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RESUMEN

Existen pocos reportes relacionados con las funciones de la hormona
gonadotropina coriénica en el ovario de pollo embrionario, en contraste con los
que se refieren a ovario adulto.Sin embargo existen trabajos relacionados con las
funciones de la hormona foliculo estimulante y hormonas esteroides, que apoyan

la linea de investigacion que se sigue en este trabajo.

En el presente trabajo se estudiaron las modificaciones en el nimero y/o
tamafic celular de las distintas subpoblaciones celulares ovaricas, después del

tratamiento in vivo con hCG, durante el desarrollo embrionario.

Se utilizaron huevos fértiles de pollo, de la raza White Leghorn, y se
incubaron a 38° C, con humedad y ventilacién constantes.Se aplicaron tres dosis
de hCG, en los dias 13, 15 y 17 de! desarrollo embrionario.Dentro de las 24 horas
despues de la eclosion, los animales se sacrificaron por decapitacion, se disecé el
ovario izquierdo, se incluyd el material en epon 812 y se realizaron cortes de 1 pm
de grosor, los cuales se tifieron con azul de toluidina, para posteriormente

realizarse las medidas morfométricas.

La prueba de "t" de Student, que se aplico a los resultados obtenidos

mostraron que no hubo diferencias significativas en el niumero de las células



germinales, pregranulosas, indiferenciadas e intersticiales, encontrandose que
solamente las células intersticiales aumentaron de tamario por el tratamiento con

hCG, siendo un incremento similar al de los cordones de células intersticiales.

Podemos concluir que la hCG no presentd efecto proliferativo sobre
ninguna de las poblaciones del ovario prefolicular, pero si un efecto de hipertrofia

en las células intersticiales de la médula ovarica.



INTRODUCCION.

1. EL OVARIO DE LAS AVES.

1.1, Localizacion Anatémica.

En la gallina, el ovario esta situado en la parte superior izquierda de Ia
cavidad abdominal, debajo de l1a arteria aorta y de la vena cava posterior.Se
apoya sobre el rifidn y el pulmon izquierdos, y por la parte inferior, sobre el saco
aéreo abdominal izquierdo (Sturkie, P.1965; Gilbert, A. 1971; Lofts, B. y Murton,
R. 1973; Ede, D. 1975; Alamargot, J. 1982).La glandula suprarrenal izquierda esta
estrechamente enlazada al ovario y todo el conjunto descrito se halla suspendido
de la pared dorsal del peritoneo gracias a un pliegue del mismo, que contiene
fibras musculares lisas, vasos sanguineos y nervios (Sturkie, P.1985: Gitbert, A.
1971)_Durar_1te el desarrollo embrionario se forman un ovario y un oviducto
derechos, pero usualmente degeneran y sélo persisten unos rudimentos cuando

nace el polluelo (Sturkie, P. 1865).

El riego arterial dei ovario, en la mayoria de los casos, procede de la arteria
renal anterior Existen dos venas ovaricas que desembocan en la vena cava
superior.(Sturkie, P.1965; Lofts, B. y Murton, R. 1973; Ede, D. 1975).La inervacion
esta muy desarrollada, éspecialmente en direccion a los foliculos {Gilbert, A.

1971),

L



b) Vista Lateral {(segin Taylor)

Figura 1.
Ubicacién del aparato reproductor de la hembra en la cavidad abdominal,



1.2. Estructura.

Al no ser posible en el ovario adulto, la distincién entre médula y corteza,
se mencionan normalmente como masas celulares, una de las cuales contiene los
ovocitos (zona parenquimatosa) y la otra, fundamentalmente tejido muscular y

vasos sanguineos (zona vascular) (Lofts, B. y Murton, R. 1973; Ede, D. 1975).

El ovario adulto muestra el aspecto de un racimo de uvas, debido a la
presencia de siete a diez foliculos portadores , cada uno de ellos, de una yema
que se halla en fase de crecimiento acelerado (Ede, D.1975; Alamargot, J.
1982).Junto a ellos se encuentran muchos pequefos foliculos (mas de 1000,
perceptibles por el ojo humano) y también uno o dos foliculos vacios (estadio

postovulatorio) que degeneran rapidamente (Ede, D. 1975).

En la estructura de estos foliculos en estado maduro, y desde el interior
hasta el exterior, se distinguen: una capa perivitelina acelular, segregada por Ia
granulosa; una capa monocelular la granulosa; una capa llamada basal; dos tecas
una interna y otra externa que contienen células intersticiales; una capa de
tejido conjuntivo (salvo en la zona del estigma, lugar donde se producira la rotura
folicular, y un epitelio superficial) (Gilbert, A. 1971; Alamargot, J.1982; De Alba,

J.1985).



Cada foliculo esta unido al ovario por un pediculo por donde penetran de
dos a cuatro arterias que se extienden por la teca externa, dividiéndose en
conductos mas pequefios (arteriolas) los cuales, a través de la teca interna, llegan
a formar una densa red capilar alrededor de la capa basal.La red capilar es poco
densa en la region del estigma o linea de dehiscencia folicular, esta estructura
permite en principio, que la ovulacion no produzca una hemorragia (Gilbert, A.

1971; Johnson, A. 1986; Sauveur, B. 1592).

En lo que al sistema venoso se refiere, esta presente a varios niveles, el
mas profundo de los cuales se sitia en la teca interna (Sauveur,B. 1992).Las

fibras nerviosas siguen un trayecto parecido al de las arteriolas.

1.3. Fisiologia.

El ovario tambien es el lugar donde, bajo el control de la hipéfisis, tiene
lugar la sintesis de las hormonas esteroides y el de la ovogénesis.La hipofisis
anterior es absolutamente indispensable para el desarrollo y el mantenimiento de
la actividad ovérica.Existen, tanto en las aves como en los mamiferos, tres

hormonas gonadotropicas hipofisiarias, (Alamargot, J. 1982; Sauveur, B. 1992):

a)La FSH (Hormona Foliculo Estimulante) cuya mision esencial es la de regular el

desarrollo de los foliculos del ovario y la aclividad secretora de éste.



bjLa LH (Hormona Luteinizante) también responsable del desarrollo del ovario, de
la secrecidn ovérica de hormonas esteroides y, sobre todo, de la ovulacion,
formando primeramente un pico preovulatorio junto con la FSH, para después

aumentar y producir el fenédmeno de la ovulacion.

c)La prolactina que interviene en la conducta de incubacion y en ciertos procesos

metabodlicos.

El ovario de las aves, bajo el control de las hormonas gonadotrépicas,
segrega los tres principales tipos de esteroides sexuales: estrégenos, androgenos
y progesterona.Esta secrecion es ciclica por una parte, de acuerdo con el
desarrollo de la ovulacién, pero también tiene lugar de forma continua, aunque a

un nivel mas bajo.

Los estrégenos son sintetizados, probablemente, por las células
intersticiales de las tecas _foliculares.Su sintesis comienza en el animal joven y
aumenta de forma notable dos o tres semanas antes de la madurez sexual,
para disminuir, de nuevo, en dos a cuatro dias si la gallina deja de poner.Los

estrégenos son indispensables para:

-El crecimiento del oviducto

-La sintesis en el higade, de las proteinas y de los lipidos de la yema.



-El transporte sanguineo de las lipoproteinas y del calcio, asi como de su depésito
en el foliculo.

-La sintesis de las proteinas de la clara en e} magnum.

-La formacion del hueso medular y el aumento de la retencion fosfo-calcica al
inicio del periodo de puesta.

-El comportamiento de ovoposicion.

-Aparicion de los caracteres sexuales secundarios y separacién de los huesos

pelvianos.

Los andrégenos, pueden tener un doble origen (células intersticiales del
estroma del ovario y de la teca).Actlan estimulando et crecimiento de la cresta y
de todos los caracteres sexuales secundarios.En sinergia con los estrogenos,

estimulan también el desarrollo del oviducto y del hueso medular.

