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RESUMEN

En aves, la ovogénesis se inicia durante las primeras etapas del
desarrollo embrionario y se completa en el momento del nacimiento. Se
propone que las hormonas gonadotropicas son. esenciales para la
diferenciacion, morfologia y funcion de las gonadas embrionarias.

Los trabajos sobre la ovogénesis en aves son escasos y existe mucha
controversia, por |0 que nos propusimos estudiar si la hormona Foliculo-
Estimulante afecta la division ovogonial y/o la profase meidtica en
ovocitos.

Para realizar este trabajo se utilizaron embriones de pollo (White-
leghorn), los cuales se dividieron en tres grupos:El grupo | se tratd con
0.9% NaCl (Control), el grupo il con 1ug de FSH y el grupo il con 40
pg de FSH. Las dosis de hormonas se aplicaron sobre la membrana
coriolantoidea en los dias 13, 15y 17 de incubacion. A las 24 hrs.

después de la eclosion se sacrificaron los pollitos, disecando los ovarios



izquierdos, disociandolos por agitacion y digestion enzimatica. Se siguié
el procedimiento para realizar las preparaciones de Squash. Se conto el
numero de ovogonias y ovocitos en sus distintas fases de la profase
meidtica por Ovario.Los resultados mostraron que los ovarios de los
animales tratados con las diferentes dosis de FSH presentaron un
mayor porcentaje de ovogonias que de ovocitos,' a diferencia de los
controles, en los que el mayor porcentaje es de ovocitos.

Concluimos que la FSH propicia un microambiente adecuado para la

proliferacion ovogonial y el retraso del inicio de |la profase meidtica.



l.-INTRODUCCION

1.1. DESARROLLO DEL OVARIO EN AVES.

En la mayoria de las especies aviarias solo el ovario y el oviducto
izquierdo son funcionales. El ovario derecho crece en los primeros
estadios del desarrollo y hacia los dias 9 a 11 sufre regresion y en el dia
15 deja de ser funcional presentando un aspecto rudimentario, mientras
que el ovario izquierdo continla su diferenciacién hasta constituir un
ovario funcional TENG y TENG, (1977).

Una excepcion se presenta en algunas aves de rapifia en las cuales
funcionan ambos ovarios con sus correspondientes oviductos COLE Y
CUPPS, (1959) Y DE ALBA, (1985).

El desarrollo del ovario se inicia desde el primer dia de incubacién, ya en
las primeras horas se observan las células germinales primordiales
(C.G.P.) que se originan en el endodermo y pared vitelina durante el

estado de blastula RUIZ, (1988).



Estas se agrupan en el disco germinativo o primordio gonadal que se
encuentra localizado en el mesodermo esplacnico dorsal, a ambos lados
del mesenterio dorsal. donde aparece el epitelio célomico mas denso.A
partir de éste las C.G.P. migran hacia la region de las futuras génadas.
Durante el segundo dia comienzan a llegar al mesenterio dorsal vy
crestas germinales, saiiendose de los vasos sangi.nineos migrando por
movimientos ameboides hacia la futura gonada HOUILLON,(1977).Estos
movimientos los realizan por la atraccion ejercida por sustancias
quimiotacticas hberadas por el epitelio peritoneal de la cresta gonadal
HOUILLON.(1977) Y CRAWFORD,(1990).En los dias tercero y cuarto de
desarrolio embrionario. ya se observa los primordios de las gdnadas, las
cuales estan construidas de un epitelio germinal ¢ corteza que se origina
a partir del epitetio celomico y una meédula originada del blastema
mesonefriico COLE Y CUPPS. (1959) Y TIENHOVEN, (1983) Y COLE Y
CUPPS. (1989)

En ambas gonadas la distnbucion de las C.G.P. es uniforme,
posteriormente esta distribucion empieza a ser claramente asimétrica,
observandose una mayor colonizacion en la gonada izquierda con

respecto a la derecha



Entonces presenta una migracion activa de las células germinales desde
la gonada derecha a la izquierda. GILBERT, (1969 y 1971), AUSTIN,
(1972), JONES, (1978) y CRAWFORD, (1990).

Al séptimo dia de incubacion se forman los cordones sexuales primarios
que dan lugar a la médula y a las células intersticiales medulares. Entre
el octavo y onceavo dia de desarrollo embrionario el epitelio germinal
prolifera y forma la corteza y los cordones sexuales secundarios,
posteriormente se forman las ovogonias 0 espermatogonias.

Las ovogonias empiezan una activa division mitética que dura hasta el
nacimiento, dando origen a los ovocitos primarios. También hay
formacion de la segunda tunica albuginea, separando el epitelio gonadal
o corteza de la médula del ovario. La primera capa o tunica albuginea
entra en regresion formandose el ovario inmaduro.

El ovario izquierdo inmaduro es un érgano de color amarillento, oval y
aplanado, situado en la cavidad del cuerpo, en posicién ventral ala aorta
y posterior a la vena cava y en posicion craneal al rifion. Esta formado
por una corteza que contiene a las células germinales (ovogonias y
ovocitos) y una meédula altamente vascularizada que contiene tejido

conectivo, neryioso, musculo  liso y células con actividad



esteroidogénica y un sistema de conductos denominados lacunares
CALLEBAUT, (1979). separados por una tinica que es una capa de tejido
denso. Durante los primeros 5 dias después de la eclosién la génada
mantiene su peso pero aumenta su tamario.

Las células prefoliculares que derivan del epitelio celdmico se integran a
la corteza rompiendo la linea que existia entre el tejido medular y la
corteza y se acercan a los ovocitos que se encuentran en la profase
meidtica en estado de diploteno GILBERT, (1971), BYSKOV, (1979),
CRAWFORD, (1990).

