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El ptesente I:rabajo

morfométricqsv producx
tratado duranté el ‘desar:
observar si existe qﬁagréspuest
estimulo previo con FSH,
morfométrico de ios :comp ne:
ovario de pollo recién nacido

Se utilizaron huevos

porcentaje de humedad_y.éufiq ente “ventilacién, se.ﬁrataron'cdnj

hormona foliculo estimﬁla te

mientras que al lote control 56 nyecté medlo de Dulbecco

que fué el medio de dilucién de -la - hormona. Al rededor de las. 24

horas de eclosionados,” se sa rificaron, se. disecaron los ovarios y

se hicleron cortes en ulyramz.crotomo a 0.8um los cuales se tifieron

con azul de toluidina.. )
La prueba "T" de student aplicada mostrd que las diferencias eran

significativas en cadakparametrp de comparacién.




Al final del anélisis, se: observa que existe in i_néyor eéﬁgmulp en

el area correspondlente a los vaso

lug: c_le FSH,vmiem:ras que los' tratados ‘con

n,j:‘,',ei .d? o vcﬁordonesr de celulas interst ciales'y nﬁcleos de éstas.




n:el: desarrollo embrionario.de

es ,ei; de’..

morfogenéticés' ‘del’ c y
" pubois 'y Croisille, 1‘97‘0,"_139.:'@5‘ ¥
para el tiempo: de la os1 < las; éélulas‘ germinales
primordiales . est&n localizadéé en  una hanéa transversal, al
eje embrionario, desplazdndose escasamente, hacia 1la zona
urogenital ‘del embrién (Hardistj,‘ 19'7'8; Joﬁes, 1978). Estas
células se agrupan al final de este dia en la zona denominada
disco germinative (Crawford, 1990). Este disco germinativo o
primordio gonadal se encuentra localizado en el mesodermo
espldcnico dorsal, a ambos lados del mesenterio dorsal, donde
aparece el epitelioc celdmico mas denso.

El desplazamiento de las células germinales primordiales es

alrededor de las 33hrs. desde el epitelio celémico hasta la




“movimientos ameboides (Houillon, 1978).

“de. 1ncubac16n (Hard:.sty, 1978;

. escapan' de ' los ‘vasos ‘sanguineos

y ' migran ‘baciia la' zona' de 1as futuras gbnadas mediante

Esta ‘migracién es favorecida por -la - influencia .de: sustancias

quimiotdcticas originadas por _el: epitelio 'pei:iggnea; de::la '

cresta gonadal (Houillon, 1978; Crawford, 1990).~
En el 3er. dia de incubacién, la_génada consta de un - epitelio

germinal o corteza, que se origina en el epitelic celémlco Yy \ma' ¥

médula originada del blastema mesonét‘rlco (van 'rienhoven,’ 1959,, '

Cole y Cupps 1989}).




Hasta® el 40. 1a dlstribucuin ae

dia de incnbacién .

1as. células.

19#1b;‘aone§,'197a,

médula gonadal, se forma 1la corteiS y; 1
primarios; una capa de tejidoe coneéti\)

la primera tGnica alhuginea (crawford,

Subsecuentemente el desarrcllo gonadal es‘ v '}ia‘byle',sbégﬁn el sexo

genético del embrién que en el caso:.de oyariq ;én;g’ves’ es atribuido
a la presencia del antigeno H-W segdn é;@prg’sién.'de una reaccisén
serolégica (Wachtel, 1983; Crawford,'lBS?).,>‘

Durante el B8o. dfa de incubacién " las’ c&ldlas ‘germinales
primordiales son R bipotenciales, capaces de  originar, por
diferenciacién, células sexuales masculinas o femeninas (Crawford,
1990). Hay proliferacién secundaria del epitelio gonadal que
provee de células germinales primordiales a 1la corteza, estas

células empiezan con una .activa divisién mitética que se prolonga




1963;

qonadal,

Jones,

pero,

castlculos, ¢:

hormonas‘

embriogéhésisiovéfica.(Gilbert,

Hay también te]ido estrcmatxco

ovario.
entra en
formado,

de forma

Posteriormente, ‘la. tinica alb
regresién (van Tienhoven,
entonces, el ovario‘ihmadqro

irreqular (Gilbert, 1971b}.

1959;




subsecuentemente, decrece a 489,000 P

-eclosi6n(Benoit, .1950; Johnson, ' 1986; - Sturkie,:
Idifefendia en -contenido de ADN y proteinas sé débe tambiéﬁ~a

,'que para, el dia 10 de 1ncubac16n, empleza la regresién, tanto del

ovario, como del oviducto derecho .y ya para 15 eclosién, estos

6rganos son poco perceptibles'(casc, 1978) .



ecloslén,. 1a’ génada incramenta en'_

es’ relativamence ‘constan\:e (Nalbandov, b4

diavdo. ©.50. las céllulas

1gss~‘ Callebaut, 1968).

Estas g ulas prefoliculares se”. derivan del epitelio celémico,

"se infli.tran hacia ‘la ‘corteza’‘y rompen la clara demarcaci'n gque
‘existia entre el tejido medular Y la corteza y se acercan a los
ovocitos que se encuentran en estado diplSteno de la profase
wmeidtica {Prochazkova ¥y Konarek, 1970; Hodges, 1974;
Tokarz, 1978; Gilbert, 1979; Crawford, 1990).

Como las células prefoliculares son planas, se extienden a 1lo

largo de 1la superficie del ovocito y se superponen con sus

adyacentes (Greenfield, 1966) . Como resultado de esta
superposicién, las células parecen estar en epitelio
estratificado, sin embargo, se trata de un epitelio
cfibico pseudoestratificado (Benoit, 1950; Greenfield, 1966;

Gilbert, 1971b; Gorbik y Gabareva, 1975; Tokarz, 1978; Balinsky,
1982) .