La progesterona proviene, en su mayor parte, de la granulosa del foliculo

preovulaterio.La progesterona tiene numerosas funciones, como son:

Controla las actividades celulares implicadas en el crecimiento del oviducto
(siendo en éste caso agonista de estrogenos y androgenos) y en la sintesis de
ciertas proteinas del albumen; en este (ltimo caso, actua habitualmente en
sinergia con los estrégenos (Sauveur, B. 1992).Controla también los ritmos de
ovulacion y de ovoposicién o puesta actuando sobre la liberacién de LH-RH (factor

de liberacion de la hormona Luteinizante) por parte del hipotalamo, sobre las



contracciones del Utero previas a la ovoposicidn y sobre la conducta de puesta

(Sharp, P. 1980; Sauveur, B. 1992),

Durante la madurez sexual el contenido de hormonas gonadotrépicas se
incrementa, aln mas que después de la maduracion folicular.La maduracion
sexual se manifiesta con el incremento en la actividad de la hip&fisis.Amin y
Gilbert (1970) observaron que el incremento en la produccion de esteroides en el
ovario, es medida por el crecimiento del oviducto y por la actividad de las células
gonadotropicas de fa hipéfisis que secretan principalmente hormona foliculo
estimulante.Cuando se inicia el desarrollo folicular, la actividad de la hipdfisis se
incrementa, pero en menor grado que durante la madurez sexual, relacionando a
ias hormonas foliculo estimulante y luteinizante, con lo que estas dos hormonas
estan involucradas en la maduracion folicular (Gilbert, A. 1971).También se
observd que el fotoperiodo influye en la liberacion y en la concentracion de
hormona luteinizante, cuando galflinas de dia coro fueron transferidas a
condiciones de dia largo, Estas aumentaron su concentracion de hormona

luteinizante en el plasma sanguineo (Sharp, P. 1980).
1.4. Gametogénesis.
Hacia el octavo dia de fa vida embrionaria, se inicia la ovogeénesis, con la

transformacion de las células germinales primordiales en ovogonias.Estas

ovogonias sufren repetidas divisiones mitoticas, dando lugar a los denominados



ovocitos primarios, que son células diploides en situacidn de profase meiética.En
el momento de la eclesion, el nicleo del mencionado ovocito se encuentra
precisamente en fase de paquitena para evolucionar posterior y lentamente hacia
la fase de diplotena en la que permanece meses o incluso afios.Unicamente unas
24 horas antes de que se produzca la ovulaciéon es cuando, en el interior del
foliculo listo para ovular, tiene lugar un proceso de division reduccional, dando
lugar a un ovocito haploide, denominado ovocito secundaric y a la expulsion del
primer corpusculo ¢ globulo polarEn el caso de las aves,al ser fa hembra
heterogameética, después de la ovulacion y la fecundacion, es cuando

queda determinado el sexo del futuro embridn.La segunda division de maduracion

tiene lugar, en el infundibulo (Sauveur, 8. 1992),

La actividad sexual de las gallinas comienza alrededor de las 18 a 20
semanas de edad, en esta etapa el ovaric incrementa su peso en un intervalo de
0.4g a 2.0g, pero posteriormente el incremento es mucho mas rapido, siendo éste
de 40 a 60g, a consecuencia de cuatro a seis foliculos en desarrollo, de alrededor
de 40 mm de diametro (Gilbert, A. 1971).La maduracion folicular es secuencial en
las aves, es decir, cada dia por el namero y desarrollo de los foliculos presentes

en el ovario (Wells, J. y Gilbert, A. 1984).



2. DESARROLLO EMBRIONARIO DEL POLLO.

La velocidad del desarrolio embrionario varia en funcion de factores tales
coma: el origen genético de! huevo, el proceso de conservacion previo, la
temperatura de incubacién, la edad de la madre, etc.Estas diferencias son

especialmente apreciables durante los primeros dias del desarrollo, mitigandose

después.

En el caso de la gallina, las primeras segmentaciones celulares se
producen en el interior del oviducto, durante la formacion del huevo.La fusion de
los pronlcleos masculing y femenino se produce aproximadamente tres horas
después de haber tenide lugar la ovulacién.Una hora después, mientras el huevo
esta en el istmo, tiene lugar la primera division celular, seguida de otras dos
divisiones antes de que el huevo penetre en el itero en el estadio de 8 eélulas

{Sauveur, B. 1992).

En el estadio de 32 células, las divisiones son verticales; después se
producen paralelamente a la superficie.Es entonces cuando aparece una cavidad
subgerminal que da lugar a la aparicion, en la superficie del blastodermo, de dos
zonas concéntricas, perceptibles a simple vista:la zona transltcida, situada en el

centro y la zona opaca, ubicada en la periferia (Rugh, R 1977; Sauveur, B. 1992)



A partir de este momento (6-8 horas antes de la ovoposicion) la orientacion
y el eje de simetria del futuro embrion quedan definitivamente fijados siguiendo el
enrrollamiento de las chalazas durante la formacién de la cascara.Poco antes de
la ovoposicion, después de la aparicion en ef blastocele de una capa celular
intermedia, que define dos cavidades superpuestas, se alcanza el estadio de
blastula secundaria.Es entonces cuando tiene lugar la puesta del huevo y el
desarrollo embrionario permanece blogqueado en la situacion descrita mientras la

temperatura es inferior a 21-22°C.

Cuando el huevo fecundado se coloca en la incubadora, la reanudacion de
su desarrolio se traduce al cabo de 5-6 horas, en un ensanchamiento de la regién
posterior del &rea translicida, y en un ligero alargamiento de!
blastodermo.Transcurridas 16 horas, la region ensanchada se hace visible en toda
su extension y forma la linea primitiva.A las 18 horas de incubacion, la linea
primitiva alcanza su maxima longitud y se prolonga con un ensanchamiento,
denominado prolongamiento cefalico, esbozo de la espina dorsal y eje del futuro
embridn;con este evento concluye la gastrulacion, en el cual el embrién ya posee

sus tres laminas esenciales (ecto, meso y endoblasto) (Rugh, R. 1977; Sauveur,

B. 1992).



Transcurridas 20 horas de incubacidn, la linea primitiva empieza a
desaparecer.En el extremo opuesto, la parte proximal continGa diferenciandose
con la aparicién del repliegue cefalico, que corresponde a la placa neural.Dos o
tres horas mas tarde, una parte del mesobtasto empieza a dividirse en pares de
segmentos © somitas, de las que derivard la mayor parte del esqueleto y

el aparato muscular (Sauveur, B. 1992).

Desde el primer dia de incubacion, en el desarrollo embrionario del pollo,
las células germinales primordiales migran desde su sitio de determinacion inicial,
reconociéndose independientemente del grado de desarrollo del embridn
(Ginsberg, M y Eyal-Giladi, H. 1987; Crawford, R. 1990), hasta la region uragenital
donde se formaran las gbénadas (Hardisty, M. 1978; Jones, R. 1978}, por medio de
dos tipos de movimientos: pasivo y activo.El primero tiene lugar por una
translocacién de las células germinales primordiales, localizadas en el endodermo
y el mesénquima vecino del saco vitelino y de la alantoides.Desde estas
formaciones extraembrionanas, las células germinales primordiales pasan al
interior del embrion, junto con el endodermo y el mesénguima que formaran al
intestino primitive grueso y al primordio del mesenterio intestinal.A partir de esta
ubicacion, se inicia la migracion "activa” de las células germinales primordiales,
valiéndose de su propia capacidad de locomocion para desplazarse entre las
células somaticas estaticas o que se mueven en direcciones diferentes, por medio
de sustancias quimiotacticas (Houillon, Ch. 1978; Crawford, R. 1980; Merchant, H.
1991).Posteriormente, las células germinales primordiales alcanzan la region de la

cresta germinal, donde son rodeadas por células mesenquimaticas y mesoteliales



con las que se asocian estrechamente, formando el primordio gonadal (Merchant,

H. 1991).

El primordio gonadal se desarrolla en la zona ventral del mesonefros.Esta
formacion se establece como una ‘condensacion de mesénquima, formando los
tubulos mesonéfricos, probablemente inducida por el conductc mesonéfrico

{Shumway, W. 1989; Crawford, R. 1990).

En el primordio gonadal se lleva a cabo una diferenciacion tisular que
antecede a la diferenciacién sexual de éste 6rganoc.las células somaticas del
primordio gonadal son de origen mesodérmico (Crawford, R. 1990).Inicialmente
son de ftres tipos: mesenquimaticas (laxamente distribuidas), mesoteliales (del
epitelic celémico) y endoteliales {provenientes de los vasos que invaden la
zona).Las células mesenquimaticas y las mesoteliales, inician una actividad
proliferativa al llegar las células germinales primordiales, formando un agregado
compacto que se denomina “blastema gonadal” Posteriormente, se inicia el
deposito de una delgada lamina basal entre las células del primordio gonadal, que
gradualmente lleva a la formacion de los “cordones sexuales” de tipo epitelial
{Houillon, Ch. 1978).5e establece asi la gdnada indiferenciada con un componente
epitelial, entre cuyas células somaticas quedan “atrapadas las células germinales
primordiales”.En el componente estromatico se incluye a los primeros vasos
sanguineos que riegan al primordio gonadal, a las células precursoras del tejido

conjuntivo de la gonada y de las células intersticiales esteroidogénicas. (Merchant,

H. 1991).



A partir de las 40 horas de iniciada la incubacion, la parte anterior del
sistema nervioso esta formada y diferenciada en tres vesiculas cerebrales.La
extremidad posterior de la médula ain esta abierta sobre la linea primitiva, que se
retrae cada vez mas.Durante el mismo periodo, aparece el corazén, mientras que
los vasos sanguineos llegan a alcanzar la zona extra-embrionaria; la primera

cavidad que se forma es el esbozo de lo que serd el futuro intestino delgado.

