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RESUMEN 

Existen pocos reportes relacionados con las funciones de la hormona luteinizante 

en el ovario de pollo embrionario, en contraste con los que se refieren al ovario adulto. Sin 

embargo, existen trabajos relacionados con las funciones de la hormona foliculo 

estimulante y algunos otros sobre la morfologia de las células germinales durante el 

desarrollo embrionario del pollo que apoyan la linea de investigacién de este trabajo. 

En el presente trabajo se estudié el efecto de la hormona luteinizante sobre la 

ovogénesis de las células germinales de! ovario izquierdo de pollos recién nacidos, 

tratados en la ultima semana de desarrollo embrionario. 

Se utilizaron huevos fértiles de pollo, de fa raza White Leghorn, y se incubaron a 

38°C, con humedad y ventilacién constantes. Se apticaron tres dosis de LH, en los dias 

13, 15 y 17 del desarrollo embrionario. Dentro de las 24 horas después de fa eclosién, los 

animales se sacrificaron por decapitacién, se disecé el ovario izquierdo, disgregandolo y 

se procedié a realizar preparaciones por squash, para cuantificar el nUmero de células 

germinales normales y en degeneracién. Dentro de las células germinales normales se 

cuantificaron el numero de ovogonias y ovocitos en las distintas fases de 1a profase 

meiética. 

Los resultados demostraron un mayor porcentaje de ovocitos en los ovarios 

tratados con LH que en los coniroles, siendo menor el numero de ovogonias y el indice 

mitdtico de éstas en los ovarios tratados en contraste con los controles, donde el numero 

es mayor. La degeneracién de células germinales disminuy6 en los ovarios tratados con 

LH. Al aplicar la prueba de “T’, de Student, a los resultados obtenidos, se encontraron 

diferencias significativas en las distintas. fases de la meiosis, observandose que el 

tratamiento con LH favorece que las célutas germinales entren en la profase meidtica. 

Por io anterior podemos concluir que la Hormona Luteinizante crea un 

microambiente adecuado para disparar la profase meidtica.



INTRODUCCION 

1. EL OVARIO DE LAS AVES 

1.1. Localizacién anatomica. 

En la gallina, el ovario esta situado en la parte superior izquierda de la cavidad 

abdominal, debajo de /a arteria aorta y de la vena cava posterior. Se apoya sobre el rifién 

y pulmén izquierdos, y por la parte inferior, sobre el saco aéreo abdominal izquierdo 

(Sturkie. 1965; Gilbert.1971; Lofts y Murton.1973; Ede.1975; Alamargot.1982). La 

glandula suprarrenal izquierda esta estrechamente enlazada al ovario y todo el conjunto 

descrito se halla suspendido de la pared dorsal del peritoneo gracias a un pliegue del 

mismo, que contiene fibras musculares lisas, vasos sanguineos y nervios (Sturkie. 1965; 

Gilbert.1971). Durante el desarrollo embrionario se forman un ovario y un oviducto 

derechos, pero usualmente degeneran y sélo persisten unos rudimentos cuando nace el 

polluelo (Sturkie.1965) (Fig. 1). 

EI riego arterial de! ovario, en la mayoria de los casos procede de fa arteria renal 

anterior. Existen dos venas ovaricas que desembocan en la vena cava superior (Sturkie. 

1965;Lofts y Murton.1973; Ede.1975). La inervacién esta muy desarroliada, 

especialmente en direccién a los foliculos (Gilbert. 1971).



1.2. Desarrollo Embrionario 

A partir del tercer dia de incubacién los acontecimientos embrionarios se hacen 

cada vez mas numerosos, observandose fos cambios morfoldgicos en ef embrion 

(Sauveur.1992), hasta el tercer dia de la vida embrionaria (desarrollo de las crestas 

genitales), las células germinales primordiales y las células mesenquimatosas se 

incorporan al epitelio germinal (Cole y Cupps, 1959; Gilbert, 1971; Sauveur, 1992) 

acumulandose de forma asimétrica de derecha a izquierda del embrién. A medida que el 

embri6n se va desarrollando, el incremento de dichas células es de 2 a 5 veces mas 

rapido en el ovario izquierdo que en el derecho (Huettner, 1958; Gilbert, 1969: Jnones 

1978; Merchant, 1991; Sauveur, 1992). Normalmente en el momento de la eclosion el 

ovario derecho no es mas que un resto de tejido medular ubicado encima de la vena cava 

caudal (Sauveur.1992). 

En el cuarto dia de incubacién, la gonada primordial se reconoce claramente en la 

superficie media de los érganos de Wolffian. Las células germinales estan presentes en el 

mesenterio dorsal, en el angulo celémico y en la cresta genital. El gran tamario de las 

células germinales las distingue de las pequefias células somaticas; sin embargo, el 

nucleo de las células germinales es grande, unos u otros son redondos y ovalados, 

La proliferacién medular y cortical aparecen en el quinto y sexto, hasta el séptimo 

dia, respectivamente. En el ovario izquierdo las células germinales son mas numerosas 

en la corteza que en el médula. Unas pocas células germinales se dividen mitéticamente 

entre el cuarto y octavo dia de incubacién. La ovogonia es mas pequefia que la célula 

germinal primordial, y ia cual se encuentra usuaimente en interfase conteniendo dos 

grandes masas de cromatina dentro de su ntcleo. La mitosis ovogonial es distinta de 

aquella de las células somaticas por su gran tamafio. Las células germinales en fa corteza 

del ovario izquierdo estan arregladas en pequefios grupos o “nidos”, cada uno de los 

cuales esta rodeado por una capa de tejido conectivo, la primera tunica albuginea 

(Hughes, 1963).



En el 14avo dia de incubacién se forma la segunda tunica albuginea, formandose 
dos zonas bien definidas que son la corteza y la médula del ovario. Entonces se forma el 
ovario inmaduro que es amarillento, plano y de forma irregular. La médula esta formada 
de cordones sexuales primarios, derivados del epitelio germinal, tejido conjuntivo, nervios, 

musculo liso y principalmente vasos sanguineos. La corteza contiene ovogonias y 
ovocitos (Gilbert.1971; Crawford.1990). En la médula ovarica se observa un tipo de 
células que probablemente estan relacionadas con el metabolismo de las hormonas 

esteroideas, llamadas células intersticiales. Antes del dia 13 de desarrollo, ef control det 
desarrollo gonadal es extrahipofisial (Fugo.1940; Voguel.1957). Realizando una 
hipofisectomia, se observa que la inhibicin gonadal sdlo ocurre ei dia 13 de desarrollo en 

adelante y las células gonadotrépicas no aparecen en fa hipofisis, sino hasta el dia 14 def 

desarrollo, con estos experimentos se demuestra que antes del dia 13 de desarrollo el eje 

hipotaiamo - hipofisis - gonada, aun no se forma sugiriéndose que durante este tiempo la 

tegulacion de las hormonas esteroides producidas por el ovario, es auténoma 

(Gilbert.1971; Woods et al,1977). 

