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INTRODUCCION.

1. Desarrollo embricnario del ovario y oviducto aviar.
1.1. Ovario izguierdo.

Desde el punto de vista embriolégico la gbnada se forma por dos tipos celulares: las
células soméaticas de origen mesodérmico y las células germinales primordiales, estas ultimas en
el pollo pueden ser observadas aproximadamente 18 horas después de la incubacién (Romanoff,
1960; Hardisty, 1978). Son células grandes, hinchadas y generalmente redondas u ovoides con
nucleos grandes. De acuerdo con Swiff (1914) y Danchakoff (1931), su medida promedio es de 15
a 22 ym, aunque a menudo no exceden de 18 um, pero Goldsmith (1928) da su diametro entre 10
y 15 um (Romanoff, 1960).

En aves las células germinales primordiales se derivan de las células del epiblasto,
migrando desde la region central del area pellcida a la zona que forma la cresta en el hipoblasto,
en el borde anterior del area pellicida. Esta region extraembrionaria es llamada cresta germinal, y
las células germinales primordiales se multiplican en esta zona (Eyal-Giladi, 1981; Gilbert, 1997).

A las 33 hr de incubacion las células gemminales empiezan su translado hacia la regién de
las futuras gbnadas por medio de los vasos sanguineos, donde los elementos germinales avanzan
mezclados con las células sanguineas (Romanoff, 1960; Hardisty, 1978; Balinsky, 1983). También
podria producirse un desplazamiento activo debido a las propiedades ameboides de estas células,
asi como a un desplazamiento pasivo resultante de la ordenacion de los tejidos y de los 6rganos
del embridn (Houillon, 1978). A las 48 hr después de la incubacion empiezan a llegar al mesenterio

dorsal y crestas genitales y la fase de transporte vascular termina virtualmente a las 90 - 120 hr de
incubacion (Hardisty, 1978).

Aproximadamente 3.5 dias después de la incubacion, tras llegar a las crestas germinales,
las células germinales primordiales se incrustan en el epitelio germinal (Merchant-Larios, 1978;
Balinsky, 1983). Hacia el final del tercer dia de incubacion, las génadas izquierda y derecha
contienen el mismo nimero de células germinales primordiales (Getty, 1982).

Durante el 4° dia muchas células germinales se transfieren de la gbnada derecha a la
izquierda. La génada izquierda, entonces, tiene cinco veces mas células germinales que la
derecha. Las células germinales primordiales se incorporan al epitelio germinal y las otras células



de este epitelio son de origen mesenquimatoso (peritoneal) (Romanoff, 1960; Getty, 1982). En
esta etapa indiferenciada la gbnada esta compuesta por dos elementos: el epitelio germinal y el
mesenquima subyacente. El epitelio germinal es esencial para el desarrollo posterior de la gonada,
dando origen a los cordones primarios de la médula (Haffen, 1977, Merchant-Larios, 1978).

El 5° dia la proliferacion de estructuras gonadales empieza con la aparicion de la red de
cordones mesodémicos, que forman la unién entre el glomérulo nefrico y los futuros cordones
sexuales (Romanoff, 1960; Getty, 1982). Los cordones sexuales de la primera proliferacion, se
forman como yemas del epitelio germinal y crecen en el interior del estroma, continuando su
formacion hasta cerca del 7° dia, cuando las diferencias morfolégicas sexuales aparecen. Durante
esta etapa indiferente no se observa distincion morfol6gica entre los sexos. En el macho, los
cordones estan destinados a formar los tubulos seminiferos; en la hembra se forman los cordones

medulares. La segunda proliferacion sucede después de la segunda proliferacion sexual
(Romanoff, 1960).

A los 6.5 dias en el embrion de pollo los cordones y el epitelio empiezan a separarse. Este
proceso es realizado por un crecimiento interno del estroma y da como resultado que la membrana
basal no continle mas tiempo entre la envoltura epitelial y los cordones proliferados internamente.
A continuacion de la separacion, los cordones sexuales crecen rapidamente y aumentan de
diametro, ocupando mas espacio del estroma y contribuyendo al aumento de la génada. Al final de
este dia la formacion de cordones de la primera proliferacion cesa repentinamente, y toman lugar
cambios que permiten determinar el sexo del embrién (Romanoff, 1960;Getty, 1982).

El 7° dia comienza la diferenciacién de los cordones sexuales primarios o cordones
medulares, siendo similar en ambos sexos. La génada femenina izquierda se dilata en todas
direcciones debido principalmente a un aumento en los cordones primarios (Romanoff, 1960), que
forman la médula ovérica y contribuyen a la constitucion de las células intersticiales medulares,
que tienen una funcion endocrina. El epitelio germinal prolifera luego en su zona periférica gruesa,
de células epiteliales, que da origen a la corteza ovarica. Una capa de tejido conectivo, que es la

tanica albuginea primana, separa la corteza de la médula en este estadio (Romanoff, 1960; Getty,
1982).

Durante el 8° dia las células germinales primordiales estan distribuidas uniformemente en
el epitelio germinal. En este periodo, las células germinales comienzan una activa division para
formar ovogonias, observandose los siguientes dias un rapido aumento del nimero de células
germinales en el epitelio. Grupos de tres o cuatro racimos forman lobulaciones de la superficie
interior de él epitelio. Estos abultamientos de ovogonias son los brotes que forman la segunda
proliferaciéon, o cordones corticales. La formacion de los cordones corticales de la segunda



proliferacién, comienza por una multiplicacién y agrupamiento de las células germinales en el
borde interior del epitelio germinal, préximo a la tanica albuginea. Para el 10° dia los cordones son
lentamente unidos al epitelio, aumentando en tamafio y nimero (Romanoff, 1960). Los cordones
sexuales secundarios, las ovogonias y las células intersticiales corticales permanecen superficiales
a la tunica albuginea primaria y constituyen la corteza ovérica (Getty, 1982).

Del 9° al 11° dia, el epitelio germinal del ovario izquierdo es columnar y puede ser de una
a cuatro células de grosor (Romanoff, 1960).

Alrededor del 14° dia los cordones sexuales secundarios se separan del resto del epitelio

germinal por una segunda capa de tejido conectivo, llamada tunica albuginea definitiva (Getty,
1982).

Para el 15° dia hasta el momento de la eclosion, el ovario izquierdo es reducido de una
simple capa de células cuboidales a columnares. La corteza es delgada debido a la presencia de
cordones de la segunda proliferacion. Las células germinales primordiales del ovario izquierdo son
pocas, en comparacion con el ovario derecho (Romanoff, 1960).

Antes de la eclosion y un poco después, el ovario esta formado por una médula y una
corteza que rodea la médula, excepto en el hilio, donde esta ltima esta en contacto con la pared
dorsal del cuerpo. Las ovogonias y los ovocitos estan confinados en la corteza. La superficie mas
externa de la corteza se halla recubierta por un epitelio alto, cuboide o aplanado, conocido como
epitelio superficial, que persiste durante la madurez. Por detras de este epitelio se encuentra la
tunica albuginea definitiva. La médula esta formada de tejido conectivo con vasos sanguineos y
nervios; también contiene musculo liso. Las ramas arteriales contorneadas, muy numerosas, y las
grandes venas hacen de la médula la parte mas vascular del ovario (Getty, 1982).

1.2. Ovario derecho.

En la mayoria de las aves el ovario derecho permanece en el estado de goénada
indiferente, con los cordones sexuales primarios sin reducir (Balinsky, 1983).

La gbnada derecha en la hembra, normalmente, tiene mas de testiculo que de ovario. A
partir de los cordones sexuales primarios se constituye la médula de la gbnada, el epitelio germinal
usualmente permanece como una simple capa de células cuboidales. Hay proliferacion de los
cordones sexuales secundarios y, por tanto, no de una corteza activa. Esta clase de gonada
derecha tiene un equivalente potencial testicular. Sin embargo, como las células germinales
primordiales en sus cordones sexuales primarios han desaparecido a las tres semanas de la
incubacion, pronto se pierde su capacidad para la espermatogénesis. El desarrollo subsiguiente



del ovario derecho se hace mucho mas lento que el del ovario izquierdo. No obstante, persiste en
la vida adulta como un tejido bien definido de la superficie ventral del lado derecho de la vena
cava caudal. En los mas adultos alcanza un tamafio maximo de unos 5 a 6 mm de longitud y
menos de 1 mm de diametro transverso (Getty, 1982).

1.3. Oviducto izguierdo.

Durante los primeros estados del desarrollo embrionario se encuentran presentes los
conductos de Wolff del macho y los conductos de Milller u oviductos de la hembra. Antes de la

eclosion los conductos de Wolff degeneran en la hembra, asi como los oviductos en el macho
(Romanoff, 1960).

El oviducto aparece al 4° dia de la incubacién, como un surco en una tira longitudinal de
epitelio peritoneal engrosado conocido como cresta tubal, que asienta dorsolateral sobre el
mesonefros y su conducto (Romanoff, 1960; Getty, 1982),

Al 5° dia los labios del surco se unen, formando un tubo corto con un ostium celémico
abierto cranealmente y un extremo ciego caudalmente. Esta terminacion ciega crece caudalmente,
lateral al conducto mesonéfrico, y adquiere una luz a medida que avanza. Alcanza la cloaca entre
el 7° y el 11° dias. Alrededor de los 13 dias, se aprecia el infundibulo, el magnum y el dtero. La
perforacién dentro de la cloaca ocurre finalmente después de la eclosion (Getty, 1982).

1.4. Oviducto derecho.

El desarrollo del oviducto derecho es esencialmente de la misma forma que el izquierdo,
hasta antes del estadio indiferenciado que ocurre al final del 6° dia. El desarrollo del oviducto
derecho esta totalmente terminado en el octavo dia y comienza inmediatamente su degeneracion.
Se pierde la luz de la direccién craneocaudal. Alrededor de los 18 dias de incubacion, la regresién
del oviducto se ha completado, con la desaparicién total, excepto por un corto mufién que se
mantiene unido a la cloaca (Romanoff, 1960; Getty, 1982).



2. Localizacion y merfelegia del evarie vy &l eviducte lzquierde.
2.1. Ovario: posicitn, irrigacitn sanguinea ¢ inervaciéon.

El ovario izquierdo ocupa la parte dorsal de la regién media del celoma (Figura 1). Asienta
en contacto con la region craneal del rifién izquierdo y también solapa la division craneal del rifién
derecho. Esta relacionado cranealmente con el extremo caudal del pulmén izquierdo.
Ventralmente esta cubierto por el saco aéreo abdominal izquierdo; dorsalmente esta en contacto
con la aorta y vena cava cubriendo las glandulas adrenales izquierda y derecha. Las relaciones
son particularmente intimas en la adrenal izquierda, que esta parcialmente incorporada en la
superficie dorsal del ovario. La base del ovario izquierdo esta unida a la pared dorsal del celoma
por un pliegue del peritoneo, el mesovario que, basicamente, suspende al ovario del celoma
(Sturkie, 1967, Gilbert, 1971a.; Michel y Schwarse, 1980; Getty, 1982; Johnson, 1986). Sin
embargo, esta suspension peritoneal, desde la pared dorsal del cuerpo, esta reforzada por tejido
conectivo, misculo liso, vasos sanguineos y nervios y , junto con estas estructuras, constituye un
hilio ovérico amplio y bien definido que también se llama «peduinculo ovarico» (Gilbert, 1971a.;
Getty, 1982).
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Figura 1. Ubicacion del aparato reproductor de la hembra en la cavidad abdominal. Tomado de Sauveur y Reviers, 1992,



El ovario recibe su aporte sanguineo de la corta arteria ovarica, que usualmente se origina
de la arteria renolumbar izquierda, que puede ramificarse directamente de la aorta dorsal. La
arteria ovarica se divide en muchas ramas y usualmente 2 a 4 ramas arteriales separadas cursan
hacia un pediculo folicular (Sturkie, 1967).

El drenaje venoso se hace mediante dos 0 mas venas ovéricas, formadas por anastomosis
de los peddnculos foliculares. Las venas ovaricas craneales y la vena adrenal izquierda forman un
tronco comun que desemboca en el lado izquierdo de la vena cava caudal, a 1 cm craneal de las
venas iliacas comunes. La vena ovarica caudal entra en la cara ventral de la vena cava caudal o
en la vena iliaca comun izquierda ( Gilbert, 1971a.; Getty, 1982).

La inervacion del ovario izquierdo deriva del plexo ovérico. Este es una lamina mas o
menos continua de tejido nervioso que asienta dorsalmente a lo largo del hilio ovarico y ventral de
la aorta. Contiene no solamente grandes y pequefios haces de nervios, sino también 10 ganglios
principales que se extiende a lo largo de las glandulas adrenales. También existen mas ganglios
pequefios que tienen hasta 100 neuronas (Getty, 1982).

El plexo ovarico recibe ramas simpéticas del quinto, sexto y séptimo ganglios toracicos y
primero y segundo ganglios lumbosacros de la cadena simpética (Gilbert, 1971a.; Getty, 1982)..
Estos ganglios se distribuyen, respectivamente desde el V, VI y VIl nervios esplacnicos toracicos y
| y Il nervios esplacnicos lumbosacros hasta el plexo ovarico (Getty, 1982).

También hay una posible contribucién de nervios vagos al plexo, sin embargo, la
evidencia no es total. Las fibras preganglionares parasimpaticas puede que estén presentes y
surjan de los plexos prevertebral y pelviano, haciendo sinapsis con numerosas células nerviosas

en los foliculos maduros, pero la fuente precisa de tales fibras es oscura (Gilbert, 1971a.; Getty,
1982).

Existen tres o cuatro ganglios del plexo ovarico que estan incrustados en el hilio ovarico
propiamente dicho. Desde estos ganglios emergen 10 haces de nervios que pasan a través del
hilio a la zona vascular (médula) del ovario, alguno de los cuales inerva los vasos sanguineos y
musculos lisos del hilio ovarico (Getty, 1982). Existen componentes adrenérgicos y colinérgicos.
La zona vascular del ovario contiene muchos haces nerviosos, algunos de los cuales estan de
nuevo relacionados con los vasos sanguineos y la musculatura lisa (Gilbert, 1971a.; Getty, 1982;
Bahr y Nalbandov, 1977). Parece que predominan los elementos colinérgicos sobre los
adrenergicos. No existen células nerviosas en la zona vascular del ovario. En la zona
parenquimatosa (corteza) del ovario hay una red extensa de fibras nerviosas que estan
relacionadas principalmente con los foliculos en desarrollo. También estan inervados los vasos
sanguineos. Existen abundantes componentes adrenérgicos y colinérgicos. En los foliculos



maduros existen células nerviosas, pero no suele ser comiente encontrarlas en la zona
parenquimatosa del ovario (Getty, 1982).

2.2. Bl ovario inmaduro.

El ovario del pollo es una pequefia estructura irregular (Michel y Schwarze, 1980; Dyce et
al. 1991), su color es amarillo rosaceo palido y su superficie es granular. Tiene alrededor de 3.5 a
7 mm de largo y 1,5 mm de ancho (Getty, 1982). (Figura 2).
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Figura 2. Desarolio esquemdtico del ovario en la gallina. Tomado de Sauveur y Reviers, 1992,

Esencialmente esta formado por una corteza extema y una médula central separados por
la tinica albuginea (Gilbert, 1971a.). La médula contiene tejido conectivo, vasos sanguineos y
linfaticos, cordones de células intersticiales y células indiferenciadas (Gilbert, 1971a.; Getty, 1982;
Gonzalez-Moran et al., 1985; Gonzalez del Pliego et al., 1988). Las células intersticiales se
encuentran en la zona externa de la médula del ovario. Son de forma irregular, con un citoplasma
altamente vacuolado y se agrupan en cordones o grupos rodeados por células del estroma
(Gonzalez-Moran et al., 1985). El citoplasma de estas células contiene mitocondrias con crestas
tubulares, numerosos depésitos de reticulo endoplasmico liso y abundantes gotitas de lipidos. Las
mitocondrias de las células intersticiales son mas grandes que las de las células indiferenciadas.
Cada cord6n de estas células recibe una terminal nerviosa que penetra en el agrupamiento celular.
Por estudios estructurales postnatales de estas células se ha mostrado que originan las células de
la teca de los foliculos ovaricos (Gonzalez del Pliego et al., 1988).

Las células indiferenciadas se encuentran rodeados por una definida lamina basal. Estas
células presentan escaso citoplasma y pocos organelos, principalmente poliribosomas y depositos
de reticulo endoplasmico rugoso. El nucleo es redondo u ovoide con eucromatina y nucleolos
prominentes (Gonzalez del Pliego et al., 1988).




Los sistemas lacunares se parecen a los vasos sanguineos, pero los rodean células
epiteliales mas voluminosas. Las células que rodean los vasos sanguineos son mas aplanados y
de tipo endotelial (Gonzalez-Moran et al., 1985).

La corteza esta rodeada por un epitelio pseudoestratificado llamado epitelio germinal, se
encuentran las células germinales (ovogonias y ovocitos) y entre ellas las células pregranulosas.
Las ovogonias son mas pequefias que los ovocitos, en las primeras la cromatina se encuentra
dispersa en el citoplasma, y en los segundos se puede observar condensada en el nicleo
formando cromosomas. Las células pregranulosas son alargadas, en forma ovoide con escaso
citoplasma (Gonzalez-Moran et al., 1985).

2.3. Bl ovario maduro.

En el ovario inmaduro existen miles de ovocitos Aproximadamente a las 18 semanas de
edad del pollo, el ovario maduro es sexualmente activo y forma los foliculos que cominmente son
de seis distintos tamafios de entre 2 y 4 cm de diametro; acompafiados por un gran nimero de
pequerios foliculos de 2 y 10 mm de diametro y otros mas pequefios y numerosos que son los
foliculos blancos. Este grupo de foliculos se clasifican de acuerdo a los dias faltantes para su

ovulacién. Se designan como Fy, Fa, Fs, Fa, Fsy Fe, siendo el mas grande y préximo a ovular el F,
(Gilbert, 1971; Bahr y Nalbandov, 1977; Johnson, 1986).