Aproximadamente a 1las 18 o 20 semanas de edad del pollo'_. _él'
ovario maduro es sexualmente activo 'y forma 1los tolléulos

que comiinmente son de 6 distintos tamafios de entre 2 y }1 om.



al

se

es el estigma, mediante el cual, cada foliculo se- exterioriza de

la corteza ovirica y se une a ellal _ cada t_anculo es-altamente.

vascularizado, excepto en esta isna'ya 'quE ‘también es el punto’ de
ruptura entre el folfculo y el ovario durante la ovulacién
(De Alba, 1985; Johnson, 1986).

El crecimiento folicular en aves incluye tanto la maduracién de la
ovogonia, come 1la produccién de un gran volumen de vitelo.
Este volumen de vitelo domina al volumen del citoplasma
activo del ovocito, el cual se ve desplazado por é&sta, ocupando
s6lo una pequefia porcién de la esfera total (De Alba, 1985). El
crecimiento del ovocito, tiene lugar de seis a catorce dias
antes de 1la ovulacién y durante este tiempo el volumen
aumenta 200 veces (Balinsky, 1982).

La  maduracién de 1las ovogonias empieza con el inicio de 1la
divisién meiética y se transforman en ovocitos. La primera
divisién de este proceso ocurre unas horas antes de la ovulacién y
por lo tanto, la expulsién del primer cuerpo polar; la segunda
divisi6n, ocurre en el oviducto después de la ovulacién (De

Alba, 1985).



A continuacién

. reproductiva
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GONTROL * HORMONAL  DE ‘LA ACTIVIDAD REPRODUCTIV

1anog?‘nuc1gos

‘neural-recibida

©1987; Ruiz,

La hipéfisis, esta'situada en la silla turca, dépresién en forma

de silla de montar, del hueso esfenoides en la base del diencéfalo
(sturkxe, 1967) . ’ |

Esta gldndula consta de dos partes principales, el 1lébulo anterior
o adenohipéfisis, de origen endodérmico y el 1ébulo posterior o
neurohipéfisis, de origen ectodérmico. En las aves, no existe el
16bulo intermedioc presente en mamiferos, sin embargo, estas dos
zonas se encuentran separadas por una capa de tejido conjuntivo
(Sturkie, 1967; Chester-Jones, et al., 1987).

La neurohipéfisis estd dividida en 16bulo neural distal, tallo
neural y eminencia media, estas dos Gltimas regiones forman el
infundibulo. La eminencia media contiene un sistema de vasos
portales por donde 1la sangre llega a 1la hipéfisis para

transportar hormonas y nutrientes.  La morfogénesis de estos vasos

i1




aparentemente se lleva a Aa.‘ll:o d\iraﬁte«‘v‘los ‘dias. 60, a 70, de "

19597 'Pearson, 1972}

“sangulneos.’ contacta

. capilares. esenciales para e tansp_ ,te de las hormonas secretada'_

como son la foliculo est mulante (FSH), “la luteinizante (LH), la

Adrenocorticotropina: (Ac’rH),v Tirotropzna (TSH) y atras, siendo
las dos primeras gonadotrpp).n'as, .ya ‘que actGan sobre .las g6nadas
(Chester-Jones, et al.,1987). - :
Una vez percibido el® estfmulo - externo, el hipotdlamo, segrega
factores Lliberadores que llegan a la hip6fisis, que al  ser
estimulada segrega hormonas a la sangre, que son transportadas a
glandulas endocrinas las cuales son estimuladas para segregar sus
hormonas especificas, también transportadas por la sangre hasta
los receptores hormonales (Lenhinger, 1972).

El hipotélamo Yy la N hipéfisis forman parte del eje
hipotalamo-hipéfisis-g6nada, los cuales en estados tempranos de
desarrollo embrionario son autonomos en crecimiento,
diferenciacidén y actividad y sélo después hay integracién de ellos

(Willier, 1955; Woods, 1987).

12




:: Fugo ,(71946) y 'V'ogel i

"hipofisectomizados

Se é;:pg‘:qug el hipcrw»téliz;mp‘;;es:f{‘abuténomo' en . estado. inicial . de. .

desarrollo .al "si:ﬁftet‘izar accpi:;s lj.beradoraé:s (Mikami, ~et . al.,

“al,, '1985). "Asi ‘como. la

-de: sintetizar.'hormonas :'qonadotrépicas antes
1’ hipotalamo. Esto ha: side
j._n'ii\un;acicod\ii.mica en la

‘incubacién donde’ se. ‘encontré

ds ‘et al., 1985)

;+.antes ﬁé la’ formacién
entre ‘el hipotdlamo y 1la
e 'vi;xv-uc;-.\;jbacibn {Thommes y Russo,
1?74; stri‘tesky Y Rychter,

1977;

(i?sé,‘f' 1957);, “realizaron - experimentos de
hipofisectomfa, . < ..y " observaron- que el eje
hipotdlamo~hipbfisis-génada es funcional desde el dia 13 de

desarrollo. Esto lo  .deducen al observar en los embriones

sarrollo normal de las génadas hasta el dfa

13, pero después, las génadas no incrementan peso, talla, grado de
diferenciacién histolégica (Fugo, 1940) ni contenido de colesterol
(Vogel, 1956, 1957), siendo esto ultimo importante debido a que el
colesterol es el precursor esencial para la sintesis de hormonas
‘sexuales producidas por las génadas (Woéds, et al., 1981; Woods,

1987).

L1300



re alizados por Noods y Weeks

(1959),

detectaron :

ovafica”", ef\y este tiempo (woods, et al., 1981; Woods, 1987).

Una vez establecido el eje hipotalamo—hipét‘isis—qbnada para el dia

13-13.5 en maqhos Y 14 en hembras, se observa gque, sélo si existen

estimulos = externos se producen factores liveradores de

gonadotropinas en las neuronas hipotaldmicas, las que entran en

‘circulacisn porta hipofiseal y regulan la sintesis y 1liberacién

de 1las gonadotropinas de la hipéfisis, la FSH 'y la LH, las

cuales estimulan el crecimiento gonadal y la esteroidogénesis
(Woods, et al., 1981; Woods, 1987).7 ' : .