Con la influencia de la hipéfisis, se observa una multiplicacién rapida de 

Ovogonias, en la eclosién se observa una madurez sexual en relacion al tamafio y peso 

del ovario, incrementandose entre 10 y 15 mm., de largo, 10 mm., de ancho y 36 4 mm., 
de alto; durante este periodo el peso se mantiene relativamente constante, observandose 

un intervalo de 0.3 a 0.5 gr (Gilbert,1971). 

1.2.1. Ovario maduro. 

Al no ser posible en el ovario adulto la distincién entre médula y corteza, se 
Mencionan normalmente como masas celulares, una de las cuales contiene los ovocitos 

(Zona parenquimatosa) y la otra, fundamentalmente tejido muscular y Vasos sanguineos 
(zona vascular) (Lofts y Murton.1973; Ede.1975).



El ovario adulto muestra el aspecto de un racimo de uvas, debido a la presencia 

de siete a diez foliculos portadores, cada uno de ellos, de una yema que se halla en fase 

de crecimiento acelerado (Ede.1975; Alamargot.1982). Junto a ellos se encuentran 

muchos pequefios foliculos vacios (estadio postovulatorio) que degeneran rapidamente 

(Ede, D. 1975). 

En la estructura de estos foliculos en estado maduro, y desde el interior hasta el 

exterior, se distinguen: una capa perivitelina acelular, segregada por ia granulosa; una 

capa monocelular la granulosa; una capa llamada basal; dos tecas una interna y otra 

externa que contienen células intersticiales; una capa de tejido conjuntivo (salvo en la 

zona del estigma, lugar donde se producira la rotura folicular, y un epitelio superficial) 

({Gilbert.1971; Alamargot.1982; De Alba. 1985). 

Cada foliculo esta unido al ovario por un pediculo por donde penetran de dos a 

cuatro arterias que se extienden por la teca externa, dividiéndose en conductos mas 

pequefios (arteriolas) los cuales, a través de la teca interna, llegan a formar una densa 

ted capilar alrededor de la capa basal. La red capilar es poco densa en Ia region del 

estigma o linea de dehiscencia folicular, esta estructura permite en principio, que ja 

ovulacién no produzca una hemorragia (Gilbert. 1971; Johnson. 1986; Sauveur. 1992). 

En {fo que al sistema venoso se refiere, esta presente a varios niveles, el mas 

profundo de fos cuales se situa en la teca interna (Sauveur.1992). Las fibras nerviosas 

siguen un trayecto parecido al de las arteriolas.



1.3. Fisiologia y controt hormonal reproductivo. 

El ovario es el lugar donde, bajo el control de la hipéfisis, tiene lugar la sintesis de 

las hormonas esteroides y la ovogénesis. La hipéfisis anterior es absolutamente 

indispensable para el desarrollo y el mantenimiento de la actividad ovarica. 

Las funciones reproductoras estan bajo el control de la regulacién neuroendécrino, 

es decir, estan controladas por la correlacién fisiolégica de los sistemas nervioso y 

endécrino. Este control esta ejercido por sistemas reguladores internos, genéticamente 

fijados, que bajo el influjo, casi siempre, de circunstancias temporales correlacionadas 

con factores externos, son responsables del transcurso individual y de especie de los 

fendmenos de la reproduccién. La funcién sexual esta determinada en gran parte por la 

actividad de la hormona gonadotrépica de la hipofisis. La hipéfisis esta sometida a control 

por medio de hormonas liberadoras del hipotalamo, el cual a su vez, depende del influjo 

de determinadas regiones del encéfalo que reciben informaciones sensoriales del 

organismo y del ambiente, los procesan y los transmiten (Smidt. y Ellendorff.1972; 

Ruiz. 1988). 

El hipotalamo es la zona mas ventral del diencéfalo y queda situado por encima de 

la hipofisis. El hipotalamo esta considerado como un érgano final de integracién de las 

informaciones del encéfalo y sus misiones son muitlipes.Constituye un centro regulador 

det hambre, sed y temperatura. Produce neurosecreciones y, con !a ayuda de ‘hormonas 

liberadoras’ o ‘inhibidoras’ controla la secrecién de las hormonas adenohipofisiarias, entre 

las que se encuentran las hormonas gonadotropicas (Smidt. y Ellendorff.1972: 

Cunningham.1992). 

La hipdfisis es un Grgano enddécrino principal, ya que elabora un numero de 

hormonas que estimulan a otras glandulas para que segreguen hormonas. La hipofisis



esta situada en fa silla turca, una concavidad del hueso esfenoides y envuelta por una 

extensién de la duramadre (Austin y Short.1982; McDonald y Pineda. 1991), compacta y 

bien vascularizada que forma una cubierta hacia la parte dorsal, atravesada solamente 

por el pedunculo hipofisiario y tos vasos sanguineos, inmediatamente por detras del 

quiasma optico (Smidt y Etlendorff. 1972; Cunningham. 1992). 

La glandula hipofisis se subdivide anatomicamente en adenohipofisis y 

neurohipéfisis, ambas regiones son de origen ectodérmico, pero provienen de primordios 

diferentes; la neurohipofisis se origina del infundibulo del cerebro y permanece sujeta al 

hipotalamo por ei tallo neural, en contraste, la adenohipofisis se origina del techo de la 

boca en forma de una evaginacién comtinmente llamada saco de Rathke o ducto craneo 

faringeo (Sturkie.1965; Austin y Short. 1982; McDonald y Pineda. 1991; Cunningham. 

1992). En las aves no existe un lébulo intermedio como en fos mamiferos, pero la 

adenohipofisis y fa neurohipéfisis estan separadas por una capa de tejido conjuntivo 

(Sturkie.1965). 

La neurohipéfisis esta dividida en |dbulo neural distal, tallo neural y eminencia 

media, estas dos tiltimas regiones forman el infundibulo. La eminencia media contiene un 

sistema de vasos portales por donde la sangre llega a ia hipdéfisis para transportar 

hormonas y nutrientes (Thommes y Russo. 1959; Pearson. 1972). En la adenohipéfisis, 

los vasos saguineos contactan capilares esenciales para el transporte de las hormonas 

secretadas, como la hormona foliculo estimulante (FSH), !a juteinizante (LH), ja 

adenocorticotropina (ACTH), la tirotropina (TSH) y otras, siendo las dos primeras 

gonadotropinas, las que actuan sobre las génadas (Sturkie. 1965; Austin y Short. 1982). 