El epitelio cubico pseudoestratificado se forma a partir de que las células
prefoliculares se extienden y se superponen unas con otras a lo largo de
la periferia del ovocito GREENFIEL, (1966), GILBERT, (1971),
CALLEBAUT, (1976) y BALINSKY, (1982). El ovaric maduro es
sexualmente activo (18-20 semanas) formando foliculos de distintos
tamanos (F1-F5). La maduracion folicular incluye también la maduracion
de los ovocitos, asi como la produccion de un gran volumen de yema.
Este crecimiento de la yema domina el volumen de!l citoplasma del
ovacito, siendo desplazado por ésta a una region de la esfera total DE
ALBA, (1985).

En pollos, entre los dias 6 y 14 antes de la ovulacion, se



da el crecimiento del ovocito. Dos horas antes de la ovulacién ocurre la
primera division meiética y la expulsién del primer cuerpo polar. La
segunda division de reduccion ocurre en el oviducto.

La ovulacion en aves es casi siempre nocturna ya que comienza, en el
momento que obscurece mientras que el apareamiento es diurno. En
estos organismos hay un proceso de almacenamiento  de
espermatozoides, los cuales después de la inseminacioén migran hacia el
infundibulo para penetrar en las glandulas uterovaginales, éstas tienen
forma de criptas ocasionadas por invaginacién del epitelio en la region
limitrofe entre el Utero y la vagina.

Los espermatozoides ahi alojados después de la inseminacion natural o
artificial se liberan, de tal manera que una sola inseminacion es capaz de
garantizar huevos fértiles después de un mes. Al ocurrir la fertilizacion la
yema que acompara al blastodisco se convierte en blastodermo. La yema
se cubre de albumina, membranas y cascardn saliendo al exterior del
huevo.

Bajo condiciones naturales el desarrollo del embrién se lleva a cabo

gracias al calor corporal de la gallina. En condiciones artificiales se



obtiene en incubadoras,controlando la humedad y temperatura que debe
ser de 37°C COLE Y CUPPS, (1959) Y DE ALBA, (1985).



1.2 MIGRACION DE LAS CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES.

Las células germinales primordiales se originan del endodermo del saco
vitelino, cerca de la membrana alantoidea qué se encuentra en
desarrallo. Observaciones de FUJIMOTO y col. (1976) probaron que las
células germinales primordiales migran a partir del endodermo y la capa
ectodérmica del borde anterior de la zona pelucida, en un area en forma
de media luna WENTWORTH y col.(1989) (Fig.1.A), a esta region se le
llama media luna germinal, la cual se forma al finalizar el primer dia (24
hrs.) de incubacién.

Durante el primer dia y medio (33 hrs.) se efectUa la migracion a través
de los vasos sanguineos. Las C.G.P. entran a los vasos por diapedesis
(Fig.2A), que es un tipo de migracion comun en Jos linfocitos y
macrofagos. De esta forma las células se deélizan entre las células
endoteliales hacia dentro de los pequefios vasos sangulneos localizados
en el mesodermo esplacnico caudal, inmediato a la arteria

onfalomesentérica SCOTT, (1988), siendo transportadas por la sangre a



las génadas en desarrollo (Fig. 2B).

Algunas se agrupan cerca del epitelio de la cresta genital, mientras que
otras se introducen en el epitelio gonadal ROMANOFF, (1960).

AUSTIN Y SHORT, (1972) opinan que en las células de las crestas
genitales de la pared dorsal se producen enzimas liticas que atrae a las
células germinales primordiales. Otros autores opinan que las células
germinales primordiales se adhieren a las células de los capilares
gonadicos por medio de una molécula de adhesion celular haciendo que
las C.G.P. se adhieren a ellas especificamente.

En las aves, llegan mas células germinales primordiales a la gonada
izquierda que a la derecha la migracién es un proceso activo de
locomocion celular.

El nimero de C.G.P. aumenta por divisién mitética, de manera que a las
18 hrs. las células del pollo se incrementan de 28,000 ai principio de la
migracion hasta 680,000 a las 120 hrs. en la gonada indiferenciada. Al
encontrarse las C.G.P. en el tejido del mesenterio dorsal adyacente al
desarrollo de las gonadas y dentro de ellas comienza la divisién de las
C.G.P. Se localizan también en la cara del mesénquima desplazandose

por una rama, alrededor de la notocorda del tubo neural
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Las C.G.P. al estarse dividiendo entran en un periodo de migracién
definitiva SWARTZ J.W. and DOMM L.V., (1972).

Cuando la gonada se va a diferenciar en ovario, al final de la migracion,
las C.G.P. permanecen en la corteza. Pero si éstas pasan a la médula
(mesénquima) se desarrolla un testiculo. La diferenciacion gonadal
puede modificarse por factores internos como las hormonas y sustancias
inductoras no hormonales y factores genéticos, Las aves con dos
cromosomas Z estan destinadas a ser machos, y las que sélo presehtan
un cromosoma ZW 1o estan a hembras. En estas condiciones, 1os genes
deben actuar sobre los sistemas productores de harmonas que, a su vez,
determinan el desarrollo de las génadas y estructuras secundarias. Si
algunas C.G.P. se encuentran en posicion equivocada pueden empezar a
dividirse o presentar cambios meiéticos.

En algunos casos degeneran posteriormente. Este fendmeno se presenta
en hembras con tratamiento de hormonas gonadotrdpicas las que
inducen el crecimiento folicular, AUSTIN, (1972) Y SANDOVAL, (1965).
Las C.G.P. se transforman en ovogonias que son células mas grandes y

tienen una distribucion diferente de organelos citoplasmaticos a las
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C.G.P. Durante el periodo de division mitdtica las ovogonias se
transforman en ovocitos, en el momento que entran en la profase de la
primera divisién meiotica.