A partir del tercer dia de incubacion, los acontecimientos embrionarios se

hacen cada vez mas numerosos, observandose los cambios morfologicos en el

embrién (Sauveur, B. 1992).

Hasta el tercer dia de la vida embrionaria (desarrollo de las crestas
genitales) las células germinales primordiales y las células mesenquimatosas se
incorporan al epitelio germinal (Cole, H. y Cupps, P. 1959; Van Tienhoven, A.
1958; Gilbert, A. 1971; Sauveur, B, 1992), acumulandose de forma simétrica a
derecha e izquierda del embrion.A medida que el embrién se va desarrollando, el
incremento de dichas células es de dos a cinco veces mas rapido en ia parte
izquierda que en la derecha (Huetiner, A. 1958; Gilbert, A. 1969; Jones, R. 1978:
Crawford, R. 1990; Merchant, H.1991; Sauveur, B. 1992) Normalmente, en el
momento de [a eclosion , el ovario derecho no es mas que un resto de tejido

medular ubicado encima de la vena cava caudal {Sauveur, B. 1992).



Eil primer indicio del desarrollo sexual se observa al cuarto dia de desarrolio
embrionario Para este tiempo se observa una pequefa protuberancia del epitelic
peritoneal, localizada entre el mesonefros y el mesenterio dorsal, rodeada de siete
somitas inmediatamente después de las arerias onfalomesentéricas.Esta
protuberancia del epitelio peritoneal, se denomina cresta germinal y esta cubierta
por el epitelic germinal y contiene células mesenquimatosas y células germinales

primordiales.

Al quinto dia de incubacion las células germinales primordiales, estan
destinadas a formar las células sexuales definitivas.Poco tiempo después el ovario
inicia su diferenciacion, a nivel de células germinales primordiales, las cuales

crecen y cambian a ovogonias (Huettner, A. 1958).

Para el octavo dia de incubacién, el epitelio gonadal del ovario izquierdo
comienza a engrosarse y las células germinales primordiales inician las
divisiones meidticas, formando las ovogonias {Hughes, G. 1963; Gilbert, A. 1971:
Jones, R. 1978, Tokarz, R. 1978; Crawford, R. 1990).E! tejido medular
subyacente del ovario se distingue por dos capas de células, una capa
superficial densa y otra capa reticular profunda que se encuentra mas al
interior.Las ovogonias se encuentran a fo largo de las células epiteliales, una vez
separadas del epitelic se unen para formar Ios_ cordone_es sexuales secundarios.El
tejido conjuntivo del estroma, la segunda tunica albuginea ovarica, inicia su

formacion el dia 14, en este momento los cordones sexuales secundarios se



aislan del epitelioc gonadal y de la médula ovarica; poco tiempo después el epitelio
gonadal y !a tunica albuginea primaria degeneran (Crawford, R. 1990), el tejido
conjuntivo del estroma es sustituido por vasos sanguineos y por muchos

pequefios y grandes agregados de células (Huettner, A. 1958).

En el ovario en desarrollo se distinguen claramente dos zonas, una
medula y una corteza, separadas por una densa capa de tejido conjuntivo,
llamada tunica albugineala médula esta formada de cordones sexuales
primarios, derivados del epitelic germinal, tejido conjuntivo, nervios, musculo lisa y
pricipalmente vasos sanQuineos.La corteza contiene a las ovogonias y a los
ovocitos (Gilbert, A. 1971; Crawford, R. 1990). En la médula ovarica se observa un
tipo de células, que probablemente estén relacionadas con el metabolismo de las
hormonas esteroideas, llamadas células intersticiales.Antes del dia trece de
desarrollo el control del desarrollo gonadal es extrahipofiseal (Fugo, N. 1940;
Vogel, N. 1857).Realizando una hipofisectomia , se observa que la inhibicién
gonadal sdlo ocurre del dia trece de desarroflo en adelante y las células
gonadotropicas no aparecen en la hipofisis, sino hasta el dia catorce de
desarrollo, con estos experimentos se demuestra que antes del dia trece de
desarrollo el eje hipotalamo- hipéfisis-gdnada ain no se comunica, sugiriéndose
que durante este tiempo las hormonas esteriodeas son producidas por el ovario,
entre el segundo y sexto dia de incubacion, influyendo en el desarrollo de él

misme (Gilbert, A. 1871).



Con la influencia de la hipdfisis, se observa una multiplicacion rapida de
ovogonias, hasta [a eclosion.En la eclosidn se observa una madurez sexuat, en
refacion al tamafio y peso del ovario, incrementandose entre 10 y 15 mm de largo,
10 mm de ancho ¥ 3 0 4 mm de alto; durante este pericdo el peso se mantiene
relativamente constante observandose en un intervalo de 0.3 a 0.5g (Gilbert, A.

1971).

Alvarez-Fernandez y colaboradores en 1995, caracterizaron in vitro
fracciones celulares aisladas del ovario de polio recien nacido, por medio de un
gradiente de metrizamide, mostrando que las células esteroidogénicas
metabolizan progesterona en andrdgenos y las células medulares indiferenciadas

aromatizan andrdégenos en estrégenos.

3. CONTROL HORMONAL REPRODUCTIVO.

Las funciones reproductoras se encuentran bajo el control de la regulacién
neuroendocrina, es decir, estan controladas por la correlacidon funcional fisiclogica
de los sistemas nervioso y enddcrino.Este control estad ejercido por sistemas
reguladores internos, genéticamente fijados, que bajo el influjo, casi siempre, de
circunstancias temporales son responsables del transcurso tipico (individua! y de

especie) de los fendmenos de la reproduccién.



Con la influencia de la hipofisis, se observa una multiplicacion rapida de
ovogonias, hasta la eclosion.En la eclosion se observa una madurez sexual, en
relacion al tamario y peso del ovario, incrementandose entre 10 y 15 mm de largo,
10 mm de ancho y 3 0 4 mm de alto; durante este periodo el peso se mantiene
relativamente constante observandose en un intervalo de 0.3 a 0.5g (Gilbert, A.

1971).

Alvarez-Fernandez y colaboradores en 1995, caracterizaron in vitro
fracciones celulares aisladas del ovario de pollo recién nacido, por medio de un
gradiente de metrizamide, mostrando que las células esteroidogénicas
metabolizan progesterona en androgenos y las células medulares indiferenciadas

aromatizan andrdégenos en estrogenos.

3. CONTROL HORMONAL REPRODUCTIVO.

Las funciones reproductoras se encuentran bajo el control de la regulacién
neurcenddcrina, es decir, estan controladas por la correlacion funcional fisiclogica
de los sistemas nervicso y endoécrino.Este control estd ejercido por sistemas
reguladores internos, genéticamente fijados, que bajo el influjo, casi siempre, de
circunstancias temporales son responsables del transcurso tipico (individual y de

especie) de fos fendmenos de la reproduccidn.



ta funcidn sexval estd determinada, en gran parte, por la actividad de la
hormona gonadotrépica de la hipéfisis.La hipofisis estd sometida a control por
medic de factores liberadores del hipotalamo, el cual, a su vez, depende del influjo
de gobierno de determinadas regiones del encéfalo que reciben informaciones
sensoriales del organismo y del ambiente, las procesan y fas transmiten (Smidt, D.

y Ellendorff, F.1972; Harvey, S. et al. 1987; Ruiz, D. 1988).

El hipotalamo es la zona mas ventral del diencéfalo y queda situado por
encima de la hipofisis.En el hipotalamo se encuentran nicleos formados por

grupos de neuronas, situados en las regiones supradptica, tuberal y de los

cuerpos mamilares.

El hipotalamo esta considerado como un 6rgano final de integracion de las
informaciones del encéfalo y sus misiones son multiples.Constituye un centro
regulador del hambre, sed y temperatura.Produce neurosecreciones y, con ayuda
de "factores liberadores” ¢ ‘“inhibidores” controla la secrecion de las hormonas
adenochipofisiarias, entre las que se encuentran las hormonas gonadotrdpicas

{Smidt, D. y Ellendorff, F.1972; Cunningham, J.1992).

La hipdfisis es un drgano endocrino principal, ya que elabora un nimero de
hormonas que estimulan a otras glandulas para gue segreguen hormonas.La
hipéfisis estd situada en ia silla turca, una concavidad del hueso esfenoides, y
envuelta por una extension de la dura madre {Sturkie, P.1965; Austin, C. y Shont,

R.1982; McDonald, L. y Pineda, M.1991; Cunningham,J.1992), compacta y bien



vascularizada que forma una cubierta hacia la parte dorsal, alravezada solamente
por el pedincuto hipofisianio y los vasos sanguineos, inmedialamente por detras
del quiasma &ptico (Smidt, D. y Ellendorff, F.1972; Cunningham, J.1992; Hardy, R.
1992).