El hipotalamo y fa hipdfisis forman parte del eje hipotalamo - hipofisis - gonada, los 

cuales en estadios tempranos de desarrollo embrionario, son auténomas en crecimiento, 

diferenciacién y actividad (Willer. 1955; Woods. 1987). Se sabe que la hipofisis es 

auténoma en estado inicial de desarrollo al sintetizar hormonas gonadotrépicas antes de 

su comunicacién vascular con el hipotalamo. Esto se demostré por medio de la técnica de



inmunohistoquimica en ia hipéfisis, alrededor del dia 4 de incubacién, donde se encontro 

tanto LH (Gasc y Sar, 1981; Woods et al. 1985) como FSH (Woods. 1987; Woods. 1985) 

antes de la formacién del plexo porta vascular entre el hipotalamo y !a hipfisis, que inicia 

el dia 12 de desarrollo (Thommes y Russo. 1959; Doskacil. 1970; Daikoku et al. 1974; 

Stritesky y Rychter. 1977; Woods. 1987; Calderon, 1998). 

Fugo (1949) y Vogel (1956) realizaron experimentos con embriones de pollo 

hipofisectomizades y observaron que el eje hipotalamo-hipofisis-gonada, es funcional 

desde el dia 13 de desarrollo, observando en los embriones hipofisectomizados un 

desarrollo normal de las génadas hasta el dia 13, pero después las génadas no 

incrementan su peso, talla, grado de diferenciacién histolagica, ni contenido de colesterol. 

Una vez establecido ei eje hipotalamo - hipdfisis - gonada (dia 13 - 13.5 en machos y dia 

14 en hembras), se observa que se producen hormonas liberadoras de gonadotropinas 

en las neuronas de! hipotalamo, sélo si existen estimulos externos. Las hormonas 

liberadoras de gonadotropinas entran en circulaci6n portahipofisial, regulando Ja sintesis y 

la liberacidn de las gonadotropinas de la hipéfisis, la LH y Ja FSH, las cuales estimulan el 

crecimiento gonadal y la esteroidogénesis (Woods. 1987). 

Los cambios en el ovario se producen por la secrecién de hormonas 

gonadotrépicas, provocando cambios en las células efectoras a éstas hormonas. Usando 

métodos de radioinmunoensayo, Teng y Teng (1979), han detectado un incremento en la 

produccién de esteroides por las células intersticiales, del ovario de pollo embrionario, en 

Presencia de hormona gonadotropina coridnica, en el medio de cultivo. Sin embargo, se 

sabe que la localizacién de céiulas efectoras a LH cambian durante el desarrollo de} 

embri6n. En el periodo de 5.5 a 13 dias del desarrollo, se observa que las células que 

tesponden a esta hormona, son las células intersticiales, en el dia 13.5 los niveles de LH 

en el plasma son elevados, realizando una reaccidn inicial de las células intersticiales 

corticales y de !os cordones de células corticales, provocando {a sintesis inicial de estrona 

y estradiol por estas células (Woods et al. 1989).



Los ovarios producen dos clases de hormonas: los estrégenos y los 

progestagenos, que se clasifican como esteroides y tienen como precursor comin al 

colesterol. 

Los estrogenos representan un grupo de esteroides con actividad fisiolégica 

similar. El estr6geno de mayor importancia, cuantitativa y fisiologicamente, es el estradiol. 

Otros importantes son el estriol y la estrona. Las principales acciones de los estrogenos 

son: la manifestaci6n del comportamiento de la cépula durante el estro, los cambios 

ciclicos en el sistema femenino, el desarrollo de conductos en la glandula mamaria, el 

desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias. A los estrogenos se les ha !lamado 

“normonas sexuales femeninas”. Los estrogenos son sintetizados por las células 

intersticiales de las tecas foliculares y la progesterona proviene de las células de la 

granulosa del foliculo preovulatorio. 

Tanto los estroégenos como los progestagenos, ayudan a regular ia liberacion de 

gonadotropinas, actuando tanto a nivel del hipotalamo como de la hipdfisis anterior. 

Niveles elevados de progesterona o una combinacion de progesterona y estrégenos 

inhiben la liberaci6n de FSH y LH de la hipéfisis anterior por retroalimentacién negativa. 

Es necesario una accion reciproca entre las gonadotropinas y las hormonas esteroides 

para ef mantenimiento del equilibrio hormonal, esencial para la reproduccién normal 

(Bearden y Fucuay . 1981). 

La FSH aumenta sus propios sitios receptores en el foliculo ovarico y esta accién 

es acelerada a medida que se aumentan los niveles de estrégenos. Previa accién del 

estradiol, la FSH también incrementa los receptores de LH en el foliculo. Et estradiol 

incrementa sus propios receptores. La LH causa una reduccién de receptores de FSH, 

estradiol y LH, pero incrementa los receptores de prolactina. Durante la formacién del 

cuerpo luteo, la prolactina incrementa los receptores de LH .



La mayor parte de la regulacién de los procesos reproductores, se lleva a cabo por 

el eje hipotatamo - hipéfisis - gonada. Hormonas liberadoras del hipotalamo controlan ta 

funcién de la hipdfisis anterior. Hormonas gonadotrépicas de la hipofisis anterior, 

controlan la funcién de las génadas, tanto de produccién de gametos como de hormonas. 

A su vez, las hormonas esteroides y proteinicas gonadales regulan Ia liberacién de 

gonadotropinas a través de un mecanismo de retroalimentacién que incluye al hipotalamo 

(Bearden y Fuquay. 1982). 
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b) Vista lateral isegun Taylor) 

Figura 1 

Ubicacién del aparato reproductor de la hembra (pollo) en la cavidad abdominal 
Tomado de Sauveur, B. 1992.Reproducci6n de las Aves 
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2. OVOGENESIS 

La ovogénesis se define como la formacién, desarrollo y maduracién del gameto 

femenino. Este proceso empieza en Ja vida embrionaria y continda hasta el momento de 

la ovulacion (Austin y Short, 1982). 

Refiriéndose a Ja morfologia del ovario, estos procesos implican: multiplicacion de 

las ovogonias, formacién de ovocitos y foliculos primarios, foliculogénesis , crecimiento y 

maduracién del ovocito y ovulacion. El conjunto de todas estas etapas, constituyen la 

ovogenesis; el termino “periodo ovogenético” se aplica a la formacién del ovocito en fase 

de dipléteno. Et periodo siguiente es de particular importancia para el foliculo y se lama 

foliculogénesis (Cole y Copps, 1984). 

La primera etapa de ia gametogénesis, implica que las célutas germinales 

primordiales llegan al interior de la cresta genital a medida que se forma la gonada 

(Gilbert, 1988) 

Las células germinales primordiales se localizan en el endodermo, durante los 

cambios morfogenéticos de! embrién (gastrutacién) y de ahi migran a las gonadas que se 

encuentran en desarrollo. Si las células germinales primordiales no llegan a las crestas 

gonadales, o si son destruidas por extirpacién quirurgica o por radiaciones ionizantes en 

el curso de su migracién, los ovarios adultos seran estériles, ya que no tendran células 

sexuales. 