La actividaa de las neuronas . secretérernsr_ry hviéotarlr.én;licasr ’
muestran ser sensibles al efecto - feed back de esteroides:
gonadales en relacién a los factores  liberadores; es. decir,

cuando los esteroides -gonadales se  acumulan en tejido

hipotaldmico, hay disminucién en 1la  produccién de factores

liveradores y por tanto de hormonas gonadales ‘(Sturkie, 1967;

Harvey, et al., 1987).

14



Hasta ahora sélo se ha menc}pngao 1
por la adenchipéfisis, perq;es;ngcésariOVcongc
actia sobre ‘la 'célula - blanc

bioquimica.

15




a“subunidad- g

ideni:ri‘.'fl;:a ;i tejido r“blalrg.ccla apropiado mientx{a:'é que la

es impgrtanﬁe'.paré unirse ‘al receptor el 'cual‘,,atv:t"iva“a“la

enzima adenilato ciclasa de 1la membrana-de'vvla-vcélﬁi ..blanco

(steiner, 'y Cameron, 1989; Patton, et al., 1989). .
" Los pfi;meros reportes del aislamiento de ‘la FSH"dé éoivlo

hechas por Hartree y Cunningham (1969). Desp'u:ésyr £4

1972; Furuya e Ishii, 1974; Godden y Scanes,: 1975

1977; ‘sakai e Ishii, 1980 y Talbot et al, 1988.

(RIA) obtuvieron resultadog gue les permiten propc;.hex;‘q qu'e"lé‘ FSH |
de 'pollo estd formada por aminocdcidos vy ' carbohidratos. La
molécula contiene 17 aminodcidos claves para su funcio}\amiénﬁo“
(Lys, His, Arg, Asp, Thr, Ser, Glu, Pro, Gly, Ala, Cys, Val,
Met, Ile, Leu, Tyr, Phe) siendo esta parte de la molécula rica-.en

4cido aspartico y dcido glutémico y con poco contenido de cisteina’

16




‘mamiferos;

‘que ‘son’ sim i“‘,l."a_r_e's

1980) .

El peso molecular de. la \FSH;_ d/e_fpo’l‘l‘o es .estimado ‘én 3

Sakai e -Ishii (1980) y enisa,ooo por Krishnan,

encontréndose ambos ' valores dentro del rango
mamiferos con valores de 31,000 a 47,900 usando método

aislamiento similares (Hashimoto, et al., 19€5, 1966; Re‘ié;hejrt’:,‘eity‘. :

al., 1968; Braselton y McShan, 1970; Sakai e Ishii, 1956}; =
La FSH de pollo es una proteina acida que consiste: de mditiples"
componentes, siendo probablemente cuatro (Sakai ‘e Ishii, 1989)
‘dentro de los cuales el pI (punto isoeléctrico) mas _al_tq;,(Q,vs_)
coincide con el determinado con FSH ovina (Juitisz, et al, 1965)
(Ccahill, et al, 1968; Sherwood, et al, 1970}. Sin embargo en
estudios realizados con cFSH en 1992 por Krishnan, et al,
reportan un fdnico componente con un pI de 4.65, gque también
coincide con el de ovino. Esto sugiere que el producto
obtenido en la purificacién, realizada por éste Gltimo, fue

mejor que la realizada por Sakai e Ishii (1980).

17



En . los qbﬁado’tfopﬁs del’

""(Mb‘szkowski,
(1981), Woods,
56) ,de}nuestran
ipéflsis-génaﬁdé éer realiza

durante los dias’ 13.5 Y14 ‘e

vy que, ~al haber estimulos

provoguen 15 sintesis
de’ factores: liberadb}:es,' ‘se regulala; 'sri’nt:,sirs': y:‘libexr'aci.én de

gonadotropinas como la FSH..-

En gallinas adultas, donde se han formado los foliculos en el
ovario, las células de la granulosa de los foliculos maduros
adquieren receptores para la FSH mientras que en machos, son las
células de Sertoli las que adquieren estos receptores.  Se
propone gque sto es debide a que ambos tipos celulares tienen el
mismo origen embrionario (Dorrington y Armstrong, 1979).

La hormona por si sola es considerada como primer mensajero cuando
es mandada desde la hipéfisis hasta el ovario por via sangufnea, y
llega a los receptores localizados en la superficie de las células
de la granulosa. Esta accidn genera un segundo mensajero, el AMP
ciclico, el cual 1lleva 1la sefial endocrina desde la membrana
celular a otro compartimento celular. El1 AMPc es generado por la
adenilato ciclasa, un complejo enzimitico unido por dentro a 1la
membrana celular (Cook, 1989; Patton, et al.,1989; Steiner y

Cameron, 1989).

18



El sisAtema‘r ‘fecepﬁd;-efectbr para-l

Qe Ttresi: proteinas bi

‘proteinas 'son

La ‘FSH 1lega por-viaisanguine: ipsfisisi—anterior:hasta:.

el folfculo donde .se. e “de’1a § tjfamilc@;a que

contienen a ':1a_§ ‘protel. toras que atraviesan la  membrana
plasmitica. ' Esta . proteina 'z:é;eptora camﬁia » de conformacién
exponiendo. el sitio,de:uhién para la protefna Gs. La proteina Gs
es llamada asi pof‘ su - vinculo ' con la guanosin difosfato 'y
guanosin trifosfato (GDP.y GTP). La proteina Gs estd conformada
por una subunidad B8, una ¥ y una as, siendo ésta fltima 1la
subunidad reguladora (Alberts, et al., 1989; Baltimore, et al.,
1990).