El numero de células germinales primordiales disminuye con el paso del

tiempo, lo que ocurre al presentarse la atresia (degeneracién)y ovulacion

12
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la cresta genital. Una C.G.P, estd cruzando a través del
endotelio del vaso sanguineo y otra C.G.P.ya est§ situa-
da en el interior de la gonada primitiva. (Tomado de: =~
Scott F.G. Biologfa del Desarrollo,p. 669, Ed.Omega, Bar
celona, 1988).



1.3 MORFOLOGIA DE LAS CELULAS GERMINALES
PRIMORDIALES, OVOGONIAS Y OVOCITOS.

Las C.G.P. presentan un tamafo aproximado de 20um, contienen un
nlcleo grande y redondo con un diametro de 8um en promedio con
nucleclos prominentes FUJIMOTO y col.,(1976).

La cromatina se encuentra arreglada uniformemente y es granular,
generalmente tienen poca heterocromatina.

La envoltura nuclear estd bien definida, ocasionalmente se pueden
observar algunos poros nucleares.

El citoplasma estd constituido de un gran numero de organelos,
incluyendo mitocondrias, pocas elongaciones de reticuio endoplasmatico
rugoso, encontrandose ribosomas libres dando la forma de filas de
polisomas y una cantidad considerables de lipidos.

La mitocondrias tienen forma esférica o de baston. También se ha podido
observar la presencia de pseuddpodos, en la membrana plasmatica los
cuales se asocian con los movimientos ameboides. Estos movimientos se

observan durante la colonizacion de las crestas germinales KUWANA y
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col., (1987).

El tamafio de las células germinales varia por ejemplo en los humanos,
fas C.G.P. miden entre 19-20um de diametro en promedio; en reptiles
tienen un intervalo promedio de 10-18um, y en embriones de polio miden
entre 14-20pm de diametro WENTWORTH y col., (1989).

Las células germinales primordiales se identifican por medio de ciertas
técnicas histoquimicas como la Azoica y [a de PAS, ya que las C.G.P.
contienen enzimas especificas y sustancias quimicas como la fosfatasa
alcalina, glucogeno y estereasas.

Las C.G.P. se muitiplican activamente por una serie de divisiones
mitéticas y después se transforman en ovogonias.

Las ovogonias presentan un crecimiento celular extraordinario debido al
acumulo de sustancias. Después estas dejan de multiplicarse y entran en
fase de premeiosis.

Las ovogonias contienen un nucleo redondo con nucleolos, cromatina
granular fina arreglada uniformemente, dandole al nucleo una acuosidad
aparente.

Durante la profase mitética la envoltura nuclear se rompe, sin émbargo

los fragmentos de las membranas, permanecen para contribuir al

14



restablecimiento de la envoltura nuclear de las células hijas. El
citoplasma esta constituido por mitocondrias, reticulo endoplasmatico
rugoso, aparato de Golgi, y los ribosomas que estan uniformemente
distribuidos en todo el citoplasma.

El periodo de multiplicacion de las ovogonias en las aves termina entre
los 4-5 dias antes de la eclosion para convertirse en ovocitos.

El ovocito es una célula voluminosa que mide cerca de 40um de didmetro
en promedio. Su crecimiento depende del aumento de los érganelos
citoplasmaticos como el nucleo, reticulo endoplasmatico, aparato de
" Golgi, centriolos y mitocondrias,

El centrosoma se forma a partir del citoplasma denso que rodea a los
centriolos. Los elementos golgianos y las mitocondrias se unen al
centrosoma formandose el cuerpo de Balbiani.

El cuerpo de Balbiani desaparece cuando los ovocitos miden 50um de
diametro, a los cinco dias después de la eclosidén. Cuando los centriolos
se fragmentan en pequefos elementos, el cuerpo de Balbiani hasta

entonces observable, desaparece.
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1.4 OVOGENESIS

La ovogénesis es el desarrollo y maduracion de las células sexuales
femeninas, que en aves comienza durante el desarrollo embrionario y se
completa durante el momento del nacimiento JONES, (1978)

El desarrollo del ovocito se puede dividir en tres etapas: A) Las C.G.P. se
multiplican activamente por divisiones mitéticas. Aqui se les da el nombre
de ovogonias, B) Las ovogonias entran a la profase meiética para formar
ovocitos primarios y C) La foliculogénesis que es cuando los ovocitos
primarios se rodean de células foliculares, formando el foliculo primario.
(Fig.3).

Midiendo los niveles de incorporacién de timidina tritiada de las C.G.P. se
ha demostrado que presentan una tasa alta de division mitética.

A partir de aqui las células se llamaran ovogonias, |as cuales reducen a
la mitad su material genético durante la primera division meiética.

En el dia 13 del desarrollo embrionario, las ovogonias se convierten en
ovocitos al continuar la profase de la primera divisibn meidtica. Esta

etapa se divide en cuatro estadios que comienzan a partir del dia 16 de

16



desarrollo y que son: Leptoteno, Zigdteno, Paquiteno y Diploteno.
HUGHES, (1963) reporta haber observado en el dia 16 de desarrollo
ovocitos en estado de leptéteno. En el dia 17 de desarrollo embrionario
se observan ovocitos en estado de zigéteno en donde los cromosomas se
aparean. En el estado de paquiteno, que se presenta en el dia 18 del
desarrollo embrionario, los cromosomas Se observan entrecruzados en
determinados sitios formando los llamados quiasmas. El estado de
Dipléteno, en pollos tiene una duracion larga y se presenta en los dias
19y 20 D'HOLLANDER, (1904), HUGHES, (1963).