Durante la actividad sexual el ovario izquierdo adulto recuerda un racimo de uvas. Esto es
debido a la presencia de varios foliculos redondeados de distinto tamafio que se proyectan desde
la superficie ventral del ovario, cada uno suspendido por un pedinculo folicular (Michel y
Schwarse, 1980; Getty 1982; Dyce et al., 1991). En un animal en época de reproduccion existen 4
6 5 foliculos muy grandes, con didmetros de hasta unos 40 mm (Sturkie, 1967; Getty, 1982).

A simple vista se pueden ver hasta 2,500 ovocitos (Gilbert, 1971a.; Getty, 1982). Existen
miles de ovocitos mas pequefios que estan profundos y adentro del ovario y son visibles al
microscépio. Cuando el ovario esta activo es muy variable en cuanto a forma y consistencia,
puede tener 5 cm o mas, tanto cranealmente como transversalmente. En la gallina puede tener un
peso de unos 50 g. Después de que la fase de actividad sexual ha terminado, el ovario se reduce
en tamario y en forma, y pasa a la fase de reposo (Getty, 1982).

Durante la fase de reposo el ovario izquierdo del adulto tiene una forma oval aplanada
(Michel y schwarse, 1980; Getty 1982), con una extremidad craneal redondeada y alargada
transversalmente y una extremidad caudal mas puntiaguda, de unos 3 cm de longitud
craneocaudalmente, 2 cm transversalmente y de 3.5 mm a 10 mm dorsoventralmente. En este



estado su peso es solamente de 2 a 6 g. Los ovocitos son pequeiios o diminutos y tiene un color
blanco o grisaceo (Getty, 1982).

En las aves los foliculos en diferentes estados de maduracion se encuentran limitados por
una gruesa pared del epitelio y una capa conjuntiva del ovario. Este tejido se alarga con el
volimen de la yema y se une al ovario por un tallo folicular. En la parte distal de éste se encuentra

una regién mas delgada del epitelio, sin capa conjuntiva. Es el estigma (Sturkie, 1967; De Alba,
1985; Johnson, 1986).

El foliculo ovarico estd altamente vascularizado, excepto en el estigma (el punto de
ruptura durante la ovulacién) que contiene un menor numero de arterias y venas fundamentales
(Sturkie, 1967; De Alba, 1985; Johnson, 1986).

El sistema venoso del foliculo es mas prominente que el sistema arterial y forma tres
capas o redes: 1) la mas interna, localizada en la teca; 2) una capa media, y 3) la capa periférica o
externa, que consiste en unas pocas venas grandes que rodean al foliculo y lo abandonan por el
pediculo. Eventualmente todas las venas del ovario se unen en dos venas principales, la anterior y
la posterior, que se vacian en la vena cava posterior (Sturkie, 1967).

2.4. Oviducte: pesicién, irrigacién sanguinea e
inervacion.

El oviducto es un arrollamiento masivo de entre 60 y 80 cm de largo cuando es
plenamente funcional, extendiéndose desde el ovario hasta la cloaca y ocupando una gran parte
de la cavidad abdominal (Figura 1). Esta suspendido del techo de la cavidad corporal por un
pliegue peritoneal (mesoviducto) y algunas asas estan conectadas por una continuacion ventral
que forma el prominente ligamento ventral musculoso (Aitken, 1971; Dyce et al. 1991).Ambos
contienen fibras de masculo liso que son muy abundantes en el borde libre del ligamento ventral
donde forman el cordon muscular sélido (Aitken, 1971; Getty, 1982). La pared del oviducto
consiste en cuatro capas musculares: serosa, tinica muscular, una submucosa escasa y una
tunica mucosa que contiene muchas glandulas (Michel y Shwarse 1980; Dyce ef al., 1991).

El oviducto esta irrigado por cuatro arterias: 1) la craneal del oviducto, 2) la media, 3) la
caudal y 4) la vaginal. Todas son arerias impares del lado izquierdo del cuerpo, unicamente
(Getty, 1982).

Las principales venas se vacian en la circulacion general por dos rutas diferentes: 1) Las
venas uterinas caudales y las venas vaginales se vacian en la vena caudal del oviducto, tributaria

de la vena pudenda. A través de estas venas la vagina y la region caudal del Gtero tienen un
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acceso potencial al sistema portal renal o hepético. 2) El resto del oviducto drena en la vena cava
caudal. Las venas medias del oviducto (venas uterinas lateral y craneal y, probablemente, una
gran extension de la vena uterina dorsal) desembocan en la vena renal izquierda (eferente). La
vena craneal del oviducto se une a las venas ovaricas para desembocar directamente en la vena
cava caudal, o en la parte terminal de la vena iliaca comun izquierda (Getty, 1982).

El oviducto tiene una inervasion simpatica y parasimpatica; todos los nervios surgen del
lado izquierdo del cuerpo (Aitken, 1971; Getty, 1982; Johnson, 1986).

La inervasion simpética proviene fundamentalmente de dos sitios: 1) el plexo que
acompaiia a la aorta, plexo prevertebral, formado de una red extensa de ganglios y nervios
simpaticos ventrales a la aorta. Los nervios simpdticos surgen del plexo y acompafian a la arteria
isquiatica hasta su origen de la arteria media del oviducto; 2) los ganglios de la cadena del tronco
simpético izquierdo caudal a la arteria iliaca izquierda. Estos dos grupos de nervios simpaticos
forman un plexo en el borde lateral del uréter izquierdo de la arteria media del oviducto (Getty,
1982).

La inervacién parasimpética deriva desde el VIl al Xl nervios espinales lumbosacros
inclusive (XIII a XXXIIl nervios espinales). Cada uno de estos cuatro nervios envia un filamento, y
éste, a su vez, cuatro hacia el uréter izquierdo, donde se unen para unir el nervio pudendo
(pelviano). El nervio pudendo continGa a lo largo del uréter izquierdo hasta el origen de la arteria
vaginal en el primer segmento de la vagina. Hay tres principales ganglios a lo largo de esta parte
del nervio pudendo y muchos mas en la union del (tero y la vagina. El mas caudal y mayor es el
cloacal. El ganglio cloacal izquierdo en la hembra se ha llamado ganglio uterovaginal, que asienta
en ala unioén del Gtero y la vagina. Varios filamentos procedentes del nervio pudendo van a lo largo
de las arterias vaginal y uterina caudal hasta el Utero y la vagina (Sturkie, 1967; Getty, 1982).

El Gtero y su unién con la vagina tienen considerablemente mas tejido nervioso que el
istmo y el resto de la vagina. Tiene dos redes nerviosa complejas. La mas externa consta de
grandes nervios y asienta inmediatamente por detras de la serosa. La red mas profunda, que esta
conectada con la precedente, esta formada por fibras simples aparentemente asociadas a con las
células musculares. Las células ganglionares son relativamente numerosas (Getty, 1982).

2.6. Mortfologia del oviducto.

Hasta las 20 semanas después de la eclosion el crecimiento es lento pero progresivo, el
oviducto alcanza una longitud de unos 11 cm y un peso alrededor de 1 g. Después de las 12
semanas el oviducto se alarga rapidamente alcanzando unos 25 cm y unos 22 g de peso a las 21



semanas. La mayor parte del alargamiento afecta al infundibulo, al magnum, y el istmo (Getty,
1982). (Figura 3).

b) OVIDUCTO
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Figura 3. Desarrollo esquemdtico del oviducto en la gallina. Tomado de Sauveur y Reviers, 1992

El oviducto es una estructura larga, tortuosa, se extiende desde el ovario a la cloaca. Se
divide en cinco segmentos, cada uno de los cuales posee una funcién diferenciada. Dichos
segmentos son: infundibulo, magnum, istmo, Gtero y vagina (Sturkie, 1967; Aitken, 1971; Getty,
1882, Bahr y Nalvandov, 1977;Banks, 1986; Johnson, 1986; Dyce et al., 1991).

El infundibulo esta formado por una especie de embudo seguido de una regién tubular. La
longitud total de estas dos regiones en la gallina varia de 4 a 10 cm, con una longitud total y un
diametro (de la abertura del embudo) de unos 7 y 10 cm respectivamente (Sturkie, 1967; Getty,
1982; Bahr y Nalbandov, 1977; Dyce et al., 1991). Su color es rosado. La mucosa es algo oblicua,
con pliegues longitudinales, que aumentan gradual y progresivamente de altura. La abertura del
ostium en el celoma es una hendidura alargada. El embudo desaparece rapidamente para formar
la region tubular del infundibulo. La pared de esta parte del embudo es méas gruesa que la del
embudo, pero mas delgada que cualquier otra parte del oviducto. Intemamente, los pliegues, que
forman una especie de espiral, continian gradualmente creciendo, pero son mucho méas delicados
que los del magnum. La transicion hacia el magnum es muy abrupta y estd marcada por el
alargamiento inmediato de los pliegues de la mucosa (Getty, 1982).

El magnum es altamente sinuoso, mide unos 30 cm y es el segmento mas largo del
conducto. Sus paredes tienen unos masivos pliegues mucosos engrosados por las glandulas que
aportan cerca de la mitad de toda la albimina del huevo. En el extremo distal del magnum los
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pliegues mucosos son mas bajos y la secrecion es mas mucosa (Getty, 1982; Dyce et al., 1991).
La secrecion de su mucosa es de color blanco (Bahr y Nalbandov, 1977).

El istmo mide unos 8 cm de largo y es delimitado del magnum por una estrecha zona
glandular (translicida). Es mas fino y sus pliegues mucosos son mas bajos que los del magnum.
Sus glandulas secretan mas albumina y también un material que rapidamente se condensa para
formar las dos membranas homogéneas que estan entre la albimina y la cascara. El color de la
mucosa es amarillo oscuro que el resto del oviducto (Getty, 1982; Dyce et al., 1991).

El dtero es una camara de pared mas fina y un tanto agrandada que mide de 4 a 12 cm de
largo (Sturkie, 1967; Getty, 1982; Dyce et al, 1991). Los pliegues de la mucosa estan
imegularmente intersectados por surcos transversos y oblicuos, que constituyen numerosas
laminillas en forma de hoja de hasta 0.5 mm de grueso y 4 mm de alto. El color de la mucosa
puede ser desde rosado palido al rosa vivo o marrén. El interior de la region terminal del (tero en
forma de embudo, es una region estrecha en forma de anillo de 0.5 a 1 cm de ancho.
Histoquimicamente esta region se distingue por la presencia de abundantes lipidos, ésteres de
colesterina contenidos en las células ciliadas de la superficie del epitelio (Getty, 1982).

La vagina es un tubo muscular en forma de S. Su unién con el Gtero es sefialada por un
esfinter (Bahr y Nalbandov, 1977;Dyce et al., 1991). La mucosa de la vagina es blanca. Los
pliegues de la mucosa son longitudinales mas que espirales y mucho mas gruesos y bajos que en
otra parte del oviducto, excepto en el embudo del infundibulo (Getty, 1982). (Figura 4).

Figura 4. Representacion esquemdtica del oviducto de la gallina. Tomado de Sauveur y Reviers, 1992,



3. Fislologlia.

3.1. Control de la actividad reproductora: eje hipothlamo-
hipétixis-génada.

La actividad reproductora gonadal en las aves esta controlada y regulada por el eje
hipotalamo-hipdfisis (Kolb, 1987; Garcia Lopez, 1995) (Figura 5). Este eje se establece a los 13
dias para los machos y a los 14 dias para las hembras, observandose que ante estimulos
extemos se producen hormmonas liberadoras de las gonadotropinas en las neuronas
hipotalamicas, las que entran en circulacién porta hipofiseal y regulan la sintesis y liberacion de
las gonadotropinas de la hipdfisis, la hormona foliculo estimulante (FSH) la hormona luteinizante
(LH), las cuales estimulan el crecimiento gonadal y la estereidogénesis (Woods, 1987).

Hipotalamo Hipdfisis
GALH RH ’!
H
Feed-back LH RH
positivo /' LH
A
®© Factor de H
estimulo ,"
exterior o s
secrecion e
supralateral ,~
#
gvem
Testosterona
®
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71 tolhiculo listo pars
Ovulacion ovular.

Figura 5. Relacion entre hipotalamo-hipdfisis y ovario en la gallina. Tomado de Garcia Lopez, 1995.

El hipotalamo es autbnomo en estado inicial de desarrollo al sintetizar hormonas
liberadoras. Por estudios inmunocitoquimicos se ha observado que las neuronas que regulan la
liberacion y sintesis de hormonas gonadotropicas pueden observarse en el infundibulo a los 5.5 y
para los 7.5-8 dias la eminencia media anterior es invadida por terminales nerviosas (Woods.
1987). También la hipéfisis es capaz de sintetizar hormonas gonadotrépicas antes de que la
comunicacion vascular con el hipotadlamo se establezca. Por técnica inmucitoquimica se pudo

detectar la presencia de LH y de FSH alrededor del 4° dia de desarrollo (Woods, 1987, Gonzalez
et al., 1987).
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Fugo (1940) y Vogel (1957) realizaron experimentos de hipofisectomia, y observaron que
el eje hipotalamo-hiptfisis-génada es funcional desde el dia 13 de desarrollo (Gilbert, 1971a.;
Woods, 1987). Fugo observo que las gbnadas de embriones decapitados a las 33-38 hr exhibian
un desarrollo normal hasta los 13 dias, y después de ese tiempo las gonadas no incrementan de
peso, talla o diferenciacion histolégica. Vogel (1956, 1957) confirmo y extendié estas
observaciones, notando que después del dia 13 de incubacién la concentracion de colesterol en
las goénadas de embriones decapitados no continua aumentando. Este resultado sugirié una
reduccion en la produccion de hormonas sexuales para el dia 13, ya que el colesterol es el
precursor de las hormonas sexuales (Woods, 1987).

3.2. Descripcion del hipotalamo ¥ la hipéfisis.

El hipotdlamo es una pequefia estructura que constituye la base del diencéfalo, y se
encuentra situado por encima del quiasma Optico de la hipSfisis (Ville, 1987). La hipdfisis o
gléndula pituitaria, esta situada en una depresion en forma de silla de montar del hueso esfenoides

(la silla turca) en la base del diéncefalo (Sturkie, 1967), conectandose intimamente con el
hipotalamo en la base del cerebro (Scanes, 1986).

La hipéfisis comprende un |6bulo anterior (adenohipéfisis) y un lébulo posterior
(neurohipdfisis), siendo separadas por una capa de tejido conjuntivo (Sturkie, 1967). En
mamiferos la adenohipdfisis forma la pars distalis (glandula pituitaria anterior), la pars intermedia y
la pars tuburalis. En las aves no hay pars intermedia, por lo que la hip6fisis solo forma la glandula
pituitaria anterior y la pars tuberalis, cuyas células se encuentran en la base del cerebro
(Hipotalamo). La neurohipéfisis forma la pars nervosa (el equivalente de la glandula pituitaria
posterior en ave), el tallo del infundibulo y la eminencia media (Scanes, 1986).

Cuando el hipotdlamo recibe mensajes nerviosos especificos, secreta mindsculas
cantidades de hormonas liberadoras, que a lo largo de las fibras nerviosas pasan a la glandula
pituitaria anterior. Las distintas hormonas liberadas por la pituitaria anterior pasan por la sangre
hasta las glandulas especificas que constituyen sus objetivos (Lenhinger, 1991).

3.3. Hormonas sexuales hipétisiarias.

Entre las hormonas producidas por la adenohipéfisis se encuentran las gonadotropinas LH
y FSH que se encargan de mantener la actividad de los testiculos y los ovarios, siendo regulada su
secrecion por la retroalimentacién de las hormonas gonadotropicas y los productos de las gonadas
sobre las neuronas hipotaldmicas que secretan la hormona liberadora de FSH/LH-RH y
posiblemente por la accion directa de los esteroides sexuales sobre las células secretoras de
FSH/LH de la adenohip&fisis (Eckert ot al., 1993).
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En aves la FSH y la LH son hormonas glicoproteinicas con un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa y constituidas por una subunidad o (comun para LH, FSH y hormona
estimulante de la tiroides (TSH) y una subunidad p (especifica de cada hormona) (Scanes, 1986).

La FSH tiene como funcién regular el desarrollo del foliculo y su actividad secretora, es
por lo tanto la responsable del crecimiento folicular y la razén por la cual sélo una parte del gran
nimero de foliculos que contiene el ovario lleguen a desarrollarse parece estar relacionada con la
situacion que ocupan: asi, los mas proximos a los mayores vasos sanguineos reciben mayor
aporte de FSH, por lo que tienen mas posibilidades para desarrollarse (Castello et al., 1989;
Sauveur y Reviers, 1992; Garcia Lépez, 1995).

La LH es responsable del desarrollo del ovario, de la secrecién de hormonas esteroideas y
sobre todo de la ovulacién. La LH, también llamada hormona inductora de la ovulacién (OIH) en
las aves, lo mismo que la FSH, es secretada por las células bastfilas del |6bulo anterior de la
hipéfisis (zona cefélica) también de manera continua. No obstante en tres momentos del periodo
comprendido entre dos ovulaciones sucesivas se produce un brusco incremento de la secrecion de
LH (aumento del nivel de sangre) ( Garcia Lépez, 1995).

Sobre estos valores maximos que se producen en la secrecién de esta hormona se han
producido diferentes hipétesis: entre ellas la mas interesante dice que el incremento de LH que
produce la ovulacién es consecuencia de una tercera hormona (Sturkie, 1967; Garcia Lopez,
1995). Se cree que esta hormona podria ser la progesterona debido a que los resultados de
pruebas que se han realizado indican que la LH es la hormona de la ovulacion y la progesterona el
esteroide ovarico necesario para que se produzca la liberaciéon de LH (Garcia Lopez, 1995).

Las células blanco para la FSH son las células de la granulosa, mientras que para la LH
son tanto las células de la granulosa como las células de la teca. Los receptores a estas hormonas
se encuentran en la superficie celular de las células blanco. La unién de la hormona con el
receptor activa la adenil ciclasa y aumenta la concentracion intracelular del adenosin 3',5'-
monofosfato ciclico (AMPc) (Scanes, 1986).

