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[RESUMEN I’

onsiderando que el estimulo de las hormonas gonadotréopicas

sobre el ovario induce la sintesis de hormonas esteroides, ias
cuales a su vez producen cambios morfolégicos en otros érganos,
tales como el OVIDUCTO, el presente trabgjo tuvo como objetivo
determinar los cambios histomorfomeétricos de la regién del mag-
num, en oviductos de polios recién nacidos, al ser tratados /n ovo
qurante los dias 13, 18 y 17 del/ desarrollo embrionario con Ia

Hormona Foliculo Estimulante (FSH).

Se utilizaron huevos férlies de la raza White Leghorn, mismos
qQue se incubaron a 37°C en atmdsfera de humedad y fueron
tratados con FSH en concentraciones de Iug y 40ug
respectivamente; las dosis fueron aplicadas los dias 13,15 y 17 del
desanollo embrionario. A las 24 horas de la eclosidén, los poliitos
se sacfrificaron y se disecaron los oviductos izquierdos, los cuales se
procesaron por la técnica de inclusiéon en parafina, para su
observacion al microscopio de iuz, obteniéndose cores seriados
de! magnum para su estudio histomorfometrico.

Los resultados indican que los oviductos de los animales tratados
con FSH, presentan un incremento en el dgrea total de su seccién
transversal, debido principdimente al aumento en las areas de la
luz epitelial y estromdtica. También se observa que el tratamiento
con FSH induce la formacién de primordios de gldndulas tubulares
y ciliogénesis del epitelio del oviducto, asi como un mayor numero
de células epiteliaies por unidad de dreqa, a diferencia del estroma
de la mucosa del magnum, en relacién con los controles.

Con base en estos resultados, podemos concliuir que la FSH
provoca cambios bioquimicos en el ovario, cuyas hormonas
producidas son esenciales para inducir ia citodiferenciacion de la

mucosa del magnum.




- [[InTRoDUCCION

- DESARROLLO EMBRIONARIO
® DEL OVIDUCTO DE POLLO

Se han desarrollado multiples estudios
que permiten conocer el desarrollo de Ias
génadas en los vertebrados: sin embargo. es
igualmente relevante realizar estudios de las
estructuras anexas a éstas, ya que juegan un
papel rascendental en lo que respecta a ia
culminaciéon del proceso de reproduccién.

El oviducto es una estiuctura anexa al
ovario. Los trabagjos realizados en los Uitimos
afos se han enfocado a su desarrolio
embrionario, haciendo especial énfasis en su
ofigen y la accién hormonal que propicia su

diferenciacion.

embrionario,
oviducto

Durante el desarrolio
(Romanoff 1960, Getty 1982), el
aparece al cuaro dia de incubacién, como
un surco en una franja longitudinal de epitelio

peritoneal engrosado, conocido como cresta
tubal, qQue se asienta dorsamente sobre el
mesonefros y su conducto. Al quinto dia dei
desarrollo embrionario, los labios del surco se
unen formando un tubo corfo con un ostium
celdmico ablerto craneaimente, y un extremo
ciego caudalimente. Esta terminacién crece
caudaimente, en forma lateral al conducto
mesonéfrico y adquiere su luz a medida que
avanza, qalcanzando la cloaca entre el
séptimo y el onceavo dia. Arededor de los
quince dias se pueden distinguir el infundibulo,
el magnum y el dtero. Finaimente, la aperura
de la cloaca se produce después de la
eclosidon (Getty, 1982). Después de doce
semanas de desarrollo posteclosion, el
oviducto se alarga rapidamente, alcanzando
unos 25 cm. de longitud, tal crecimiento se
observa en el infundibulo, magnum e istmo.

En los embriones machos, ios conductos
mesonéfricos originan Ios conductos deferente




y aferente, mientras que el conducto de
Muller interrumpe su crecimiento hacia el

onceavo dia, desapareciendo por compieto
hacia el dia 20.

En las hembras, sélo la génada izquierda
prosigue su desarollo para formar un ovaro
funcional, los conductos mesonéfricos de-
generan y el conducto paramesonéfrico o
de Mluller prosigue su desarrolio dando origen
al unico oviducto. De manera simultédnea la
goénada derecha involuciona persistiendo sdélo
un pequeno rudimento. El conducto de Mduller
plerde su luz y se reduce, quedando en la
cloaca residuos de esta estructura. La
regresion del conducto Mdullleriano derecho
dia nueve de Ila Iincubacién

1974).

ocure el
(vamamoto, et al,

uUna de las diferencias evidentes entre la

hembra vy el macho durante el desarnolio en

los embriones de aves, es el grado de

asimetria morfolégica de las génadas. En el
pollo, ésta asimetria es perceptible a partir
del séptimo dia de desanoilo (Gasc. 1978).
Sin embargo, las observaciones anatémicas
e histoldgicas No son suficientes para hacer
una comparacién precisa entre génadas
izquierda y derecha. Para abordar este
aspecto se han redlizado diversos trabajos.
como el reportado por Mittwoch (1971), quien
demostrd que a los cinco dias de incubacién
de los embriones, el volumen de la génada
izquierda era mayor que el de la derechaq,
en ambos sexos.