La proteina Gs es inactivada en su estado libre cuando lleva unida
a la subunidad a una molécula de guanosin difosfato (GDP), la cual
es removida cuando la Gs se une a un receptor hormonal ocupado.
Una molécula de guanosin trifosfato (GTP) reemplaza al GDP y
activa a la proteina Gs para unirse a la adenilato ciclasa. Este
reemplazo se efectia porque la subunidad « se disocia del complejo
Gs exponiendo un sitio de unién en la subunidad « para 1la
adenilato ciclasa y producir algunas moléculas de AMPc-. La
subunidad « hidreoliza el GTP y separa dos grupos fosfatos del ATP
Y se une al oxigeno libre del grupo fosfato restante uniéndose al

carbono 3 del anillo de la ribosa del AMP para formar el ciclo.

19



Cuando ésto .
‘conformacién

ciéiésé, v sel)

aila-Gs, 'la - subunidad

= 'caj;'alitiég “ produce? AMPc in* compuesto estable  gue

puede enc‘orjntrarse"-‘en‘_‘lasA,jcélu'l‘as, fndefinidanente si no fuera
pof ia AMP fcsfodieste‘xl"asva'.'cyziclrica’ (i’DE), una enzima gue desacopla
T el foéfago 3/ del 3i','5;¥A:MP-‘_para producir 5/-AMP. La -
fosfodiesterasa requiere la Vl.:resencia de Mgz' intracelular y es
activada en algunos casas por ca®* intracelular en rango
micromolar (Alberts, et al.,1989; Baltimore, et al., 1990).
Algunas proteinas G pueden activarse con el receptor por cambios
en la concentracién de Ca® en el citosol, pero el ca®* es mucho
menos usado como un mensajero intracelular que el AMPc (Alberts,
et al., 1989).
Se menciond anteriormente que las células blanco para la FSH en
gallinas adultas son las células de la granulosa presentes en los
foliculos, mientras que para la LH son tanto las células de 1la
granulosa como las células de la teca, teniendo un procedimiento

de recepcién y activacién en la produccién de AMPc, similar a la

primera (Patton, et al., 1989; Steiner y Cameron, 1989).

20




La FSH. ‘inérgménéﬁ sponsables’ de:la:

pr'oducc"i‘én"rde ‘pr ‘gésﬁerona

ptodujeron androstene
foliculo y entra a las
estroégenos - por "Ias
mitocondrias- . y reticulo:
1nvolucra Lnterconeccxones con

et al., 1989; Steiner‘y Cameron, 1989).

Para continuar, ser& necesario revisar los trabajoé realizados__'
anteriormente, que de alguna manera se relacionan con el tema‘y

poder as{ tener una base para el presente trabajo.

21



ANTECEDENTES ;

Existen pocos reportes concernientes 'a’ 155 Vfﬁncibngé‘,ide"v‘ ia FSHF
circulante en aves, debido princiéalmehteté i';i'héja éfobabilid_a'd
de obtenerla pura. L e
Un estudio que analizé niveles de FSH en sangre de pollos, muestra
un incremento de la hormona aproximadamente 14-15 hrs. antes de
la ovulacién (Scanes, et al., 1977; Bahr, y Johnson, 1991).
Con ésto se asume que la FSH estd involucrada en la
seleceiébn y crecimiento folicular en el pollo, debido a 1la
presencia de receptores y respuesta a FSH en el sistema
adenilato ciclasa en el ovario (Calvo y Bahr, 1983; Ritzhaupt y
Bahr, 198'}: Bahr, y Johnson, 1991).

Sin embargo, el papel de la FSH en eventos preovulatorios y en la
ovulacién, necesitan ser estudiados con mayor detenimiento.

Se sabe que las células de la granulosa de pequefios foliculos
(Fs-F3) (SegGn Nakamura, et al., 1979) preovulatorios son
inicialmente cé&lulas blanco a FSH como se ha visto en estudios in
vitro e in vivo (Bahr y Johnson, 1991).

Las células de la granulosa de pequefios foliculos preovulatorios
(Fs-F3) (Idem, 197%) con un nGmero grande de receptores a FSH,
muestran una mayor respuesta a FSH en el sistema adenilato-ciclasa
Y producen mé&s progesterona en respuesta a la hormona que las
células de la granulosa de los foliculos preovulatorios m s

grandes (Fa2-F1) (Hammond, et al., 198ia, b; Calvo vy Bahr,

22



1983; - Johnson, .1986; Ritzhaupt 'y Bahr,

1991).

En. contraste, las células de la'..granulosa -de vjifo_lic\_il’os'

'Vpreovulatorios més dgrandes son inicialmente- regulédpé ;tpoyr‘,lrfl{ 2
(carlvo, et al., 1981; Hammond, et al., 1981). E
Se han realizado trabajos en gallinas adultas y v.i.ei;s han
definido la baja produccién de huevos con la edad traténdolos con
FSH; ésto ha aportado datos como el decremento en el nGmero de
foliculos atrésicos e incremento en el de foliculos pequeifios con
vitelo amarillo, asi como el namero de foliculos gque empiezan
el desarrollo folicular {Palmer y Bahr, 1988; Bahr y Johnson,
1991) demostréndose que la disminucién de la postura se debe
a la carencia de gonadotropinas; y a que el indice de foliculos
que entra en desarrollo, decrementa con la edad, &sto se debe a un
cambio en la estimulacién del ovario debido a que cambia el nimero
de receptores a FSH presentes en las células de 1la dgranulosa
(Palmer, 1989). Algunos trabajos de células en cultivo,
sugieren que algunos factores de la teca regulan la produccién de
progesterona ¢que realiza la dgranulosa (Lee y Bahr, 1989).
Estudios posteriores demostraron que 1los andrbgenos Yy el
178-estradiol, esteroides producidos por 1la teca, suprimen 1la
produccién de progesterona por ila granulosa, debido
especificamente a un decremento en la actividad de enzimas que
convierten el colesterol a pregnenolona y de pregnenolona a

progesterona (Lee y Bahr, 1990). Sin embargo, el decremento

23



gradual en andrégenos -y~ 178-estradiol

maduracién del folicule preévuiatb i

ovulacién, ya que .el foliculo

incrementa la sensibilidad a“LH (Scanes; et‘al;i,“ 1978; johr{épn'y' -

van Tienhoven, 1984).