3.4. Ovario.

El ovario, bajo el control de las hormonas gonatrépicas de la hipdfisis, segrega los tres
principales tipos de esteroides sexuales: estrégenos, andrégenos y progesterona (Gilbert, 1971b.;
Wells y Gilbert, 1984; Sauvier y Reviers, 1992; Garcia L6opez, 1995).

Mediante el uso de precursores radioactivos se ha observado in vitro que el ovario
embrionario de pollo puede producir 17B-estradiol y estrona desde el 7° dia de desarrollo. El nivel
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de secrecion de estas hormonas también ha sido medido por radioinmunoensayo (Gonzalez-Moran
et al., 1985; Gonzalez del Pliego et al., 1988; Alvarez-Femandez et al., 1995). La presencia de A5-
3p hidroxiesteroide deshidrogenasa en los cordones medulares confirma la funcién

esteroidogénica de estas estructuras ya que es una enzima importante en el metabolismo de
esteroides (Gilbert, 1971b.; Gonzalez-Moran et al., 1985).

La secrecion de esteroides es, por una parte ciclica, de acuerdo con el desarrollo de la
ovulacion pero, por ofra, también tiene lugar de forma continua (Sauveur y Reviers, 1992). Segun
un concepto clasico de endocrinologia, a largo plazo, estos esteroides tienden a frenar la secrecién
de hormonas gonadotrOpicas (refroalimentacién negativa) que han estimulado su aparicién
(Sauveur y Reviers, 1992; Garcla Lopez, 1995).

Los estrogenos son sintetizados por células intersticiales de las tecas foliculares. Su
sintesis muy temprana aumenta notablemente 2 6 3 semanas antes de la madurez sexual,
disminuyendo cuando la gallina deja de poner. La sintesis de estrégenos esta asegurada por el 2.°
y 3.% foliculo de mayor tamafio. La capacidad de sintesis del foliculo mas grande desaparece casi
totalmente la vispera de la ovulaciéon y en este momento se especializa en la sintesis de
progesterona (Sauveur y Reviers, 1992; Garcia Lopez, 1995).

Las funciones de los estrogenos son midiltiples, pues practicamente controlan todas las
fases de formacién del huevo, resultando indispensable en: a) el crecimiento del oviducto; b) La
sintesis de proteinas y lipidos de la yema en el higado; c) el transporte sanguineo de lipoproteina y
de calcio, asi como su depésito en el foliculo; d) La sintesis de las proteinas de la clara en el
magnum; e) la formacién del hueso medular y el aumento de la retencidn fosforo-calcio al inicio
del periodo de puesta; f) el comportamiento de la oviposicién (puesta); g) posiblemente el
comportamiento alimentario vinculado a la formacién del huevo y h) la aparicién de caracteres
sexuales secundarios femeninos y la separacién de los huesos pelvianos (Sauveur y Reviers,
1992; Garcla Lopez, 1995).

Los andrégenos pueden tener un doble origen, las células intersticiales tanto del estroma
del ovario como de la teca (Sauveur y Reviers, 1992; Garcia Lopez, 1995). Al ser esteroides
sexuales tipicamente masculinos, su papel en la hembra esta limitado; sin embargo, son
indispensables, pues estimulan el crecimiento de la cresta y todos los caracteres secundarios
(Gilbert, 1971b.; Sauveur y Reviers, 1992; Garcia Lépez, 1995). Andrégenos y estrogenos, de
modo sinérgico, estimulan el desarrollo del oviducto y del hueso medular (Sauveur y Reviers,
1992; Garcia Lopez, 1995).

La progesterona proviene en su mayor parte de la capa granulosa del foliculo
preovulatorio. Se ha podido demostrar con exactitud que en secuencias normales dia/noche tiene
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lugar una pequefia liberacién de LH unas 10 hr antes de que ocurra la ovulacion. A esta liberacion
de LH sigue una pequefia secrecion de progesterona (del foliculo mas maduro), que a su vez, por
el proceso de retroalimentacion, da lugar, via hipotdlamo, a una descarga preovulatoria de LH que
6 hr mas tarde provocara la ovulacion (Garcia Lopez, 1995).

El foliculo mas desarrollado (F1), mas proximo a ovular, segrega casi toda la progesterona,
mientras que los que le siguen el proceso (F2, Fa, Fs) secretan principalmente estrogenos y
testosterona (Wells y Gilbert, 1984.; Garcia Lopez, 1995).

La progesterona tiene numerosas funciones, que pueden ser clasificadas en dos
categorias:

a. Controla la actividad de las actividades celulares implicadas en el crecimiento del
oviducto, siendo en este caso «agonista» de estrégenos y andrégenos y en la sintesis
de ciertas proteinas del albumen, aqui de modo sinérgico con los estrégenos.

b. Controla los ritmos de la ovulacion y de oviposicion (puesta), actuando sobre la hormona
liberadora de LH del hipotalamo, sobre las contracciones del Utero previas a la
oviposicion y sobre la «conducta de puesta» (Sauveur y Reviers, 1992; Garcia Lopez,
1995).

3.5. Ovogénesis.

La ovogénesis en aves comienza durante el desarrollo embrionario. Hacia el 8° dia de
desarrollo las células germinales empiezan a su transformacion en ovogonias, sufriendo repetidas
divisiones mitéticas, dando lugar a los llamados ovocitos primarios (Romanoff, 1960; Sauveur y
Reviers, 1992).

El nimero de ovocitos en el embrién de pollo aumenta de aproximadamente 28,000 en el
9 dia de desarrollo a 680,000 en el 17° dia, y disminuye subsecuentemente a 480,000 para el dia
de la eclosion (Tokarz, 1978; Johnson, 1986).

Después del 11° dia de incubacién, la ovogénesis se efectlia en tres distintas fases:
multiplicacién, crecimiento y madurez (Gilbert, 1971a; Getty, 1982).

La fase de multiplicacién esta formada de la rapida proliferacion de numerosas ovogonias
de division mitética. Por tanto, una ovogonia es esencialmente una célula sexual que se multiplica
muy activamente. Este estadio se complementa en el momento de la eclosion. La fase de
crecimiento comienza en este momento. Se para en la multiplicacion y comienzan a formarse los
ovocitos primarios. Cada uno tiene de 0.01 a 0.02 mm de didmetro y est4 incluido en un foliculo,
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que se conoce como foliculo primordial. El periodo de maduracién comienza con el foliculo y se
completa en el oviducto. Comprende dos divisiones sucesivas y desiguales. La primera division de
maduracién es donde se reduce el nimero de cromosomas, y forma un ovocito secundario y el
primer corpusculo polar; esto se completa mientras la célula esta aun en el interior del foliculo, dos
horas antes de la ovulacion. La segunda division de maduracion y el segundo corpusculo polar se
completan en el oviducto, después de la ovulacion (Getty, 1982).

No todos los foliculos maduran al mismo tiempo, sino que se produce o establece una
jerarquia o escala folicular. El foliculo mas préximo al momento de la ovulacion es el de mayor
tamafio, le sigue el que va sufrir en segundo lugar la dehiscencia, y asi sucesivamente. Esta
dehiscencia se produce con la rotura del estigma del foliculo cuatemario, y el ovocito (yema)

liberado va a ser recogido por la bolsa ovérica del infundibulo (Sauveur y Reviers, 1992; Garcia
Lopez, 1995)

3.6. Oviducto.

El oviducto sintetiza las diferentes capas que cubren el ovocito (yema) menos la
membrana previtelina interna, que se forma intrafolicularmente. (Figura 5). (Garcia Lépez, 1995).

La vagina no contribuye a la formacién del huevo, pero las glandulas vaginales son
érganos de almacenamiento de esperma (Garcia Lopez, 1995).

El tiempo que permanece el huevo en cada segmento es distinto; también lo es la
velocidad de transito a través de cada uno de ellos (Bahr y Nalbandov, 1977; Garcia Lépez, 1995).

La actividad del infundibulo se desarrolla en la ovulacién y esta condicionada por el 6vulo;
es en este tramo donde se produce la fertilizacion del mismo. En el infundibulo podemos
considerar dos partes: la bolsa ovérica, que recoge al évulo maduro, y la porcién chalacifera, que
segrega las chalazas, que son fibras de mucina que se retuercen por rotacién de la yema (Garcia
Lépez, 1995). En el infundibulo el huevo pasa entre 0,25 y 0,5 hr (Bahr y Nalbandov, 1977).

La principal funcién del magnum es la secrecion del albumen (proteinas del huevo) por las
glandulas tubulares secretoras. La yema penetra en el magnum 15 6 20 minutos después de la
ovulacién y lo abandona al cabo de unas 3,30 hr. A medida que va avanzando, recibe las
proteinas acumuladas en las células epiteliales (Bahr y Nalbandov, 1977; Garcia Lopez, 1995).

La albumina del huevo, en esencia, es una solucién acuosa de proteinas y minerales. A
diferencia de lo que sucede con las proteinas de la yema, cuya sintesis no se efectta en el ovario
sino en el higado, las proteinas de la clara son todas ellas sintetizadas por la pared del magnum. A
las proteinas del albumen también se les denomina proteinas oviductales, ya que su sintesis se



realiza en el oviducto. Esta sintesis tiene lugar entre el paso de dos yemas consecutivas y es
especialmente elevada inmediatamente después de uno de estos pasos, como lo demuestra el
elevado consumo de oxigeno por parte del magnum, consecuencia de su actividad metabdlica. De
esta forma, la cantidad de proteinas almacenadas en las células del magnum no es nunca muy
superior a la depositada sobre una yema (Sauveur y Reviers, 1992; Garcia Lopez, 1995).
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Figura 6. Esquema del proceso de formacion del huevo en la gallina. Tomado de Sauveur y Reviers, 1992,

Se sabe que las células caliciformes del epitelio son las que segregan la avidina y la
ovomucina, las glandulas tubulares segregan a su vez la ovoalbumina y la lisozima. La sintesis de
todas ellas depende de las hormonas esteroideas del ovario, aunque esta regulacion es muy
compleja, puesto que la sintesis de cada proteina parece que esta controlada por un equilibrio
diferente entre estrégenos, progesterona e incluso la testosterona (Sauveur y Reviers, 1992,
Garcia Lopez, 1995).
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En el istmo tiene lugar la formacién de las membranas extena e interna de la cascara o
membranas testaceas sobre el 6vulo recubierto de albimina. La llegada al istmo del huevo en
formacién tiene lugar entre las 3,50 y las 3,75 hr desde la ovulacion. En este tramo el huevo
permanece entre 60 y 75 minutos, y a medida que avanza se va recubriendo de fibras proteicas
que se entrelazan dando lugar a las llamadas membranas testaceas o coquiliarias. EI material

secretado por el istmo proviene fundamentalmente de las glandulas tubulares (Sauveur y Reviers,
1992; Garcia Lopez, 1995).

En el dtero o glandula coquiliaria, como se le llama a veces, es la parte del oviducto
donde se forma la cascara. También produce la ovoqueratina, liquido que atraviesa la cascara en
formacién hasta que ésta se hace impermeable a este producto. Asimismo el epitelio uterino
segrega porfirinas, que dan pigmentacion en algunos casos (Bahr y Nalbandov, 1977; Sauveur y
Reviers, 1992; Garcia Lopez, 1995).

La vagina estd separada del (tero por el esfinter Utero vaginal, que es un musculo
constrictor debajo del cual se encuentran unas glandulas de almacenamiento de esperma. La
vagina desemboca en la cloaca, pero el huevo no cae en ella, sino que sale directamente al
exterior por un prolapso de la misma (Castello et al., 1989; Garcia Lopez, 1995).

La expulsion del huevo, proceso combinado de varios mecanismos, es lo que se denomina
oviposicion. Es evidente que el momento de puesta va a depender de la rotura del foliculo ovarico,
es decir, de la ovulacién, encontrandose la conducta del ave influida por la frecuencia de puesta
de huevos, por el tiempo entre las pausas en las secuencias de puesta, asi como por el hecho de
que las aves incuben o no sus huevos tras la puesta (Garcla Lépez, 1995). En el control de la
oviposicion, influyen las hormonas de la hipéfisis posterior o «neurchiptfisis», que en la gallina son
la oxitocina, la arginina vasotocina y, posiblemente, la vasopresina. Estas hormonas son liberadas
al torrente circulatorio y, aunque el mecanismo no esta nuy claro, posiblemente sea la arginina
vasotocina la hormona desencadenante de las contracciones uterinas durante la oviposicion,
debido a que esta hormona es mucho mas activa en el ttero de las gallinas que la oxitocina. La
arginina vasotocina aumenta la sensibilidad del (tero a medida que se acerca la oviposiscion
(Garcia Lopez, 1995).



4., Receptores a hormonas estereides.
4.1 SBintesis de hormonas esteroides.

Las hormonas esteroides se derivan del colesterol producido por sintesis de novo o por
captacion de LDL (lipoproteinas de baja densidad) a través de receptores de este tipo de
lipoproteinas. Existe cierto aimacenamiento de colesterol en forma de éster de colesterol en gotas
de lipidos, que son abundantes en las células estereidogénicas. Cuando se estimulan las glandulas
productoras de esteroides este colesterol se libera a través de sintesis por parte de la glandula. Sin
embargo, con el tiempo el incremento en la captacién de colesterol es el mecanismo prevalente
para el aumento de la estereidogénesis. Estas glandulas tienen concentraciones particulamente
altas de receptores de LDL que se incrementan mas aln por estimulos estereidogénicos, como
hormonas trépicas. Esto se debe de modo principal al vaciamiento del colesterol intracelular por el
estimulo, con eliminacién consecuente de la retroalimentacién inhibidora de la produccion de
receptores para LDL. Esta disminucién también aumenta la sintesis de colesterol, lo que facilita
mas aun la estereidogénesis. La produccién de esteroides después de tal estimulacion puede ser
diez veces la cifra de la produccion basal (Baxter, 1993; Stryer, 1995).

El paso limitante de la relacién en la produccién de esteroides, es la ruptura del colesterol
para formar la pregnelona a través de las acciones de una enzima de rotura lateral de P-450-
colesterol (P450scc), localizada en la membrana mitocondrial interna. Esta enzima utiliza: 1) una
flavoproteina que es una adrenodoxina reductasa, para los citocromos mitocondriales P450scc,
P450c11beta, P450c11AS (llamado también P) y P450c1alfa, y la citocromo P450 reductasa para
la enzimas microsomales P450c17 (17-hidroxilasa), P450c21 (21-hidroxilasa) y P450c25 (vitamina
D 25-hidroxilasa); 2) una proteina de sulfuro de hierro (adrenoxina con PA50s mitocondrial pero no
microsomal); 3) NADPH, y 4) oxigeno. El colesterol se hidroxila en el C,; y después en el Cx, y el
producto se rompe para dar pregnelona mas isocapraldehido. La actividad de este paso esta
regulada por los estimulos tropicos principales (ACTH, FSH, LH, hCG) en todos los tejidos
estereidogénicos. Se desconocen los detalles de como se efectlia esto, pero parece que el
estimulo aumenta la disponibilidad de colesterol libre no esterificado para este paso, quiza al
promover la transferencia de colesterol desde la membrana mitocondrial interna a la externa; ello

a través de estimulacién de proteina activadora y polifosfoinositidos por parte de AMPc (Baxter,
1993).

La pregnelona sale entonces de la mitocondria al reticulo endoplasmico liso, donde parte
de ella se deshidrogena en una reaccion catalizada por la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.
Esta enzima tiene un peso molecular de 46 kDa y no es una P450 (Ganong, 1998).
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En las zonas fasciculada adrenocortical y reticular, la pregnelona se convierte
secuencialmente en 17a-OH-pregnelona (mediante el citocromo P450c17), 17a-OH-progesterona
(por medio del complejo enzimatico de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-o“s-isomerasa. que
convierte el doble enlace 5.6 a 4,5) y 11-desoxicortisol (mediante citocromo P450c21) (Baxter,
1993; Ganong, 1998). La produccién de 17a-OH-pregnelona a partir de pregnelona se conoce
como via A° debido a que se conserva el doble enlace 5,6. Entonces, el 11-desoxicortisol,
producto final activo, se forma a través de la 11-B hidroxilacion por accién del citocromo P450c11.
Esta enzima falta en las génadas que no producen cortisol o aldosterona (Baxter, 1993).

La glomerulosa suprarrenal produce progesterona a partir de pregnelona mediante las
acciones de 3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa-A**-isomerasa. Esta se denomina via A*. La
glomerulosa carece de citocromo P450c17 y unicamente contiene P450c11AS mitocondrial
(corticoesterona metil oxidasa 1). La progesterona es hidroxilada en el C;; por el P450c21 para
producir 11-desoxicoertiesterona, y por P450c11AS a Cy; para originar corticosterona; esta se
convierte en aldosterona a través de la adicién de un grupo aldehido en posicién 18 por medio de
la actividad de P450AS (Baxter, 1993).

Para la produccion de andrégeno y estrégeno, las cadenas laterales en la posicion 17 de la
17a-OH-pregnelona o 17a-OH-progesterona son eliminadas por la actividad de la C17,20-liasa
(contenida en el citocromo P450c17) para producir dehidropiandrosterona (DHEA) Y
androstenediona respectivamente. La produccion de DHEA constituye una via principal en las
suprarrenales y génadas, y excede en mucho de la de la androstenediona. Pasos subsecuentes
que llevan a la produccién del estradiol estrogénico principal y la testosterona androgénica tienen
lugar en las gonadas pero sélo en una cantidad infima en las suprarenales) (Baxter, 1993).

La via principal para la produccion de testosterona en los testiculos esta en las células de
Leydig a través de la via A® de pregnelona a DHEA y androstenediol y después en testosterona por
medio de las acciones de 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Muchas acciones androgénicas
estan mediadas por hidrotestosterona; este esteroide se produce principaimente en los tejidos

blanco a través de la actividad de una 5a-reductasa muy poco se genera en los testiculos (Baxter,
1993).

