hCG, elevando las
'cﬁncgntra:icﬁes de estradiol (Ez ) en plasma, respuesta que continua
éﬁ ;dé dias 8.5 y 7.5 de desarrollo embrionario (54). E1 cultivo de
gon;ags tragmentadas de embriones de pollo de 18 dias en un wmedio
“sintético con hCG, contribuye a la estercidogénesis de las células
gonadales, lo cual ha permitidc cuantificar por =medio de estudios
Fadiuxnmuno!bgicos (57), (58), la produccidn de hormonas esteroides.
En los ovarios la estimulacién por hCG da como rasultado un  aumenta
en la produccion de estradiol, mientras que los testiculos, responden
con un aumento en la producciéen de testosterona.
Por medio de técnicas radioinmunolégicas  (RIA), se conoce que las
gonadotropinas inician su control sobre ia sintesis y secrecién de
esteroides del ovario de pallo a partir del dia 13.5, ya que las
niveles de 171-estradiol permanecen constantes en el ovario aizquierdo
en los dias 6.5 a los 12.5 de 1incubacidn, para luego aumentar
marcadamente a partir del dia 13.5 hasta el 18.5 (49). Este hecho
" refuerza la idea de que el Eje hipotialamo-adenohipéfisis~ovario es
funcionalmente maduro a partir del dia 13.5 de embriogénesis.
Durante la embriogénesis y los primeras dias del periodo postnatal,
las génadas son muy sensibles a ta influencia de factores exdgenos, en
particular a las hormonas; por lo que con los estudios mencionados se
ha sugerido que los receptores hormonales, pasan por un desarrollo de
maduracién, es decir, que éstos comienzan su funcidén con  una baja
capacidad de unién hormona-receptor en el estado embrionario y,
alcanzan su madurez postnatalmente (semanas). Por otro lado, tenemos
que. la diferenciacién sexual de la gonada comienza cerca del dia 4.5

de embriogénesis y que el eje hipotalamo-adenchipéfisis-avario, es
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funciocnal a partir de! dfa 13.5 de incubacién en  adelantej e;ta
maduracien funcional del ej)e parece sequir tres pasos @ ‘

a) Estado 1 : es el tiempo en que el ovario es auténomo y la sintesis
y secrecion de hormonas estercides es funcionalmente i1ndependiente de
la regulacion hipotalamo—-adenohipéfisis {dia e} al 131,

b) Estado 2 1 se establece el eje adenchipdfisis—ovario, en el cual el
desarrollo de la génada se hace dependiente de las gonadotropinas {(dia
13.5).

c) Estado 3 : sa establece el eje hipotiAlamo-adenchipdfisis—ovario,
que involucra una dependencia funcional de estos érganos, asi como
también, una interdependencia entre los componentes hipotalamicos y
adenohipéfisis-ovario (dia 13.3), (54).

Con base en estas referencias en el presente trabajo las dosis de
gonadotropinas (FSH y LH) administradas fueron a los 13, 15 y 17 dias
de incubacidn, momento en el que se tiene con toda seguridad a la
9bénada diferenciada en avario o testiculo, donde los receptores de la
génada son capaces de responder al estimulo exogenc de las
gonadotropinas debido a su grado de madursz y donde ol e)e
hipotilamo-adenchipéfisis—ovario se ha establecido para ejercer su
regulacién gonadotrdpica sohre el ovario ® inducir la secrecidn de las
hormonas  esteroides, las cuales actuan a su vez sobrea las
gonadatropinas, dando como resultado una ragulacion exacta entre los
tres 4rganas : hipotilamo, adenchipdfisis y ovaria.

° dia) en el que se hizo la abertura

El tiempo de incubacion (10
triangular es seleccionado con base en que en esta etapa de desarrollo
el embridn no sufre tantos dafios debido a su grado de desarrollo

(tamafio) y de vascularizaciéng y para el dia 13 de incubacion, la
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mortalidad es eminima. Las gonadatrppinas se colocan sobra la membrana
tarivalantoidea del embriép que esti ampliamente vascularizada y par
medio de ésta, las hormonas gonadotrépicas mntran al embrion de polio
y provocan sus efectos sohre las gonadas.

€1 trahajo con esbriones de pollo nos facilita la informacion ohtenida
en esta tesis en particular, debido a su  facil manipulacidn y Dbajo
COsto y a4 que SE BACuEntran en un anbiente cerrado e indepandiente.
Par ultimo, en el Departasente doe Embriologia de la Facultad de
Medicina, se ha venida desarrollando una linea de investigacidn sobre
los cambios progucidos en las génadas de embriones de polio qus  son
sometidos a gonadotropinas, cten el objeto de conocer la  fisiologia
reproductora del ave, y de corraborary, reforzar y ampliar la
informacion contenida en trabajos de otros investigadores. Ue tal
manera que el Perqonal (FSH/LH) es empleado en este trabajo para
tanocer los efectos gque provoca en los  ovarios de pollos recién

nacidos y poder campararlos con 1os de otras investigaciones,
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CONCLUSIONES

Se puede concluir que las gonadotropinas producen cambios en el ovario
del ' embrison de polla, provocando un  aumanto calular an las
subpoblaciones celulares de los ovari108 de pallas recién nacidos
tratados a los 13, 15 y 17 dias, con la dosis de 259 de Pergonal,
mientras que en los ovarias tratados can la dasis de 1pg de Fargonal,
esée aumento celular no se presenta. El aumento esa debido a una
hiperplasia celular, donde la difereancia en el numero tatal de células
del grupc experimental tratado con 259 de Pergonal, esti dadoc
basicamente pgr el aumento en el nymerg de las c«elulas somaticas
{células con i1nclusiones de lipidos y células sin Inclusiones de
lipidos}, y no por el aumento en el numero de células germinales, ya
Que éste no se presenta. FPodemos suponer entonces que, las
gonadatropiras actuan a nivel de receptores de las células somiticas,
mismos que sufren una maduracidn antes del dila 13.5 de desarrollo
embrionario, momento en que sSe inicia al tfuncionamiento del eje

hipotalamo-adenohipdfisis—ovario.
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