Se propone que las crestas genitales de la pared dorsal del embrién, producen 

una sustancia quimiotactica, que atrae a jas células germinales primordiales. Puede ser 

que las crestas genitales produzcan diferentes cantidades de sustancias quimiotacticas, 

ya que en las aves llegan mas células germinales primordilaes a la génada izquierda que 
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a la derecha. En caso de que exista una sustancia quimiotactica no debe ser especifica 

para una sola especie, ya que las gonadas en desarrollo dei pollo, atraen tanto a las 

células germinales primordiales de pollo como tas de ratén (Austin y Short, 1982). 

En fas aves las células germinales primoridales, se derivan de las células del 

epiblasto que migran a una zona en forma de media luna de la capa endodérmica del 

borde anterior a la zona pelucida. Esta region se denomina la media luna germinal, y las 

células germinales primordiales se multiplican en esta region. La ruta primaria para la 

migracién de las células germinales en las aves es a través de la sangre. Las celiulas 

germinales primordiales entran en los vasos sanguineos por diapeédesis, un tipo de 

movimiento que capacita a las células para deslizarse hacia dentro o hacia fuera de 

pequefios vasos sanguineos. Las células germinales primordiales legan al embrion 

siendo transportadas por fa sangre (Pasteels, 1953; Dubois, 1968). 

Cada una de las futuras génadas, consta de una capa de epitelio celémico 

delgado que recubre un “nudo” de tejido mesenquimatoso (mesodermo embrionario). 

Hacia el final de la migracién las células germinales primordiales se mueven de los 

rifiones que se encuentran en desarrollo (mesonefros) hacia !as crestas gonadales y 

toman una colocacién, ya sea cortical o medular. En términos morfoidgicos, tas células 

germinales primordiales permanecen en la corteza de la gonada cuando esta va a ser un 

ovario, mientras que el paso de las células a fa médula (mesénquima) se asocia con el 

desarrolio de un testiculo. 

La génada indiferenciada contiene todos los componentes celulares necesarios 

para su diferenciacién en testiculo o en ovario, es decir:1. Tejido medular que forma los 

cordones medulares del testiculo, 2. Tejido cortical, formado a partir del epitelio celomico, 

que puede formar los cordones sexuales secundarios, o sea, el sustrato del ovario, 3. 

Mesénquima, que forma el resto de la génadas en los dos sexos, incluyendo la teca y el 

tejido intersticial, 4. Células germinales primordiales, que tienen su origen fuera de las 
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gonadas y que forman las ovogonias o las espermatogonias, de acuerdo con su 

constitucién genética. 

Las células germinales primordiales ovaricas se transforman rapidamente en 

ovogonias. El numero de ovogonias aumenta mucho en un periodo relativamente corto. 

Tras un periodo de proliferacién mitética, las ovogonias se transforman en ovocitos en el 

momento en el que entran en ia profase de la primera divisién meidtica. En la mayoria de 

las especies, ef numero de células germinales sdlo puede disminuir con el paso del 

tiempo, que ocurre por el proceso de atresia y de ovulacién (Austin y Short, 1982). 

2.1. La ovogénesis: formacién y desarrolto del huevo. 

La diferenciacion del évulo se presenta en dos estadios parecidos al desarrollo de 

los gametos masculinos: estadio de mitosis y estadio de meiosis. Durante la mitosis o 

multiplicacién, la ovogonia profifera a partir de las células germinales primordiales que han 

migrado a los cordones terminales desde el saco de la yema del endodermo. La ovogonia 

se divide dando origen a varias generaciones de células idénticas. En algunas especies, 

la diferenciacién y multiplicacién de la ovogonia aparece junto con el desarrollo del feto y 

aun antes de que se lleve a cabo el parto (hombre, rumiantes, roedores, cerdo). En otros 

(carnivoros y lagomorfos), la diferenciacidn se prolonga hasta el periodo postnatal 

inmediato. La ovogonia entra a la profase de la primera division meiética y se convierte en 

ovocito primario antes o poco después del nacimiento, en la mayor parte de las especies. 

Los ovocitos primarios se detienen en la fase de diploteno de la profase meidtica hasta la 

madurez sexual. El incremento posterior de los ovocitos se sincroniza con el desarrollo y 

maduracién de los foliculos. La primera divisién meidtica (division reduccional), con la 

consecuente conversién del ovocito primario en ovocito secundario, aparece justo antes 

de la ovulacién en la mayor parte de las especies y se acompafia de la formacién y 

expulsion del primer cuerpo polar (Banks., 1986). Si el ovocito secundario es fecundado 

por un espermatozoide, se convierte en un Ovulo fecundado diploide. (Fig. 2). 
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Figura 2 
Se describen los distintos estadios de la Ovogénesis 
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2.2 Comienzo de la primera divisién meiética 

Durante fa interfase que procede a la meiosis, el nucleo de la célula pasa por una 

secuencia tipica de fases G,, S y G,. Una vez que se completa la interfase, el nucleo 

meidtico pasa por una secuencia de etapas que constituyen la primera division meidtica o 

meiosis |. Los procesos continuos de profase, metafase, anafase y telofase difieren en 

ciertas caracteristicas de las etapas andlogas de la mitosis. La profase de la meiosis | es 

un intervalo mas complejo, prolongado y genéticamente significative. La profase | se ha 

dividido en las subetapas siguientes: 

4. Estadio de Leptéteno. Los cromosomas aparecen en forma de largos filamentos muy 

finos, ondulados y muy separados unos de otros 

2. Estadio de Zigoteno. Los cromosomas efectuian un alineamiento paralelo, lo cual quiere 

decir que se aparean o se unen de acuerdo con su longitud, lado a lado por pares de 

homdloges de manera tan precisa que sus cromémeros se  corresponden 

perfectamente unos con otros. De este modo se observan cuatro pares de 

cromosomas, lo que siempre resulta ser equivalente a “2n” cromosomas. E! nucleolo 

desaparece. 

3. Estadio de Paquiteno. Los cromosomas reducen su longitud y se engruesan. Cada uno 

de ellos sufre una fisuracién longitudinal en un plano perpendicular al del 

apareamiento, pero al ocurrir esto, el centromero no se segmenta. Cada cromosoma 

se encuentra entonces constituido por dos filamentos unidos que reciben el nombre de 

cromatides, hermanas. 