La cantidad de proteinas en las génadas

de embriones de pollo, se incrementan

progresivamente entre los dias sels y once de
incubacion (Gasc,1978). Uno de los procesos
qQue ha sido de gran polémica, con relacién
al desarrollo embrionario del oviducto, es lo
referente al desarnollo de ios conductos
Mullerianos en ambos sexos. Se ha repontado




ambos sexos. Se ha reportado Qque su
desarrollo estd controlado por hormonas
provenientes de las génadas (Mc Carrey y
Abbott, 1982). En las hembras, la diferen-
ciaciédn del conducto Milleriano izquierdo,
estd modulado por estrégenos sintetizados
en el ovario embrionario (Woiff y Wolff, 1951;
Hamilton, 1961). La regresibn del conducto
de Mdller derecho también es ovario-depen-
diente (Salzgeber 1950: WOoIff y Wolff 1951).

regresién de los

los machos es

Por ofra parte, Ila

conductos Mdullerianos en
inducida por una hormona protéica anti-
las células de

1977).

mulleriana producida por
Sertoli en los testiculos (Jones,

Recientermente, se ha comprobado que
ambas génadas de pcllos, tanto hembras
producen sustancias anti-

como machos,
la embriogénesis y

mullerianas durante
también en las aves maduras. Por otra parte

se ha observado que los estrégenos exo-
genos preservan los conductos Mullerianos en
los pollos machos y embriones de cordoniz
(Mac Laughiin et al. 1983).

2.- ANATOMIA DEL OVIDUCTO

El oviducto es un conducto muscular
muy circunvolucionado a traveés del cual se
realiza el transporte del Sdvulo. Y durante este
trayecto se va cubriendo por las membranas
que posteriormente forman la cdscara. En ias
hembras adultas en etapa reproductiva mide
aproximadamente 80 cm. de largo (Bradley,
1960). En Ias hembras sexualmente inactivas
es un tubo iInconspicuo de 14 a 19 cm. de
largo. Este conducto se extiende del ovario
hasta la cloaca (Sturkie, 1967).

El oviducto estd suspendido dorsalmente
en ia pared abdominal por un ligamento, el
cual continda alrededor del conducto para
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formar el ligamento ventral, cada uno
contiene fibras musculares qQue son mMmas
abundantes en el borde libre del ligamento
ventral, en donde éstas forman un cordén
muscular inserfado posterormente a la va-
gina. Intemamente, lka coberura peritoneal de
la pared del conducto consta de musculos,

iGmina propia y eplitelio (Atklen, 1971).

Los vasos sanguineos y los nervios que
abastecen al oviducto pasan a través de los
ligamentos, dividiéndose para abostecer a
varios segmentos del érgano (Hodges, 1974).

APORTE SANGUINEO.- La sangre llega al
Utero por tres arterias, todas elias suigen en el
lado izquierdo del cuerpo. La arteria hipo-
gastica, que es una raoma de ia arteria cidtica
zqulerda, lleva sangre a ka porcidn anterior de
tero (Hodges. 1974). Esta arteria se bifurca en
kas anterias uterinas superior vy lateral. La arteria
uterina anterior se divide en arterias uterina

lateral e inferior y se localizan sobre ambas
superficies del dtero (Sturkie, 1967).

INERVACION.- Esta se lleva a cabo por
fibras provenientes de ambas ramas del
sistema auténomo simpdtico y parasimpdatico.
La inervacion simpdtica se deriva de varios
plexos: renal, adrtico, cidtico y mesentérico
posterior y pélvico, con pequeria contribucién
desde el ovario (Hodges, 1974).

La inervacion parasimpdtica consta de
pequenos ganglios localzados hacia el final
del dgtero y alrededor de la unidn entre el
Utero y la vagina (Hodges., 1974).

El oviducto se divide en cinco regiones:
Infundibulo, Magnum, Istmo. Vagina y Utero.
Histoldgicamente, cada una de estas
regiones posee la misrma estructura bdsica, la
diferencia entre ellas estd dada por el grado
de desarmolio de sus estratos (Crawford, 1990).




Iniciatimente, 1a division de las regiones
del oviducto se hizo con base en un
criterio macroscopico. Finaimente, se
determinaron por cambios en la estructura

de las gldndulas tubulares (Richardson,
1935).

A continuaciédn se presenta el esquema,
que muestra ia morfologia bdasica del oviducto:

a)
Fwnnm\

INF uNoanLo\

MAGNUM \

Istmo

REGION ROJA
oe. Utero

Urero —_—
VAGINGA ———————

CioacA ——m %

GLANDULAS
TuBULARES

b)

Eritetio Citiapo v
GLANDULAR

LAMINA ProrriA

Cara DE Muscuto
> —— CirRcuLar

tonGiTuDIvaL

:Psrmonea

a) Diagrama del oviducto de polio domeéstico.
La morfologia puede varar de regdn en egion.

b) Esquema de un corte transversal de su
histologia bdsica Parte B de Gilbert, 1979)




HISTOLOGIA.- La pared del oviducto esta
formada por los siguientes elementos:

« Capa extemna peritoneal o serosa.

e Dobie capa de musculo liso

* Tejido conjuntivo, con vasos sanguineos y
nevios.

e La mucosa, que freviste
todo el conducto. Esta capa consta de
glandulas unicelulares y células ciliadas.
El radio de estas céluilas es variable,
dependiendo de la regién del oviducto
en donde se localicen (Crawford, 1990).

internamente

Las glkandulas tubuloares se encuentran a
lo largo de todo e! conducto, con excepcion
del infundibulo anterior (sitio de la fertilizacion)
vy la vagina caudal (Hodges, 1974).

En el animal joven, esta mucosa carece
de surcos y pliegues, sin embargo a medida

que se aproxima la madurez sexual y el

oviducto empieza a ser estimulado por estrd-
genos y progesterona, la mucosa presenta
infincados surcos y pllegues {(Nallbbandov, 1969).

REGIONES DEL OVIDUCTO.- El Infundibulo
se considera ia primera porcién del oviducto.
En la gallina madura presenta una longitud
aproximada de ? cm. esta regién recibe ai
Svulo v en ella tiene lugar Ia fertilizacion, asi
como la formacién de la chalaza, que es un
cordén enrollado, el cual se extiende desde
Ia yema hasta uno de los polos del huevo.
El évulo permanece en este sitio de 15 a 30

minutos aproximadamente (Crawford, 1990).

El Magnum, constituye la segunda porcion
del conducto, siendo ésta zona de mayor

longitud, estmada en 42 cm. (Surface, 1912)
o 33.6 cm. (Romanoff y Romanoff, 1949).