Existe un mayor nGmero de trabajos realizados con LH en ovario
embrionario y adulto, como el realizado por Teng y Teng en
1977, con ovaries de embriones de pollo a diferentes estadios de
desarrollo, en los que observan la produccién de estradiol y
testosterona mediante la estimulacién de gonadotropinas humanas y
radioinmunoensayo en el medio de cultivo. Ellas observaron
gue el ovaric derecho es dos veces mas eficiente en la produccidn
de testosterona que el izquierdo, Yy que en ambas gbnadas, hay
respuesta a la estimulacién en todos los estadios de desarrollo,
con un incremento en la produccién de AMPc; sin embargo en el
derecho fue 80% mas alta que en el izquierdo, proponiendo
entonces, que la capacidad del primero para secretar hormonas
esteroides, no es afectada por la regresién. También afirmaron
que responde a la hCG con un porcentaje més alto en la produccién
de testosterona que el izquierdo. En este Gltimo, la produccién
de estrégenos es de manera progresiva, de acuerdo a la edad del

embridén. sin embarge 1la capacidad del ovario embrionario
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para responder tempranamente a .la"hCG, indicé qu’e.;yal‘ ekiété _: vc.erl"
mecanismo para recibir gonadotropinas. ; EIEES
Experimentos posteriores de estas ax;toras (Idem, 1979) con
embriones de pollo in vitro, en los que separaron los
componentes celulares del ovario ‘en germinales, fibrobl&sticos y
epiteliales y 1los cultivaron por separado para observar la
respuesta a la hCG a través de la secrecién de esteroides,
mostraron que las cé&lulas epiteliales de ambos ovarios de
embriones de 12 dias, producen aproximadamente la misma cantidad
de Ez y T. Sin embargo, con incremento en la edad, fue
disminuyendo a la mitad la sintesis de hormonas esteroides y 1la
respuesta a la estimulacién con hCG en el ovario derecho,
respecto al ovario izquierdo. Esto puede deberse al
decremento en la secrecién de toda la poblacién calular por
estar en regresidn. '

Usando LH equina y ovina y FSH equina y ovina in vitro en
ovarios de embrién de pollo, Teng y Teng (1982} observaron gque
hay wméxima estimulacién con LHc de ambos ovarios, incrementando
la produccién de 178~estradiol y testosterona. Las LHc y LHo,
fueron mas activas que las FSH, pero el grado de estimulacién en
la produccién de 178-estradiol fue s6lo escasamente m&s alta
para ambas LH que para las FsHs, Basandose en trabajos en
que la LH de aves y mamiferos estimulan la produccién de

progesterona en células de la granulosa in vitro (Huang, et al,
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ausencia  ‘de .’ L# . bovina,, . determinaron
", de ‘radioinmunoensayo la cantidad..de »"eétré_diol enie

cultivo. Sus _resultados - demuestran qué,,

secrecién de estradiol en todos ‘los ‘estados de dessi;raiip
estudiados. Sin embargo, este coeficiente 'da"é'stimlilya’cién _gé
més alto para los estados mas jb6venes 'y con .un 'tratam_ieriﬁc
de LH en concentracién de 10ng/ml. La éstiinulacién‘. a la
sintesis de estradiol por LH en estados jévenes. les sugirié
que el namero de receptores por célula secretora de estradiol,
disminuye con la edad. Por otro lade, se ha observade que en
estado normal de desarrocllo, hay una aparente ausencia de 1la
accién de la LH para tiempos de igual desarrollo, pero ésto
s6lo se aclarard con la caracterizacién de los receptores a LH.
Por otro lado, Woods, et al., (1989) realizaron trabajos en los
cuales mediante la técnica de inmunocitoqu!mica, cuantificaron 1la
LH gonadal en embriones intactos Yy en embriones
hipofisectomizados, para dilucidar el mecanismo involucrado
en la iniciacién de la requlacién de LH gonadal y la sintesis

y secrecidén de T y Ea. Los resultados muestran la presencia de
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;Tamb‘i'éxi'%lr{di‘.caﬁ::qu - ¢
ya-:.que embriones i ge ]

estadisticamente menores a los .‘nlveles que muestran los embtiones'
intactos y con  transplante de. hipéfisis se ‘elevan 1cs nlveles
de LH en plasma-a niveles similares a los de los controles.
Observacicnes en 'las células intersticiales muestran cambios de
forma de estelada a oval, lo gque indica que 1las células
intersticiales de forma estelada, nho responden a la LH en el
inicio del desarrollo y subsecuentemente estas células se
diferencian bajo la influencia de elevados niveles de LH
plasmidtica, cambiando a forma oval, lo que provoca un incremento
en nimeroc y por lo tanto un aumento en la capacidad de sintesis de
hormonas esteroides. Esto sugiere un mecanismo por el cual la
hipéfisis via LH, inicia la regulacién de la sintesis de T y E2
gonadal y la secrecién por las génadas de embriébn de pollo.
Nakamura, et al., (1991) realizaron trabajos in vivo para
observar la actividad de andlogos de LHRH en polluelos de 60 dias
de edad, basdndose en la capacidad para incrementar la
concentracién de LH circulante. Esto lo hicieron con inyecciones
intravenosas a diferentes concentraciones, induciendo incrementos
significativos de LH en el plasma. Observaron m&xima respuesta
a los 2 min. después de la inyeccién, y que la LHRHs de aves
tiene una actividad biolégica mas alta que la de mamiferos en

pollos.
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Otros investigadores (Gonzalez-Morén, et >al., 1985 vy Ganzélez del

Pliego;‘ec al.,1988) han realizado estudios _en "105 cuales»'

inyectaron hCG en embriones .de pdllo, av]‘."
el ovario izquierdo e hicieron obsetvaciones

encontrando que el volumen de 1os:

intersticiales aumenta en los ovarios de los ani {:i:at'aribs,”

presentando gotas de lipidos n&s promxmentes en e ¢ itoplasma,
simultaneamente, observaron un incremento  en el contenldo de
proteinas.