En el ovario, las células de la granulosa carecen de citocromos P450c11, P450c17 y
450c21, y por tanto producen progesterona de manera principal. Esta progesterona es captada por
las células cercanas de la teca, que la convierten en androstenediona; ésta a su vez regresa a las
células de la granulosa donde se vuelve estrona por las acciones de la aromatasa. Esta enzima
también convierte la testostrona en estradiol; las concentraciones de aromatasa en las células de
la granulosa son tales, que casi toda la testosterona se vuelve estradiol y se libera muy poca
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cantidad de aquélla. La estrona y el estradiol también pueden producirse a partir de DHEA y

androstenediona en tejidos periféricos, como el adiposo, debido a la presencia de aromatasa
(Baxter, 1993).

Una vez sintetizados, los esteroides recién formados se liberan con rapidez. Ya que esto
no ocurre con otras clases de hormonas, existe almacenamiento escaso de esteroides en las

glandulas, y un incremento en la liberacién de esteroides siempre refleja aumento de su sintesis
(Baxter, 1993).

4.2. Transporte de hormonas esteroides.

Las hormonas esteroides, una vez que se sintetizan en los diferentes o6rganos
esteroidogénicos, se secretan a la circulacion general o al sistema linfatico para ser transportadas
y posteriormente captadas de manera especifica por sus respectivos 6rganos blanco. En términos
generales, las hormonas esteroides tienen naturaleza lipofilica y son parcialmente insolubles en
medio acuoso; sin embargo, la mayoria de los esteroides naturales son hidrosolubles a
concentraciones mayores de las que en condiciones normales se encuentran en la circulacion
general. El mecanismo por el que las hormonas esteroides se incorporan de modo parcial en
medios acuosos y se transporta a diversos sitios se realiza gracias a la interaccion de estas
hormonas con componentes de naturaleza proteica presentes en el torrente circulatorio, con lo que
se forman complejos de proteina y esteroide (Pérez Palacios et al., 1995).

Cuando se liberan hacia la circulacién, los esteroides gonadales se fijan a proteinas
plasméticas. El estradiol se fija con avidez a la globulina de transporte llamada globulina fijadora
de hormona sexual (SHBG) y se fija con menor afinidad a la albimina. La progesterona se une de
manera fuerte a la globulina fijadora de corticoesteroides (CBG) y de modo débil a la albumina
(Prieto, 1991; Goldfien y Monroe, 1993; O'Malley y Strott, 1993).

4.3. Mecaniasmo de accion.

Una vez que las hormonas esteroides se han transportado desde su sitio de biosinteis a
sus células efectoras, se inicia el mecanismo de accién hormonal. El primer hecho lo constituye el
paso del esteroide en su forma libre (desprovisto de su proteina transportadora) al interior de la
célula. Aunque no se conoce con precision la naturaleza de este fenémeno de interaccion a través
de la membrana celular, se acepta en térmminos generales que ocurre por difusion pasiva,

considerando la caracteristica hidrofébica-lipofilica de la molécula esteroide (Prieto, 1991; Pérez
Palacios et al., 1995). (Figura 7).
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Una célula blanco tipica contiene aproximadamente 10 000 receptores esteroideos, cada
uno de los cuales se unira especificamente con una molécula de hormona esteroidea de forma
reversible y con una elevada afinidad. Cuando los niveles de hormona son altos, la mayoria de los
receptores quedaran unidos a moléculas de hormona, y luego, en esta forma activada, se uniran a
la cromatina del ndcleo. Cuando descienden los niveles hormonales, el equilibrio se desplaza, de
modo que las moléculas de hormona se disocian de los receptores, y los receptores libres de
hormona vuelven a la reserva citoplasmatica. Algunos de los receptores activados por la hormona
al unirse a la cromatina regulan especificamente la transcripcién de determinados genes. Sin
embargo, s6lo un reducido nimero de los genes de cualquier célula blanco esta influido
directamente por las hormonas esteroideas (Alberts et. al., 1989).

Al ingresar los esteroides libres en las células, se unen con los receptores inactivos en los
compartimentos nuclear o citoplasmatico. Una vez formados los complejos con las hormonas los
receptores experimentan un cambio configuracional alésterico a una forma activa capaz de afectar
la transcripcién nuclear de los genes. Para la eficiente funcion de forma directa los receptores
deben dimerizarse, interactuar con secuencias especificas del ADN y luego acoplarse con otros
factores de la transcripcion para formar los complejos multiméricos estables que inducen a la ARN
polimerasa para que inicie la transcripcion en esos genes. Se sintetizan grandes pre-ARNm que
incluyen todos los exones y los intrones de los genes. Los pre-ARNm son procesados por los
“complejos de empalme”, que recortan todos los intrones y montan todos los exones en
secuencias contiguas que codifican los productos proteicos respectivos de cada gen (O'Malley y
Strott, 1993).
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Figura 7. Accién de los receptores de esteroides a nivel citosdlico y nuclear. El esteroide libre (8) se disocia de las proteinas
unidas al plasma (1), entra a la célula, y se une a un receptor citosdlico o nuclear (R). Los receptores son activades y
dimerizados (4). Los receptores citosdlicos son traslocados en el nicleo (5) y se dimerizan uniéndose por medio de los dedos de
zinc a los elementos de respuesta hormonal (HREs) en el DNA (8), facilitando la transcripcion. RNAm en el nicleo permite (7)

la sintesis de de nuevas proteinas asociadas con la accién especifica de los esteroides con la célula blanco (8). Tomado de
Norris, 1997.

4.3.1. Estructura de los genes de los receptores.

El gen estructural contiene la informacién que se transcribe en el ARNm y luego en el
producto proteico del gen. Sin embargo, el ARNm no es sintetizado a menos que los elementos
reguladores del gen estén intactos y "activados”. Estos elementos estan unidos con el gen y se
localizan cerca del comienzo (el extremo 5') de éste; se denominan elementos cis por que estan
unidos con la misma cadena del ADN (unidad del gen). Los elementos cis, que regulan la
expresion de los genes controlados por los esteroides, se dividen en cuatro grupos principales:

1) Promotores. El promotor es indispensable para que el gen sea transcripto y para que se
produzca el ARNm. El promotor determina la tasa basal de la transcripcién y también
controla la exactitud de la iniciacion de la transcripcion.
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2) Aumentadores que responden a los esleroides: Los aumentadores son cortas
secuencias del ADN que son potentes estimuladores de la transcripcion y que pueden
localizarse cerca o lejos de sus genes andlogos. Los aumentadores que responden, a
sefiales de las hormonas esteroides, sirven como sitios fijadores del ADN para los
complejos esteroide-receptor activados y se denominan elementos de respuesta a los
esteroides (SRE).

3) Silenciadores. En contraste, los silenciadores son elementos cis con accion opuesta a
los aumentadores. ActGan reduciendo o silenciando la transcripcién de los genes. Un
gen particular puede tener uno o mas silenciadores. Si hay un silenciador, el gen
adyacente no tiene una tasa basal de transcripcién en ausencia de la estimulacién por
las hormonas esteroides. Sin embargo, la activacion del SRE puede superar el efecto
del silenciador y poner en marcha la expresion del gen.

4) Aumentadores independientes de las hormmonas. Por ultimo, los aumentadores
independientes de los esteroides (SIE), uno o mas, pueden localizarse dentro de la
region reguladora del gen. Estos elementos cis tienden a incrementar la funcién de los
SRE por el mayor aumento en la tasa maxima de la expresion de los genes inducibles
(O'Malley y Strott, 1993).

Estos cuatro tipos de elementos cis cooperan para lograr la regulacion precisa de la
expresion de un gen. En ausencia de un promotor un gen no es transcripto con una tasa constante
(constitutiva). Si el promotor es "fuerte” la tasa de transcripcion es alta; si el promotor es "débil" se
expresa con una tasa mas baja. En este caso la transcripcion del gen no estd sujeta a la
estimulacion (o la supresion) por las hormonas esteroides (SH). En contraste la existencia de un
SRE cercano permite que el gen sea colocado bajo el control de las hormonas esteroides. Por
ejemplo, la estimulacién hormonal podria aumentar la tasa de transcripcion otras cinco veces por
encima del nivel basal. Si luego se agrega un elemento silenciador a la informacién reguladora el
nivel basal disminuye casi a cero, pero el nivel maximo lograble que la estimulacion hormonal no
se altere. Esta combinacion permite un nivel diez veces mayor de estimulacién por parte de la
hormona. Por ditimo, el agregado de uno o mas aumentadores independientes de los esteroides
lleva al aumento sinérgico del nivel maximo de la expresién en respuesta a la hormona, pero no
influye en el nivel basal de la transcripcién en ausencia de la hormona (O'Malley y Strott, 1993).

4.3.2. Estructura de los elementos de respuesta a los esteroides.

Los SRE son notables en cuanto a su estructura. Por ejemplo, estos elementos cis estan
compuestos por dos medios-sitios para la fijacién de los receptores de los glucocorticoides, cada
uno con una composicién similar a TGTTCT. En consecuencia un SRE prototipico, como aquel
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que promueve la respuesta a los glucocorticoides o a la progesterona tiene una composicion de
GGTACANNNTGTTCT (N = cualquier base). Los medios-sitios de los SRE en general, se ubican
en cadenas complementarias del ADN y apuntan en direccion opuesta para formar un eje doble de
simetria (palindromo). Su secuencia varia solo levemente para la capacidad de respuesta a las
diferentes hormonas, lo que indica una reaccion de gran especificidad. Por ejemplo, el
GGTCANNNTGACC hace que el receptor de estrégenos se una y active esta secuencia homéloga
del SRE y es necesario un SRE algo diferente para la respuesta a las hormonas tiroideas o la
vitamina D, y asi sucesivamente (O'Malley y Strott, 1993; Granner, 1999).

Las proteinas receptoras son moléculas estrechamente controladas en las células que,
debido a su importancia y potencia son nutridos desde su sintesis inicial hasta su degradacion
final. Los genes que codifican los receptores también estan bajo control hormonal. El gen que
dirige la sintesis del receptor de la hormona del embarazo, la progesterona, es gen complejo de
més de 40 000 bp de longitud, compuesto por ocho exones (regiones codificadoras) que, cuando
son procesados por el ARNm final, puede hacer que las células sinteticen el receptor. A su vez, el
gen receptor de la progesterona parece ser estimulado para elaborar su producto por las hormonas
estrogénicas (Kastner ef al, 1990a.; O'Malley y Strott, 1993). Esta observacién experimental
demuestra la cooperacién que se produce entre las hormonas en el aparato endocrino y esta de
acuerdo con la observacién clinica de que para que la progesterona actiie sobre el (tero femenino
y permita la implantacién y el crecimiento de un huevo fertilizado la mujer (o la hembra animal)

debe haber estado expuesta previamente al estradiol endégeno o a estrégenos exdgenos(O'Malley
y Strott, 1993).

Para impedir la peligrosa estimulacién cronica de los genes blanco celulares que
responden a los receptores activados por las hormonas, los receptores ejercen un efecto regulador
por retroalimentacion sobre la transcripcion de sus propios genes progenitores. En otras palabras,
el complejo progesterona-receptor causa una "regulacién en menos" de la sintesis de su propio
receptor a través de la inhibicién, mal comprendida, de la produccién del ARNm del receptor a
progesterona. De esta forma se minimiza la potencial de sobrestimulacién con la progesterona y
se protege a las células del dafio resultante (O'Malley y Strott, 1993).

Una vez que se ha generado el ARNm a través de la transcripcion del gen receptor, el
ARNm del receptor migra hacia el citoplasma de las células, donde es traducido a los ribosomas.
Algunas de las moléculas de los receptores nacientes, como los de los glucocorticoides, la
progesterona, los estrégenos y los andrégenos, son liberadas hacia sus células para formar
complejos con las proteinas "de choque térmico". Se cree que estas proteinas de choque témico
ayudan al receptor a plegarse en la configuracién apropiada que permite la posterior actividad
biologica y tiende a protegerio contra la degradacion por las celulares. Las proteinas de choque
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térmico se denominan asi porque su actividad es estimulada en todas las células por el "choque"
del estrés severo, como la temperatura elevada o ciertas sustancias quimicas. Se cree que ayudan
en la sintesis, el plegamiento y el transporte de cierto nimero de complejas proteinas eucaridticas.
Mientras estan unidos con las proteinas de choque térmico los receptores de los esteroides no
pueden unirse muy bien con el ADN. Cuando las hormonas esteroides se unen con los receptores
las proteinas de choque térmico son liberadas y queda en evidencia su capacidad nativa para
unirse de forma especifica con sus SRE andlogos. No hay pruebas de la asociacién entre las

proteinas de choque térmico y los receptores de las hormonas tiroideas y de la vitamina D
(O'Malley y Strott, 1993).

4.3.3. Funciones de los receptores a esteroides.

Los receptores para esteroides y hormonas tiroideas estan codificados por genes que
forman una gran superfamilia de factores de transcripcion que incluye no sélo los receptores para
estas hormonas, sino tambien aquéllos para vitamina D, retinoides como &cido retinoico y acido 9-
cis-retinoico, receptores putativos cuyos ligandos ain no se han identificado (los llamados
receptores "huérfanos”) y otros factores de transcripcién que quiza no sean activados por la unién
especifica de ligando. Cada receptor esta compuesto por una cadena polipeptidica. Puede haber
un gen (receptor esteroide) o mas de uno (receptores para hormona tiroidea) para cada clase de
receptor, y variaciones de la expresién como procesamiento de ARN, puede generar formas
alternativas del receptor. Se transportan al nicleo ya sea después de su sintesis (por ejemplo,
receptores para hormona tiroidea) o después de su unién a la hormona. Este transporte ocurre a
través de poros y requiere localizacién nuclear de secuencias en los receptores que se unen a
receptores de poro para facilitar la transferencia-proceso dependiente de ATP (Baxter, 1993)

Los receptores a esteroides se pueden dividir en cuatro dominios, que son: 1) dominio de
regulacion de la unién a ADN; 1I) dominio de union al ADN; IlI) dominio de articulacion, y IV)
dominio de unién al esteroide (Prieto, 1991; Landers y Spelsberg, 1992; Bolander, 1994). Algunos
autores sélo dividen en tres dominios (O'Malley y Strott, 1993; Baxter, 1993).

El dominio I muestra la mayor cantidad de variaciones entre diversos miembros de la
familia en términos de tamafio y secuencia de aminoacidos. Mientras que en algunos casos este
dominio resulta esencial para acciones particulares de receptores, otras veces no es fundamental
para la funcion del receptor pero incrementa la actividad de otros dominios. Por ejemplo, cuando
el dominio largo del receptor a glucocorticoides se utiliza para reemplazar el dominio equivalente
del receptor de hormona tiroidea, se incrementa la actividad del receptor de dicha hormona. Este
dominio esta fosforilado en gran medida en la mayoria de los casos, aunque ain no se ha
establecido la importancia de las fosforilaciones (Baxter, 1993).
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Los dominios Il y Il son de unién al ADN. Aqui se encuentran dos dedos de zinc en los
que cuatro residuos de cisteina de cada residuo forman complejos de coordinacion con iones de
zinc. Entre los dos dedos de zinc esta una sola hélice que se adapta en la fase principal del ADN
cuando el receptor se une a dicho ADN. Los dedos de zinc también ayudan en la especificidad de
la fijacion del ADN. Estos dominios de fijacion de ADN también contienen regiones que pueden
participar en la dimerizacion del receptor. Estos dominios muestran mayor homologia que la que
tienen otros dominios (Baxter, 1993; Landers y Spelsberg, 1992; Bolander, 1994).

El dominio IV contiene un sitio de unién que se une a la hormona correspondiente con
gran afinidad y especificidad. Las estructuras de los ligandos fijadores muestran varaciones
considerables y también existen modificaciones estructurales en este dominio entre los diversos
miembros de la familia. Este dominio también participa en la dimerizacion del receptor y en la
heterodimerizacion, asi como en la localizacién nuclear y en interacciones con otros factores de
transcripcion que incluyen proteinas promotoras proximales. La unién de la hormona en este sitio
origina cambios de conformacién en los receptores, que influyen en su asociacion con otras
proteinas, los otros dominios de los receptores y las propiedades reguladoras transcripcionales de
los receptores (Baxter, 1993; Landers y Spelsberg, 1892; Bolander, 1994).
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Figura 8. Dominios funcionales de la superfamilia de receptores a hormonas esteroides. (A) Modelo resumido de las
caracteristicas estructurales conocidas de los receptores a esteroides y las funciones asociadas con diferentes dominios
receptores. (B) Modelo que compara el tamafio e ilustra las secuencias conservadas de los receptores de cada miembro de la
superfaminlia de receptores a estercides incluyendo los receptores a progesterona (RP), estrégencs (ER), glucocorticoides

(GR), mineralocorticoides (RM), andrégencs (AR), 4cido retincico (RAR) y hormonas tiroideas (RT). Tomado de Landers y
Spelsberg, 1992.
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4.4 Carecteristicas de 103 receptores intracelulares para los
tdpos de hormonas estercides.

4.4.1. Corticoesteroides.

En las diferentes células blanco se han identificado receptores que especificamente se
unen con alta afinidad a esteroides con actividad glucocorticoide (por ejemplo, cortisol,
dexametasona) a otros que en forma selectiva reconocen a los mineralocorticoides (por ejemplo,
desoxicortisona). El receptor de glucocorticoides, en su estado nativo, esta constituido por una
cadena simple de polipéptidos con peso molecular entre 90 y 100 kDa. En su forma activada se
han identificado en este receptor por lo menos tres dominios funcionales en su estructura (A, B,
C). El dommio A del receptor contiene el sitio activo de union del esteroide y el dominio B
representa el area de la molécula que interactiia con el sitio aceptor nuclear, mientras que al
dominio C, que representa aproximadamente el 50% del receptor, no se le han asignado funciones
especificas. Una caracteristica distintiva del receptor a glucocorticoides es que, una vez que se
une al esteroide y el complejo H-R se activa, el proceso de activacion resulta totalmente
irreversible. En relacion con la funcién del receptor de glucocorticoides se ha demostrado la
induccion de la transcripcion especifica de multiples genes que son regulados por estas hormonas,
asi como algunos efectos a nivel postranscripcional (Pérez Palacios et al., 1995).