Existe una marcada diferencia entre
el oviducto de gallinas inmaduras inactivas




y gallinas maduras activas, ya que el
primero aumenta 6 veces su grosor en
plena actividad con respecto al otro. El

magnum constituye el 50% del largo total

del oviducto (De Alba, 1985), su diametro

es considerablemente mayor con respecto
al infundibulo (Hodges, 1974). ya que se
incrementa el grosor de su pared, por el

aumento de las capas musculares vy la
pliegues mucosales lon-
incrementan en numero,

mucosa. Los

gitudinales se
altura y grosor, debido al infenso desarroilo

de las glanduias tubulares (Richardson,

19385).

El epitelio de Ia luz del oviducto esta
formado por células columnares ciliadas y
glandulas unicelulares. Estas glanduias,
conocidas como ceélulas globosas son
productoras de mucina, y son muy abun-

dantes en esta regién. Durante el paso del

huevo, el 75% de estas células liberan su

material v o sintetizan a las siguientes 4 o 5
horas, para facilitar el paso sucesivo de Ios

huevos (Guzsal, 1968).

La mucosa del oviducto presenta

pllegues longitudinales, entre los cuales se
encuentran las gidndulas multicelulares que

pueden ser de dos tipos: surcos glandulares

y gldndulas tubulares. En ésta regién se

agrega hasta un tercio del peso total del

huevo. ya que se integra el albumen

constituido por agua en un 88% y el resto
por sélicdos (De Alba, 1985).

Durante la fomacioéon del huevo se

distinguen claramente tres fases que pueden
las caracteristicas de las

identificarse por
las gldndulas

células que recubren a
tubulares.

La primera fase inicia antes de que
la yema entre en Ila regidén del magnum. La




segunda fase conocida como fase de
regeneracion, ocurre después de que Ia
vyema ha salido del magnum, vy en la tercera
fase Ilas glandulas se regeneran y no
presentan secrecién durante algunas horas
(Surtace. 1912; Richardson, 1935).

Los movimientos peristalticos del mag-
num, permiten que el évulo llegue a la
siguiente regién: el Istmo. En la galiina
ponedora esta regién es de 10 cm. de
longitud. El epitelio constituido por gldndulas
tubulares, No se observa tan plegado como
en el magnum, debido a que la actividad
secretora es menor. En esta zona la yema se
recubre de las membranas blandas de la

cdscara (Hodges, 1974).

El Utero es la regién bursiforme del
oviducto que mide aproximadamente de 10
a 12 cm. Sus paredes son gruesas y
musculosas, conteniendo gldandulas tubulares

y unicelulares (Hodges, 1974). En ésta zona
se forma la cdscara y se adicionan tanto el
agua como las sales al albumen, asi como
el pigmento de la misma.

ta Vaoginag constituye la regidn final, con
una longitud de 12 cm., y es la porcién que
conduce el huevo, del Utero a la cloaca. No
participa en ia formacion de éste, pero tiene un
papel importante en su expulsion, ya que es ka
regién donde el huevo deja al dtero y ademds
se encuentra el esfinter que lleva a cabo
dicho proceso (Sturkie, 1967; Hodges., 1974).

3.- CONTROL HORMONAL DE LA
REPRODUCCION EN AVES

3.1.- EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS.
Los eventos que se desarrollan en el aparato
urogenital de las aves, estdn regulados por
la hipdfisis, la que a su vez estd regida por
el hipotdlamo.
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El hipotaiamo, la hipdfisis y las génadas
constituyen al eje hipotdiamo-hipdfisis-gonadas;
sin embargo ias génadas son auténomas en
cuanto a su crecimiento y diferenciacion
durante etapas tempranas del desarrollo
embrionario, integrdndose posteriormente al

eje, (Willer, 1955; Woods, 1987).

Se ha demostrado que la formacion del
eje hipotalamo-hipdfisis-génadas se lleva a
cabo durante los dias 13.5 en los machos y
en el dia 14 del desarollo embrionario en las
hembras (Vogel, 1956; Sturkie, 1967. Woods,
1981 y 1987).

El hipotdikamo es una porcién del cerebro
que forma el piso del tercer ventriculo, vy se
ubica entre el quiasma oéptico vy el borde
superior de la protuberancia anular y por
la hipdtisis (Quiroz, 1974), se
especialza en coordinar el Sistema Endocrino,
ya Que recibe e integra mensajes desde el

encima de

Sisterma Nervioso Central. En respuesta a estos
mensajes el hipotdlamo produce hormmonas
reguiadoras, que son enviadas a traves del
torrente sanguineo a la glandula hipdfisis.
A ésta asociacidén se le conoce con el
nombre de sistema encéfaio-hipofisiario
(Lehninger, 1984).

La hipdfisis esta situada en la base del
diencéfalo, protegida por una depresién en
forma de silla de montar (silla turca). del
hueso esfenoides (Sturkie, 1967).

En los mamiferos la hipdfisis esta
constituida por tres porciones de diferente
origen; los iGbuios anterior o adenohipéfisis e
intfermedio son de origen endodérmico,
denvan de una evaginacion de ka parte dorsal
de la cavidad bucal (la bolsa de Rathke), y
el I6bulo posterior o neurohipdfisis de origen
ectodérmico, procede del infundibulo del

diencéfalo vy tiene por lo tanto origen nervioso
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(Nalbandov, 1969; Lehninger, 1984; Kolb,

1987).

En 1as aves, ka gikindula hipdfisis carece de
1ISbulo  intermedio; Unicamente consta de
adenchipdfisis y neurchipdfisis, que se encuentran
Separacas Pof uUNa capa de fejido conjuntivo
(Sturkde, 1967; Chester-Jones et al, 1987).