4. Estadio de Dipléteno. En cada pareja de cromosomas estos se separan uno de otro en 

parte de su fongitud, pero mantienen contacto en uno o varios puntos de donde se 

produce la aparicién de formas en “x”, en 8, en rombos, en anillos, etc. Los 

cruzamientos que corresponden a lugares en donde los cromosomas pueden 

efectivamente entrecruzarse, reciben ei nombre de quiasmas. 
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Hasta la fase de dipiéteno, un homdlogo de cada bivalente proviene de la madre, y 

el otro del padre; sin embargo, durante la fase de dipléteno hay intercambio de genes 

entre los dos cromosomas mediante el mecanismo siguiente: parte de una cromatide que 

pertenece a un cramosoma del complejo bivalente, queda en sentido transverso de la 

cromatide del otro cromosoma de dicho complejo, de manera que se constituye un 

quiasma, es decir, una estructura en forma de “X”. Al parecer, el quiasma predispone a la 

tuptura de ambas cromatides en el sitio en que se cruzan. Los extremos separados sé 

vuelven a unir, pero al tener lugar tal fendmeno, cada cromatida rota se recombina con ja 

equivalente del otro homdlogo del complejo bivalente, en vez de reconstituir la dispasicion 

original (parental). Este proceso de entrecruzamiento o “crossing over’ entre los 

homdlogos, culmina en el intercambio mutuo de partes de sus cromatidas y, con ello, 

intercambio de algunos de fos genes derivados de la madre y los correspondientes del 

padre, con la cual se recombinan y pasan a las células germinativas. Por tal motivo, 

desde la etapa de dipléteno en adelante, los dos cromosomas del complejo bivalente 

poseen genes que provienen de los dos progenitores (Ham, 1988). 

Los bivalentes que contienen cuatro cromatidas (Albert, 1996), se mueven de un 

lugar a otro durante la prometafase, pero pronto se alinean sobre ef huso indicando el 

inicio de la metafase |. Los extremos de !os brazos de los cromosomas estan ubicados en 

el ecuador, pero los centromeros de cada bivalente estan tan separados como es posible. 

Los centrémeros de las cromatidas hermanas de un bivalente permanecen 

estrechamente asociados en el mismo lado del huso y, por tanto, frente al mismo polo. EI 

otro bivalente esta orientado de modo que sus centrémeros sefialan hacia el polo opuesto 

del huso, Durante la anafase |, los cromosomas homdlogos se desplazan hacia los polos 

opuestos de la célula, reduciendo el numero de cromosomas a la mitad del numero 

diploide. Con base en el numero cromosémico, la haploidia se obtiene durante la anafase 

|. Sin embargo, contienen una cantidad doble de ADN (Avers, 1991), porque cuando la 

célula meidtica se divide, cada célula hija recibe dos copias de uno de los dos homélogos 

(Albert, 1996). La reduccién a la mitad del ntimero de cromosomas y del contenido de 

ADN se lleva a cabo hasta que se completa la segunda division meidtica. En algunas 

especies los nucleos en anafase pueden empezar la segunda divisién casi 
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inmediatamente mientras que otras especies pasan por una etapa de reorganizacién 

nuclear en ia telofase |, antes de empezar la meiosis il. Si ocurre la telofase, los 

cromosomas se desdoblan y alargan, reaparecen los nucleolos y las membranas 

nucleares y los nucleos hijos se hacen evidentes. Los nucleos reorganizados pueden 

entrar en interfase (de duracién variable) y luego experimentar ia profase y etapas 

posteriores de la meiosis Il. En algunos casos los nticleos en telofase pueden continuar 

directamente a la metafase !!. Ademas de la variabilidad de eventos entre la telofoase | y 

la metafase Il, la citocinesis (divisién del citoplasma) puede ocurrir en seguida de la 

meiosis | o aplazarse hasta et final de la meiosis 11 (Avers, 1991)(Fig. 3 ). 

La profase de la meiosis | en aves termina en la etapa de diploteno que es muy 

larga y los ovocitos de aves no pasan al estado de diacinesis como en muchos 

mamiferos. En todo el periodo de reposo o dipidteno que se observa solo en la 

ovogénesis, ios dos cromosomas en cada complejo bivalente adquieren una posicion 

parcialmente extendida, y de ello resulta que el nucleo que alin esta en profase, tiene un 

aspecto microscépico similar al de la interfase (Ham, 1988). 

Bajo la influencia de las gonadotropinas hipofisiarias, la meiosis se reanuda en 

forma individual en ios ovocitos primarios, que estan a punto de formar un ovocito 

secundario, como preparacién para ta ovulacion. Sin embargo, se advierte una diferencia 

esencial entre la meiosis | y la mitosis, Los centrémeros de las dos cromatides que 

pertenecen a cada homdlogo permanecen asociados. Por lo expuesto los homdlogos se 

segregan y pasan a diferentes células hijas, permaneciendo intactos en forma de un par 

de cromatides que aun estan unidos entre si por medio de centrémeros. 

El resultado neto es Ia primera division de maduracién, en la que cada célula hija 

del ovocito primario recibe un cromosoma intacto que representa un par de cromatides. 

De este modo el! ovocito primario es diploide, pero ei secundario es haploide. Es 

importante destacar que los términos haploide y diploide describen el ntimero total de 

cromosomas en la célula, sean dobles o sencillos. Los cromosomas de origen paterno o 
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materno, tienen igual posibilidad de segregarse y pasar a una u otra células hijas, Otra 

caracteristica poco comun de la primera division de maduraci6n, es que las dos células 

resultantes son desiguales. En una el ovocito secundario es grande, y en otra, el primer 

cuerpo polar es pequefio (Ham, 1988). 
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Existen, como minimo, dos diferencias fundamentales entre los procesos de 

separacién de los cromosomas en la divisién meiética | y en la mitosis. (1) A lo largo de la 

mitosis (y en fa divisién meidtica Il, la cual se parece a una mitosis), las cromatidas 

hermanas se mantienen unidas unicamente en el centrémero: los cinetocoros de cada 

cromatida hermana presentan las fibras cinetocéricas dirigidas hacia direcciones 

opuestas, de forma que durante la anafase las cromatidas son estiradas hacia ceélulas 

hijas diferentes. En ia metafase | de la meiosis, por el contrario, los cinetocoros de ambas 

cromatidas hermanas permanecen fusionados de manera que sus fibras presentan la 

misma orientacion y los brazos de las cromatidas hermanas se hallan estrechamente 

unidos: ademas, los cromosomas homdlogos paterno y materno se mantienen unidos 

entre si a través de! quiasma. (2) Durante la mitosis (y la division meidtica II) el 

desplazamiento de las cromatidas hacia los polos esta mediado por un mecanismo que 

separa entre si los dos cinetocoros hermanos (iniciandose la anafase), lo cual permite a 

las cromatidas hermanas segregarse en células hijas diferentes. En la anafase | de la 

meiosis, sin embargo, este desplazamiento hacia los polos esta iniciado por la ruptura de 

las fuerzas, poco conocidas, que han permitido mantenerse unidos entre si los brazos de 

las cromatidas hermanas, asi como por la disolucion de los quiasmas que unian los 

cromosomas homdlogos paterno y materno; consecuentemente, las cromatidas 

hermanas permanecen emparejadas pero los homdlogos paterno y materno se segregan 

en células hijas diferentes (Albert, 1996). 