Hay también, un aumento en los canales vaséularés de’ la ‘médula -
externa de los ovarios tratados, lo gue se. interpreta como una
reaccién acoplada a la estimulacién glandular. Con
microscopia electrénica han observado que la respuesta es a nivel
de un incremento en el 4rea del citoplasma y drea de mitocondrias
en las células esteroidogénicas. También en las células poco
diferenciadas hay signos de estimulacién, lo que sugiere que
hay una transformacién de 1las <células de 1los cordones
intersticiales en esteroidogénicas. En las células epiteliales
del sistema lacunar, hay estimulo en organelos citoplasmaticos.
Estas evidencias sugieren que células indiferenciadas persisten
en la médula oviarica hasta el nacimiento y pueden transformarse a

células esteroidogénicas bajo estimulacién gonadotrépica.
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Los - pocos ~ estudios concernientes a la fuhcién de - la FSH,
tratan en forma somera la funcién que tiene en adultos sobre todo
a nivel folicular, ya que actia sobre las células de la éréﬁulo#a
y‘ la funcién como hormona estimuladora 'eh la - -produccién -de
hormonas ovAricas como el 178-estradiol y andrégenos; también los
hay que tratan su quimica y bioquimica, sin embargo, ‘no existen
investigaciones relacionadas con su .accién en ovario® embrionaric
sobre todo in vivo ya que hay reportes de' su ‘accién - en  células

ovaricas embrionarias pero en medio de cultivo.

De ahi que surge la necesidad de realizar:. un trabajo que
proporcione datos acerca de la accién de 1a FSH ' sobre células:

de ovario embrionarioc in vivo.

para ello es hecesario plantear ' una  hipétesi: de :t;abajprvy

comprobarla a través de los objetlvosrtraEAdoé
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% ‘es'ti"m‘uio ‘con FSH

OBJETIVOS.

-Observar qué& zonas del cvario responden a la

hormona foliculo. -
estimulante (FSH). .

-Hacer astudios morfomé&tricos de 1las zonas del ovarior que.

respondieron a la FSH, asi como sus cambios histolé&gicos.
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MATERIAL Y METODO

Se obtuviax:on huevos fértiles {800). de pollos Hhite Leghorn en-una

granja de la Ciudad de México. Fueron incubados en el laboratorio'

a 37°c en una i badora con h dad Yy vencilacién constantes
hasta la  eclosién. En el dia 10 de incuba;i&r;, mediante
ovoscopia, se observd el grado de desarrollo. »
Los gue se encontraron en buenas condiciones de desarrcollo se
limpiaron con un algedén humedecido en alcohol 70° y se colocaron
con el eje mayor del huevo de manera horizontal en las cajas de
cartén. Posteriormente se perforaron los huevos con una aguja
de diseccién por 1la parte roma, en Jla camara de aire,
haciendo un orificio con una segueta aproximadamente a 1.5 cm. de
ella de manera gue no se perforara ninguna membrana, sélo el
cascarén. Se colocé suero fisiolégico sobre esas membranas
(Seolucién de NacCl 0.9%) y con unas pinzas de punta roma muy
fina, se procedié a hacer un pequefio orificio en la membrana
externa. Con un bulbo se succiondé a través del orificio de la
cémara de aire para que se separara y bajara la membrana
coriocalantoidea junto con el embrién y evitar derrame sanguineo y
la muerte del embrién.

Posteriormente,se retird la membrana externa con ayuda de unas
pinzas para que quedara libre el orificio el cual se tapé con
cinta adhesiva, lo mismo que el orificio de la c&mara de
aire. Los huevos se colocaron nuevamente en la incubadora y

se esperd al 130. dia de incubacién.
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(6537

diluido ‘en buffer de Colndinar()ﬂ: CK) con. s arosa pH ’I 27 0.05M.
Los ovarios se secclonaton a la mitad Yy éstas se lavaron con
,bufferv,'de Collidina -‘sin sacarosa. por cinco veces durante 15
v'minﬁtqs cada vez, para posf.efiorngent'e deshidratar con acetonas
bgradualeé Y (30% ‘50°" 60°, 50 ¢. 80°, 90°, 100°). Una vez
-realizado ésto,; se procedi6 a preinéluir los o6rganos “durante
24hrs. en' una. mezcla de componente A + catalizador de un
‘ Kit de JB4 (Poliscience, Inc.). Pasado el tiempo de preinclusién,
se procedié a incluirlos en cépsulas  Been a temperaturak

~ambiente "y sin oxigeno en ‘una mezcla: dé camponence TR

catalizador + Componente B, en una proporcién ',de 13 2'
cat.:Comp. B). ‘ ;
Obtenidos los 6rganos incluidos, se px:ccedié‘ a“.hace)
0.8um en un ultramicrotomo (American ap

tifieron con azul de toluidina .y
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observaciones al microscopio’ de.luz (A.O. Scientific. Instrument.

One-Hundred) .