La glandula hipéfisis se subdivide anatdémicamente en adenochipéfisis y
neurchipdfisis, ambas regiones son de origen ectodérmico, pero provienen de
primordics diferentes; la neurohipdfisis se origina del infundibulo del cerebroy
permanece sujeta al hipotalamo por el talla neural, en contraste, la adenohipéfisis
se origina del techo de la boca en forma de una evaginacion comiunmente llamada
saco de Rathke o ducto craneofaringeo {Sturkie, P.1965; Austin, C. y Short,
R.1982; Chester-Jones, R. et al. 1987, McDonald, L. y Pineda, M.1991;
Cunningham, J.1992).En las aves no exisie un lébulo intermedio como en los
mamiferos, pero la adenohipdfisis y la neurohipéfisis estan separadas por una

capa de tejido conjuntivo (Sturkie, P.1965).

La neurchipdfisis esta dividida en ldbulo neural distal, tallo neural y
eminencia media, estas dos dltimas regiones forman el infundibulo.La eminencia
media contiene un sistema de vasos portales por donde la sangre llega a la
hipéfisis, para transportar hormonas y nutrientes (Thommes, R. y Russo, R, 1959;
Pearson, R. 1972).En la adenchipéfisis los vasos sanguineos contactan capilares
esenciales para el transporte de las hormonas secretadas, como la hormona

foliculo estimulante (FSH), la luteinizante {LH), la adrenocorticotropina (ACTH), la



tirotropina (TSH) y otras, siendo las dos primeras gonadotropinas, ya que act(an

sobre las gonadas (Sturkie, P. 1965; Austin, C. y Short, R.1982).

El hipotdlamo y la hipdfisis forman parte del eje hipotalamo-hipéfisis-
gonada, los cuales en estadios tempranos de desarrollo embrionarioc son
autdnomos en crecimiento, diferenciacion y actividad (Willer, B. 1955: Woods, J.
1987).Se sabe que el hipotalamo es auténomo en estado inicial de desarrollo al
sintetizar hormonas liberadoras (Mikami, S. et al. 1973; Daikoku, S. et al. 1974;
Woods, J. 1985).Asi como la hipofisis es capaz de sintetizar hormonas
gonadotrépicas antes de su comunicacion vascular con el hipotdlamo.Esto se
demostro por medio de la técnica de inmunacitogimica en la hipéfisis, alrededor
del dia 4 de incubacién, donde se encontrd tanto LH (Gasc y Sar, 1981; Woods, J.
et al. 1985} como FSH (Weods, J. 1985; Woods, J. 1987) antes de la formacion
del plexo porta vascular entre el hipotatamo y la hipdfisis, que inicia el dia 12 de
desarrollo (Thommes, R. y Russo, R. 1959; Doskocil, M. 1970; Daikoku, S. et al.

1974, Stritesky, J. y Rychter, Z. 1977; Woods, J. 1987).

Fugo (1940) y Vogel (1956) realizaron experimentos con embriones de pollo
hipofisectomizados, y observaron que el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada es
funcional desde el dia 13 de desarrollo, observando en los embriones
hipofisectomizados un desarrolic normal de las génadas hasta el dia 13, pero
después, las génadas noc incrementan-su peso, talla, grado de diferenciacion

histolégica, ni contenido de colesterol (Woods, J. 1969; Woods, J. 1987).
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Woods y Weeks (1969) realizaron transplantes de adenchipofisis, en los
que encontraron que la regulacion de la esteroidogénesis gonadal por la
adenohipéfisis empieza el dia 13 en machos y el dia 14 en hembras.Esto se
observé al realizar la técnica de radicinmunoensayo de plasma, encontrando un
aumento en el contenido de 17-R estradiol, que habia permanecido constante
durante los dias 6.5 a 12.5, y cuyo incremento se cbserva en el dia 13.5 como
consecuencia de la regulacién gonadotropica de la esteroidogénesis ovarica en

este tiempo (Woods, J. y Weeks, R. 1969; Woods, J. 1987).

Una vez establecido el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada (dia 13-13.5 en
machos y dia 14 en hembras), se observa que se producen hormonas liberadoras
de gonadotropinas en las neuronas del hipotalamo, sélo si existen estimulos
externos.Los hormonas liberadoras de gonadotropinas entran en circulacion porta-
hipofisial, regulando la sintesis y la liberacion de las gonadotropinas de la
hipofisis, 1a LH y la FSH, las cuales estimulan el crecimiento gonadal y la

esteroidogénesis (Woods, J. 1987).

Los cambios en el ovaric se producen por la secrecién de hormonas
gonadotropicas, provocando cambios en las células efectoras a estas
hormonas.Usando métodes bicguimicos, Teng y Teng (1979), han detectado un
incremento en la produccion de esteroides por las células intersticiales, del ovario
de pollo embrionario, en presencia de hormona gonadotropina coridnica, en el

medio de cultivo.Sin embargo, se sabe que la localizacion de células efectoras a



LH cambia durante el desarrolio del embrion.En el pericdo de 5.5-13 dias de
desarrollo, se observa que. las célu.ias que responden a esta hormona son las
células intersticiales meduiares, en el dia 13.5 los niveles de LH en el plasma son
elevados, realizando una reaccion inicial de las células intersticiales corticales v
de los cordones de celulas corlicales, provocando la sintesis inicial de estrona y

estradiol por estas células (Woods, J. et al., 1989).

La estimulacion, durante ef desarrollo embrionario del pollo, con
gonadotropina coridnica humana, produce un incremento en el volumen de los
cordones de células esteroidogénicas, un aumento en el desarrollo del sistema
lacunar y de los vasos sanguineos, localizados en la médula ovarica (Gonzalez-

Mgaran, G. et al., 1985).

4. HORMONA LUTEINIZANTE.

4.1, Estructura.

La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina dimérica con peso
molecular de 28 a 30 kDa, dependiendo de la especie.El contenido de
carbohidratos y, en particular el contenido de acido sialico (1.4%) son esenciales
para su accion bioldgica.La subunidad o es comin para la LH, FSH y para la
TSH (Austin, C. y Short, R. 1982; Wallach, D. 1987; Hardy, R. 1992), la subunidad
o esta formada por 92 aminoacidos y la subunidad B por 115 aminoacidos

(Darnell, J, et al. 1991; Hardy, R. 1992; Cooke, D. et al. 1996).



LH cambia durante el desarrolio del embrion.En el periodo de 5.5-13 dias de
desarrollo, se observa que. las célu'las que responden a esta hormona son las
células intersticiales medulares, en et dia 13.5 los niveles de LH en el plasma son
elevados, realizando una reaccidn inicial de las células intersticiales corticales vy
de los cordones de células corticales, provocando la sintesis inicial de estrona y

estradiol por estas células (Woods, J. et al., 1989).

La estimulacidn, durante el desarrollo embrionarioc del pollo, con
gonadotropina coridnica humana, produce un incremenio en el volumen de los
cordones de células esteroidogénicas, un aumento en el desarrollo del sistema
lacunar y de los vasos sanguineos, lecalizados en la médula ovarica (Gonzalez-

Moran, G. et al., 1985).

4. HORMONA LUTEINIZANTE.

4.1, Estructura.

La hormona futeinizante (LH) es una glicoproteina dimérica con peso
molecular de 28 a 30 kDa, dependiendc de la especie.El contenido de
carbohidratos y, en particular el contenido de acido sialico (1.4%) son esenciales
para su accion biolégica.lLa subunidad o es comin para la LH, FSH y para la
TSH (Austin, C. y Short, R. 1982; Wallach, D. 1987, Hardy, R. 1992), |a subunidad
a estd formada por 92 aminoacidos y la subunidad B por 115 aminoacidos

{Darnell, J. et al. 1991; Hardy, R. 1992; Cooke, D. et al. 1996).
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La LH es hidrosoluble.En forma considerablemente pura y en reaccién
proxima a la neutralidad, es mas estable que la FSH.La actividad a temperaturas
elevadas depende del pH y de la sequedad del preparado, siendo inactiva, por
gjemplo, a 100° C y pH 7.4 al cabo de seis minutos.En urea, la LH es menos
estable que la FSH.La LH no resulta inactivada, en contraste con la FSH, por las
neuroaminidasas, en tanto que la tripsina, la quimotripsina o las carboxilasas
reducen la actividad de la LH, y la oxidacién con peryodato o con agua oxigenada,

destruye su actividad biolégica {Smidt, D. y Ellendorff, F. 1972).
4.2, Sitio de produccidn.

Las gonadotropinas se producen en el lébulo anterior de la hipdfisis (Austin,
C. y Short, R. 1982, Wallach, D. 1987; Hardy, R. 1992) y su sintesis y secrecion
estan controladas por hormonas de liberacion, que se transportan desde el
hipotalamo, por el sisterﬁa porta hipotalamico-hipofisiario.La LH y la FSH son
secretadas por las ceélulas basodfilas de la hipofisis {Austin, C. y Short, R. 1982;

Hardy, R. 1992).