Se citaran las caracteristicas y funciones
de algunas de las hormmonas producidas en
la adenohipdfisis. La actividad fisioldégica de
este IGbulo se relaciona con el hipotdlamo, ya
que al excltarse éste elécticamente provoca
aumento en Ila secrecidn de diversas
homonas adenohipofisiarias. Dicha secrecion
esta regulada por su concentracién en la
sangre, misma que iriga las glandulas
efectoras perifércas (Kolb, 1987).

La hipdfisis tiene gran importancia en el
desarnollo de los &érganos sexuales y en la

consefvacién de la capacidad reproductora
del organismo. Esto se ha comprobado a
través de kos estudios reclizados por Nalbandov,
1969. Gibert, 1971 Bell y Freeman, 1971 y
Kolb, 1987, ya que cuando se hizo ia
extirpacion de ésta en animales jévenes, se
produjo una disminucién de la velocidad de
su crecimiento y del desanolio de los érganos
sexuales, los que permanecieron inmaduros. En
los animales adultos se observd Ia atrofia de
las génadas asi como la regresién de los

caracteres sexuales secundarios.

De Ilas hormonas que produce la

adenohipdfisis. relacionadas con el desarroilo
de las génadas. estdn las llamadas gona-

dotropinas las cudles son:

Hormona de la maduracion folicular (FSH)

Hormona Estimulante de Ilas células

intersticiales (LH)
Hormona Luteotrdpica (LTH).
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3.2.- MECANISMO DE ACCION DE LA FSH
(HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE)

La Hormona Foliculo Estimulante (FSH), es
una glicoproteina formada por dos
subunidades designadas como o y B. Estas
subunidades poseen muy poca actividad
biolégica cuando se encuentran separadas,
pero al combinarse se obtiene entre 50-80%
de la actividad bioldgica (Cole y Cupps.
1984). Se ha comprobado que bioldgica y
quimicamente la subunidad a s comun
para todas las hormonas gonadotrépicas vy
la subunidad B es especifica para cada una
de ellas (Gilbert, 1971; Cole y Cupps, 1984).

La subunidad g8, participa en la unidn de
ila FSH al tejido blanco, mientras que Ia
subunidad a es importante por unirse al
receptor que activa a la enzima adenilato-
ciclasa de ia membrana de la célula bianco
(Steiner y Cameron, 1989; Patton et al, 1989).

Estudios bioquimicos han demostrado
que la FSH de pollo estd formada por
aminodcidos y carbohidratos. Lla molécula
consta de 17 aminodcidos importantes para
su funcionamiento (lys, His, Arg, Asp, Thr, Ser,
Glu, Pro, Gly, Ala, Cys, Val, Met, lle, Leu, Tyr,
Phe), asi como dcido aspdrtico y dcido
glutdmico, con poco contenido de cisteina
y metionina (Sakai e Ishil, 1980). Los primeros
trabajos fueron realizados por Gooden y
Scanes en 1975. Estos resultados son similares
a los observados en ka FSH de mamiferos, sin
embargo, el contenido de cisteina en Ia FSH
de pavo consfituye la tercera parte de la
moikécula; mienfras que en los mamiferos el
contenido de este aminodcido representa la
cuarta parte del total moleculcr (Saikal e Ishil, 1980).

En cuanto al peso molecular estimado
por Sakai e Ishil en 1980 para la FSH fue de
37.000; mientras que Krishnan et al en 1992,
reportaron un valor de 38,000; estos valores son




confiables ya que se encuentran dentro del
intervalo obtenido para mamiferos con valores
de 31,000 y 47,900 obtenido por métodos
similares de aislomiento (Hashimuto et al, 1965
Braselton y Mcshan, 1970; Sakai e ishii, 1980).

Esta hormona, por si sola es considerada
como primer mensajero cuando se libera
desde ia hipdfisis y llega hasta el ovario, por
via sanguineq, y se une a los receptores que
se localizan en la supefficie de las células
blanco. Esta unibn genera un segundo
mensajero intracelular, el AMP ciclico (AMPc),
el cual lleva la sefal endocrina desde Ila
membrana hasta el citoplasma celular.
El AMPc se sintetiza a partir del ATP por Ia
accién de la adenilato ciclasa, la cual es
un complejo enzimdtico unido a la regién
citoplasmica de la membrana ceilular. Los
receptores de la supefficie celular unidos a
su ligando no activan directamente a la

adenilato ciclasa,mds bien requieren de una

tercera proteina de membrana que une GIP
(proteina G) en su supefficie citoplasmatica.
Para la generacién de este sistema receptor-
efector se requiere de fres proteinas de ka mem-
brana celular, tales profeinas son ka receptorq, Ia
proteina G v ka adenikato ciclasa, Como se
representa en el diagrédma 1 (pag 14)

En el ovarilo aduito las células blanco
para ia FSH son la células foliculares (Cole y

Cupps. 1984).

Tanto la FSH como Ila LH estan

presentes en la adenohipdfisis de embriones
de pollo desde el dia 18 de su desarrollo
1973). El estimulo de la FSH sobre

(Farner,
Ias goénadas provoca la produccion de
hormonas esteroides (derivadas del

colesterol) que a su vez se ha sintetizado
a partir del acetil-CoA. Tales hormonas son
andrégenos y, progesterona
1984).

estrégenos,
(Gilbert, 1971, Lehninger,




DIAGRAMA 1

Adenilato
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= La unidn del ligando, altera la conformacion del
receptor, exponiendo e! sitio de unidn para la
proteina G.

* La difusién en la bicapa., conduce a la
asociacién del complejo ligando-receptor con ia

proteina G.

* El desplazamiento del GDP por el GTP altera la
conformacién de la proteina G,haciendo que se
disocie del receptor activado, dejando al
descublerto un sitio de unién para Ia adeniiato

ciclasa.

* La difusidn en la bicapa conduce a la
asoclacidn de ia proteina G con la adenilato
ciclasa, activando asi a la ciclasa para que

produzca cAMP

* La hidrdlisis de la GTP devueive a la protelina G
su conformacion iniclal, haciendo que ka adenilato
ciclasa se disocie y se vuelva inactiva.