2.3. Segunda divisién meidtica 

Después de finalizada la divisién meistica [, las membranas nucleares se forman 

de nuevo alrededor de los dos nucleos hijos, iniciandose una breve interfase. Durante 

este periodo, los cromosomas pueden descondensarse un poco, pero normalmente se 

condensan de nuevo y empiezan la profase |l. Durante este intervalo no se produce 

sintesis de ADN, por lo que en algunos organismos parece que los cromosomas pasan 

casi directamente de una fase de divisién a la siguiente. En todos los organismos la 
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profase li es breve: la envoitura nuclear se rompe cuando se forma el nuevo huso, tras lo 

cual se suceden rapidamente la metafase II, la anafase II y !a telofase II (Albert, 1996). La 

metafase Il, donde los cromosomas de! ovocito secundario haploide se alinean en el 

plano ecuatorial. En la anafase |I los cromosomas se segmentan a nivel de sus 

centrémeros, las dos cromatides que los constituyen se separan de sus cinetocoros 

durante la anafase (Ham, 1988). Asi, y a diferencia de la division t, ia division II se parece 

mucho a una mitosis. La unica diferencia importante estriba en que en ella existen una 

sola copia de cada cromosoma, y no dos. Una vez formadas las envolturas nucleares se 

forman los gametos maduros (ovocitos o espermatozoides) durante la Telofase l, 

finalizando la meiosis (Albert, 1996)(Fig. 3). 

Ahora, se puede producir la formacién de los verdaderos nuicleos de los gametos 

de manera bastante sencilla, a través de una segunda division celular, la division II de la 

meiosis sin que se produzca otra replicacién del ADN. Asi pues, la meiosis consta de dos 

divisiones celulares sucesivas que se producen tras una sola fase de replicaci6n de ADN, 

por lo que a partir de cada célula que sufre la meiosis, se producen cuatro células 

haploides (Albert, 1996).(Fig. 3). 

Pero ia divisién de reduccién del material nuclear para formar ovocitos 

secundarios no tienen jugar sino hasta 1 6 2 horas antes de la ovulacién. El que es objeto 

de ovulacion es el ovocito secundario y, si después de aquella no es fecundada, el huevo 

es puesto como un ovocito secundario. 

En la gallina madura sexualmente la parte del huevo que se conoce como yema, 

es una sola célula, la célula sexual femenina o el dvulo. Su enorme tamafio, en 

comparacién con el de otras células, se debe al material alimenticio que contiene. Los 

demas componentes del huevo (la clara, la membrana del cascaron y el propio cascarén) 

son secreciones no celulares que dotan al 6vulo de capas para protegerlo en su recorrido 

descendente por el oviducto de ja gallina. 
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El é6vulo temprano mide unas 50 pm de didmetro y crece de manera paulatina 

hasta aicanzar los 6 mm. Después se acelera enormemente el indice de crecimiento, 

aumentando el didmetro en cerca de 2.5 mm diarios, de modo que cuando ocurre la 

ovulacion, el 6vulo puede llegar a tener un diametro de 35 mm. Este cuantioso aumento 

en tamafio se debe sobre todo a !a acumulacién de los materiales de reserva para formar 

la yema (Bellairs, 1964, 1965). Cuando se observa al microscopio, la yema fresca 

presenta aspecto de liquido viscoso donde estan suspendidos granulos y glébulos de 

diversos tamafios. 

Los 6vulos jévenes estan incrustados muy profundo en la corteza del ovario y a 

medida que se acumula cada vez mas yema, se apifian hacia la superficie para 

proyectarse por ultimo de ella, conservandose conectados a través de un tallo constrefiido 

de tejido ovarico. La mayor parte del évulo maduro esta constituido por vitelo. Con 

excepcién de la vecindad del nucleo, el citoplasma activo no es mas que una pelicula 

delgada que esta en contacto con el vitelo. La zona del ovulo en la que se hayan el 

niicleo y !a mayor parte del citoplasma activo recibe el nombre de polo animal, y es el sitio 

donde se lleva a cabo la fecundacién, la regién opuesta al polo animal se conoce como 

polo vegetativo, el sitio donde se acumula el vitelo. 

Asi como los évulos de muchas clases de vertebrados, los huevos de las aves 

exhiben una membrana plasmatica de gran irregularidad que con frecuencia se designa 

membrana vitelina. Este término se utiliza para describirla por las delicadas estrias 

radiadas que presenta al observarse bajo un microscopio de luz. Gracias a los estudios 

realizados con microscopio electrénico, en la actualidad se sabe que las estrias deben su 

aspecto a microvellosidades estrechamente apifiadas. 

Tanto en aves como en mamiferos, el 6vulo esta rodeado por una region de 

células foliculares que a su vez esta circundada por una teca externa de tejido conectivo 
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vascular de dos capas. La asombrosa diferencia es que, mientras el ovulo grande 

cargado de vitelo ocupa por completo el foliculo en aves, el pequefio huevo de mamiferos 

apenas /o flena. La zona desocupada al interior del foliculo de mamifero es el antro, en 

cuyo interior se encuentran el liquido folicular. 

Al acumularse totalmente el vitelo que requiere el dvulo del ave, se lleva a cabo la 

ovulacion a través de la rotura de una banda vascular (el estigma) que rodea ai foliculo. 

Las bandas de musculo liso que se extienden del tatlo hacia el interior del foliculo, se 

contraen, para asi liberar el évulo fuera def foliculo. Como sucede con ef évulo de 

mamiferos, la finalizacién de la primera divisién de maduracién coincide casi exactamente 

con la ovulacion, en tanto que la segunda divisién no se realiza, a menos que una célula 

espermatica penetre en el huevo (Patten, 1990). 

2.4, Morfologia de las células germinales primordiales, ovogonias y ovocitos. 