4.3. Accion Bioldgica.

La LH estimula la sintesis de esteroides en todos los tipos de célutas del
ovario.Su accidn principal es estimular la conversién del colesterol en
pregnenolona.La LH también induce un aumento en la circulacion del ovario, este

efecto hiperhémico es igual al que producen otras hormonas tropicas en sus

“érganos blanco” especificos.

Ademas, la LH induce la ovulacién de los foliculos previamente preparados

por la FSH (Wallach, D. 1987).La accién ovulatoria de la LH es diferente de su

accion esteroidogénica y se controla de una manera muy distinta.

El aumento de la liberacion de la LH por ta hipdfisis, responsable de la
ovulacién, es producido por una retroalimentacién positiva del estradiol sobre el
hipotalamo, que causa una descarga de |z hormona de liberacion de la LH.En el
macho, la LH estimula un aumento en la sintesis y en la secrecidn de la
testosterona en las células intersticiales o de Leydig del testiculo {Austin, C. y

Short, R. 1982).

Después de que se producen en sus respectivas glandulas endacrinas, a
menudo las hormonas proleinicas se almacenan por un tiempo dentro de la
glandula hasta que se requiere su liberacion; entonces pasan a la circulacion por

los capilares eferentes venosos que drenan la glandula.La captacién de una

[F]
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hormona del torrente sanguineo y su conservacién en un tejido puede limitarse a
érganos que contienen receptores especificos para dicha hormona (Austin, C. y
Short, R. 1982).La hormona luteinizante tiene receptores especificos en sus
células blanco del ovario, en el caso de las hembras, este receptor fue
caracterizado en ovario de pollo, obteniendose la secuencia de aminoacidos de

dicho receptor, por medio de un ADN complementario (Johnson, A. et al. 1996).

El mecanismo de accién de la Hormona Luteinizante, se efectia por medio
del aumento en la concentracién intracelular de! nucledtido monofosfato de
adenosina ciclico (AMP 3'-5' ciclico).Cuando la hormona se Une a sus receptores
especificos, en la membrana, se aumenta la concentracion de la enzima adenilato
ciclasa, catalizando la conversion del trifosfato de adenosina (ATP) en muchas
moléculas de AMP 3'-5' ciclico.El AMP 3'-5° ciclico acta como “segundo
mensajero”, propagando el efecto de la hormona a toda la célula.La accidn de la
hormona puede incluir ta -produccic')n de un “tercer mensajero”; por ejemplo: la LH
puede aumentar la produccién de progesterona en el ovario, la cual a su vez

influye en fa funcion de otras células (Austin, C. y Short, R. 1982).
4.4.Hormona gonadotropina coriénica humana
La gonadotropina coridnica humana (hCG) es producida por la placenta

durante el primer trimestre del embarazo, observandose niveles altos de esta

hormena en la orina..Las propiedades biolégicas e inmunologicas de la hCG son



similares a las que presenta la hormona luteinizante,

La hCG es una glucoproteina con un peso molecular de 38,000, con un
30% de carbohidratos componentes en cada molécula.Cada molecula esta
formada por una subunidad a con un peso molecular de 14,700
aproximadamente 10,000 partes de proteinas y 4,700 de carbohidratos, y una
subunidad B con un peso molecular de 23,000, con 16,000 partes de proteinas y
7,000 de carbohidratos.La accion biologica de la hCG es similar a la efectuada por
la LH, estimulando la sintesis de estercides en todos los tipos de células del
ovario.Su accion principal es estimular la conversion del colesterol en
pregnenolona.Ademas, la hCG induce la ovulacion de los foliculos previamente

preparados por la FSH (Bahl, O. 1977).



ANTECEDENTES.

Existen pocas investigaciones que se refieren a las funciones de la
gonadotropina coridnica o de la hormona luteinizante en el ovario de pollo

embrionario, a diferencia de las realizadas con el animal adulto.

La accidn de las hormonas gonadotropicas se efectia por la union a sus
receptores especificos en la membrana de las células blanco.Los receptores
hormonales tienen una maduracion durante el desarrolo embrionario, bajando la
capacidad de unién en el embrion y llegando a su total maduracidn unas semanas
después de nacer (Mills, N. y Means, A. 1972; Blazquez, E. et al. 1976).A este
respecto, los receptores de gonadotropinas continlian madurando antes de que se
genere el eje pituitario gonadal (dia 13.5 de desarrolio) (Woods, J. et al. 1977).La
administracion hormonal exdgena activa los receptores hormonales en las
gonadas, incrementando la capacidad de desarrollé gonadal y el grado de
preparacién para recibir las gonadotropinas hipofisiarias enddgenas en el dia 13.5
de incubacion Esto sugiere la posibilidad de que a esta temprana edad, la
hormona por si misma, induzca la formacion de receptores hormanales (Shahin,

M. et al. 1981).

Se sabe que la hormona luteinizante (LH}, en las aves, aumenta durante el
dia, alrededor de 6 a 8 horas antes de la ovulacidn (Wells, J. y Gilbert, A. 1984),
determinandose que la LH actGa para finalizar el crecimiento folicular y producir la

ovulacién.La actividad biolégica de la LH se comprob al purificarse tres iscformas
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de LH de pollo y-al observarse que estas isoformas también tenian la capacidad
de estimular a las células de la granulosa, para que secretaran progesterona, al

igual que la forma original de LH (Krishnan,K. et al. 1994}.

Algunos trabajos con células en cultive sugieren que las génadas
embrionarias forman colestero! si se les estimula con Gonadotropina Coridnica
humana (hCG} (Haffen, K. et al. 1969).La enzima colesterol esterasa o 20-20
colesterol hidroxilasa estimula la produccion de colesterol, incrementandose la
produccidon de pregnenclona enddgena, que a su vez da lugar a la progesterona
(Guichard, A. et al. 1979).La progesterona es necesaria para que se produzca LH,
y con ella la ovulacidn, ya que el foliculo gue se aproxima a este evento,

incrementa la sensibilidad a LH {Scanes, C. et al. 1978).

Utilizando LH y hormona foliculo estimulante (FSH), ambas equina y ovina,
en ovarios de embridn de pollo in vitro, Teng vy colalaboradores (1982) observaron
que hubo maxima estimulacion con LH de pollo, tanto en el ovario izquierdo como
en el derecho, incrementandose la produccion de 178%-estradiol y testosterona.Las
LH equina y ovina, fueron mas activas que las FSH, pero et grado de estimulacién
en la produccidon de 170-estradiol fue minimo para ambas LH que para las
FSH.Algunas investigaciones demuestran que la LH de aves y de mamiferos,
estimulan la produccion in vitro de progesterona en células de la granulosa,
proponiendo que los receptores en el ovario de pollo, son mas sensibles a LH que

aFSH (Huané. E. et al. 1979; Scanes,C. y Faglioli, J. 1980}



Weniger y Chouraqui (1988) mantuvieron in vitro células de ovarios de pollo
embrionario, de 7 a 18 dias de desarrolla, en presencia y ausencia de LH bovina,
determinando por medio de la técnica de radisinmunoensayo, la cantidad de
estradicl en el medio de cultivo.Sus resultados demostraron que la LH estimulo |a
secrecion de estradiol en todos los estados de desarrollo estudiados.Sin embargo,
el grado de estimulacion fue mas alto para los estados mas jovenes y con un
tratamtento de LH en concentracion de 10 ng/mi, concluyendo que el nimero de

receptores por célula secretora de estradiol disminuyo con la edad.

Por otro lado, Woods y colaboradores (1989), realizaron trabajos en los
cuales, por medio de la técnica de inmunocitoquimica, cuantificaron la LH gonadal
en embriones intactos y en embriones hipofisectomizados, para observar cual es
el mecanismo relacionado con la iniciacion de la regufacién de LH gonadal y la
sintesis y secrecidon de testosterona y estrégenos.Sus resultados mostraron la
presencia de LH en el plasma de embriones de pollo, tanto en maches como en
hembras, desde el dia 10.5 hasta el dia 18.5, concluyendo que ef origen de la LH
en el plasma es de la pituitaria, ya que los embriones de ambos sexos,
hipofisectomizados, tuvieron un nivel mas bajo de LH en el plasma, que los
embriones intactos, y al realizar un transplante de hipdfisis, los niveles de LH en
plasma, se elevaron a niveles similares de los embriones controles. También
observaron que las células intersticiales de la médula ovérica mostraron cambios

en su forma, lo que indicd que estas células se diferencian bajo la influencia de



elevados niveles de LH plasmatica, cambiando de una forma irregular a una farma
ovalada, lo que se observé como un incremento en namero, y por lo tanto en la
capacidad de sintesis de hormonas esteroides, sugiriéndose un mecanismo, por el

cualla LH inicia la regulacion de la sintesis de testosterona y estrégenos.