* la activacion de la ciclasa se repite hasta que
el ligando se separa del receptor y este recupera
su conformacién original. (Alberts, et al, 1983)

Modelo de “colisibn-acopiamiento”, para la activacion de la adenilato ciclasa. (Alberts,et al 1983).




ANTECEDENTES

e ha confimado que la funcidn nomal

del ovario de la gallina, depende de las
gonadotropinas hipofisiaras (FSH vy LH). Fraps en
1955, observé que la inyeccién de 1mg de
progesterona provocaba la ovulacién prema-
tura del 95% de 19 galinas, y con una dosis
similar de testosterona, ovularon el 41% de 32
gallinas, en tanto que 1mg de 17-f estradiol
carecidé de efecto sobre la ovulacion. En otro
trabajo realizado por Fraps y Dury en 1942,
se observd que la inyeccién de LH indujo la
ovulacién prematura. Posteriormente, Opel y
Nalbandov 1961, comunicaron que ia LH
provocd la ovulacién en gallinas hipofisec-
tomizadas. Tanaka y col. 1970, obtuvieron
inyectar LH ovinc,
provocando ia madurez folicular en gallinas
con bloqueo hipotaldmico mediante feno-
barbital sédico. (Cole y Cupps. 1984).

resultados similares al

Los efectos de las hommonas esteroides
en la reproduccién juegan un papel esencial,

principaimente por el control de la funcién
ovarica a través del eje hipotdlamo-hipdfisis-
ovario. El ovario sintetiza hormonas esteroides
a partir del colesterol, con ayuda de un
compilejo sistema enzimdtico.

La LH en las células tecales del ovario
de aves promueve la sintesis de andrégenos
que, a través del proceso de aromatizacion,
se transforman a estrégenos en la granulosaq,
todo esto bajo la accién de la FSH, la cual
actia sinergicamente con el estradiol, y
activa a las enzimas responsables de
la produccién de progesterona a parir de
la pregnenolona 1984;
Cabeza de Flores, 1990). Una vez qQque se
han producido las hormonas esteroides (pro-
gesterona, estrbgenos), por el ovario, estas
se van difundiendo hacia sus células blanco,
entre las que se encuentran las ceélulas del
magnum del oviducto, formando el com-

plejo hormona-receptor. Estos receptores son

(Cole y Cupps,

15
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proteinas citoplasmaticas (Zarate y Rull,
1981).

En el oviducto, el receptor citoplasmdtico
para el estrégeno es un dimero 25, que
consta de dos subunidades 4S; el cual se
aprecia desde el octavo dia de incubacién
(Zarate y Rull, 1981). En cuanto a los
receptores para progesterona Sherman en
1974, encontrd que son subunidades
formadas por proteinas. Tal estructura se
forma en presencia o ausencia de homonas
esteroides, y de forma experimental se
impidié® su formacién por un inhibidor
protedsico como el dlisopropifiuorurofosfato

(Sherman, 1974).

Muchas de las actividades relacionadas
a la formacién del huevo estan regidas por
las hormonas esteroides que produce el
ovaro; en el caso de los estrégenos, su
ya qQue de ellos

acclén es relevante,

depende el desamollo anatdrmico y glandular
del oviducto. Estos provocan gran crecimiento
del magnum y de sus elementos glandulares
en pollitas Inmaduras, mientras que la
formacién de granuios de albumen estd a

cargo de la progesterona (Nalbandov, 1969).

En el oviducto, los esttdgenos inducen Ia
citodiferenciacion de Ias glandulas secretoras
de ovoalbumina. Kohler en 1969, observd

procesos de citodiferenciacién en la regién
recibir el estimulo de
distinguiéndose tres

del magnum, ai
estrégenos exdgenos,
tipos celulares:

. Ceélulas tubulares productoras de

ovoalbumina
. Células globet sintetizadoras de aviding y

.o Células ciliadas.

Estos cambios también se presentaron en
la zona denominada estroma. El epitelio es




de tipo columnar pseudoestiatificado, con
nucleos elongados vy prominentes, localizados
centraimente. El epitelio descansa sobre un
estroma compacto de células poligonales
con nucleos redondos. Entre el epitelio v el
estroma se observa una banda clara con
fibras de colagena (Kohler, 1969).

Los estrégenos tienen diversas funciones
sobre el metabolismo de la gallina; espe-
cificamente en el metabolismo del calcio, ya
que son los responsables del transporte del
caronato de calcio. Igualimente importante
es su accién sobre el higado, moviizando ias
lipoproteinas esenciales para la formacion de
la yema y transportdndolas, a través de la
circulacién peritérica, hasta los foliculos en
crecimiento. Puesto gue el foliculo es una de ios
estructuras bioldgicas con un 1Ggpido crecirmiento,
la cantidad de lipoproteina depositada en el
foliculio puede superar los 2 gr en 24 horas
(Notbandov, 1969; Cole y Cupps, 1984).
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En los vertebrados, con excepcion de los
mamiferos placentarios, la diferenciacion de
las génadas puede modularse experimen-
tdimente, por la accidén exdgena de
hormonas sexuadles esteroides. ya que al
disociar las génadas y el mesonefros de
embriones de pollo de ocho dias de edad,
los agregados de las células testiculares
mostraron caracteristicas similares a tos grupos
celulares del ovario. También se produjo la
inversidon sexual en cuanto a la presencia del
antigeno serolégico H-Y. No es extrafio el
hecho de qQue el estradiol produzca gran
numero de modificaclones en el tracto
urogehltcl de las aves, ya que en éste se
encuentran Nnumerosos receptores para la
homona. En un andilisis de saturacién de es-
tradiol en conductos Mullerianos de embriones
con 8 dias de edad, se observd que la unién
dei estradiol en los conductos lzquierdos en
mds alta que en los derechos (Mac Laughlin,

1983).
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tratamiento prenatal y
con estrégenos

A través del
neonatal de ratones,
sintéticos, se acelerd el inicio de la actividad
secretora de las células epiteliales uterinas y
vaginales (Hiroyuki y Taneaki 1993). Estos
resultados apoyan el concepto de que el es-
trégeno actiua indirectamente sobre el
epitelio del sisterma genital.