En el micrqscopio de  luz se hicieron . observaciones’ histo}&;iégs -

para comparar los ovarios’ de los-anima

las diferentes concentraciones’ de

habfa, las diferencias observadas édﬁia' 6\1'57:.&:;;. s
Se realizé un estudio morfométrico’ en i;:ilari:Sé"c‘Ie"lc;s tfes lotes,
mediante una camara lGcida (American. Optical) puesta en un
microscopio de luz, con la cual se hicieron tres dibujos de los
cortes observados a 100x sobre un cuadro en papel de
139“&6.1;411!a teniendo en total una &rea por individuo de 41838.3 umz
marcando en diferentes tonos los vasos sangulineos, los
cordones de 1lipidos y los ovocitos presentes en la médula
subcortical. A partir de ello, se hizo el conteo de A&rea que
ocuparon cada uno de los componentes mediante el método de
conteo de puntos gue ocupan sobre una laminilla con distancia de
cada punto de 0.5cm. Posteriormente se obtuvo la proporcién
total de las &reas de cada componente con respecto al 4rea total
del cuadro (1680 puntos) para obtener la relacién de
volumen/volumen.

Obtenidos estos resultados, se procedi®é a aplicar 1la prueba
v de Student para saber si los diferentes tratamientos
presentaban diferencias significativas segGn 1los parémetros de
compara}cién (cordones de lipidos, vasos Yy células no

diferenciadas).
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,En la’ médula subcortical de 1os ovar1os, se aprecian diferencias

evidentes _ entre ios d1st1ntos .tratamientos. En los’ Gvarios
c&ﬂtrol' es posible ,observar que 1105' vasos del" sistema lacunar.no
invaden esta zona, mientras que los sanguineos si estan presentes.
(Fig. 3a). Las células endoteliales de los vasos de la médula
subcortical se encuentran aplanadas. Es posible apreciar también
que los cordones de las cé&lulas intersticiales, no son abundantes,
por lo que es facil delimitarlos dentro de la gran cantidad de
tejido intersticial ovArico presente . a pesar de su forma
irregular y tamafio variable (Fig. 3a). Las células productoras
de lipidos de los cordones intersticiales, presentan inclusiones
pequeflas y uno o dos nucleolos (Fiq,.ﬂ:_!a).»yl

Dentro del tejido intersticial fué. ﬁaja ‘yla' probabilidad de

encontrar células aisladas ptoduciendo inc].usiones 1ip1d1cas, por

lo regular sblo estan en los cordones.

hormona  -FSH- es  posible

En los ovarios tratados con'luq

notar que los vasos de la medula subcortical ‘son wmés  grandes

que en los no tratados, por. ésto dificil “diferenciar de
manera precisa entre los pertenecientes‘ ali’ ;igtema lacunar y

los sanguineos (Fig. 3b).

Estos vasos presentan células endoteliaiés élaraxi\ente mis grandes

debido al estimulo, no se encuentran aplanadas. (Fig. 3b).
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Cercanos

a. estos:.

proceso degenerat ivo

Por encontrarse més -

tejido Lntersticlal

grandes (Fig. 3b).

Los .nGcleos de 'las 'células llpldos de’ ‘es’tos»'b’"

cordones, presentan .mais de dos nuc].éolos s 46): Y 1as células'
indiferenciadas J.ntcrsticxales presentan un nimero seme]ante de’
ellos. Es posible observar, “en ‘el tejido 1m:erst1cial, algunas'
células aisladas produciendo 1nclu.sioﬁes lipidicas (Fig. 3b).
Finalmente, en los ovarios tratados con 40ug. de FSH, es pégible
observar gque los vasos casi no invaden la médula subcortical, es’
decir, se observan muy pocos Yy no presentan las células
endoteliales grandes {Fig. 3c).

Los cordones de células intersticiales se presentan abundantemente
y son dificilmente delimitados porque se contindan unos' con otros
hasta formar uno muy grande de forma irregular {Fig. 3c). De
esta manera, el tejido intersticial observado es mucho - menor
que los ovarios controles y los tratados con 1iug de hormona. Las
células de estos cordones presentan inclusiones lipidicas
méds grandes en comparacién a los otros tratamientos y sus nticleos

presentan mds de dos nucléolos (3-5), ademés, las células
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““En "‘13

F:Lg. i

'FSHY (E‘iq. 4b), lo que indica una: mayor area de
: en comparacién a los controles: (Fiq. 4a). o
Al hacer 1la morfometria, se encontré que 1a mayur mcdificaciénr
observada en los ovarios tratados con. lug de ‘FSH,” fué que,
presentan mayor &drea vascular, respecto a los controles,'"lo qﬁe
representa una diferencia considerable. Existe también un aumento
menos significativo, aunque no menos importante, en el -drea
ocupada por los cordones de células intersticiales, 101 nismo’
que en el &rea gue ocupa el intersticio (Tabla 1) (Fig. 1).

Cabe mencionar que en estos ovarios hay un aumento significativcz:'.
en el namero de ovocitos presentes cerca a los vasocs,  en.

comparacién a los otros tratamientos. Ptesentan :amabxen, un

aumento en el nimero de nlcleos presentes en los cordones

intersticiales (Fig. 2).

Por otro lado, las modificaciones mas relevantes en los ovarios
tratados con 40ug de FSH, son el aumento en el &rea de. los
cordones de células intersticiales y la disminucién en el &rea de

intersticio (Fig. 1). Aunado a ésto, es posible observar que hay
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cordones:
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O b

Resulludos morlomclrlcos del efecto de Iu FSH en 418383 um della .medula sum.orncc o
de pollo rectén nacicto, uplicada durante etapa embrionaria. Los valores son ex presquo:
lq media = “error estandart, . P=0.05 (*): P=0. 005 (**); P=0.001 (***):'n.s.*no, slannlcallvo
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/

CONTROL 40ug

—

3 vasos [ IINTERSTICIO I

[- CORDOMNES

Flg. I. Comparacion del volumen de 10s componenites de la
meédula subcortical de ovarlo de polio recien nacido.
fratado con FSH en etapa embrionaria.