E! ovocito joven permanece detenido en estado de dipldteno formando
después el ovocito primario. El crecimiento del ovocito se efectla
lentamente debido a que se inicia la vitelogénesis. El vitelo es una
mezcla de sustancias que se utilizan para la nutricidn del embrién. El
componente principal del vitelo es |a vitelina que es una protelna que se
sintetiza en el higado y se transporta por la sangre hasta el ovario.

DE ALBA, (1985). ‘

Cada foliculo primario consta de un ovocito rodeado por una capa Unica
de células aplanadas, denominadas células foliculares o granulosas que

se originan del epitelio de la corteza del ovario.
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La ovogénesis en el pollo es asincronica, encontrandose varios estadios
de la profase meiética en la corteza del ovario izquierdo del pollo recién

nacido.
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FIG,3.- Resumen de-los principales fenGmenos durante la ovogénesis
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1.5 CONTROL HORMONAL: EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA.

Se sabe que el Hipotalamo, se localiza en la base del diencéfalo, detras
del quiasma optico, por encima de la glandula hipéfisis.

El hipotdlamo es una region especifica del encéfalo y une fisica y
funcionalmente al sistema endocrino y con el sistema nervioso. Por lo
tanto, el hipotalamo es el principal regulador del sistema neuroenddcrino
denominado Eje Hipotalamo - Hipofisis - Gonada.

El hipotalamo se une a la hipdfisis por vias vasculares y nerviosas,
controlando las funciones de la hipdfisis anterior (adenohipofisis).
Produciendo, neurohormonas o factores de liberacién que inducen la
sintesis y secrecion de las hormonas de la adenohipéfisis, y en particular
de las gonadotropinas.

Las células neurosecretoras hipotalamicas son estimuladas por otras
células nerviosas de las regiones superiores del encéfalo y en respuesta
a esa senal liheran mensajeros quimicos denominados factores

liberadores,
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Estos a su vez llegan a la hipdfisis, via sistema porta hipotalamo -
hipofisiario donde reguian la sintesis y liberacion de las hormonas
gonadotrépicas cuyo blanco son las génadas su funcién es la de
estimular la produccion de esteroides sexuales en las células
esteroidogénicas de la gonada.

La hipdfisis es una glandula que es el centro del sistema endocrino, y se
mantiene unido por un tallo muy delgado al piso del cerebro, es una
gléndula impar situada en el hueco del hueso esfenoides llamada silla
turca. Esta formada por dos partes, la adenohipdfisis {I6bulo anterior) y la
neurohipdfisis (Iobulo posterior)

El I6bulo anterior estimula las actividades funcionales de otras glandulas
endocrinas; llamadas trépicas y éstas a su vez activan 6rganos blanco
como las glandulas tiroides, la corteza suprarrenal, el testiculo y el
ovario.

La hipdfisis en aves esta formada de un Iébulo caudal y I6bulo cefélico, el
l6bulo anterior o adenohipdfisis es muy pequedo, pesa 7 a 10 ug, Ios
pollos adultos carecen de lobulo intermedio SCANES, (1986).

La adenohipofisis secreta tres hormonas gonadotropicas: la hormona
foliculo estimulante (FSH); la hormona luteinizante (LH); y la hormona

luteotrépica (LTH).
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La hormona Foliculo estimulante (FSH) es necesaria para el desarrolio
de los foliculos avaricos. Esta hormona es una glicoproteina hidrosoluble
y su peso molecular oscila entre los 30,000 y 67,000 Daitons. Segun
reportes esta constituida por dos cadenas polipeptidicas, una alpha de 93
residuos de aminoacidos y otra beta de 118 residuos de aminodcidos.

La FSH se considera comao primer mensajero que llega a los receptores
de superficie de las células blanco. Esta accion genera un segundo
mensajero intracelular que es el AMPc, el cual dentro de la célula va a
desencadenar diversos efectos bioldgicos. FRAPS Y DURI en 1943
observaron que la inyeccion de LH indujo 1a ovulacion prematuramente.
Posteriormente, OPEL Y NALBANDOV en 1961 descubrieron que la LH
provocd la ovulacion en gallinas hipofisectomizadas. Ademas COLE Y
CUPPS, (1977) en mamiferos indujeron la ovulacién a ratas inmaduras
hipofisectomizadas administrandoles FSH Y LH.

BAHR Y JOHNSON, (1963) Y NALBANDOQV, (1976) concluyeron que
ambas hormonas en forma independiente son capaces de inducir la
ovulacion.

En condiciones fisioldgicas la aovulacion se produce con mayor facilidad

cuando ambas hormonas estan presentes y esto sugiere quela
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elevacion preovulatoria de LH y FSH formen un complejo hormonal
inductor de la ovulacion.

La LH mantiene a las células Luteicas y favorece la secrecion de
progesterona en varias especies. La inyeccion de LH ovina a foliculos
vesiculares de conejo aumenta la secrecién de progesterona en un
1000% después de 5 minutos de aplicada. Mediante estudios
autorradiograficos se han obtenido datos que se han demostrado que la
membrana plasmatica de las células luteicas y las células de la teca
contienen receptores de union especificos para la LH. En el ovario de las
aves no se forma cuerpo liteo, aunque se conoce la capacidad
esteroidogénica del foliculo postovulatorio se desconoce su importancia
NALBANDOV, (1969).