Varios estudios tienen confirmada la presencia de receptores a glucocorticoides (RG)
fosforilados. Mientras los primeros estudios indicaron que en ciertas funciones fuera improbable la
fosforilacién o alguna otra modificacion de carga covalente, la importancia de la fosforilacion en la
funcion de los RG bajo condiciones fisiolégicas se tiene demostrada. Orti y colaboradores
mostraron que el cambio hormona-dependiente en los RG fosforilados in vivo fue especifico para
los agonistas de los RG pero no para los antagonistas. Otros estudios muestran claramente que
los RG son endogenamente fosforilados y hay cuatro residuos de serina especificos, uno en el
dominio en el dominio de unién al ADN y otros tres adyacentes en el dominio de unién. Los
autores especulan que la fosforilacion de una region rica en serina proxima al dominio de union al
ADN puede servir para desestabilizar las interacciones de carga requeridas para la union con el
ADN vy por lo tanto jugar un papel importante en el receptor reciclado. En contraste, estudios
hechos con células de pituitaria de ratén en cultivo muestran que la fosforilacion de los RG no
sucede dentro del dominio de unién al ADN. Estos resultados pueden indicar que la diferencias
cualitativas del tejido existen en la fosforilacién de los receptores a esteroides (Landers y
Spelsberg, 1992).
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4.4.2. Estrégenos.

El coeficiente de sedimentacién del receptor activado de hormonas esteroides es de 4 S;
sin embrago, el receptor de estradiol requiere la transformacién 4 S a 5 S para translocarse e
interactiar con los sitios aceptores nucleares en el ADN. Aunque el receptor activado es un
oligébmero con peso molecular de 130 kDa, algunos investigadores han sugerido que el proceso de
activacion del receptor a estrégenos involucra la adicion de un fragmento en el que reside el sitio
de union al ADN; sin embargo, ese fragmento (subunidad) que no une a la hormona atn no se ha
purificado (Pérez Palacios ef al., 1995). Uno de los efectos mas importantes del complejo de
estrégeno y receptor activado es la transcripcion del gen del receptor a progesterona, un ejemplo
de como la accion de un esteroide dirige el modo de accién de otro esteroide (Pérez Palacios et
al., 1995; Kraus et al., 1995).

Otra caracteristica distintiva del mecanismo de accion de los estrégenos es la presencia
en ciertos 6rganos estrogenodependientes de sitios de unién para estradiol-’H de baja afinidad (10
™) y gran afinidad (1-4 pmoles/Utero). Estos sitios de unién se han designado como tipo II para
distinguir los de los sitios de union de alta afinidad, clasicos del receptor a estrégeno (tipo 1). El
tiempo de residencia nuclear de los sitios de union tipo 11 es significativamente mayor que el de los
tipos de unién tipo I, por lo que se ha sugerido que desempefian un papel relevante en la

mediacién de los efectos tardios del estradiol, como el crecimiento real uterino (Pérez Palacios et
al., 1995).

El RE es uno de los pocos receptores nucleares que sufre un praoceso de
fosforilacién/desfosforilacion en los residuos de tirosina, que regulan finalmente la capacidad de
union del receptor a la hormona. Esto sucede en el dominio I por una dependencia calcio-
calmudolina tirosincinasa. El RE puede ademas ser fosforilado en el dominio I por una direccion
prolina-proteincinasa. Esta ultima modificacién aparece para aumentar la afinidad del RE por los
ERE e incrementar la transcripcién. Asi como los RG, la desfosforilacion es necesaria para el
reciclamiento del RE (Landers y Spelsberg, 1992; Bolander, 1994).

4.4.3. Andrégenos.

A diferencia de los que ocurre con otras hormonas esteroides, la testosterona, a nivel de
sus células blanco, puede ser matabolizada a ofros compuestos, principaimente defivados
reducidos en el anillo A de la molécula, los cuales presentan mayor afinidad por el receptor de
Andrégenos. La reduccién enzimética de la testosterona en 5 a conduce a la sintesis de la 5 o-
dihidrotestosterona (DHT), un compuesto que muestra mayor afinidad por el receptor intracelular
de androgenos que la testosterona. La purificacion del receptor intracelular de andrégenos ha sido
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particularmente dificil por su baja concentracién tisular y por la labilidad de la molécula. La forma
activada del receptor (4S) tiene un peso molecular de 85 Kda y muestra gran afinidad tanto para
testosterona como por DHT. Los efectos genomicos de los andrégenos incluyen sintesis de

proteinas especificas y activacion de sistemas enzimaticos en sus érganos blanco (Pérez Palacios
et al., 1995).

Los receptores de andrégenos (RA) son nicleares, pero no citoplasmaticos, siendo
fosforilados en los residuos de tirosina. En adicién, otros dos sitios, uno en el dominio de
regulacion de la unién a ADN y otro en el dominio de articulacién, son fosforilados por una
serinacinasa desconocida en respuesta a la DHT. El dltimo es asociado con alta afinidad de unién
al ADN (Bolander, 1994).

4.4.4. Progesterona.

No obstante que la progesterona se difunde pasivamente a través de la membrana celular,
solo aquellas células sensibles, dependientes o ambas, de la accion genémica de esta hormona
esteroide poseen la informacion genética necesaria para realizar la sintesis de un receptor
especifico (por ejemplo, células de endometrio, hipéfisis anterior, hipotdlamo, glandula mamaria,
corteza cerebral) (Pérez Palacios et al., 1995).

Existen, sin embargo, dos tipos de receptor intracelular para la progesterona: el receptor
cuya sintesis requiere de manera obligada un efecto estrogénico previo (receptor estrégeno
regulado) y el receptor que no necesita de la accién estrogénica para su sintesis (receptor
estrogeno sensible). La existencia de estas dos poblaciones de receptores tiene gran implicacion
fisidlogica, ya que los érganos que poseen el receptor estrégeno regulado sélo pueden expresar
los efectos hormonales de la progesterona después de haber recibido un estimulo (endégeno o
exbgeno) de estrogenos (por ejemplo, endometrio y glandula mamaria), mientras que algunas
estructuras del sistema nervioso central (por ejemplo, corte cerebral, cerebelo, amigdala) que de
modo Unico o predominante poseen el receptor estrogeno insensible expresan los efectos
progestacionales sin requerir estimulos previos. La dinamica de la interaccion de la progesterona
con sus receptores, no obstante, es similar para las dos poblaciones (Pérez Palacios et al., 1995).

Para la identificacion del receptor intracelular a progesterona y, en general, de las
hormonas esteroides, se requiere cumplir con varios criterios que incluyen sus caracteristicas de
capacidad de union, afinidad, especificidad hormonal, localizacion tisular y correlacion con efectos
bioldgicos especificos, asi como sus caracteristicas fisicoquimicas y de inmunorreactividad (Pérez
Palacios ef al., 1995).
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4.4.4.1. Estructura molecular del receptor a progesterona. Los estudios iniciales

tendientes a caracterizar el receptor a progesterona (RP) y los de ofros esteroides sugiere su
naturaleza proteica, ya que dichos receptores eran digeridos por enzimas proteoliticas, eran
termolabiles y no se afectaban después de la exposicion a ADNasas y ARNasas. Debido a que el
contenido intracelular de receptores es muy bajo, su purificacion ha sido particularmente dificil. Sin
embargo, el uso de técnicas de cromatografia por afinidad o inmunoafinidad ha permitido la
purificacion parcial (casi homogeneidad) de las moléculas receptoras de algunas hormonas
esteroides (Pérez Palacios ef al., 1995).

Los RP se han caracterizado en varias especies, incluyendo humanos, pollos, conejos,
ratones y ratas (Kastner et al,, 1990a.; Kato et al., 1993; Park-Sarge y Mayo, 1994; Graham y
Clarke, 1995), aunque Loosfelt y colaboradores propusieron en 1986 que en conejo sblo hay una
forma de receptor (llamada B) (Kastner et al., 1990a.; Kato ef al., 1993; Park-Sarge y Mayo, 1994;
Syvéla et al., 1996). Aunque en pollo, humano, ratén y rata aparentemente existen dos formas de
receptor (llamadas A y B) (Schraeder y O'Malley, 1972; Boyd y Spelsberg, 1979; Kastner et al.,
1990a.; Park-Sarge y Mayo, 1994; Syvala et al., 1996), siendo RP-A una forma truncada amino-
terminal de RP-B (Kastner et al., 1990a.; DeMarzo et al., 1991; Wen et al., 1994; Park-Sarge y
Mayo, 1994; Syvala ef al., 1996). En el humano el RP-B tiene un peso molecular de 116 kDa y el
RP-A de 94 kDa, careciendo esta Ultima de 164 aminoacidos presentes en la forma B (Kastner et
al., 1990a.; Wen et al., 1994). En las aves tienen un peso molecular de 110 kDa y 79 kDa
respectivamente, careciendo el RP-A en su parte terminal de 127 aminoacidos presentes en el
RP-B ( Conneely et al., 1989; Kastner et al., 1990a.; Kastner et al., 1990b.).

El mecanismo de accién de los RP ha sido estudiado principaimente en el oviducto de

pollo. Este 6rgano produce una proteina (avidina) que es dependiente de la progesterona (Heap y
Flint, 1977).

Las proteinas de uni6n a progesterona del oviducto de pollo consisten de dos fracciones 4
S, llamadas A y B, que se encuentran en cantidades iguales, pudiendo sedimentar juntas
formando un complejo 8 S. Los dos componentes tienen idénticos sitios de unién a la hormona y
especificidad al esteroide, por lo que se sugiere que la misma clase de sitios de unién envuelve a
las dos isoformas. Las dos isoformas difieren en su estabilidad en ultracentrifugacioén con bajo
gradiente de sacarosa, en donde el componente A es inestable pero las fracciones 4 S del
componente B permanecen. El componente A es menos estable que el componente B en
soluciones sin 1-tioglicerol. Estas dos formas no pueden ser interconvertidas o recombinadas.
Mientras la forma A se une preferentemente al ADN, la forma B se une a la cromatina, indicando
esta separacion dos tipos de interaccion del receptor nativo (Schrader y 0'Malley, 1971).
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Las proteinas de la cromatina de varios tejidos de pollo pueden ser disociadas desde el
ADN y reconstituidas después en el ADN del mismo o de diferente tejido. Los analisis quimicos y
la electroforesis en gel de policramida demuestran que las histonas son cuantitativamente
reintegradas en la cromatina sin detectarse degradacién cuando las inhibidores de proteasas estan
presentes durante la reconstitucién. La comparacion de la composicion quimica y el analisis
inmunoquimico de cromatinas no tratadas y reconstituidas indican que las proteinas no histonicas
(acidas) ademas pueden ser cambiadas de la cromatina del oviducto al ADN de otros tejidos para
formar cromatinas hibridas. La cromatina reconstituida del oviducto de pollo mantiene la
capacidad de unir el complejo progesterona-receptor. Esta unién al tejido especifico es transferida
a cromatinas de 6rganos no blanco por cambio de las proteinas acidas de la cromatina durante la
reconstitucion (Spelsberg et al., 1972).

En el oviducto de pollo, la progesterona induce la sintesis las proteinas del huevo, y se
postula que la induccién estd mediada por la unién de los RP con los genes que codifican estas
proteinas. La induccion hormonal de la ovoalbumina se tiene descrito en este sistema, y este
ADNc fue uno de los primeros secuenciados completamente. En la regién 5' del gen de la
ovoalbimina contiene varias regiones de union de los PR, siendo estas regiones postuladas para
unir otras proteinas y esto propiciar la regulacion de los genes receptores de progesterona y
estrégeno (Mulvihill, 1982; Graham y Clarke, 1995). El estrégeno es ademas capaz de activar la
transcripcion en estas regiones y en algunas células actia con la unién progesterona RP-A, pero
no con el RP-B, para inducir la transcripcién en el gen de la ovoalbimina, no quedando claro si el
RP y el RE actian en distintos motivos (motifs) en estas regiones (Kastner ef al., 1990a.; Wen et
al., 1994; Kraus ef al, 1995; Graham et al, 1995; Graham y Clarke, 1995). La accion del
estrégeno en la proximidad de la region de respuesta al esteroide del gen de la ovoalbimina
involucra interaccion del complejo fos-jun con esta regién (Graham y Clarke, 1995).

4.4.4.2. Fosforilacién. El receptor a progesterona y los receptores a otras hormonas
esteroides, al igual que otras proteinas reguladoras, existen en dos estados: el estado inactivo en
el que la molécula no puede unir la hormona esteroide, y el estado activo en el que, por efecto de
un estado de fosforilacién, el sitio de unidbn de la molécula para la hormona esteroide es
funcionalmente activo (Bolander, 1994).

La fosforilacion del RP se tiene reportada en el dominio I y el dominio II1. La progesterona
aumenta la fosforilacién en ambos sitios, localizandose en este Ultimo la serina 530 en la isoforma
B (S-530B), y aunque la cinasa no ha sido bien identificada, la fosforilacion de la S-530B es
precedida por la fosforilacion de la S-528B (Bolander, 1994).
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La fosforilacion esta asociada con la proteina de chogue térmico de 90 kDa (Hsp 90) que
se encuentra unida al receptor en ausencia del esteroide y parece que esta proteina es la que
cubre el dominio de unién al ADN. Cuando el esteroide se une al receptor, el cambio de
conformacion es la liberacién de esta proteina de choque térmico, lo cual expone el dominio de
union al ADN (Carson-Jurica ef al., 1989; DeMarzo et al., 1991; Landers y Spelsberg, 1993;
Bolander 1994; Ganong, 1998). Entre otras Hsp relacionadas con este proceso esta la proteina de
70 kDa (Hsp 70), que pueden ser liberadas por la adicién de ATP, sugiriéndose que pueden ayudar
a solubilizar y plegar proteinas mal plegadas, mediante ciclos de unién e hidrélisis de ATP (Alberts
et al., 1989; Smith et al.,, 1992). Kost y colaboradores (1989) aislaron el RP-A y el RP-B de
oviducto de pollo, separadamente en ausencia de la hormona esteroide obteniendo la asociacion
de las Hsp 90 y 70 y encontrando que el receptor activado aislado de los extractos nucleares del
oviducto estaban asociados con la Hsp 70 pero no con la Hsp 90, observandose una disociacion
hormona-dependiente de la forma citos6lica del complejo receptor dentro de las primeras cuatro
horas de tratamiento de progesterona, lo que puede explicar la carencia del complejo receptor
nuclear. Sus resultados pueden indicar que las dos proteinas asociadas al receptor interactian por
diferentes mecanismos y que probablemente afecten la estructura o funcién del receptor en
diferentes vias. Aparte de estas proteinas Kosano y colaboradores (1998) encontraron otras tres
que son la Hsp 40, Hop (proteina de organizacién de Hsp) y la p23 (proteina de unién a la Hsp 90).
Cada una de las cinco proteinas mostré dependencia de la concentracién. Las Hsp 70 y 90 y la
p23 presentaron similar concentracién para tener un ensamble 6ptimo, pero la Hsp 40 y la Hop
fueron efectivas al 1/10 de la concentracién de las otras proteinas.

La interaccién de la hormona esteroide en el sitio de union de la molécula receptora da
lugar al complejo de esteroide y receptor. En todos los sistemas en que se ha estudiado, el
complejo de esteroide y receptor localizado en el citosol no puede migrar al nucleo (translocacion)
o unirse a ADN, cromatina o secuencias génicas especificas; ello, a menos que este complejo se
modifique estructuralmente mediante un proceso conocido como activacion o transformacion. La
activacién del complejo lo habilita para efectuar dos de los mas importantes procesos en el
mecanismo de accion hormonal: su translocacion nuclear y la localizacion de sitios aceptores en
los diferentes componentes nucleares (Pérez Palacios et al., 1995).

Se ha demostrado que el proceso de activacion del complejo H-R depende de la
temperatura y la fuerza ibnica del medio de la misma hormona, y que muy frecuentemente se
acompafia de modificaciones en su estructura molecular, como cambios en peso molecular,
conformaciéon cuaternaria y propiedades de sedimentacién. En forma general, los complejos H-R
se pueden clasificar en dos grupos: los que presentan un coeficiente de sedimentacion = 7 S, que
corresponde a complejos no activados (en estado nativo) y aquéllos que tienen coeficiente de
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sedimentacion < 5 S y que generalmente se mencionan como complejos activados o
transformados (Pérez Palacios ef al., 1995).

Otro parametro adicional indicativo del proceso de activacion del complejo H-R es su
incremento notable en estabilidad. Los complejos se disocian siguiendo una cinética de primer
orden pero el complejo activado tiene una vida media por lo menos tres veces mas larga que en
su estado nativo. Desde el punto de vista termodinamico, este incremento en la estabilidad del

complejo resulta de un mayor cambio en la entalpia, lo que sugiere un cambio conformacional en
la molécula (Pérez Palacios et al., 1995).