E! trabajo realizado por Grassi-Milano, E. y Pitini, A. en 1978, demostrd que
los ovarios de embriones de pollo, de 18 dias, cultivados con gonadotropinas
presentaron una corteza mas desarrollada y con muchos ovocitos, en
comparacion con {os controles se encontrd que la membrana basal estaba

ausente y las células somaticas corticales fueron pocas y no estaban agrupadas

en cordones.

En ia médula subcortical compacta, se observaron cordones macizos con
numerosos gonocitos, separados por las células intersticiales, y los sistemas
tacunares se encontraron muy desarrollados (Grassi-Milano, E. y Pitini, A. 1978;
Shahin, M. et al. 1982).5in embargo, los ovarios tratados con LH presentaron una
corteza muy desarrollada, con un gran nimero de ovocitos.La membrana basal
estaba ausente, las células somaticas corticales fueron muy pocas y no
constituyeron cordones.En la medula subcortical muy compacta, se observaron
cordones macizos con numercsos gonocitos separados por las células
intersticiales.Los sistemas lacunares estaban poco desarrollados y presentaron
pequefias hendiduras y algunas células necrosadas.Por el contrario, los ovarios

cultivados en presencia de FSH, mostraron una corteza minima y no hube



organizacion de las células en cordones.En la médula subcortical los cordones
medulares presentaron gonocitos separados por las células intersticiales, como
por tejido conjuntivo.Los sistemas lacunares presentaron bastantes hendiduras,
dando un aspecto reticular; concluyéndose que ambas hormonas actuaron

antagonicamente en la regulacion del desarrollo de la corteza.

En ovarios embrionarios de polio, Gonzalez-Moran, G. y colaboradores
(1985) realizaron estudios morfoldgicos, en los cuales inyectaron in vive hCG en
embriones de pollo.Al nacimientc de los pollos disecaron el ovario izquierdo,
observando que la corteza no presentd modificaciones, pero el volumen de los
cordones de células intersticiales aumentd en los ovarios de los animales
tratados,presentando gotas de lipidos mas prominentes en el citoplasma (Avila, R.
et al. 1990).Simultaneamente, observaron un incremento en el contenido de
proteinas.También observaron un aumento en los canales vasculares de la
médula externa de los ovarios tratados, o que se interpreta como una reaccion de
la estimulacion glandular.Con observaciones a nivel de microscopia electronica,
se enconird un incremento en el area del citoplasma y en el area de las
mitocondrias  de las células intersticiales de la médula ovarica (Gonzalez del
Pliego, M. et al. 1988; Avila, R. et al. 1990). Tambien en las células indiferenciadas
hubo signos de estimulacion, lo que sugirid que hubo una transformacion de las
células indiferenciadas en células intersticiales de los cordones medulares.En las
células epiteliales del sistema lacunar, hubo estimulo en sus organelos

citoplasmaticos.



La LH y ta hCG actuaron sobre las células intersticiales de la médula
ovarica, estimulando la sintesis de esteroides, Jos que serian el factor intrinseco
responsable de la diferenciacion sexual del ovario izquierdo funcional y de la

atrofia del ovario derecho (Avila, R. et al. 1990).



OBJETIVO.

Sabiendo que el ovario de pollo recién nacido responde al estimulo con
hormona gonadotropina coridnica, tratado en etapa embrionaria, provocando un
incremento en las hormonas esteroides.Se propuso estudiar, en este trabajo, el
efecto de la hormona gonadotropina coriénica humana, sobre el nimero y tamafo
de las diferentes subpoblaciones celulares del ovario de pollo recién nacido, ya
que existen trabajos realizados con la hormona FSH y con hormonas esteroides,
en los cuales algunas poblaciones celulares aumentan en namero, debido a la

estimulacion de 1a mitosis en estas células



MATERIALES Y METODOS.

Se obtuvieron huevos fértiles de pollo, de la raza White Leghorn, de la
granja La [taliana, de Cuernavaca, Morelos.Los huevos se incubaron en el
Laboratorio de Biologia de la Reproduccién a 38° C en una incubadora (lamex,
5.A)), con humedad y ventilacién constantes, hasta la eclosion de los huevos,

Al dia 11 de desarrollo de los embriones, se realizé una ovoscopia para
determinar el grado de desarrollo, la viabilidad de los embriones y marcar con un
lapiz el limite de la camara de aire.

Los embriones que se encontraron viables y en buenas condiciones de
desarrollo se colocaron, con el eje mayor de manera horizontal, en bases de
cartdn que previamente se limpiaron con una gasa humedecida con alcohol al
70%.Se formaron dos lotes , uno control en el cual los embriones se dejaron
intactos y el segundo lote fue el de los embriones experimentales, a los cuales se
les manipuld de la siguiente manera: los huevos se trasladaron a un cuarto estéril
(esterilizado una hora antes con calor seco, utilizando dos mecheros para este
fin), donde se limpiaron con una gasa estéril humedecida con alcohol al 70% ., una
vez limpios los huevos, se perforaron con una aguja de diseccién por la parte de la
camara de aire, después se hizo un orificio triangular en la parte superior del
huevo, encontrandose en posicién horizontal, este orificio se realizé con una
segueta de metal, cuidando de perforar solo el cascarén y no dafiar las
membranas internas, Una vez perforado, se retird el cascaron y se agregd suero
fisioldgico (Sclucion de NaCl al 0.9%) sobre la membrana externa, dejandolo

reposar un momento.Con la ayuda de una aguja de diseccion se hizo un pequerio



orificio en la membrana externa y, con ta ayuda de un bulbo, se succioné a través
del orificio hecho a la camara de aire, para que se separara de la membrana
externa y bajara la membrana corioalantoidea, junto con el embrion | y evitar asi
un derrame sanguineo que provocara la muerte del embrion.Una vez separada la
membrana corioalantoidea de la membrana externa, se retiré ésta con la ayuda de
unas pinzas, al quedar el orificio completamente libre de residuos de membrana
externa, se cubrid con cinta adhesiva, igual que el orificio hecho a la camara de
aire. Los huevos se colocaron nﬁevamente en la incubadora y se dejaron
transcurrir dos dias.Al dia 13 de incubacion los huevos del lote control y det lote
experimental se trasladaron al cuarto estéril, donde se les realizé una ovoscopia
para delerminar la sobrevivencia del embrion y para darles el tratamiento
hormonal Al lote experimental se le agregé una dosis de Hormona Gonadotropina
Coridnica Humana (hCG) [Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.)}, en una
concentracion de 1 UI/100 ul, agregandose la hormona sobre la membrana
corioalantoidea.Las dosis de hormona se agregaron en los dias 13, 15 y 17 de
incubacion de los embriones.Durante el desarrollo de los embriones se cuidé que
la temperatura, humedad y ventilacién de la incubadora fueran constantes.

tUna vez concluido el desarrollo de los pollitos, dentro de las 24 horas
despues de la eclosion (21 dias), se sacrificaron por decapitacién.En seguida se
les extrajo el ovario izquierdo , el cual se lavd con una solucion libre de Calcic-
Magnesio, para después seccionar el ovario en dos o tres fragmentos y fijarlos en
glutaraldehido al 2.5% (ver apéndice) [Sigma Chemical Co.(St. Louis Mo.)]
durante dos horas.Después de esta primera fijacion, los ovarios se lavaron con

una solucién amortiguadora de fosfatos (ver apéndice) y se realizaron tres



lavados, de 30 minutos cada uno, una vez terminados los lavados se retiré el
exceso de solucion amortiguadora y se hizo una segunda fijacién con Tetradxido
de Osmio al 1% (ver apendice) (Polyscience, Inc., Warrington, PA., USA.} durante
dos horas.Pasadas las dos horas de fijacién , los ovarios se lavaron con solucidon
amortiguadora de fosfatos durante 30 minutos, después de este lavado los ovarios
se deshidrataron con acetonas graduales {50%, 70%, 90% y 100%), realizandose
3 cambios de cada acetona, de 10 minutos cada uno.

Después de la deshidratacion se procedié a preincluir en una mezcla de
Epon 812 (ver apéndice) (Polyscience, Inc., Warrington, PA., USA ) y acetona, en
una proporcién 1:1 durante 18 horas.Pasado este tiempo, se procedié a incluir en
Epén 812 y dejarlo en una estufa para su polimerizacion.

Una vez incluidos los ovarios , los bloques se rebajaron con una navaja de
un filo, hasta formar una pequefa piramide, dejando a la vista sélo el tejido a
cortar.Se realizaron cortes de 1 pm de grosor, en un ultramicrotomo (Nova LKB,
Bromma), los cuales se tifieron con azul de toluidina {ver apéndice) [Sigma
Chemical Co.(St. Louis Mo.}], fijando el colorante con calor, para tal efecto los
cortes se pasaron sobre la flama de una lAmpara de alcohol, seguidamente se
lavaron con agua corriente, para después hacer observaciones en el microscopio
de luz (American Optical) y asi poder analizar los cortes.