Las hormonas gonadotrdpicas son sintetizadas por la hipdfisis aun antes
de que se establezca la comunicacion vascular con el hipotalamo. En el
dia 7 - 8 de! desarrollo embrionario se encuentra el factor liberador de LH
en el plexus capilar primario, en la parte media anterior de la hipdfisis. En
el dia 10.5 se encuentra tempranamente el factor de hormona circulante
(WOODS, 1984 y 1987). En el dia 13 de! desarrollo se forma el sistema
de la vena porta que comunica al hipotalamo con la hipéfisis. La

adenohipofisectomia provoca una disminucion en la esteroidogénesis
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y al realizarse transplantes de adenohipéfisis se observé que se
restablecia la sintesis de hormonas esteroides. WOODS Y WEEKS,
(1969).

La adenohipofisectomia total causa serios daftos como interrupcion en la
ovogénesis, asi como también la degeneracién de espermatogonias y
células de Sertoli localizadas en el epitelio germinal.En diversos estudios
en mamiferos se encontré que la hormona FSH provoca un aumento de
diversas enzimas implicadas en ia biosintesis de esteroides en el ovario
del raton.

Diversos estudios sugieren que los efectos de la FSH estan mediados por
las células de la granulosa.

ZELEZNIK en 1941 sugirié que la FSH puede provocar la maduracién de
las células de la granulosa, con objeto de que los foliculos puedan
responder alaLH endégena que se segrega durante el ciclo estral.

Se observa cambios estructurales, en los ovarios de raton privados de
FSH como la disminucién y forma irregular de la zona pelucida que
separa la célula granulosa del évulo,

Alinyectarse intrafolicularmente dosis pequefias de FSH ovina se
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luteinizan los foliculos de Graaf de conejo. A los 5 minutos de la
administracién de FSH la produccién ovarica de estradiol aumenta

aproximadamente el 30% y la de progesterona un 1000%.
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.- ANTECEDENTES

El conocimiento que se tiene hasta hoy de como las hormonas son
mediadoras de la proliferacidn ovogonial, y de la regulacion de la profase
meidtica en aves es muy escaso; debido a que estos eventos se llevan a
cabo durante el desarrollo embrionario.

Para evaluar el efecto de las hormonas gonadotrdpicas se usan los
métodos de Hipofisectomia, y la administracién de hormonas durante el
desarrollo embrionario.

Los primeros trabajos fueron realizados por FUGO, (1940) y VOGEL,
(1957) quiénes demostraron que la hipofisectomia no afecté la
diferenciacion y desarrollo de las células germinales.

En mamiferos se han realizado varios trabajos en cultivo de gonadas.
STEINBERGER y col., (1964) y STEINBERGER y STRINBERGER,
(1966) cultivaron fragmentos de testiculo de rata recién nacidas y
observaron que las células germinales de estos explantes se dividian

mitéticamente y entraban a la profase meiética. Cuando cultivaron las
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células aisladas no se dividieron mitéticamente, ni entraron a la profase.
Esto sugiere que su diferenciacion depende de la influencia de las
células somaticas de los drganos reproductores.

Posteriormente, ERICKSON en 1974 realizd cultivos similares a los
anteriores, pero en gonadas de embriones de pollo de 4 - 12 dias de
incubacion. En estos estudios se demostrd que el desarrolio en corteza
era normal ohservandose ovogonias en division mitdtica y ovocitos en
diferentes etapas de profase meidtica, El autor concluyd que la
diferenciacion de las células germinales estaba regulada por las células
somaticas de la corteza y su expresion después de los 6 dias de
incubacion no dependia de la hipdfisis 0 de los estrégenos medulares.
Mas tarde, JORDANOV en 1979 al realizar cultivos en serie de
fragmentos de ovario de 3 - 4 dias a la edad de 12 - 13 dias “in ovo",
demostrd que existia una buena proliferacion de ovogonias en la parte
cortical, ya que estan frecuentemente entrando en mitosis. En un cultivo
mas avanzado de un ovario de 17 - 18 dias, el numero de ovogonias era
mayor en la parte cortical y se convertian en ovocitos, entrando
asincronicamente en las diferentes fases de la meiosis. JORDANQV
también propuso que los factores que controlan la profase meidtica estan

dentro de! ovario.
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Estudios realizados por SKALKO y col.{(1972) en cortes de tejido ovarico
de pollos recién nacidos, encontraron puentes intracelulares entre los
ovocitos. Estos puentes se originan al estar incompleta la citocinesis, en
la actividad mitdtica ovogonial, éstos pueden ser los responsables de la
division mitética de las ovogonias y la sincronizacién de los eventos
meidticos de 10s ovocitos. Recientes investigaciones han sugerido que
los puentes intecelulares pueden servir para restringir el nimero de
células germinales maduras. Faltan realizar varios experimentos para
demostrar la funcidn precisa de los puentes intercelulares.

La adicion “in vitro" de hormonas gonadotrépicas combinadas (FSH
pura, LH y prolactina) a ovarios de cordero y de hamster no modifica el
desarrollo de las ovogonias. Sin embargo, en el Loris adulto al tratarse
con estrogenos varia el numero total y la proporcidon de ovogonias,
comparados con ovocitos, aumentando el numero total de células
germinales COLE y CUPPS, (1977).

BYSKOV en 1974 demostré que el factor medular (sistema rete ovari)

influye en la corteza para iniciar la diferenciacion de las células
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germinales y células de la granulosa. En 1975 BYSKOV sefial6 la
importancia del rete ovari para iniciar la meiosis y formacion de foliculos
en gonadas de ratén, gato. hurén y visén.