Experimentalmente al aplicar inyecciones
sucesivas de 17p-estradiol y progesterona,
en hamsters dorados recién nacidos, se
observaron cambios ultraestructurales en
epitelio del

células Iindiferenciadas del

oviducto de éstos animales.

En los oviductos de animales tratados
con estrégenos, se produjo la citodiferen-
ciacién de las ceélulas epiteliales indiferen-
ciadas, ya que hubo ciliogénesis, asi como
diferenciacién de células secretoras. Obser-
vaciones similares han sido reportadas en el

oviducto de codorniz (Sandoz y Boisvieux-
Ulrich, 1976). Estos estudios demostraron la
presencia de "células mezcladas”, las cuales
estan en proceso de ciliogénesis y contienen
granulos mucosos. La apariencia de estas
células se indujo por la adminstracion de
estradiol. Estos resultados también se
apreciaron en el oviducto de conejo por Mer-

chant en 1969 y Hiroyuki y Taneaki 1993.

Kohler y Grimley 1969, administraron
dietiletilbestrol, por via subcutdanea a polios
que tenian 5 dias de edad. Después de 17
consecutivas, se
apre-

dias de aplicaciones
disecaron los oviductos
ciandose un rapido desarrollo de las glan-
dulas tubulares de la capa paietal de las
células columnares pseudoestratificadas. Este
desarrollo es precedido por una fase de
edematizacion del estroma, hablendo dismi-
nucién en la densidad de Ilas ceélulas del
mismo. Los cambios en estas células son Mmuy

izquierdos,




evidentes, el nuclteo se extiende vy el
citoplasma incrementa su volumen. El epitelio
columnar se invagina para dar origen a las
glandulas posteridrmente el
estroma perdido es reemplazado por
glandulas tubulares, las cuales contienen
ovoalbumina. Ademds. Ias células de ka capa
superficial de 1a mucosa, emplezan a
desarroliar cillos para contribuir con la

granuladas,

propulsion del material a fravés del oviducto.
El dietiletiibbestrol, indujo a
de etapas secuenciales en el proceso de
formacién de granulos secretores. El
oviducto asi estimulado, es un sistema util
para valorar
de la

ia observacion

las alteraciones diferenciales
actividad intracelular
presentan

secrecion exdécrina.

que
procesos

se

durante los de
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ll HIP§TESIS

Sl la Hormona Foliculo Estimulante (FSH), actua
drectamente sobre el ovario estimulando la produccién de
hormonas esteroides, y conociendo que el oviducto es un
efector de las hormonas ovdricas, entonces al aplicar la
FSH. a embriones de polio en etapa prenatal, durante los
dias en que el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Ovario-Oviducto es
funcional. se podrdn apreciar modificaciones histornor-
respuesta a la

fomeétriicas en el Oviducto, como

estimulocion.
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[©BIETIVOS]

El presente trabajo se ha llevado a cabo con base en los

sigulentes objetivos:

A) Comparar los cambios histolégicos del Magnum (Oviducto),

de los animales tratados con FSH en relacién al grupo control.

B) Realizar mediciones morfomeétricas de las dreas de la luz,
epitelio y estroma de la pared del cuerpo, en los cortes

transversales del magnum.

C) Cuantificar iIa densidad celular del epitelio y del estroma

de la mucosa del magnum.
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l MATERIALES Y METODOS

S e utilizaron huevos fértiles de gallinas de
Ia raza White Leghorn, los cuaqQles se
incubaron a 37°C y 68 % de humedad.

Al décimo dia de incubacion, se les hizo
una abertura friangular a través de ia cual se
les aplicaron las dosis de hormona. Dicha
abertura se hizo de la siguiente manera:

A los 10 dias, se procedid a realizar la
ovoscopia para detectar a 10s huevos que
habian iniciado el desarrollo, los cuales se
limpiaron con alcohol, vy se les hizo un oirificio
en la cdmara de aire con una aguja de
diseccién. Posteriormente, en ia porcién me-
dia del! huevo, con una segueta, se ies hizo
una ventana tliangular, desprendiendo
la cdscara sin dafiar iIa membrana sobre la
cual se colocd una gota de suero fisioldgico;
por el orficio hecho en la cdamara de aire
se succlond para que la membrana corio-
alantoidea bajara. Después se retird la
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membrana contigua al cascardén y ambos
orificios fueron tapados con cinta adhesiva.

Se prepararon tres dosis de hormona, uti-
Rondo FERTINORM H.R 75 Ul. (Laboratorios SERONO
DE MEXICO S.A. DE C. V), diluido en medio de
Dulbeco (MEM). Las dosis fueron ias siguientes:

1.- Control - Medio de Dulbeco estéril

Experimentales:
2.- 1 ug de FSH / 100 ul.

3.- 40 ug de FSH / 100 pl.

100 pul de hormona por
15 y 17 de incubacién.

Se aplicaron
huevo, los dias 13,
Los animales se sacrificaron 24 horas despues
de su nacimiento, se disecd el oviducto
izquierdo con ayuda de un microscopio de
diseccién e instrumental de microciugia.




Procesamiento del oviducto :
1.- Se fij® en Bouin durante una hora.

2.- Se ilavd con agua corente durante 15
minutos.

3.- Se deshidraté con alcoholes graduales de
50%. 70%. 80%, 96%. 100% vy Xilol
durante 15 minutos en cada uno.

4.- Enseguida se pasaron los organos en
paraplast |, Il y Xilol, durante 20 minutos
en cada uno.