Una vez que se hicieron las observaciones histologicas en el microscopio
de luz, se realizé un estudio morfométrico con la ayuda de una digitalizadora
{Argus-20, Hammamaisu), en la que se realizaron conteos, para la corteza
ovarica, del nimero de celulas germinales u ovocitos, y del namero y el drea de

las células pregranulesas.Haciéndose tres repeticiones de cada conteo celular en



un area de 15360 pm® En la médula subcortical se delimitaron los cordones de
celulas estercidogénicas, los vasos sanguineos y los canales lacunares, para
poder obtener su area.También en la médula subcortical se obtuvieron el niimero
de celulas indiferenciadas, el nimero de células esteroidogénicas y el porcentaje
que ocupaba el intersticio, tomandose en cuenta que todo lo anterior se midid en
un area de 15360 pym?.

A partir de los datos obtenidos en la digitalizadora, éstos se transformaron
haciendo una regla de tres, para cobtener una relacion porcentual, ya que
considero al area total como el 100%, entonces el area obtenida de cada grupo
celular tuvo un porcentaje determinado.Respecto al numero de células, éste se
unificd para todos los tipos celulares, de los cuales se realizaron conteos en un
area de 1000 pym?®

El promedic del volumen de las células intersticiales medulares se
determiné dividiendo la densidad volumétrica por la densidad numérica.

La densidad volumeétrica se determiné por la técnica de conteo de puntos,
expresada en porcentaje.

La densidad numérica representa el nomero de células intersticiales
medulares por unidad de volumen del ovario, obtenida por la ecuacién de Floderus
{Weibel, E. y Bolender, R. 1973).

Una vez obtenidos los resultados se procedid a aplicar la prueba de T de
Student, para determinar si el tratamiento hormonal aplicado a los embriones
presentaba diferencias significativas, en cuanto a las poblaciones celulares

analizadas.



RESULTADOS

Histolégicamente los ovarios de los pollos recién nacidos, del grupo control
presentaron una corteza con células germinales y pregranulosas.En las células
germinales se observé un arreglo en grupos no homogéneos y pequefios,
presentando una forma esférica irreqular con un minimo de citoplasma, un gran
ntcleo y dentro cromosomas aislados o en pares.Las células pregranulosas se
encontraron distribuidas hacia la periferia del grupo celular, rodeando a las
células germinales, las cuales tenian una forma irregular alargada, con poco

citoplasma, un gran nicleo y un nucleolo evidente (fig. 1A).

En cuanto a la médula subcortical observamos los sistemas lacunares al
igual que l0s vasos sanguineos, los cuales no fueron numerosos y no estaban
muy desarrollados.Las células endoteliales de los vasos sanguineos estaban
aplanadas, diferenciandose de las células epiteliales de los sistemas lacunares,
que fueron grandes y redondas.Se aprecié también que los cordones de células
intersticiales medulares no fueron abundantes y fueron pequefios.Las células de
los cordones intersticiales medulares con un ntcleo evidente, presentaron
inclusiones lipidicas en su citoplasma, que ayudaron a limitarios perfectamente;

pero no asi a cada una de Ias células ( fig. 1B, 2).

En cuanto a las células pobremente diferenciadas se encuentran aisladas

ocasionalmente, ya que frecuentemente se encontraron juntas entre sj,
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observandose varios tamafios.Estas células tuvieron un minimo de citoplasma y

un nucleo grande con nucleolos evidentes (fig. 2).

En los ovarios tratados con hCG la corteza presenté una mejor limitacién
entre los grupos de célutas germinales como en fa distribucién de las células
pregranuiosas, observandose una forma alargada de las ¢élulas pregranulosas,
que rodearon a las células germinales, asi como un aumento de las mismas en e!

centro del grupo celular.

En !a médula subcortical de los ovarios tratados con hCG, los sistemas
lacunares aumentaron en tamafio y se encontraron distribuidos en mayor nimero,
sus celulas fueron grandes y redondas, en comparacion con fos avarios controles:
los vasos sanguineos aumentaron también en tamano y en numero, y las células
endoteliales se observaron no tan aplanadas, aumentando un poco su
tamafio.Los cordones de células intersticiales medulares aumentaron su tamafio y
fueron mas numerosos con el tratamiento con hCG, respecto a los ovarios
controles, las células de los cordones conservaron las inclusiones lipidicas en su

citoplasma y su nicleo evidente.

Al existir un mayor volimen ocupado por los cordones de células

intersticiales, sistemas lacunares y vasos sanguineos, el intersticio se redujo en

los ovarios tratados, en comparacion con los ovarios controles.
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Al realizar la morfometria , se observe que en la corteza ovarica de los
pollos recién nacidos , no existi6 una diferencia significativa en el nimero de
células germinales y células pregranulosas, pero si hubo un aumento de 1.1
veces mas en cuanto al area de las células pregranulosas en los ovarios de pollos

tratados con hCG, aunque esta diferencia no llego a ser significativa (Tabla 1).

En cuanto a los datos morfométricos de la medula subcortical, se observo
en la grafica 1, que hubo un aumento de 1.4 veces mas en el porcentaje de
cordones de célufas intersticiales medulares de los ovarios tratados, en relacion al
porcentaje de los cordones de los ovarios controles, ésta diferencia tuvo una
significancia igual a P>0.001.5e observé que los sistemas lacunares de los
ovarios tratados tuvieron un aumento de 2.3 veces mas que en los ovarios
controles, encontrandose una diferencia significativa igual a P>0.001, y en cuanto
a los vasos sanguineos, existié un aumento de 1.3 veces mas en los ovarios

tratados que en los controles, con una diferencia significativa igual a P>0.005.

Se observa también que existe una diferencia significativa en el volumen
individual de las células intersticiales de los ovarios tratados con hCG,
encontrandose un aumento de 1.4 veces mas (grafica 2) en comparacion con los

ovarios controles, con una significancia de P>0.00 (Tabla 2).

El nimero de células pobremente diferenciadas se conservé casi en la

misma proporcion en los ovarios tratados que en ios ovarios controles, al igual que
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el nimero de células intersticiales medulares que se encontraron en los cordones,
lo que significa que el incremento en los cordones intersticiales meduiares, fue

debido al aumento en el volumen de las células intersticiales y no al numero de

éstas (Tabla 3).



FIGURA 1,




FIGURA 2.
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TABLA 1

DATOS MORFOMETRICOS DEL EFECTO DE LA hCG SOBRE LA CORTEZA

OVARICA DE POLLOS RECIEN NACIDOS.

Numero de células

Nuamero de células

Area de las células

Tratamiento germinales / pregranulosas / pregranulosas
1000pm’ 1000um’ (pm?)
CONTROL 59+022 29017 17.6 £ 0.66
hCG 56+0.11 26007 19.7x0

Los valores son expresados con la media + error estandar.Significancia
estadistica: Control vs hCG, no significativa, n= 9 animales por grupo.
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TABLA 2

DATOS MORFOMETRICOS DEL EFECTO DE LAhCG SOBRE LA MEDULA
SUBCORTICAL DEL OVARIO DE POLLO RECIEN NACIDO

Cordones Vasos Sistema Intersticio
Tratamiento (%) Sanguineos Lacunar (%)
(%) (%)
CONTROL 9.1+£0.12 0651002 3.7+026 86.4 + 0.86
hCG 129+066" | 086+005* | 85+016™ | 778+083™
Los wvalores que se observan se indican con su media t eror

estandar.Significancia estadistica:Control vs hCG, *** =P>0.001, **=P>0.005y
n=9 animales por grupo.
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TABLA 3

DATOS MORFOMETRICOS DEL EFECTO DELAhCG EN LA MEDULA
SUBCORTICAL DEL QVARIO DE POLLO RECIEN NACIDO

NUmero de células | Numero de células | Volimen individual
Tratamiento indiferenciadas / intersticiales / de células
1000pm? 1000um’ intersticiales(pm”®)
CONTROL 23+ 046 9.7+08 6865.1 + 174
hCG 23.4£0.24 9.9+029 97143 £ 199
Los wvalores que se observan se indican con su media * error

estandar. Significancia estadistica:Control vs hCG, ***=P>0.001, los otros valores
no son significativos y n= 9 animales por grupo.
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CORDONES INTERSTICIALES DE LA MEDULA OVARICA

VOLWUMEN (%)
14 -k

10

CONTROL hCG

Grafica 1.Comparacién del porcentaje de los cordones
intersticiales en la médula subcortical del ovario de
pollo recién nacido.Los valores son expresados cemo In
media * error estandar, para 9 animales por
grupo.Significancia estadistica; control vs hCG  ***
P<0.001.