Las células germinales primordiales tienen un nucleo grande y redondo con un 

nucleolo fragmentado, y relativamente menos citoplasma, incluyendo aparato de Golgi, 

ribosomas libres y gotas de lipidos (Ukeshima y Fijimoto, 1991). El diametro de las células 

germinales primordiaies en aves, tiene un rango entre 10 y 18 um. El niicleo de las 

células germinaies primardiales extragonadales tienen una posicién excéntrica y éste esta 

especialmente marcado en el caso de las células germinales de aves. Generalmente 

estan presentes uno o dos nucleolos prominentes. El reticulo endoplasmico esta 

pobremente desarrollado en los primeros estadios, hasta ser mas conspicuo en el 

embrién de 4 a 8 dias. El aparato de Golgi esta moderadamente desarroliado; 

abundantes mitocéndrias y escasos poliribosomas. Los centriolos yuxtanucleares se han 

descrito en las células germinates primordiales de todos los grupos de vertebrados, pero 

especialmente una centrésfera prominente se ha considerado como caracteristica de las 

células germinales primordiales de aves (Matsumoto, 1932; Fritts — Williams y Meyer, 

1972). De acuerdo con Swift (1914) esta estructura en el pollo puede medir hasta 2 — 3 
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pm. de diametro y 6 yim. de largo (Jones, 1978). Ei citoplasma contiene abundantes 

particulas de glucégeno, gotas lipidicas y variable cantidad de vitelo (Van Blerkom , 1984) 

Las ovogonias se reconocen como una gran célula redonda con una gran 

proporcién nucleocitoplasmica(relacion nucleo-citoplasma 1-1). El nucleo es esférico con 

un gran nucleolo. El arreglo de la cromatina es uniforme y finamente granular (Jones, 

1978). El citoplasma tiene un numero limitado de organelos, incluyendo mitocondrias 

dispersas, unas cuantas cisternas alargadas de reticulo endoplasmico y ocasionalmente 

un pequefio complejo de Golgi. Los ribosomas estan distribuidos uniformemente por el 

citoplasma, en su mayor parte en un arreglo polisomal, pequefias gotas lipidicas (Van 

Blerkom , 1984). 

2.5. Ovocitos. 

La ultraestructura del ovocito prefolicular meidtico en varios mamiferos, es similar 

a aquellos ovocitos y espermatocitos de vertebrados en general e invertebrados, 

indicando una estructura basica comun para el primer fendmeno meidtico. 

Los ovocitos de la mayoria de los animales son células gigantes, con una gran 

cantidad de reservas de todos los materiales necesarios para que el desarrollo inicial del 

embrién consiga alcanzar el estadio de un nuevo individuo capaz de alimentarse por si 

mismo. Tipicamente, los ovocitos tienen una forma esférica u ovoide, de un diametro de 

unos 100 im en humanos y en erizos de mar, de 1 a 2mm en anfibios y peces, y de 

muchos centimetros en aves y reptiles. 

Durante todo el estadio de la profase meidtica, el nucleo se mantiene grande y 

redondo y la envoitura nuclear, generalmente lisa. El nucleolo se mantiene pequeno y 
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relativamente compacto hasta el dipléteno, cuando se convierte en una gran estructura 

reticular 0 compacta, el complejo sinaptonémico es el sello ultraestructural del estado 

meidtico de la célula germinal. El dipléteno esta caracterizado por la reaparicién de una 

sola hebra rodeada por una compleja vaina fibrilar organizada en proyeccidn lateral y 

enlazada con granulos asociados. El citoplasma contiene: mitocondrias redondas y 

ribosomas dispersos, difusamente arregiados en rosetas; pequefios elementos de Golgi 

encerrados. Centriolos, reticulo endoplasmico tubular o arreglado en cisternas, raramente 

visto hasta el dipléteno. La apariencia general del citoplasma en dipléteno empieza a 

parecerse a aquel det ovocito folicular (Van Blerkom , 1984; Muniesa y Dominguez, 1990; 

Ukeshima y Fujimoto, 1991}. 

Al inicio de la fase de crecimiento o fase previtelogenica, se presenta el “nucleo 

vitelino” o “nucleo vitelino de Balbiani”. En las primeras fases, el corpusculo esta al tado 

del nticleo, pero en las etapas posteriores se escinde y sus fragmentos se distribuyen por 

la periferia del ovocito. Dado que es en la periferia dei ovocito donde aparecen 

primeramente las globulos vitelinos, se ha !legado a la conclusion de que la vitelogéenesis 

(produccién de vitelo) es iniciada por los componentes del “nucleo vitelino” (Balinsky, 

1983). 

El citoplasma del ovocito contiene reservas nutritivas en forma de vitelo, que es 

rico en fipidos, proteinas y polisacaridos y que habitualmente se halla en estructuras 

discretas denominadas gidbulos vitelinos. En algunas especies cada plaqueta esta 

rodeada por una membrana mientras que en otras no lo esta. En los 6vulos que dardn 

lugar a grandes animales que se desarrollan fuera de la madre, el vitelo puede 

representar mas de! 95% del volumen celular mientras que en los mamiferos, cuyos 

embriones son alimentados por la madre, constituye mucho menos, si es que existe. 

Las cubiertas ovocitarias constituyen otra peculiaridad de los ovocitos. Son una 

especializacién de la matriz extracelular y estan formadas fundamentalmente por 

glucoproteinas, algunas de {as cuales estan segregadas por el ovocito y otras por células 

acompafantes. En muchas especies la cubierta principal es una capa adyacente a la 
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acompafiantes. En muchas especies la cubierta principal es una capa adyacente a la 

membrana plasmatica del ovocito; en los ovocitos de ios no mamiferos, tales como los 

erizos de mar o los pollos, se denominan cubiertas vitelinas mientras que en los ovocitos 

de los mamiferos constituyen la zona pelticida. Esta capa protege al ovocito de 

agresiones mecanicas, y en algunos casos actlia como una barrera especifica para los 

espermatozoides, admitiendo Unicamente fos de la misma especie o de especies 

estrechamente relacionadas. Analogamente, la “clara” (albimina) y la cascara de los 

huevos de gallina se afiaden (después de la fecundacién, si no la hay no se segrega) a 

medida que los huevos pasan por el oviducto. En algunos casos la cubierta vitelina de los 

évulos de los insectos esta rodeada de una capa gruesa y resistente denominada corion, 

segregada por células foliculares que rodean cada évulo en el ovario. 

Un ovocito es un évulo en desarrollo; su diferenciacién en un dvulo maduro (u 

ovum) supone series de cambios que se producen en momentos que estan coordinados 

con las etapas de la meiosis mediante !as que las células germinales atraviesan sus dos 

divisiones finales, altamente especializadas. 

Esto se realiza en ia profase de la meiosis durante un periodo de tiempo que 

varia, desde algunos dias hasta varios afios, segtin las especies. Durante este largo 

periodo, los ovocitos primarios sintetizan la cubierta y los granulos corticales y en el caso 

de los grandes ovocitos de los no mamiferos, acumulan ribosomas, vitelo, glucdégeno, 

Hpidos y el ARNm que posteriormente dirigira la sintesis de las proteinas necesarias para 

el crecimiento embrionanio inicial y para la puesta en marcha del programa de desarrollo. 