5.- Finaimente se incluyeron los drganos en

paraplast y con ayuda de una aguja de
diseccion se eliminaron las burbujas vy se
dejo solidificar.

6.- Se hicieron cortes seriados de la region
cefdlica del Magnum,
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7.- los blogques se cortaron en un Micrétomo
de parafina American Optical, con un
grosor de 3 pum.

Los cornes obtenidos se colocaron en el
bafio de flotacién, el cual contenia 1 g
de g.reneﬂnc disueita, después se
colocaron sobre los portaobjetos y se
dejaron secar durante 24 horas.

9.- Los cortes se tineron con Hematoxdina- Eosina,
(Hematoxina de Hamis-Eosina alcohdlica).

Técnica de Hematoxllina-Eosina
1.- Se desparafind en xilol durante 7 min.
2.- Se hidraté con alcoholes graduales de
100%., 96%. 80%, 70%. 50% y qAgua

destilada, durante 10 min. en cada uno.

3.- Los cortes se dejaron 1min. en hematoxilina
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4.- Se pasaron Al agua cormrente para permiti
el virgje durante 3 min.

5.- Enseguida, se pasaron al agua destilada
para detener el virgje y limpiarlos.

6.- Se Infrodujeron en alcoholes de 50% y
70% durante 5 min.

7.- A continuacién se tiferon con Eosina

durante 30 seg.

8.- Después se pasaron las preparaciones a
alcoholes de 96%. 100% vy xiol, durante
10 min. en cada uno.

9.- Finoimente se montaron las preparaciones
con bdlsamo de Canadd, se dejaron
secar y se etiquetaron.

Las preparaciones se observaron con un

microscopio optico, American Optical, e

interpretadas histolégicamente. Para realizar el
estudio morfométiico, se utilizé un sisterma de
procesamiento digital de imagen BIOCOM
3000, conectado al microscopio con una
camara de televisibn y una tarieta de
adquisiciéon de imagen.

Se calcularon las sigulentes dareas del
corte transversal del magnum:

+ Area de la pared del cuerpo.
- Area del epitelio.

Artea del estroma.

* Area de la luz.

También se midié la densidad celular del
epitelio y estroma de la mucosa del mag-
num de los animales tratados y contoles.

Los resultados obtenidos se sormetieron a
un andlisis de varnanza y una prueba de Kruskal-

Wallis, con un nivel de significancia del 5 %.




[REsuLTADOS]

A NALISIS HISTOLOGICO

GRUPO CONTROL: A menor aumento se
puede observar en la Figura 1A, que la luz
del drgano es eliptica. A mayor aumento se
observa que ésta se encuentra cubierta por
epitallo de tipo columnar con nucleos
grandes y ovalados, aregiados en una sola
ineqa. Bl estrorna se aprecia compacto, con
gran numero de células polimdrficas con
nicleos de forma variable, enseguida se
observa la capa muscular con abundantes

fibras de colagena. (Fig. 2A).

GRUPO TRATADO CON 1 ug de FSH: En
este caso la luz se amplia en comparacion
con el grupo controf. (Fig. 1B). Histold-

gicamente se observa que el
ya qQue muestra pseudo-

epitelio

sufre cambios.
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estratificacién con ndcleos ovalados:

ademds se observan piliegues poco
profundos hacila el estroma. El estroma es
mas laxo, con presencia de fibras entre
los nlcieos. La capa muscular no

muestra cambios significativos. (Fig. 2B).

GRUPO TRATADO CON 40 ug de FSH:
Como se puede observar en la Figura
1C, la luz del érgano no es tan amplia

como en el grupo tartado con 1ug de

FSH. Histolbgicamente se observa que el
epitello es pseudoestratificado y ciliado,
asi como los pliegues hacia el estroma

son mds profundos que en el grupo

tratado con Tug de FSH. El estroma es

muy edematoso vy, en conjunto, ia pared
del érgano es mds gruesa que en los

grupos anteriores. (Fig. 2C).
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Figura 1. Corte transversal del magnum
de oviductos de pollo recién nacidos, se

observa que el Grea de luz es mayor en

los grupos tratados, asi como el epitelio

presenta plliegues en comparaciéon at
grupo control,

A. Contiol

B. Tratado con 1ug de FSH
C. Tratado con 40 ug de FSH

169 X: L,

luz. E, epitelio. PC, pared del
cuernpo

Las flechas indican la evaginacion del
epitello hacla el estroma
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Figura 2. Aumento de la mucosa del
magnum de pollos recién nacidos, se

A. observa la pseudoestratificaciéon del

eplitelio.y la evaginacion de éste hacia el
estroma, en los grupos tratados. Asf
como las diferencias en el grosor de |a
pared del cuerpo.

A. Control
B. Tratado con 1 pg de FSH
B. C. Tratado con 40 ng de FSH

864 X: E, epitelio. L,luz. C, cilios
Las flechas indican la evaginacién del
epitelio hacia el estroma
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ANALISIS MORFOMETRICO

En i1a tabla 1,
grupos tratados con FSH mostraron un consi-

observamos que los

derable incremento en su drea total y en el
area de Ia luz, en relacién al grupo control,
mientras que el drea del epitelio y dei
estroma tuvieron un Menor incremento con

respecto al grupo control, aunque sigue
siendo significativa esta diferencia,
términos estadisticos.

en

En esta tabla se observa también Que
hubo respuesta en los
animales tratados con 1ug de FSH y con
40ug de FSH, en relacién a los controles.

una mayor

TABLA 1

M EDIDAS MORFOMETRICAS DEL MAGNUM DE OVIDUC TOS DE POLLOS RECIEN
NACIDO S, TRATADOS CON FSH EN ETAPA EMBRIONARIA (AREA X 104 um 2)

TRATAMIENTO IN| AREA TOTAL

AREA DE LA
Luz

AREA EPITELIAL AREA DEL

ESTROMA

CONTROL 8|5.30 * 0.6

0.70 * 0.2

1.20 * 0.3 3.30 * 0.5

1 ng de FSH 7(7.54 *0.7*"~

1.52 * 0.3~

1.70 * 0.1 *~ 4.32 * 0.8**

40 pg de FSH 8(7.20 *0.69**

1.40 * 0.2**

1.56 * 0.3** 4.23 * 0.7**

Nivet
N =

Valores expresados como la media * error standard
de significancla
Nimero de animales.