4.4.4.3. Inmunorreactividad del receptor a progesterona. La disponibilidad de

preparaciones de progesterona, asi como de otros receptores a esteroides, localizados en la
fraccion de citosol, permiti6 la produccion de anticuerpos policlonales y monoclonales contra las
moléculas receptoras. Las inmunoglobulinas antirreceptoras esteroides han sido esenciales en la
caracterizacion de estas proteinas intracelulares. La especificidad de estos anticuerpos es una de
sus caracteristicas muy tempranamente reconocidas. Asi, los anticuerpos desarrollados contra el
receptor de la hormona esteroide(por ejemplo, antirreceptor a progesterona) reconocen de manera
exclusiva y especifica a ese receptor sin presentar reaccién cruzada con otros receptores
intracelulares con capacidad de unir esteroides. Con el uso de estos anticuerpos se ha podido
demostrar que existe alto grado de homologia estructural de los receptores a esteroides entre las
diferentes especies de mamiferos. Un anticuerpo desarrollado en caprino contra el receptor a
progesterona, obtenido del citosol de (tero de coneja, puede reconocer al receptor de
progesterona en la rata, el caballo y el ser humano, incluyendo en esta dltima especie tejidos
normales y neoplasticos. Sin embargo, debe sefialarse que este anticuerpo caprino no reconoce al
receptor de progesterona en las aves, hallazgo previsible si se considera que la estructura
molecular del receptor de progesterona es diferente en estas dos clases de animales. Los
resultados de estudios recientes realizados han demostrado que el anticuerpo antirreceptor de
progesterona puede reconocer tanto al receptor de progesterona estrogenorregulado como al
receptor estrogenoinsensible del sistema nervioso central; esto indica que ambas poblaciones de
receptores comparten determinantes antigénicos en su forma nativa, y que muy probablemente
pertenecen al mismo grupo de macromoléculas. En apoyo a la homologia estructural de los
receptores de esteroides en diferentes especies, los estudios de clonacién y de determinacion de
secuencia de los ADN complementarios especificos para receptores han revelado que existen
grandes areas de secuencia (dominios) en la molécula de un determinado receptor, area que
comparten diferentes especies e incluso diferentes clases. Asi, por ejemplo, el receptor de
estradiol en aves muestra una secuencia de aminodcidos idéntica en 80% a la del mismo receptor
en el ser humano. Mas aln, los receptores para diferentes hormonas esteroides comparten entre
si algunas areas de secuencias y, de alguna manera, son similares a las moléculas de ciertos virus
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aviarios. Desde el punto de vista estructural, es interesante sefialar que el receptor, una vez

activado, tiene caracteristicas fisicoquimicas similares a las del receptor nuclear (Pérez Palcios et
al., 1995).

En los dltimos afios varios informes en al literatura han cuestionado la localizacion
citoplasmatica de los receptores de esteroides en su forma nativa, particularmente los de estradiol,
progesterona y vitamina D. Varios estudios inmunohistoquimicos realizados con anticuerpos
monoclonales demostraron que en las células blanco intactas (fijadas) los receptores estéan
confinados al compartimiento nuclear, observacién que invalidaria el concepto de translocacion
citosol —» ntcleo en el mecanismo de accién hormonal. Una explicacion altemna de este hallazgo
experimental seria que en el compartimiento nuclear existen receptores no ocupados (sin union a
su hormona), los cuales estarian en equilibrio con los receptores citoplasmaticos. Sin embargo, el
concepto establecido de que los receptores de esteroides, al igual que todas las proteinas, se
sintetizan a nivel ribosomal en el citoplasma, aunado a la demostracion reciente de la localizacion
citoplasmatica, requiere una evaluacién critica y muy cautelosa de estas observaciones. Cabe
esperar que nuevos estudios puedan aclarar esta situacioén controversial aunque debe enfatizarse
que, independientemente de los resultados que se obtengan, no se alterara el concepto general
del modo de accién hormonal de los esteroides (Pérez Palcios et al., 1995).

4.4.4.4. Funcién del receptor a progesterona. La funcién biolégica del complejo de

progesterona y receptor activado se inicia después de su translocacion al compartimiento nuclear,
donde induce la transcripcion de genes espécificos y, ademas de esta funcién nuclear, ejerce
efectos postranscripcionales (Pérez Palcios ef al., 1995).

La estructura nuclear, sobre la cual interacciona el receptor activado, se conoce como
aceptor nuclear. Topograficamente, el sitio aceptor nuclear se ha ubicado en diferentes
componentes de la cromatina nuclear (proteinas cromaticas nohistonas, ADN, matriz nuclear),
aunque en fecha reciente se ha sugerido que el receptor activado se une preferentemente con alta
afinidad a secuencias de bases (nucleétidos) en el ADN en la regién del gen (o muy cercano a él)
de las proteinas no reguladas (Pérez Palcios ef al., 1995).
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Los estudios que se han realizado sobre receptores a progesterona en pollo son muy
pocos, siendo en su mayoria hechos en ovario y oviducto de animales inmaduros y maduros.

Gasc (1991) estudio la distribucién y regulacién del RP en el tracto urogenital embrionario
de pollos desde el dia 5 de incubacién cuando es observado en los nucleos celulares del
mesenquima y el epitelio celébmico proximos al seno urogenital. De los 6 a los 10 dias las células
inmunomarcadas por RP se encontraron en el mesenquima que rodea el epitelio urodeal y
proctodeal. La primera diferencia entre los embriones machos y hembras aparece el dia 8, con
una alta densidad de RP contenido por las células del epitelio del seno urogenital de las hembras.
En los machos se puede inducir una distribucion inmunorreactiva semejante a la de las hembras
por tratamiento de estrégeno. La aplicacion de antiestrogenos en el dia cero de incubacion no
evito o demoro la aparicién de RP, pero indujo la distribucion tipo masculina en los embriones
femeninos. En las gbnadas, las células inmunomarcadas aparecieron sin ambigiliedad el dia 6 en
la médula. En estadios posteriores, el receptor se muestra principalmente en la médula, aunque
hay células positivas en la corteza del ovario izquierdo. La inmunorreactividad fue modificada
significativamente por estradiol o antiestrégenos. El mesonefros fue desprovisto de
inmurreactividad, mientras que la mayoria de las células del mesénquima metanéfrico son
receptor-positivas. En los conductos de Miller el RP no se detecto en las animales control hasta
despues del dia 10. Entre los dias 6 y 7 los conductos de Milller tuvieron respuesta al estradiol,
que indujo el RP en las células epiteliales luminales. En el cordén espinal, el receptor se detecto
en las neuronas y en las meninges, empezando el dia 6. El RP es altamente regulado (up-
regulation) por estradiol en las células del mesenquima, conductos de Miller y mesotelio, pero no
en las génadas o el cordon espinal. Sus resultados pueden indicar que la extensa y especifica
distribucién del RP tiene una aparicion programada en varios 6rganos, necesitando de la
regulacién hormonal.

Pasanen y colaboradores (1997) investigaron la expresion de los RP en varios 6rganos de
pollos inmaduros tratados con estrégeno. Encontraron que la expresion de los RP se localiza en el
mesotelio y el estroma del eséfago, higado, vaso, pancreas, corazén y pulmén. El tratamiento con
estrégeno induce la expresion de los RP en el estroma y el musculo liso de la vesicula biliar, el
epitelio y estroma de la traquea. En el ovario de animales inmaduros los RP fueron localizados en
el epitelio germinal, estroma y musculo liso, siendo inducidos en las células de la granulosa por el
estrogeno. En la mayoria de los tejidos encontraron que fue la mayor la expresion del PR-B que la
del PR-A, permaneciendo esta dominancia después del tratamiento con estrégeno. Sus resultados
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U.NAM. CAMPUS
sugieren que la progesterona y el estrégeno pueden tener efectos fisiolégicos en muchos érganos
fuera del sistema genital no conocidos anteriormente como érganos blanco de esteroides.

Ovario. l ZT,

Gonzalez-Moran y colaboradores (1985) administraron LH/hCG los dias 13,15 y 17 de
incubacion a embriones de pollo y observaron que el ovario de pollo empieza a responder al
estimulo por gonadotropinas desde el desarrollo embrionario. La respuesta de este a LH/hCG
aparece primero en el ovario de pollo que en el de ratas y conejos. Las células intersticiales de los
cordones medulares presentaron caracteristicas estructurales e histoenzimolégicas de células
estereidogénicas. Las células indiferenciadas que rodean los cordones intersticiales demostraron
que pueden ser modificadas por la LH/hCG. La transformacion de células relativamente
indiferenciadas en células intersticiales maduras puede explicar el aumento en el volumen de los
cordones intersticiales. El sistema lacunar presento un gran desarrollo, pero al no existir un
acuerdo acerca de su funcion, se tiene que discutir el significado fisiolégico de estos cambios. Los
capilares sanguineos también tuvieron un gran desarrollo lo que se puede interpretar como una
reaccion asociada con estimulacion glandular. Las células germinales se localizaron normalmente
en la corteza ovarica, pero cierto nimero se observo en la médula, las que se redujeron al seguir
el tratamiento con LH/hCG. Por lo tanto, la migracion y eliminacion de las células germinales en la
médula puede ser influenciada por cambios hormonales. Probablemente el aumento en la
secrecion de hormonas esteroides estimuladas por LH/hCG causa una modificacion en el nimero
de células germinales.

Isola y colaboradores (1987) estudiaron la localizacién de los RP en el ovario de pollo
inmaduros tratados y no tratados con estrégeno, asi como el de gallinas ponedoras detectandolos
por técnica inmunohistoquimica y observandolos al microscéopio de luz. Los RP se observaron en
las células del epitelio germinal de pollos tratados y no tratados con estrégeno. En los animales
tratados se encontraron RP en parte de la teca, células de la granulosa y células del epitelio
germinal mas no en los no tratados, sugiriendo esta inducibilidad de los RP una sensibilidad al
estrogeno. En el ovario de las galllinas ponedoras se localizaron en el epitelio germinal, teca,
estroma y células de la granulosa. A nivel subcelular los RP sélo se localizaron en los nicleos
celulares.

Yoshimura y colaboradores (1995) investigaron los factores que inducen los RP en las
células de la granulosa inyectando pollos con hormona luteinizante ovina (oLH) y hormona
foliculoestimulante porcina (pFSH). En las aves inyectadas con oLH, el receptor a progesterona de
79 y 110 kDa fue observado en las células de la granulosa de los foliculos grandes, mientras que
en los foliculos pequefios sblo se encontr6 el receptor de 110 kDa, por lo que puede haber una
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sensibilidad mayor en las células de la granulosa de los foliculos grandes que en las de los
pequefios. La pFSH no indujo lo RP en las células de la granulosa de foliculos grandes o
pequefios, disminuyendo la cantidad de FSH unida a en las células de la granulosa de los
foliculos en desarrollo. Estos resultados sugieren que la FSH tiene poco efecto en las células de la
granulosa de foliculos grandes, por lo tanto es probable que no participe en la induccién del RP en
las células de la granulosa de foliculos preovulatorios. Sawada y colaboradores (1997) confirmaron
estas observaciones y ademas encontraron que la LH ejerce sus efectos en los tejidos celulares
por via de los sistemas protein cinasa A y C que pueden ser estimulados por AMPc y PMA
respectivamente.

Yoshimura y Bahar (1991) investigaron la distribucion de los RP en foliculos pre y
postovulatorios en gallina por analisis inmunohistoquimico y Westen blot, utilizando los
anticuerpos monoclonales para pollo PR6 y PR13. Los RP fueron localizados en los nicleos de la
teca externa de los fibroblastos y en las células del epitelio germinal en regiones del estigma y
fuera del estigma de terceros grandes foliculos preovulatorios (F3). En los grandes foliculos
preovulatorios (F,), los PR estan presentes en la teca externa de los fibroblastos, células del
epitelio germinal y en las células de la granulosa y algunos en la teca intemna de los fibroblastos en
el estigma y en la region no estigmética. 24 horas después de la ovulacion, los RP de los
fibroblastos de la teca externa de los foliculos postovulatorios (FPO) fueron marcadamente
reducidos, pero la cantidad de RP de las células de la granulosa fueron similares a los observados
en los Fy. En los fibroblastos, pared arterial, fibras de musculo liso y tejido conjuntivo libre de los
foliculos pre y postovulatorios encontraron una alta densidad de RP. La presencia de los RP en
tejidos especificos del ovario sugiere que estos tejidos son érganos blanco de la progesterona y
que la progesterona puede jugar un papel importante en la regulacién de la maduracion folicular y
durante la ovulacion.

Oviduct®.

Gonzalez-Moran y colaboradores (1993) observaron que con la administracién de bajas
dosis de 17pB-estradiol a embriones de pollo los dias 15 y 17 de incubacién se induce un aumento
en la densidad celular de la mucosa del magnum y la formacién de un epitelio pseudoestratificado
con invaginaciones de las células hacia el estroma iniciando la formacion de las glandulas
tubulares, asi como un incremento del area de la pared y la luz del magnum en los pollos recién
nacidos. Sus resultados demuestran que la administracion de estradiol induce cambios en el
oviducto del embrion de pollo provocando citodiferenciacion y modificaciones en la mucosa del
magnum durante el desarrollo. En estudios hechos con la hormona foliculo-estimulante (FSH)
administrada los dias 13, 15 y 17 del desarrollo embrionario, Gonzalez-Moran y Camacho-Armroyo
(1998) Evaluaron la histomorfometria y la ultraestructura del oviducto de pollos recién nacidos asi
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como la expresion del receptor a progesterona (RP) por inmunchistoquimica, observando que hay
una marcada diferencia en la histologia de los oviducto de pollos tratados con FSH en relacion con
los no tratados. La mucosa del magnum de los animales tratados presenté un epitelio
pseudoestratificado con invaginaciones de la luz hacia el epitelio y de este hacia el estroma
subyacente donde se inicia la formacion de las glandulas tubulares. En cambio en la mucosa del
magnum de los animales controles se presentd unicamente un epitelio columnar sin
evaginaciones. La FSH indujo la formacién de cilios y microvellosidades en el epitelio del magnum
que se proyectan hacia la luz, asi como un incremento en las areas de la pared y la luz y en la
densidad de nucleos por unidad de area del epitelio. La inmunorreactividad del RP fue solamente
observado en el oviducto de los animales tratados con FSH. El RP fue localizado en los nicleos
celulares del epitelio luminal, el estroma de la mucosa y en el misculo liso. Sugieren que la FSH

induce un medio hormonal adecuado para la citodiferenciacion y expresion génica del RP en el
oviducto de pollo.

Tanto las isoformas A y B del RP de pollo (RPc) como del humano (RPh), muestran
diferentes actividades biologicas dependiendo de la célula y el promotor, ya que en el oviducto de
pollo inmaduro la proporcion entre ambas isoformas puede cambiar de la dominancia del RP-B al
RP-A ante la induccién de estrégeno, lo que puede indicar que la proporcién entre las isoformas de
RP puede ser alterada por una alta regulacion (up-regulation) del RP-A por la accién del
estrogeno in vivo (Syvéla et al., 1997). La regulacién transcripcional del RP involucra la induccion
por estrégeno la baja regulacién (down-regulation) por progestinas, acido retinoico y proteinas AP-
1. Los elementos de respuesta a estrégeno que se encuentran presentes en el gene de RP, se une
al receptor de estradiol y media la induccién de estrégeno y 4-OH tamoxifen. La expresion del
gene de RP puede ser igualmente estimulada por el estradiol y el 4-OH tamoxifen ante la
supresion del receptor a estrégenos. La represién por progestinas , acido retinoico y las proteinas
AP-1 puede ser mediada por los mismos elementos de respuesta a estrégenos aunque el acido
retinoico y las proteinas AP-1 no se ligan a estos elementos. La represion por estas proteinas
parece involucrar diferentes regiones de transactivacion del receptor a estrégenos, mientras que
los receptores retinoicos involucra solo la activacion de la funcién 2 y los RP y las proteinas AP-1
necesitan ambos dominios funcionales. Estas proteinas acttan sin contacto directo al ADN, por lo
que la represién probablemente se realice por interacciones proteina-proteina entre diferentes
dominios de receptor a estrogenos y la maquinaria transcripcional (Savouret et al., 1994).

Turcotte y colaboradores (1990) estudiaron el control de la transcripcion y encontraron que
gen promotor del receptor a progesterona de pollo requiere distintos elementos de respuesta a
progestinas intemos. El inicio de la transcripcion celular especifica fue observada en fibroplastos
de embriones de pollo transfectados utilizandose 876 bases pareadas de la regién superior del RP
de pollo (RPc). La transcripcion de estos genes puede ser inducida por progestinas en la presencia
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de la forma A de RPc pero no de la forma B. Los sitios de unién fueron identificados in vitro por
analisis de ADNasa | hipersensitiva en la region del promotor de RPc, in vivo la transcripcion
nuclear mostré que ni la estimulacién primaria con progestinas ni el tratamiento secundario de
pollos estimulados con estroégenos ante progestinas, glucocorticoides o androégenos tuvieron algin
cambio significativo de la transcripcion del gene de RPc en el oviducto, lo que sugiere desarrollo
especifico celular para estos elementos de respuesta a progestinas. Sus resultados sugieren que
aunque el estroégeno es conocido por incrementar los niveles del RP en el oviducto de pollo, este
efecto no involucra la estimulacion del gene de la transcripcion del RP.

Kastner y colaboradores (1990b.) reportan que ambas isoformas se originan de un simple
gene de RP, iniciando su traduccion en un codén mas abajo del ATG (en el ATG2) y que la
existencia de una abundante regién 5' truncada en el ARNm del RP de pollo es capaz de codificar

para la isoforma A pero no para la B por lo que sugieren que las dos isoformas son traducidas por
diferentes transcripciones.

Boyd y Spelsberg (1979) encontraron que en el oviducto de pollos inmaduros, los RP
presentan variaciones con los cambios estacionales, reportando que durante el fin del inviemo-
principio de primavera hay una gran reduccion en la actividad del RP-A en comparacion con otros
periodos del afio. En 1982 estos mismos autores sugieren que la ausencia de la funcién
reproductiva de pollos inmaduros y gallinas viejas se debe a una disminucibn en las
concentraciones de RP, lo que provoca una disminucién en las cantidades de la isoforma B y una
perdida en los sitios nucleares de union de RP, por lo que suponen que la perdida de los RP-A
durante el invieno y la perdida de los RP-B en pollos inmaduros y gallinas viejas sugieren como
minimo la existencia de dos modos diferentes de control del receptor, misma conclusién a la que
llegaron Hora y colaboradores (1987).