Estudios posteriores de BYSKOV, (1978) confirmaron que la presencia
del sistema rete era necesario para el comienzo de la meiosis e influye
también en la sintesis de esteroides gonadales. En 1993 BYSKOV
propuso que algunas substancias inducen la iniciacién de la meiosis.
JONES E. (1978) menciona que las gonadotropinas y quizas los
esteroides gonadales incrementan la divisién y el nimero de ovogonias
en algunos peces adultos, anfibios y reptiles,

CSABA y col. en 1980 realizaron experimentos con embriones de pollo de
15 dias de desarrollo embrionario, administrandoles LH + FSH.
Encontraron un mayor niimero de ovocitos tanto en division mitética como
en profase meidtica en los animales tratados en comparacion con los
controles. Mencionan que los receptores a LH aumentaron por la

influencia de FSH.
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iil.- HIPOTESIS DE TRABAJO .

Varios trabajos han demostrado que las gonadotropinas incrementan el
ndmero de ovogonias en aigunos peces adultos, anfibios y reptiles, pero
no ha sido demostrado en larvas de lamprea y en embriones de aves,
Suponemos que es posible que las gonadotropinas regulen la

proliferacién ovogonial y la ovogenesis en aves.
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IV.- OBJETIVOS DEL TRABAJO

}. Determinar si la Hormona Foliculo Estimulante afecta la division
ovogonial y/o la profase meiética en ovocitos de polio.

Il.- Observar los cambios a nivel poblacional y estructural de las células
germinales (ovogonias y ovocitos) en el ovario del pollo recién nacido
tratado con la Hormona Foliculo Estimulante (FSH), en etapa
embrionaria.

IIl.- Cuantificar el porcentaje de células de las distintas subpoblaciones
de células germinales (ovogonias y ovocitos) en sus distintas fases de la
profase meidtica de ovarios de pollos recién nacidos tratados

prenatalmente con FSH.
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V.- MATERIALES Y METODOS

Se incubaron huevos fértiles de la raza White leghorn, los cuales se
pusieron en una incubadora a 37 grados centigrados y con humedad
constante. A los 12 dias de incubacion se realizé la ovoscopia. A cada
embrion se le realizd una pequefia abertura en el cascaron con una
segueta, a nivel de la parte proximal de la camara de aire procurando no
romper la membrana corioalantoidea. Se colocd suero fisioldgico sobre la
membrana externa (NaCl 0.9 %) para separar |la membrana externa y la
corioalantoidea. Con unas pinzas de punta roma se elimind la membrana
externa de la abertura, sellandose con cinta adhesiva transparente
ambos orificios.

Se procedié a dividir en tres grupos a los embriones Grupo | control,
Grupo Il (1pg de FSH) y Grupo Il (40 ug de FSH). Se afadieron 3 dosis,
alos 13, 15y 17 dias de incubacion sobre la membrana corioalantoidea.

A los embriones control se les suministrd solucion de Dulbeco.
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A las 24 hrs. después de la eclosion se sacrificaron los poliitos por
decapitacion, se disecaron los ovarios izquierdos colocandolos en una
solucién libre de calcio y de magnesio, posteriormente se colocé cada
ovario en un matraz con solucion de tripsina al 0.25%. Se procedio a
colocar el tejido en un bafio a 37 grados centigrados con agitacién por 30
min. Enseguida se terminaron de disgregar los fragmentos de tejido con
una pipeta Pasteur siliconizada. Se les agregd inhibidor de tripsina
(0.5%). Se procedid a filtrar la suspension a través de una gasa. Se
centrifugaron las muestras a 1200 rpm. durante 5 min., eliminandose el
sobrenadante, al botdn celular se le agregé citrato de sodio al 1% (2.5ml)
(sol. hipotonica), y se agitd. Se colocaron en un bafio a 37 °.C con
agitacién durante 40 min. Por segunda vez se centrifugaron a 1200 rpm.
durante 5 min. Posteriormente se elimind el sobrenadante y al boton se le
afiadié 5 ml de fijador (metanol - 4cido acético 3:1), se resuspendio y se
dej6 reposar una hora en frio.

Posteriormente se centrifugd dos veces a 1200 rpm. por 5 min. cada una
se decantd el sobrenadante y se agregaron de 15 - 20 gotas de fijador,
resuspendiendo el material con una pipeta Pasteur siliconizada. Para la

evaluacién delas fases meidticas se prepararon las laminillas por la
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técnica de goteo, dejandose secar la muestra sobre los portaobjetos.
Posteriormente las preparaciones se tifieron con Giemsa. Realizdndose
por observacion a microscopia de luz el conteo tanto de ovogonias como
de ovocitos en las diferentes fases de la profase meiotica en las distintas
laminillas ( fig.4).

Se realizo un analisis de varianza considerando un nivel de significancia
del 5% y un intervalo de confianza del 95% con comparaciones multiples

de Kruskal - Wallis.
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Ovario

Tripsina (0.25%) + bario
con agitacion 37 °C
Disgregar +
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v Centrifugar
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Eliminar sobrenadante
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Resuspender laminillas)

Tincion (de laminillas)

: Observacion

Fig.4 Descripcion de féé"ﬁ%?os para la realizacion de preparaciones de

las células germinales en Squash
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VI.- RESULTADOS

Al observar las preparaciones de Squash de la células germinales del
ovario izquierdo de pollos recién nacidos controles y tratados con la
hormona foliculo estimulante (FSH), encontramos tanto ovogonias, como
ovocitos en las distintas fases de la profase de la primera division
meidtica, distinguiéndolas entre si por sus caracteristicas morfoldgicas.
Las ovogonias en interfase contienen gran cantidad de cromatina en
grumos dispersos dentro del nlcleo siendo estas células de gran tamario.
(fig. 6 A).

En las ovogonias en metafase se aprecian claramente los cromosomas
observando estas células un poco mas grandes en comparacion con las
de Interfase. (Fig.6 B).