=" w
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No habiendo diferencia significativa entre En cuanto a la la aitura del epitelio,
encontramos que es mayor en los animales

los animales tratados con Tug vy con
tratados que en los controles. (Grdfica 1).

GRAFICA 1

40pg de FSH.

ALTURA DEL EPITELIO
HM12 3 —
10 3 .
6
6 ]
a ]
2 3
8]
[ CONTROL M1 ug FSH M40 ug FSH |
Valores expresados como la media =+ error standard
Nivel de significancia =*~*
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En cuanto a la densidad celular, como se
observa en la Grdfica 2, se aprecia que se
incrementé la poblacién celular en el epitelio
de los grupos experimentales, en comparacion
con el grupo control, siendo mayor el valor de
la media de la densidad celular del epitelio

en el grupo tratado con 1 pug de FSH. En
cuanto a la densidad celular del estroma, se
aprecla Que eésta es menor en los grupos
experimentales respecto al grupo control,
obteniéndose el menor valor de la media en

el grupo tratado con 1ug de FSH. (Grdfica 2).

GRAFICA 2

DENSIDAD CELULAR

Nicleos / {100 um3)
N
OU—UONOWOA®

EPITELIO

ESTROMA

l OCONTROL

W1 .9 FSH

W0 .5 Fsn )




[Discusion

| presente trabajo se realizdé con
Eembrlones de pollo, puesto que es un
modelo biolégico facil de controlar, ya que
se encuentra libre de la influencia materna
vy de ésta manera los resultados obtenidos
son alttamente confiables.

El oviducto de pollo es un modelo
optimo para el estudio de la diferenclaciéon
celular, ya que puede estimuiarse por
hormonas exégenas (Joensu, 1990), o bien,
por las que produce el ovario (hormonas
estaroides), cuando éste ha sido estimulado
por la FSH (Tanabe et al. 1986).

Zarate y Rull (1981), observaron que una
vez que se han producido las hormonas
esteroides (estrogenos y progesterona) por el
ovario,
blanco, entre las que se encuentran
células del MAGNUM del oviducto,
dose el complejo hormona-receptor.

Hegan por difusibn a sus células
las
forman-
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La presencia de v

progesterona durante ei desarrollo embrio-

estrégenos

nario del oviducto es muy importante, ya
qQue ambos intervienen en su desarrollo

anatédmico y giandular.

Se ha
durante la diferenclacién glandular, provocan

reportado que los estrégenos

el crecimiento del magnum en pollitas

inmaduras, mientras que la formaclién de
grdnulos de albumina son responsabilidad de
la progesterona (Nalbandov, 1969). También
Kohler (1969), observd que los estrégenos
inducen la citodiferenciacion de las gldndulas
secretoras de ovoalbumina, siendo estos
cambios precedidos por una fase de edema
habiendo de

poblacién celular.

estromal, reduccién su

En este trabgajo se utilizaron 2 concen-
traciones de FSH, de 1ug y 40ug: aplicadas

en tres dosis. Estas concentraciones son
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fisiolégicas, resultantes de una curva dosis-
respuesta, obtenida anteriormente en e mismo
iaboratorio. La homona se aplicd los dias 13,
15 yv 17 de Incubacién, ya que a partir del
dia 14 del desamrolic embrionario se forma el
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario-oviducto (Wodss
y Thommes, 1984). También el control de la
hipdfisis en la esteroidogénesis, ocure en este
tiempo (Bell y Freeman, 1971).

En los animales tratados con FSH se
observaron cambios similares a ios reportados
con tiatamiento de estrégenos, ya que el
epitelio del digano (Magnum), sufri® pseudo-
estratificacion y plegamientos, los cuales
commesponden a los primordios de las glan-
duias tubulares, siendo Mas evidentes estos
cambios en el grupo tratado con 40 ug de
FSH. Ademds. en este grupo se observd la
presencia de cillios, siendo estas estructuras
propias del oviducto de gallinas ponedoras
en estado adulto (Kohler, 1969). También, se

observé que el epitelio presenta una mayor
densidad celular en los animales tratados, o
cual es una respuesta similar a la encontrada
por Gonzdlez-Moran et al (1993), pero con
animales tratados con 17p- estradiol.

El incremento en el drea de ia luz del
magnum en los animales tratados, puede ser
consecuencia de la retencidén de! agua vy
sodio, descrito en galiinas tratadas con

estrégenos (Cecil et al 1970).

El Incremento en el drea y altura del
epitelio se debe principaimente a una
tendencia hacia, un epitelio pseudoestra-
fificado y el aumento en las dreas de la luz
y estromdtica es debido a ia retencién de
liquidos. Ambos fendmenos son similares a los

que se inducen con 17g-estradiol.

las modificaclones que
observamos que en

En cuanto a
presentd el estroma,
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ambos grupos se incrementd su darea y se
redujo su densidad celular, 1o cual nos indica
que hubo edematizacidn, siendo esto evi-
dencia de la accién estrogénica.

Con base en estos resultados podemos
proponer que el oviducto puede establecerse
como un efector de los cambios de las
hormonas esteroides producidos por el ovario.




CONCLUSIONES

C on base en los resultados obtenidos, podemos
concluir que la Homnona Foliculo Estimulante, induce un micro-
ambiente hommonal adecuado para ia citodiferenciacién
de la mucosa del magnum, con la formacién de primordios

de gidndulas tubulares y la presencia de cilios.
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