Syvdla y colaboradores (1996) estudiaron la influencia de diferentes tratamientos de
estrogeno y/o progesterona en la concentracion del PR-A y el PR-B en diferentes tipos celulares
del oviducto de pollo, analizando las concentraciones de RP celular por técnica
inmunohistoquimica en células epiteliales, glandulas, musculo liso y células del mesotelio, para lo
cual utilizo los anticuerpos monoclonales PR6 (que reconoce so6lo la forma B) y el PR22 (que
reconoce ambas isoformas). Las medidas de las concentraciones variaron entre los diferentes
tipos celulares y de célula a célula, observando una disminuciéon significativa en las
concentraciones de RP, que se noto por una disminucién en la intensidad de marca, en los tipos
celulares de animales sacrificados 2 y 6 hr después de ser inyectados con progesterona con o sin
administracién simultanea de estrégeno, verificando esta disminucién por inmunmoblotting y
ensayo inmunoenzimométrico. Después la baja regulacion (down-regulation) recupera los niveles
del RP a su normalidad dentro de las 48 hr siguientes a la administracion de estrégeno o
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progesterona. La administracion de estrégeno sblo causo cambios en la concentracion de RP-A,
teniendo poco efecto en la concentracién de RP-B dependiendo del tipo celular estudiado. Estos
descubrimientos indican que el estrégeno y la progesterona causan cambios celulares especificos

no sblo en la concentracion total de los RP, sino también en la proporcion celular del RP-A y del
RP-B.
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NUSTIFICACION.|

Varios trabajos han demostrado que las hormonas gonadotropicas regulan la sintesis de
las hormonas esteroides en las génadas de las aves, asi como su efecto en el desarrolio gonadal
desde etapas tempranas del desarrollo embrionario. En trabajos recientes en nuestro laboratorio
se han identificado las células blanco a la progesterona en el ovario del pollo recién nacido. Por tal
motivo en el presente trabajo se pretende estudiar si las hormonas gonadotrépicas intervienen en
la expresion de las isoformas del receptor a progesterona en el ovario y el oviducto del pollo recién
nacido y la importancia que puede tener este efecto sobre la funcion fisioldgica y el desarrollo de
estos Organos, ademas de conocer un poco mas del papel que juegan las hormonas

gonadotrépicas sobre el desarrollo y la diferenciacién del aparato reproductor desde el estado
embrionario.
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OBJETIVO GENERAL.

Identificar el tipo de isoforma del receptor a progesterona en ovario y oviducto de pollos
recién nacidos, asi como observar el efecto de las hormonas gonadotrépicas sobre la expresion de
las isoformas del receptor a progesterona.

OBJETIVOS PARTICULARESS

» Identificar el tipo de isoforma del RP en las distintas subpoblaciones celulares del ovario
de pollo recién nacido.

» Identificar el tipo de isoforma del RP en las distintas subpoblaciones celulares del oviducto
de pollo recién nacido.

» Cuantificar las variaciones en el nimero de células e intensidad inmunorreactiva sobre la
expresion de las isoformas del RP en las distintas subpoblaciones celulares del ovario de
pollo recién nacido.

» Cuantificar las variaciones en el nimero de células e intensidad inmunorreactiva sobre la
expresion de las isoformas del RP en las distintas subpoblaciones celulares del oviducto
de pollo recién nacido.
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Si las hormonas gonadotropicas producen cambios histolégicos; y variaciones en el
nimero celular y sintesis de hormonas esteroides en las gbnadas embrionarias y estas son blanco
a la progesterona, suponemos que las hormonas gonadotropicas también induzcan cambios en la
expresion de las isoformas del receptor a progesterona en el ovario y oviducto de pollos recién
nacidos, tratados durante el desarrollo embrionario.
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MATERIAL Y METODO.

Para la realizacion de este trabajo se obtuvieron huevos fértiles de pollo de la raza White

leghorn, los cuales fueron incubados a 38 °C en una incubadora con humedad y ventilacion
constantes.

A los 11 dias de desarrollo los huevos fueron introducidos a un cuarto estéril, donde se les
limpio con alcohol al 70%. Una vez limpios, se realizé un orificio en la camara de aire por medio
de una aguja de diseccion. En la parte superior del huevo se abri6 un orificio en forma triangular
con una segueta de metal cuidando el no dafiar las membranas para evitar hemorragias. El
cascarén se retiro con una aguja de diseccion y se coloco suero fisiolégico (solucion de NaCl al
0.9% estéril) para humedeceria, dejando reposar unos segundos, después se realizo un pequefio
orificio en la membrana externa con ayuda de una aguja de diseccion. Con un bulbo para pipeta
Pasteur se succiond a través del orificio de la camara de aire para separar y bajar la membrana
coricalantoidea junto con el embrién, para evitar un derrame sanguineo que sea la causa de la
muerte del embrién. Después se retird la membrana externa con ayuda de unas pinzas y se
sellaron la abertura y el orificio de la camara de aire con cinta adhesiva, volviendo a colocarse los
huevos en la incubadora (Figura 9).

FSH o LH §0% hammedad
o

Membrana
cornualantodea

Membrana
conun lana
Embrion Annvs

Sace de albumen

Canmara de aue

Saco vitelino
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Figura 9. Membranas que envuelven al embrion del pollo alrededor de los 13 dias de incubacion, con una abertura en el
cascartn por donde se aplica la hormona. La membrana conoalantoidea se muestra artificialmente separada del cascartn y de la
membrana externa. Modificado de Hoffman-Vélker (1969).
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A los 13 dias de desarrollo se aplicaron las hormonas y se dividieron los embriones en tres
lotes, que fueron: lote I, control (NaCl al 0.9%), lote 11, estimulado con 1 pg de hormona foliculo
estimulante (FSH) (Fertinorm HP, Urofolitropina-Serono de México, S.A.) y lote I1I, estimulado

con 1 pg hormona luteinizante (LH) (NIH-LH-S1; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. U.S.A), los
dias 13, 15 y 17 de desarrollo embrionario.

Procesamiecnto del material bicléogico.

Una vez terminado su desarrollo (21 dias), los pollos fueron sacrificados dentro de las 24
hr después de la eclosién por decapitacion. Se extrajo el ovario y oviducto y se limpiaron en una
solucién libre de calcio y magnesio, fijandose posteriormente en una solucion de paraformaldehido
al 4% durante 4 hr. Una vez transcurrido este tiempo se lavaron 3 veces en amortiguador de
fosfatos durante 20 minutos cada uno y se deshidrataron en alcoholes graduales (30%, 50%, 70%,
80%, 96%, durante 15 minutos cada uno y en 100% dos lavados de 20 minutos cada uno).
Después se pasaron a xilol durante 15 minutos, todos estos pasos realizadoz a temperatura
ambiente. Después se pasaron a xilol-paraplast, a concentracion 1:1, durante 15 minutos en una
estufa a 60 °C, pasando a paraplast puro durante 15 minutos, también a 60 °C. Después se
colocaron en cajas para inclusiéon con paraplast durante 24 horas.

Posteriormente se realizaron cortes de un grosor de 3 um y se tefiieron por la técnica de
Hematoxilina-Eosina para su posterior observacion y localizacion de la zona.

Tecnica de Hematexilina-Eosina.

Se hicieron cortes de 3 um de grosor en los ovarios y oviductos y se pusieron en un bafio
de flotacién con gelatina a 46 °C, hasta que se estirara el tejido. Las laminillas se desparafinaron
en xilol durante dos tiempos de 15 min cada uno y se pasaron a alcohol-xilol (OH al 100%-xilol
concentracion 1:1) durante 10 min, pasando a hidratarse en alcoholes graduales (100%, 96%, 70%
y 50%) con cambios de 5 min cada uno hasta llegar a agua destilada 5 min, posteriormente
pasaron a hematoxilina de Gill donde permanecieron 10 min. Posteriormente se lavaron 3 veces
en agua corriente y se pasaron por alcohol-acido y carbonato de litio, posteriormente se tifieron
con eosina durante unos segundos y se deshidrataron en alcoholes graduales (96%, dos lavados
de entrada por salidad el primero y de 5 min el segundo, 100%, un lavado de 5 min), alcohol-xilol,
un lavado de 5 min, y xilol, dos lavados de 5 min cada uno. Después se montaron con resina
sintética. Todos estos pasos se realizaron a temperatura ambiente.
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Posteriormente se observaron en un microscopio American Optical para encontrar las
zonas de poblaciones celulares y escoger los mejores cortes para la prueba inmunohistoquimica,
técnica indirecta de inmunoperoxidasa para microscopia foténica (Gonzalez-Moran, 1996).

Tﬁss celulares estudiados.

En el ovario las zonas de estudio fueron la corteza, donde se observaron las células del
epitelio germinal y la células germinales (ovogonias y ovocitos), y la médula donde los grupos
célulares observados fueron las células de los cordones intersticiales, células indiferenciadas y
células epiteliales de los canales lacunares.

Técnica inmunohistequimica para la identificaciéon de

Receptores a Progesterona.

Para la técnica inmunohistoquimica se preparan laminillas con Poli-L-lisina 1:10 (Sigma,
Poly-L-Lysine, St. Louis, MO. U.S.A). Se hicieron cortes de 5 um de grosor y se estiraron en un
bafio de flotacién con agua destilada y sin gelatina a 46 °C, y se dejaron secar todo un dia para
que los cortes se adhieran bien. Las laminillas se dividieron en controles positivos y negativos. Se
desparafinaron en xilol (2 cambios de 2 min cada uno), y se hidrataron en alcoholes graduales de
100% ( 2 cambios de 2 min cada uno), 96% (1 cambio de 2 min), 70% ( 2 cambios de 2 min cada
uno) y 50% (1 cambio de 2 min). Después se lavaron en agua destilada ( 2 cambios de 5 min
cada uno). Después las laminillas se introdujeron en &cido citrico y se calentaron en el homo de
microondas dando un tiempo de 10 minutos a partir de la ebullicién y un descansa de 5 minutos y
otro tiempo de 10 minutos a partir de la ebullicién y un descanso de 20 minutos, lavandose 2
veces en PBS inmediatamente después. Al terminar el lavado con PBS se bloquearo el peréxido
endoégeno con H,O, al 3% por 10 min a temperatura ambiente. Al terminar este paso se volvieron
a lavar en PBS con dos cambios de 5 min cada uno. Después se permeabilizaron con Tritén X-100
(Sigma-St. Louis, MO. U.S.A.) al 0.5% a temperatura ambiente por 20 min. Después se lavaron en
PBS con dos cambios de 5 min cada uno. El siguiente paso fue bloquear con suero normal de
cerdo a temperatura ambiente durante 20 min. Después se lavaron en PBS con dos cambios de 5
min cada uno. Después los controles positivos se incubaron con el anticuerpo primario contra
progesterona (PgR Ab-8, que reconoce las isoformas A y B; y PgR-Ab-6, que reconoce sblo la
isoforma B, Neomarker) a una dilucién 1:50 durante 24 hr a 4 °C (refrigerador), mientras que los
controles negativos se incubaron con suero normal de ratén a una dilucién de 1:2000. Al pasar las
24 hr se sacaron del refrigerador y se dejo que tomaran temperatura ambiente para después
lavarse en PBS con dos cambios de 5 min cada uno. Después se incubaron con el anticuerpo de
unién del kit ABC (avidin-biotin complex) (DAKO Corporation, CA, U.S.A.) a temperatura ambiente
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por 30 min. Después se lavaron en PBS con dos cambios de 5 min cada uno. El siguiente paso fue
incubar en el conjugado estreptoavidina-biotina durante 30 min a temperatura ambiente. Después
se lavaron en PBS con dos cambios de 5 min cada uno. Después se lavaron en PBS con dos
cambios de 5 min cada uno. Después se incubaron con el sustrato (cromégeno) de
diaminobenzidina, a una dilucion de 20 pl/ml en amortiguador durante 5 min a temperatura
ambiente. Después se lavaron en agua destilada dos veces de 5 min cada una. Se deshidrataron
en alcoholes graduales (50%, 70%, 96% y 100%), introduciendose dos veces en cada alcohol

durante dos minutos, para después aclararse en xilol (2 cambios de 1/2 min cada uno) y se
montaron con resina sintética.

Andlisis Inmunehistequimice del evarie.

Se utilizaron siete ovarios izquierdos por lote para el estudio de inmunchistoquimica,
realizandose tres laminillas por ovario con siete cortes en cada una. Una laminilla fue utilizada
para tefiirse con Hematoxilina-Eosina, y otras laminillas fueron usadas para inmunohistoquimica
(PgR Ab-8 y PgR Ab-6). El nimero de células de RP inmunoreactivas y la intensidad de
inmunotincién se observaron en dos laminillas con cortes por ovario usando un objetivo a 100X.

En la corteza ovarica el nimero de células RP-inmunorreactivas se contaron en las
células del epitelio germinal por area de corteza y en las células del epitelio germinal, fueron
evaluadas en 1000 pm’ de la parte superior de la corteza ovérica.

Para la médula subcortical, el nimero de células RP-inmunorreactivas se conto en las
células indiferenciadas por area de médula ovarica y en las células intersticiales por ovario. El
numero de células epiteliales lacunares fue evaluado en 100 pm del perimetro del lacunar.

Andlisis inmunehistequimice del Oviducto.

Se utilizaron siete oviductos izquierdos por lote para el estudio de inmunohistoquimica,
realizandose tres laminillas por oviducto con siete cortes en cada una. Una laminilla fue utilizada
para tefiirse con Hematoxilina-Eosina, y otras laminillas fueron usadas para inmunohistoquimica
(PgR Ab-8 y PgR Ab-6). El nimero de células de RP inmunomarcadas y la intensidad de tincion se
observaron en dos laminillas con cortes por oviducto usando un objetivo a 100X.

Se conto el nimero de células RP-inmunorreactivas en las células del epitelio luminal y
estroma del oviducto por unidad de area y las células de la serosa se midi6 en un drea de 100 um
de su superficie.
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Las areas fueron determinadas usando el procesador de imagen Argus-20 (Hammatsu,
Japon).

La intesidad inmunorreactiva se midié mediante el programa Scan Pro 4.0, en el cual los

valores se miden de 0 (negro) a 255 (blanco), restandose el valor obtenido al valor del control
negativo.

Para el andlisis estadistico se utilizo la prueba de Levene aplicado a la prueba de Wald-

Wolfowitz para comparar entre dos grupos, considerando un nivel de significancia al 5 %
(Conover, 1980).
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[RESULTADOS.|

La localizacion de las isoformas de RP para el ovario y oviducto izquierdo de pollos recién
nacidos se realizé mediante técnica inmunohistoquimica, utilizandose los anticuerpos PgR Ab-8
(que reconoce las isoformas A y B) y PgR-Ab-6 (que reconoce sblo la isoforma B), siendo la marca
de color café. Para comprobar la especificidad del anticuerpo se utilizo como control negativo
suero normal de ratén a una dilucién 1:2000 en vez del anticuerpo primario. (Figuras 10 y 14).

Owvario.

El ovario izquierdo del pollo recién nacido es una pequefia estructura iregular de color
amarillo rosaceo pdlido y tiene alrededor de 3.5 a 7 mm de largo y 1.5 mm de ancho.
Histolégicamente, esta formado por una corteza externa y una médula central separados por la
tanica albuginea. La corteza esta rodeada por el epitelio germinal, formado por células cubicas
que contienen moderado citoplasma y un nicleo redondo. En esta zona se encuentran las células
germinales, ovogonias y ovocitos. Las ovogonias son mdas pequefias que los ovocitos y la
cromatina se encuentra dispersa en el citoplasma; en los ovocitos la cromatina se puede observar
condensada formando cromosomas. Entre las células germinales se encuentran las células
pregranulosas, que son alargadas, en forma ovoide con escaso citoplasma. La médula contiene
tejido conectivo, vasos sanguineos y linfaticos, cordones de células intersticiales y células
indiferenciadas. Las células intersticiales, son de forma irregular, con un citoplasma altamente
vacuolado y se agrupan en cordones rodeados de células indiferenciadas, que presentan forma
alargada con nucleos pequefios y redondos u ovalados. En la médula también se observan
canales lacunares rodeados de células epiteliales grandes con nuicleos ovalados y escaso
citoplasma y vasos sanguineos formados por células endoteliales planas con escaso citoplasma.
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Flgura 10. Distribucion de las células RP-inmunormeactivas en el ovario de pollo recién nacido.

La inmuno histoquimica se realizo utilizando el anticuerpo PgR Ab-8 que reconoce ambas
isoformas. La barra de escala representa 10 pm.

A) Corteza ovérica. Las células del epitelio germinal (E) y las células germinales
(=) son RP-positivas.

B) Médula ovérica. Las células epiteliales de los canales lacunares (=) son RP-
positivas.

C) Meédula ovarica. Las células intersticiales (=) son RP-positivas.

D) En las laminillas de control negativo se observa una ausencia de
inmunoreactividad, estas fueron incubadas en suero preinmune levantado en
anticuerpo primario. Corteza (C) y médula ovarica (M).
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Comparadcion de la respuesia de las Células R
entre los ra

Se observaron las laminillas tratadas con los anticuerpos RP-AB y RP-B en el microscépio
foténico para identificar los tipos celulares que presentan RP en la corteza y en la médula ovarica.

Una vez identificada la respuesta en los tipos celulares se realizé el conteo de células RP-
inmunorreactivas mediante el procesador de imagen.

En la corteza ovarica los tipos celulares que presentaron RP-inmunorreactividad fueron las
células del epitelio germinal y las células germinales. El nimero de células RP-inmunorreactivas
en estas células fue similar en el grupo control y en el ovario tratado con LH, incrementandose en
el ovario tratado con FSH. (Figura 11).

En la médula ovarica los tipos celulares cuantificados fueron las células intersticiales,
indiferenciadas y epiteliales de los canales lacunares. (Figura 12).

El conteo del nimero de células RP-inmunorreactivas en las intersticiales se realizé por
ovario y se encontré que el tratamiento con FSH incremento el nimero de las células intersticiales
a diferencia de la LH que disminuye el nimero de células RP-inmunorreactivas.

En el grupo control y el grupo tratado con LH las célula indiferenciadas no presentan RP-
inmunorreactividad, mientras que en el tratamiento con FSH se induce la expresién de células RP-
inmunorreactivas.