Los ovocitos en fase de Preleptéténo de la primera division meidtica son
células mas pequefias en comparacion con las ovogonias. La masa
central de la cromatina se dispersa en todo el nucleo, observandose

grumos mas grandes que los de las ovogonias en interfase. También
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encontramos el principio - de la formacidn de hilos de cromosomas.
(Fig.6 C).

Ovocitos en fase de Leptoteno.- Los fitamentos de cromatina se ven como
una verdadera maraia. Los nucleos son de mayor tamafio en
comparacion con los ovocitos en Preleptoteno. (Fig. 6 D).

Ovocitos en Zigéteno.- Se observa cromosomas en hilos tanto largos
como cortos enrollados entre si. (Fig.6 A).

Ovocitos en fase de Paquiteno.- Se caracteriza por presentar los
cromosomas mas condensados y gruesos. (Fig. 6 E).

Ovocitos en fase de Dipldteno.- Presentan cromosomas menos gruesos
que los de la fase de paquiteno, en los cuales se observan los quiasmas.
(Fig. 6 F).

Al realizar el conteo de las células germinales de! ovario izquierdo de
pollos recién nacidos observamos que el ovario de tos animales control
presentan un mayor porcentaje de ovocitos (72%), y un menor porcentaje
de ovogonias (28%).

Esta relacion se invierte en los ovarios de los animales tratados con FSH
que presentan de un 94 - 96% de ovogonias con un minimo porcentaje de
ovocitos (3.8 - 5.3 %). (Tabla ). (Grafica A). E| analisis estadistico

aplicado muestra que si hay diferencia significativa entre controlesy



tratados, pero entre los grupos tratados existe una menor diferencia,
aunque también es significativa. (Tabla ).

En la grafica B., se muestran las variaciones en el porcentaje de ovocitos
de cada fase de la profase meidtica. Observamos que el mayor
porcentaje de ovocitos se encuentran en preleptoteno y van
disminuyendo segun avanzan las fases de la profase meidtica, tanto en
controles y tratados, aunque en los controles se acumulan mas células en

dipléteno que en los tratados (Grafica B).
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FPig.~ 6 Microfotograffas de las preparaciones de Squash
de las células germinales del ovario izquierdo-

de pollos recién nacidos: Observamos:

A - Ovogonias en Interfase (0), ovocitos en la fase de-
%2igdteno (%) de la profase de la primera divisién -
meidtica.

B - Ovogonia en Metafase de la Mitosis,

C - Ovocito en la fase de Preleptéteno de la profase de
la primera divisién meidtica,

D - Ovocito en la fase de Leptéteno de la profase de la
primera divisién meibtica.

E - Ovocitos en la fase de Paqufteno {(P) de la profase-
de la primera divisién meibtica.

F - Qvocito en la fase de Dipléteno de la profase de 1la
primera divisién meibtica.



TABLAI

OVOGONIAS OVOCITOS

TRATAMIENTO |OVOGONIAS [OVOCITOS [INTERFASE |METAFASE |PRELEPTOTENO|LEPTOTEN [ZIGOTEN |PAQUITENO|DIPLOTENO
o o

CONTROL
(GRUPO ) n=6 2810.93 724057 | 2674065 | 1.340.11 52.111.38 962035 | 171016 | 192016 | 6.70.16
1ug (FSH)
(GRUPO Il)n=6 | 96.110.17 | 3.840.3 | 96.06:0.17 |0.0230.0016 2.740.11 0.630.16 | 0.24+0.02 | 0.12+0.008 |0.07+0.0028
40pg (FSH)
(GRUPO M) n=6| 947:045 | 53011 | 947:017 003200015 2.940.11 141011 | 074044 | 0110012 | 024022

VALORES EXPRESADOS COMO LA MEDIA+ ERROR ESTANDAR.

GRUPOS |OVOGONIAS| OVOCITOS | INTERFASE | METAFASE |PRELEPTOTENO | LEPTOTENO | ZIGOTENO [PAQUITENO|DIPLOTENO
R -~ - - - TS -
It -
- -

- -

- e - - = e - -

- N.S. N.S. N.S. -~ N.S. N.S. -

SIGNIFICANCIA ESTADISTICA AL NIVEL 5%
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA= **
N.S.= NO SIGNIFICATIVA

TABLA I.- VARIACIONES EN EL PORCENTAJE DE CELULAS GERMINALES EN EL OVARIO DE POLLOS RECIEN NACIDOS TRATADOS
CON FSH EN ETAPA EMBRIONARIA



PORCENTAJE TOTAL DE LA POBLACION DE
CELULAS GERMINALES(OVOGONIAS Y OVOCITOS)

OVOG.ONIAS OVOCITOS

} B Control [A1pugFSH) L 40ug(FSH)

Grafica. A.—- Porcentaje del total de la poblaci6n de
células germinales (ovogonias y ovocitos)
del ovario de pollo recién nacidos, trata -
dos en etapa embrionaria con FSH.




FASES DE LA MEIOSIS

ol S
PRELEP  LEP ZIGO  PAQUI  DIPLO

B coNTrROL [/l1ugFsH) [140ugEsH)

Gréfica.- B
Variaciones en el porcentaje de cada fase de 1la
profase meibtica de ovocitos de ovarios de po -
llos recién nacidos, tratados en etapa embriona
ria con FSH. -



Vil,. DISCUSION

Debido a los escasos trabajos que existe sobre el efecto de las hormonas
o factores que controlan la ovogénesis en los embriones de pollo en el
presente trabajo se utilizaron ovarios de pollos en etapa embrionaria,
tratados con la hormona foliculo estimulante (FSH).

La FSH se administr6 los dias 13, 15 y 17 del desarrollo embrionario, ya
que en el dia 13 se forma el eje HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA y en
el dia 15 los receptores gonadales son sensibles a las gonadotropinas
CSABA Y DOBOSY, (1980) y WOODS, (1987).