50



VOLUMEN INDIVIDUAL DE CELULAS INTERSTICIALES

VOLUMERN (1%10%um?)

12

CONTROCL hCG

Grafica 2.Comparacion del volumen individual de las células intersticiales
de los cordones medulares del ovaro de polio recién nacidoios valores
son expresados como la media * error estdndar, para 9 animales por
grupo.Significancia  esladistica: contrel vs hCG  ***  P<0.001.
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DISCUSION.

El ovario de pollo responde a la estimulacion exdgena con hormonas
gonadotropicas, durante el desarrolio embrionario, tanto in vitro (Grassi-Milano, E.
y Pitini, A, 1978, Teng, C. y Teng, C., 1979; Teng, C. et al., 1982; Woods, J. et al,,
1989) como in vivo (Gonzalez-Moran, G. et al,, 1985; Gonzalez-Del Pliego. M. et
al., 1988; Gonzalez-Moran, G. y Mancilla, C., 1998).Las hormonas gonadotropicas
se unen a sus células blanco por medio de receptores membranales Los
receptores de gonadotropinas continian madurando antes de que se genere el
eje pituitario gonadal (dia 13.5 de desarrollo) y la administracién hormonal
exdgena activa los receptores hormonales en las génadas (Woods, J. et al. 1977},
esto sugiere que a esta temprana edad, la hormona por si misma, induzca la

formacién de receptores hormonales (Shahin, M. et al. 1981).

En el presente trabajo la respuesta del ovario de pollo recién nacido tratado
con hCG durante el desarrollo embrionario, se determind por el incremento en el
desarrolic de la corteza, presenta}ndose una mejor limitacion de los grupos de
células germinales como en la distribucion de las células pregranulosas.Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Grassi-Milano y Pitini en 1978, ya
que observaron, en embriones de pollo de 18 dias, que los ovarios tratados con

LH presentaron una corteza muy desarrollada y con los avocitos ordenados en
cordones celulares.En estudios in vitro, Velazquez y colaboradores (1997),

encontraron que el nimerc de célufas germinales y pregranulosas no incremento
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después del tratamiento con hCG, al observar gue no hubo incorporacion de
timidina tritiada en las células, pero después del tratamiento con FSH el numero
de células aumentd al observarse un incremento en la incorporacion de timidina
tritiada Lo mismo se observo en estudios in vivo (Shahin, M. et al., 1981), en los
cuales se encontré que el numero de células germinales aumentd después del

tratamiento con FSH y del tratamiento con LH + FSH.

Respeclo a la médula subcortical de lo ovarios tratados con hCG, los
sistemas lacunares se encontraron muy desarrollados y distribuidos en mayor
numero, respecto a los ovarios controles, al igual que los vasos sanguineos,
asociandose esle evento a una estimulacion glandular efectuada por el
ovario.Estos resultados no coinciden con t{rabajos anteriores, como los de Grasi-
Milano y Pitini (1978), ya que observaron muy poco desarrollados los sistemas
lacunares, esto se pudo deber a Ia metodologia empleada, ya que lo realizaron en

un cultivo organotipico.

En los cordones de células intersticiales medulares se observd un aumento
en su tamano, pero este aumento no se debid a un incremento en el numero de
células que forman a los cordones, sino Que aumentaron su tamano por el
incremento en el volumen de las células intersticiales, sugiriéndose que estas
células son afectoras a la hCG en el ovario de pollo embrionario (Gonzalez-
Moran, G. et al., 1985) Resultados similares fueron obtenidos por Woods (1989)
en embriones de 10.5 hasta 18.5 dias de desarrollo, ohservando por medio de

inmunocitoquimica, que las células intersticiales de la medula ovarica mostraron
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cambios en su forma, indicando que estas células se diferencian bajo la influencia
de elevados niveles de LH plasmatica, cambiando de una forma irregular a una
forma ovalada y aumentando el numero de estas células, asi como su capacidad
de sintesis de hormonas esteroides, {Shahin, M. et al. 1982).También se han
caracterizado /in vifro fracciones celulares aisladas del ovario de pollo recién
nacido, por medio de gradientes de metrizamide, mostrando que las células
esteroidogénicas metabolizan progestina en androgenos (Alvarez-Fernandez, G.
et al. 1995).En trabajos anteriores, con células en cultivo, se sugiere que las
gdonadas embrionarias forman colesterol si se les estimula con gonadotropina
coridnica humana (Haffen, K. et al. 1969}, incrementandose la produccién de
pregnenolona endoégena, que a su vez forma la progesterona (Guichard, A. et al.

1979), la cual es necesaria para que se produzca LH (Scanes, C. et al. 1978).

Los resultados muestran que el efecto de la hCG propicia una hipertrofia en
las células intersticiales medulares y no una hiperplasia, como sucede con el
tratamiento con FSH (Gonzélez-Moran, G. y Mancilla, C. 1998).Lo que indica que
ta hipertrofia de las células intersticiales es la caracteristica mas importante para la
expansion de los cordones de las células intersticiales, en los animales tratados

con hCG, ya que el nimero de células intersticiales permanece constante,

En cuanto a las células pobremente diferenciadas se observa que el
numerc de éstas se conservd casi en fa misma proporcién, tanto en los ovarios
tratados como en los ovarios controles, sugiriendo que este grupo celular persiste

en la medula ovéarica hasta el nacimiento y pueden transformarse en células
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esteroidogenicas bajo estimulacion gonadotrépica (Gonzalez-Moran, G. et al
1985).Alvarez-Fernandez y colaboradores (1995) realizaron in vitro, fracciones
celulares aisladas del ovario de pollo recién nacido por medio de un gradiente de
metrizamide, y observaron que las células medulares indiferenciadas aromatizan
androgenos en estrogenos.En estudios in vitro de células de gonadas femeninas
de 7 a 18 dias de desarrollo, en presencia y ausencia de LH bovina, se determind
por el método de radicinmunoensayo, la cantidad de estradiol en el medio de
cultiva, encontrando que para todos los estados de desarrollo hubo secrecion de
estradiol, pero para los estados mas jovenes fue mas alto el contenido de
colesterol, concluyendo que el nimero de receptores por célula secretora de

estradiol disminuyé con la edad (Weniger, J. y Chouraqui, J. 1988).

El efecto que tiene la hCG en el ovario de embridn de pollo, no es
proliferativo, de acuerdo con nuestros resultados, en todas las poblaciones
estudiadas, pero en organismos adultos se ha observado que tanto ia LH como la
FSH actiian en las células de la granulosa causando su proiiferacién, asi como el
mecanismo de crecimiento folicular efectuado por la FSH y la estimulacidn en la
produccion de progesterona por las células de la granulosa con la LH (Yoshimura,
Y.y Tamura, T. 1988), con esto se sugiere que tanto la LH como la FSH estimulan

distintos eventos celulares en el embrién y en el animal adulto.
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CONCLUSION.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que el ovario de polio
recién nacido, tratado con hCG en etapa embrionaria, no tiene un efecto
proliferativo, ya que no provoca cambios significativos en el numero de las
distintas poblaciones celulares ovaricas, respondiendo solamente las células
intersticiales medulares al tratamiento con hCG, induciendo un incremento en su
tamano celular, sugiriendo que estas células son posiblemente células blanco a ia
hCG, siendo posible que esta gonadotropina actue principalmente en la actividad

endacrina y diferenciacion celular de! ovario prefolicular.
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APENDICE.

Fijador de Glutaraldehido al 2.5%.

Agregar 2.5 mi de glutaraldehido a 25 ml de solucidn amortiguadora de

fosfatos,agitando ligeramente para homogenizar.
Tetradxido de Osmio al 1%.

Agregar 1gr. de tetradxido de Osmic a 100 ml de solucién amortiguadora de
fosfatos, homogenizar con un agitador magnético, bajo una campana de
extraccion.

Solucidon amortiguadora de Fosfatos con un pH de 7.4,

Agregar 2.07gr de fosfato de sodioc monobasico 0.3M en 50 ml de agua

destilada.Preparar una segunda solucion , agregando 8.82gr de fosfato de sodio

dibasico en 200 ml de agua destilada; agitar ambas soluciones hasta

homogenizar.
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De la solucion de fosfato de sodio monobasico se toman 19 ml, que se agregan a
81 m! de la solucion de fosfato de sodio dibasico, la mezcla de ambas soluciones

debe tener un pH=7 4.
Resina de Epén 812.

Colocar en un matraz 17.2 ml de Epén 812(Polimero), 5.84 ml de NMA
{Plasticador), 17.2 m! de DDSA (Endurecedor) y 1.22 ml de DMP 30 {Catalizador),
agitar hasta homogenizar.

Azul de Toluidina al 1%.

A 100 m! de agua destilada se le agrega 1 gr de azul de toluidina y se agita

hasta homogenizar.
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