En las células epiteliales de los canales lacunares, el grupo tratado con FSH mostro un
mayor nimero de células RP-inmunorreactivas en relacién a los grupos control y tratado con LH,
comparando el grupo control y el grupo LH no hubo diferencia.

La intensidad inmunorreactiva mostro que el tratamiento con FSH y LH no modifica la
Intensidad Inmunorreactiva en las células del epitelio germinal y células germinales de la corteza
ovarica y en las células epiteliales de los canales lacunares de la médula ovarica, a diferencia de
las células células intersticiales que su intensidad inmunorreactiva en el ovario tratado con FSH
incremento, pero disminuye con el tratamiento con LH.(Figura 13).

Al hacer la comparacion entre los grupos marcados con RP-AB y RP-B en cuanto al
nimero de células RP-inmunorreactivas y evaluacion de intensidad no se encontré gran diferencia
por lo que se dedujo que la isoforma B del receptor a progesterona fue la dominante.
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Figura 11. Efecto de la FSH y LH en el nimero de células RP-inmunorreactivas de la corteza del
ovario izquierdo. N= 7. Los datos estan representados como la media + error estandar. Diferencia
significativa * P < 0.05 . FSH vs Control y LH.
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Figura 12. Efectﬁ. de la FSH y LH en el niumero de célulaé FiP—inmunoneactivas de la médula del
ovario izquierdo. N = 7. (—) = No hubo reaccién. Los datos estan representados como la media +
error estandar. Diferencia significativa * P < 0.05. Células Intersticiales FSH vs Control y LH; LH vs

Control y FSH. Céluals Indiferenciadas FSH vs Control y LH. Células Epiteliales de los Canales
lacunares FSH vs Control y LH.
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Grafica 13. Efecto de la FSH y la LH sobre la intensidad inmunorreactiva Diferencia de
intensidad inmunorreactiva entre los las distintas subpoblaciones celulares de la corteza y la
meédula del ovario izquierdo de pollos recién nacidos que presentan RP. N = 7. (—) = No hubo
reaccion. Diferencia significativa * P < 0.05. Células Intersticiales FSH vs Control y LH; LH vs
Control y FSH. Céluals Indiferenciadas FSH vs Control y LH. Células Epiteliales de los Canales
lacunares FSH vs Control y LH.
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Oviduect®.

El oviducto de las aves se divide en cinco regiones histologicas que son: el infundibulo, el
magnum, el istmo, el dtero y la vagina.

Para nuestro resultados la region estudiada fuel el magnum debido a que es donde se
encuentran la celulas caliciformes que segregan la avidina y la ovomucina; asi como las glandulas
tubulares que segregan a su vez la ovoalbumina y la lisozima, dependiendo la sintesis de todas
ellas de las hormonas esteroides del ovario. En el magnum del oviducto de pollo recién nacido se
puede observar histologicamente, el epitelio luminal y el estroma. En el epitelio luminal se pueden
observar células epiteliales, en el estroma células del estroma, y formacion de algunas fibras
musculares y las rodean las células de la serosa. En el animal adulto la lamina epitelial consiste de
células columnares. La lamina propia, contiene numerosas glandulas tubulares ramificadas las
cuales estan revestidas por epitelio cuboidal o columnar. Los granulos de secrecion se presentan a
lo largo del epitelio apical. El tejido conjuntivo de la lamina propia de la submucosa es de tipo
areolar con tejido linfatico difuso; en este caso son tipicas la tlnica muscular y el peritoneo.
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Figura 14. Inmunolocalizacién de los receptores a progesterona (RP) en el magnum de
oviductos de pollos recién nacidos y en gallina ponedora.

A) Control. (Recién nacido).

B) Tratamiento con FSH. (Recién nacido).

C) Adulto.

D) Control negativo. (Recién nacido).

E) Control negtivo. (Adulto).

Epitelio (E), estroma (8), células glandulares (G), las (), indican las células
RP-inmunorreactivas. La barra representa 10 pm. '
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Cemparacién de la respussta de las Células

[mmumeireaciivas tratappentos,

Se observaron las laminillas tratadas con los anticuerpos RP-AB y RP-B en el microscopio
foténico para identificar los tipos celulares que presentan RP en el epitelio luminal y el estroma del
magnum del oviducto de pollo recién nacido.

En el grupo control del magnum de oviductos de pollos recién nacidos no se encontraron
células RP-inmunorreactivas en el epitelio luminal, ni en el estroma ni tampoco en la serosa. En el
grupo tratado con FSH se induce la expresion de células RP-inmunorreactivas en el epitelio
luminal, estroma y serosa, mostrando una mayor respuesta al anticuerpo PgR Ab-8 (que reconoce
la isoforma A y la B) que al PgR Ab-6 (que sblo reconoce la isoforma B). El grupo tratado con LH
mostro una respuesta mucho menor en cuanto al nimero de células RP-inmurmreactivas al
anticuerpo PgR Ab-8 que en FSH en el epitelio luminal y en el estroma, pero en la serosa no se
encontraron células RP-inmunorreactivas, ante el anticuerpo PgR Ab-6 , no present6 células RP-
inmunorreactivas. (figura 15).

La intensidad inmunorreactiva (lIM) mostro que en el epitelio luminal se presenta una
mayor |IM que en el estroma tanto en FSH como en LH, mientras que en la serosa su IIM fue
menor en FSH, no existiendo en LH. (Figura 16).

Comparando la respuesta entre las isoformas RP-AB y RP-B entre los grupos tratados con
FSH y LH, fue mayor en RP-AB, ya que en RP-B casi no existi6 marca, por lo que la isoforma
dominante del recepetor a progesterona fue la A.
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Grafica 15. Efecto de la FSH y LH en el nimero de células RP-inmunorreactivas del magnum del
oviducto izquierdo de pollos recién nacidos. N = 7. (—) = No hubo reaccién.Los datos estan
representados como la media + error estandar. * P < 0.05. Células Epiteliales FSH vs Control y
LH; LH vs Control y FSH. Células del Estroma FSH vs Control y LH; LH vs Control y FSH. Células
de la Serosa FSH vs Control y LH.
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Gréafica 16. Efecto de la FSH y la LH sobre la intensidad inmunorreactiva entre los las distintas
poblaciones subcelulares del magnum del oviducto izquierdo de pollos recién nacidos que
presentan RP. N = 7. (—) = No hubo reaccion. * P < 0.05. Células Epiteliales FSH vs Control y LH;

LH vs Control y FSH. Células del Estroma FSH vs Control y LH; LH vs Control y FSH. Células de
la Serosa FSH vs Control y LH.
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oviducte de Gallina Peonedora.

Se utiliz6é un oviducto de la gallina ponedora como control positivo, debido a que se sabe
que en este tejido se presentan las dos isoformas del RP.

Los tipos celulares medidos fueron las células del epitelio, glandulas tubulares, musculares
y del peritoneo.

Los resultados indican que las células del epitelio, glandulas tubulares, musculares y del

peritoneo son RP- inmunorreactivas y mostraron muy poca diferencia entre su respuesta al RP-AB
y RP-B.

La intensidad inmunorreactiva en las células del epitelio y de las glandulas tubulares tuvo
muy poca diferencia entre RP-AB y RP-B, pero las células musculares y las del peritoneo tuvieron
un ligero aumento de la isoforma RP-B contra la isoforma RP-A.

Al comparar la respuesta entre la intensidad de RP-A y RP-B, se determino que se
presentaban las dos isoformas del RP. (Tabla 1).
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Tabla 1. Nimero de células RP-inmunorreactivas e intensidad inmunorreactiva en las distintas
poblaciones celulares del magnum del oviducto de gallina ponedora.

Tipos Celulares.

Nimero de Células

Intensidad

RP- Inmunorreactiva.
inmunorreactivas.

Epitelio/100pm?. RP-AB 0.48 + 0.05 106.61* + 2.14
RP-B 0.44 + 0.06 53.95 +2.20

Glandulas RP-AB 0.218 + 0.04 1078+ 24

Tubulares/100pum?.

RP-B 0.200 + 0.03 57.06 + 1.98

Musculo/100pm?. RP-AB 0.159 + 0.03 116.42* + 2.9
RP-B 0.161 + 0.03 65.73+23

Peritoneo/100um. RP-AB 8.09 +0.75 117.96* + 2.3
RP-B 8.10 + 1.12 64.13 +22

Los valores estan representados como la media + desviacion estandar. * P < 0.05. RP-AB vs RP-B

en todos los tipos celulares.

| S ——————
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[DISCUSION.

La progesterona es una hormona importante para la regulacion de la funcion reproductiva
normal en el sexo femenino, esta accién bioldgica de la progesterona esta regulada por receptores
intracelulares que se presentan en dos isoformas llamadas RP-A y RP-B, siendo RP-A una forma
truncada de RP-B (Park-Sarge y Mayo, 1994; Graham y Clarke, 1997).

El interés de nuestro trabajo fue el identificar el tipo de isoforma del RP presente en el
ovario y el oviducto izquierdo de pollos recién nacidos y cuantificar el estimulo de las hormonas
gonadotropicas en la expresion de los RP.

De las dos zonas histologicas reconocibles en el ovario de pollo recién nacido, la corteza
fue la que presentd una mayor distribucién de los receptores tanto en las células del epitelio
germinal y germinales (ovogonias y ovocitos). Hay evidencia que nos indica que en el ovario de
las aves la ovogénesis empieza hacia el 8° dia de desarrollo embrionario relacionandolo con la
sintesis de esteroides (Romanoff, 1960; Sauveur y Reviers, 1992). Guichard et al. (1977) reporta
que en las gbnadas de embriones de pollo hembra de 7.5 a 18 dias de incubacién la progesterona
aumenta del dia 7.5 al 15, siendo el incrementé mas importante entre los dias 12 y 13, lo que nos

dice que las hormonas esteroides ya tienen acciéon desde los primeros dias de desarrolio
embrionario.

En la médula se observaron RP en las células intersticiales, las cuales presentan actividad
estereidogénica (Getty, 1982). Entre las células intersticiales vario la intensidad inmunorreactiva
entre células, lo que podria indicar una diferente concentracién de RP. En el adulto estas células
forman las células de la teca donde se han localizado receptores de RP.

Existen muy pocos trabajos que identifiquen los RP en el embrion de aves, Gasc (1991)
encontré que el dia 6 de incubacién se pueden encontrar nlcleos marcados en la médula de
ambas génadas, pero no en el epitelio germinal, lo cual se observé hasta el dia 8. El dia 9 se
presentaron los cambios mas significativos en la corteza de la génada izquierda, sobre todo a nivel
del epitelio germinal. A partir del dia 10 hubo un increment6 a nivel de la corteza y en la médula
profunda entre las células de los canales lacunares. En la gallina adulta Isola (1987) encontro
receptores en el epitelio germinal, células de la teca, células de la granulosa y células del estroma,
pero no en la células germinales, de hembras de 2 a 4 semanas de edad.

Estos resultados coinciden con los nuestros con respecto a los tipos celulares que
presentan receptores, aunque no se reporta la presencia de receptores en las células germinales



(ovogonias y ovocitos). Ademds, esta distribucién de los RP en el ovario de pollos recién nacidos
corrobora los resultados obtenidos en trabajos anteriores en nuestro laboratorio.

Los resultados obtenidos en el ovario del polio recién nacido nos indican que la isoforma
dominante fue la RP-B, pero no se puede negar la presencia de la isoforma RP-A, la cual no se ha
podido aislar para aplicarse sola, dentro de las células blanco durante esta etapa.

Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con la FSH en la corteza ovarica
induce un aumento en el nimero de células RP-inmunorreactivas en las células del epitelio
germinal y germinales con respecto al control y al grupo LH, en cuanto a la intensidad
inmunomreactiva no hubo mucha diferencia entre los tres grupos tratados. En las células
germinales del ovario inmaduro de pollo no se habian reportado RP, pero se ha reportado la
presencia de los RP en los ovocitos de embriones de raton en los que los RP son importantes para
la implantacién en el estado de blastocisto (Hou y Gorski, 1993; Gorski y Hou, 1995). En la médula
ovarica se observaron cambios como respuesta a las hormonas gonadotropicas en cuanto al
numero de células RP-inmunmorreactivas y la intensidad inmunorreactiva sobre todo a nivel de
las células intersticiales ya que con la FSH hay un incremento de células intersticiales e intensidad
inmunoreactiva, disminuyendo ambas ante el estimulo con LH. Algunos trabajos
histomorfométricos sobre el ovario de pollo recién nacido, han demostrado que la FSH induce la
division mitética en las distintas subpoblaciones celulares del ovario de pollo recién nacido, a
diferencia de la LH que no induce division mitética en ninguna poblacién celular del ovario, pero
induce una mayor esteroidogénesis y desarrollo ovarico (Gonzalez-Moran y Calderén, 2000).

Yoshimura et al. (1995) y Sawada et al. (1997) reportan que en las células de la granulosa
de gallina la LH induce la expresion de RP, no asi la FSH. También este Gltimo encontré que
aparte de la isoforma A de 79 kDa y la isoforma B de 110 kDa se encontraba una isoforma de 80
kDa (A"), la cual habia sido reportada por Sullivan et al. (1988) en oviducto de pollos de 2 semanas

los cuales fueron tratados con progesterona, sugiriendo que esta Gltima isoforma es la especie
mas activa.

Estos reportes sugieren que los mecanismos de regulacion de la expresion de los RP
pueden cambiar al ir madurando los componentes celulares del ovario, ya que nosostros
encontramos que en la etapa de recién nacido la FSH incrementa la expresién de los receptores a
progesterona a diferencia del tratamiento con LH que disminuye el numero e intensidad
inmunorreactiva de las células intersticiales.

Uniendo estos resultados con los anteriores parece demostrar que existe una relacion
entre el incremento en el nimero de células y la expresion de los RP, lo cual seria muy interesante
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estudiar. Esto indicaria que la FSH induce una alta regulacion (up-regulation) y la LH una baja
regualacion (down-regulation) de los RP en las células intersticiales de la médula ovarica.

En el oviducto de pollos recién nacidos no encontramos receptores a RP-A o RP-B, siendo
confirmado este resultado por el estudio realizado por Gasc (1991) quien no encontré RP en el

oviducto de pollos durante las primeras etapas de desarrollo embrionario y Gonzalez- Moran y
Camacho-Arroyo (1998) en oviductos de pollo recién nacidos.

Ante el estimulo por las hormonas gonadotropicas FSH y LH, en el oviducto hubo una
mayor respuesta ante la FSH, ante la cual se presentd un mayor desarrollo en el epitelio luminal y
una mayor diferenciacion en comparacion al oviducto tratado con LH. La isoforma dominante que
se expreso ante la presencia de gonadotropinas fue la RP-A, mostrando respuesta en las células
del epitelio luminal, del estroma y de la serosa ante la FSH.

La aparicion de la isoforma RP-A en el magnum del oviducto ante el estimulo por FSH en
esta etapa de desamollo puede explicarse por que en el magnum se realiza la sintesis de

ovoalbumina, cuyo promotor puede ser activado por la isoforma RP-A pero no por la RP-B
(Kastner et al., 1990a.).

La FSH produjo una variacion en cuanto a la pared del epitelio luminal del oviducto de
pollos recién nacidos tratados con FSH, en comparacién con el oviducto del grupo control y del
grupo LH entre los que no hubo mucha diferencia. Ademas la presencia del RP-A coincide con los
resultados obtenidos por Gonzalez-Moran y Camacho-Arroyo (1998), que reportan la presencia de
un epitelio pseudoestratificado con invaginaciones de la luz hacia el estroma subyacente donde se
inicia la formacion de las glandulas tubulares. Ellos sugieren que los RP no son inducidos
directamente por la FSH en el oviducto, sino que es una induccién indirecta a través de la sintesis
de estradiol en el ovario lo que puede ser responsable de que se observen efectos por la induccién
o represion de proteinas que jueguen un papel crucial en la citodiferenciacion del magnum. En
nuestras observaciones fue en las invaginaciones del epitelio donde se encontraron mas nucleos
RP-inmunorreactivos, que en otras areas del epitelio.

Syvaéla et al. (1996) reportd que en pollos de 2 semanas ante el tratamiento por estrégeno
habia un aumento de los RP, existiendo una disminucién ante una combinacién de estrégeno/
progesterona o con progesterona sola y que la concentracién de la isoforma RP-A era regulada por
el estrogeno, mientras que la concentracién de la isoforma RP-B no sufria cambios, por lo que la
forma de regulacién de ambas isoformas es diferente, pero RP-A puede funcionar como un
supresor de la funcion de RP-B.
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Comparando la respuesta encontrada en el oviducto embrionario con el adulto
encontramos que en adulto se encuentran ambas isoformas sin presentar una dominancia
definitiva de alguna de las dos, ya que segln lo reportado por Boyd y Spelsberg (1979), la
ausencia de la isoforma RP-A, es causante de la esterilidad de las gallinas durante el periodo de
fin de invierno-principio de primavera y lo reportado por Boyd-Leinen ef al. (1984), la ausencia de
la isoforma RP-B en gallinas viejas o jévenes estériles indica dos formas de regulacion diferentes
para cada isoforma lo cual hay que seguir investigando.

Con base en estos resultados podemos concluir que las hormonas gonadotrépicas inducen
respuestas diferentes en la expresion de los RP y el tipo de isoforma dominante del RP, depende
del 6rgano, tipo celular y su estadio de desarrollo.
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En el ovario del pollo recién nacido la isoforma dominante de los RP en todos los tipos
celulares es la RP-B.

En el magnum del oviducto de pollo recién nacido no se expresan los receptores a
progesterona.

La FSH induce la expresién de RP en los distintos tipos de células tanto del ovario como del
oviducto de pollo recién nacido.

La LH disminuye la expresion de los RP en las células intersticiales de la médula ovarica.

La isoforma dominante del RP expresada en el ovario de pollos recién nacidos por efecto de la
hormonas gonadotropicas es la RP-B.

La isoforma dominante del RP expresada en el oviducto de pollos recién nacidos por efecto de
la hormonas gonadotropicas es la RP-A.

En el magnum del oviducto de gallina adulta se expresan ambas isoformas del RP.
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