Nuestros datos no coinciden con los reportados por HUGHES en 1963;
quien establece que el ovario de pollo recien nacido presenta un 100%
de ovocitos en sus distintas fases de la profase meotica y un cero
porciento de ovogonias. En nuestros resultados encontramos un 28% de
ovogonias. Esta diferencia puede deberse a que fueron distintas las

técnicas para el conteo de las células germinales. Ya que HUGHES
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realizé cortes de tejido mientras que nosotros utilizamos Ia técnica de
disgregacion celular. Otro factor puede ser que utilizé embriones (F1
generacién White Leghorn x Rhode Islan Rojo) y nosotros utilizamos
embriones de la raza (White-leghorn).

Diferimos en lo reportado por CSABA Y DOBOSY en 1980, ya que sus
resultados muestran un aumento de un factor 1.8 de ovocitos en los
animales tratados con la combinacion de LH + FSH (50% + 50%) en
comparacion a los nuestros en que obtuvimos una disminucién de
ovocitos en un factor de 18 con el tratamiento con FSH.

Este desacuerdo puede deberse a que utilizamos sélo una hormona
gonadotropica, la foliculo estimulante (FSH) y en diferente etapa del
desarrollo.

Hay evidencias de que las gonadotropinas y los esteroides gonadales
incrementan la division y el niUmero de ovogonias en algunos peces
adultos, anfibios y reptiles JONES, (1978).

BYSKOV, 1974, 1975, 1978, y 1993 propone que el inicio de la meiosis
en mamiferos es dependiente del rete ovarii, Ha observado que si el rete
esta presente dentro como fuera del ovario la mayor parte de las células

germinales entran en profase meidtica.
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Hay evidencias que indican que la entrada a la meiosis se puede deber a
la accion de sustancias difundibles que inducen la meiosis (MIS), las
cuales son secretadas por células que derivan de los mesonefros. La
razén por la cual la meiosis no se inicia en las células germinales
rodeadas en cordones hasta la pubertad es explicada por la accién de
sustancias que preveen la meiosis (MPS) presentes dentro de los
cordones. La teoria es que el MIS y MPS se opone uno con otro y que el
avance de la meiosis es dependiente de las concentraciones de las dos
sustancias.

Se ha demostrado que el MIS y MPS son sintetizados por testiculos de
diferentes mamiferos.

La época en que se realiza la meiosis en las hembras es dependiente de
las especies. En ovarios de muchas especies la meiosis se inicia
inmediatamente después de la diferenciacion sexual, se le ha dado el
termino de "meiosis inmediata”.

En otras especies el inicio de la meiosis es independiente de la
diferenciacion sexual y se llama "meiosis retardada" BYSKQV, (1993).
Especies con meiosis inmediata, como el ratén y el humano tienen
ovarios compactos con sus células germinales uniformemente

distribuidas en todo el 6rgano o en la corteza.
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En especies con "meiosis retardada" como la vaca y el conejo las células
germinales estan encerradas en cordones bien definidos y sintetizan
considerables cantidades de estradiol antes de iniciar la meiosis,
mientras que en la "meiosis inmediata" se detecta poco o nada de
estradiol antes de iniciar la meiosis. En todas las especies el inicio de la
meiosis esta también correlacionada con niveles bajos de estradiol dentro
del ovario BYSKOV, (1993)

En diferentes especies se ha demostrado que los ovarios y su sistema
mesaonéfrico secreta MIS al mismo tiempe que cuando Se inicia la meiosis
AUSTIN y SHORT, (1982).

TENG y colaboradores demostraron que las gonadas en embrién de pollo
en condiciones de cultivo de érganos con LH Y FSH incrementan la
produccidn de estradiol y testosterona TENG Y TENG, (1977), TENG y
col., (1982).

Con base a los datos anteriores podemos suponer que estamos
incrementando los niveles de estradiol y testosterona en los animales
tratados con FSH.

Posiblemente los niveles altos de estradiol actien como un factor
mitégenico en las ovogonias y detengan el inicio de la meiosis. Para

corroborar  ésto sera necesario, en futuras investigaciones, medir
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los niveles de estrogenos y de otros reguladores no esteroidales en ios

animaies tratados con FSH.
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Viil.- CONCLUSIONES

Concluimos que la Hormona Foliculo Estimulante propicia un
microambiente adecuado para la proliferacién ovogonial y retraso del
inicio de la profase meidtica. Por lo que el incremento poblacional
observado de las células germinales se debe principalmente al aumento

en las ovogonias.
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IX.- APENDICE

(Soluciones utilizadas)

++ ++
SOLUCIONLIBREDECa y Mg

8.0 grs. de NaCl.

0.2 grs. de KH2 PO4.

0.2 grs. de KCl.

1.15 grs. de Na2HPO4.

0.02 grs. de EDTA.

2 gotas de rojo fenol (se ajusto el pH a 7.2-7.4).

(todos los reactivos se aforaron a 1000ml. con agua destilada)

SOLUCION HIPOTONICA

1 gr. de citrato de sodio

aforar a 1000 ml. con agua destilada
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COLORANTE DE GIEMSA

1 gr. de Giemsa

66 ml. de glicerina

66 mi. de metanol

( A la glicerina se le agregd la giemsa y ésta se agita en caliente a 60
grados centigrados durante media hora, dejar enfriar y agregar el

metanol, agitar durante dos horas en frio y filtrar).

FIJADOR
60 ml. de Alcohol etilico absoluto.

20 ml. de Acido acstico glacial.

(Al Aicohol se le agrega el acido acético).
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