40




: 0S/(V/V). cordd}iés i

I CONTROL lug  [CJ40ng

Fig. 2. Relactén del numero de nucleos de los cordones de céluias
Intersticiales medulares en ovarlio de polio rectén nactdo
Iratado con FSH en etapa embrlonaria. (**) P=0.005: (***) P=0.001.

41



s0:t B g S8
”.J

T
» 3 i
%"x .

b :
’;'3) b “..’-

Ve
’.“"}w







Fig. 3. Histologia de la médula subcortical del ovario izquierdo
de-pollo recién nacido. . . -
w“A)Ovario Control. Se observa corteza (a), vasos  sanguineos- con
- células = endoteliales planas (v), canales del sistema ‘< lacunar:
© f4cilmente ‘diferenciables de vasos sanguineos. (1) .y. cordones de
células intersticiales con inclusiones lipidicas (¢).+:500x .. . .. .
B)Ovario tratado con 1lug. de FSH., En la médula hay .un incremento
de los cordones de las células intersticiales. (c) . y .gran
desarrollo de los vasos sanguineos (v) y del sistema lacunar
(1). Las células endoteliales se ven estimuladas (e).. 500x
C)Ovario tratado con 40ug. de FSH. En la médula hay:un . incremento
mayor al de 1lpg. en los cordones de células- intersticiales . (c).
Hay pocos vasos sanguineos (v). 500X
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Flg. 4. Prueba de Rojo "o" de aceite en ovario de pollo recién
nacido control y tratado con 40 pg. de FSH.

A)Ovario Control. Se observan vasos sanguineos. Zonas con mayor
tincién reprasentan las regiones donde se encuentran los lipidos.
B)Ovaric tratado con 40ug. de FSH. Hay pocos vasos y se aprecia
mayor cantidad de zonas con tincién que reconoce las &reas con
lipidos. 320x.
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... DISCUSION

Este _ trabajo

: ér ivnrcri"pa‘li'neﬁte

bservado que el j‘ovar_'ifob de potlllb'"

'*rkesl;q'n:dtv‘ev "‘Va’ : la ) Vg;nadot}:délnés duraﬁte v_‘, el
,’c}ééaftpilo. embryi.c‘mv'avrivo. " Esto’ ha - sxdo demostrado " por .’ varias
autores.. con trabaj.és in vitro (Cedard, et al., 1968; T.er’\g v 'l‘enq.b |
1977, 1979, 1982;‘ Woods, et a1.,' 1981} y se ‘ha comprobado.-.con:..
trabajos reaiizados in vivo (GonzAlez-Moréan, et al., 19_85,-
Gonz&alez del Pliego, et al., 1988). Ademds porque exisgen muy -
'pEco's trabajos realizados con_ esta hormona especificamente en
estado embrionario de pollo in vivo. o B i
Las dosis utilizadas son el resultado de‘ una curva
dosis-respuesta, siendo dosis fisiolégicas. »
La hormona se aplicé los dias 13, 15 y 17 porque se han realizado
trabajos en los cuales al aplicar gonadotrop_inas antes del dia 13
de desarrocllo no hay respuesta en el ovario en. cuanto a 1la
produccién de testosterona, lo que indica que el desarrollo del

ovario esta libre de 1la 'influénciav de las  horwonas



1958‘) y su’

3 (Ceda:.rdb, et al. ,"v

'1979; ‘1932-

Pliego, et al., 1988).

Después del - tratamiento con..FSH .es posible observar que existe un
aumento an el volumen de los ‘cordones de células interstlcxales
medulares conforme aumenta la concentracién de 1la: hormona, ésto
sugiere inicialmente que estas células del ovario de pollo tienen
receptores a gonadotropinas en etapas tempranas. En trabajos

realizados con LH (Gonzadlez-Moran, et al., 1985; Gonzdlez del
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‘'pliego; : etﬁ""a\l“. H

‘cordones’ ‘de

mu las i ¢élulas. poco; diferenciadas del intersticio
ent tox:n‘ob:"éi ios 'cc;rdonesi,,c'ie,—,células con . inclusiones 1lipidicas,
1ndica .'probablémente, que"estas éélulas también son estimuladas
por la ‘hormona ya 'que se observan células aisl_adas en el
intersticio que presentan la formacién de pequefias gotas de
lipidos en. su citoplasma, siendo tal vez la explicacién del
aumento en el volumen de los cordones de células
intersticiales después del tratamiento con la hormona
(principalmente con 40 pug). Aunado a é&sto, el aumento en el
nimeroc de niécleos en una &rea determinada indica posiblemente
que este volumen se debe a una diferenciacién de las
células .. intersticiales .indiferenciadas hacia células formadoras
de  inclusiones lipidicas 'y no a gue las células de los cordones
intersticiales se dividieran, ya que es muy dificil que una célula
diferenciada se divida.

Es necesario hacer notar que en las células intersticiales no
diferenciadas,. se observa un mayor nGmero de nucléolos en los

ovarios tratados, nfimero que es mayor conforme aumenta la
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Estudios previos con LH y FSH con ovarios.de embr1 nes de pollo in-
vitro, no muestran cambios significativos -en “los cordones de
células medulares (Grassi-Milano vy Pitini,-197é), la diferencia
con 1los trabajos in vivo pueden deberse a . las distintas
condiciones experimentales.

El sistema lacunar presenta un desarrollo- importante en ' los
ovarios tratados con 1 ug de FSH..Esto pudiera interpretarse como
la existencia de una estimulacidn  con 1a;vﬁormoné a nivel

glandular (Callebaut, 1979).

Las células endoteliales de estos

necesario realizar

estimulacién,
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;.. CONCLUSIONES.

se . concluye fihaiﬁenﬁev,d}ie la médula sﬁbcortical_v,dél’,

ci 3 ), st 'pr:e'sem:a esbim\i:lbac'ién

al con FSH tanto en alv""v“vol'umen a

ntersticiales como en el :de

lacupar -y, . posiblemente, en las : cé

‘ #}\diféréhci’adas .
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