La fase siguiente del desarrollo de los ovocitos se denomina maduracién ovocitaria 

y generaimente no tiene lugar hasta la madurez sexual, cuando es estimulada por 

hormonas. Bajo esta influencia hormonal la célula recupera su progresi6n a través de la 

divisién | de la meiosis: una de ellas es la formacion de un pequefio corpuisculo polar, y 

un gran ovocito secundario, el precursor del ovulo. En esta etapa, cada cromosoma esta 

todavia compuesto por dos cromatidas hermanas. Estas cromatidas no se separan hasta 
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la division (I de la meiosis, cuando se distribuyen en dos células mediante un proceso que 

es idéntico a la mitosis, tat como hemos descrito anteriormente. Después de esta 

separacién final de los cromosomas, en la anafase Il, el citoplasma del gran ovocito 

secundario se divide nuevamente de forma asimétrica produciendo un évulo maduro (u 

ovum) y un segundo pequefio corpusculo polar, cada uno de los cuales contiene una 

dotacién haploide de cromosomas. Debido a estas divisiones asimétricas de citoplasma, 

los évulos conservan su gran tamario a pesar de sufrir dos divisiones meidticas. Ambos 

corplsculos polares son pequefios y generalmente degeneran. 

En la mayoria de ios vertebrados la maduracién ovocitaria sigue hasta la metafase 

de la meiosis IJ, momento en ej que se detiene hasta la fecundacién. En ta ovocitacién el 

ovocito secundario detenido es liberado del ovario y, si tiene lugar la fecundacién, el 

ovocito es estimulado a completar la meiosis y transformarse en dvulo (Albert, 1996) 

2.5.1. Desarrollo folicular 

La foliculogénesis en el pollo empieza después del nacimiento, donde muchos 

ovocitos estan en la fase de dipléteno de la profase meidtica. Esta implicito que la 

foliculogénesis esta unida a el tiempo de la ovogénesis (Jones , 1978). 

En el tiempo de nacimiento, el ovario contiene un millén o mas ovocitos. Los 

ovocitos estan localizados principalmente en la corteza ovarica, pero unos pocos se 

quedan en la médula ovarica, Las células de Ja granulosa, derivadas de las células 

somaticas del epitelio superficial del ovario, legan a asociarse con el ovocito a los pocos 

dias después del nacimiento, y forman una capa continua alrededor del ovocito entre los 

dias 4 a 7; algo mas tarde, la céiula intersticiat originada del tejido medular rodea al 

foliculo hasta formar la capa tecal. La capa tecal esta diferenciada en capa tecal interna y 

capa tecal externa; por el mismo tiempo el foliculo alcanza el tamafio de 2 mm. 
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EI desarrollo del foliculo hasta ef estado preovulatorio se divide en tres grandes 

fases (Marza y Marza, 1935): 

- Primer estado, un pequefio periodo de crecimiento de los foliculos hasta 2 mm 

de diametro que continua durante meses o hasta afios, y durante ei cual la 
composici6n del vitelo, consiste principalmente de lipidos neutros. 

- Segundo estado, una fase intermedia que dura cerca de 60 dias, cuando se 

agregan unas proteinas al vitelo y el diametro del foliculo aumenta desde 2 a 6 mm. 

- Tercer estado, una fase de crecimiento rapido que dura de 7 a 11 dias, donde el 

foliculo crece hasta alcanzar 35 mm de didmetro. Durante este tiempo la mayor 

parte det vitelo amarillo se agrega y la masa del foliculo tipico aumenta de 0.5 gr a 

18 gr. (Zakaria et al, 1984) 

Los foliculos preovulatorios de la hembra para la puesta estan arreglados en una 

Jerarquia de tal modo que los grandes foliculos (F;) estan destinados a ser préximamente 

ovulados, ei segundo gran foliculo (F.) al dia siguiente, el tercer gran foliculo (F;) dos dias 

después, etc. Tipicamente, el ovario contiene de 5 a 7 grandes yemas foliculares, y 

foliculos de 10 a 4 mm. de didmetro, junto con un gran numero de pequefios foliculos 

amarillos de 2 a 10 mm., con numerosos foliculos pequefios (menores a 2 mm.), en ei 

estroma ovarico. 
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2.5.2, Estructura folicular 

El foliculo esta formado de capas concéntricas de células que rodean el ovocito y 
el vitelo incluyendo: 

a) La membrana plasmatica del ovocito. 

b) La membrana vitelina 

c) Células de la granulosa 

d) La lamina basal 

e) La teca (interna y externa). 

Durante el desarrollo folicular, las células de la granulosa forman una capa 
cuboidal en que las células estan interconectadas por desmosomas (Rothwell y Solomon, 
1977). Las microvellosidades, se extienden desde la célula de la granulosa a la superficie 
del ovocito, sirviendo ai grosor de esa capa. Ademas alli parece tener una diferenciacion 
regional con respecto a la morfologia para la célula de la granulosa, especialmente en el 
gran foliculo preovulatorio (Bakst, 1979; Perry et al, 1978). El numero de células de la 
granulosa aumentan aproximadamente 5 veces ei doble es como el didmetro folicular 
aumenta de 5 a 35 mm (Gilbert et al, 1980), de cualquier modo, la poblacién de célutas 

mitoticas parece estar limitada a la region dei disco germinal (Bakst, 1979; Perry et al, 
1978). En el periodo inmediato preovuiatorio, la célula de la granulosa queda separada 

espacialmente, presumiblemente facilitando el aumento de difusion de liquidos y sueros. 

Ultraestructuralmente las células de la granulosa de ave son células tipicas 
secretoras de esteroides y se caracterizan por la presencia de mitocondrias con crestas 
tubulares, un claro complejo de Golgi, algunos granulos de lisosomas y una gran cantidad 
de reticulo endoplasmico liso y rugoso. En jos foliculos mas grandes de 15 mm de 
diametro, hay un aumento aparente en la cantidad de reticulo endoplasmico rugoso por 
célula, y hay una acumulacién importante de poliribosomas. Durante el estado final de 
maduracién, el aparato de Golgi llega a ser cada vez mas notable (Rothwell y Solomon, 
1977). 
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La membrana basal es una hoja laminar que crece desde aproximadamente 0.2 

ym hasta 1 wm de grosor durante ef segundo estado del desarrollo folicular. Esta 

membrana sirve como un substrato para fa célula de la granulosa y separa la granulosa y 

la capa tecal interna (Rothwell y Solomon, 1977; Perry et al, 1978). En orden a la 

acomodacién, la acumulacién de vitelo aumenta durante fa fase final de crecimiento, la 

membrana basal aumenta en el area superficial y esta formada presumiblemente de 

productos metabdlicos secretados por las células de la granulosa y/o células de la teca. 

La capa tecal interna esta situada adyacente a la membrana basal y esta 

caracterizada por la presencia de una capa discontinua de células fibroblasticas y células 

de la teca. En foliculos pequefios (menores a 5 mm), las células tecales pueden estar 

unidas en grupos tlamados “glandulas tecales” (Dahl, 1970). Mientras que el foliculo 

crece, de cualquier modo las células tecales se hacen todavia mas dispersas por toda la 

capa tecal interna. Otra caracteristica notable de ias células de la teca es la abundancia 

de gotas lipidicas citoplasmicas (Dahl, 1970). 

La capa tecal externa representa la mayor proporcion de ta pared del foliculo y se 

compone de laminas de células semejantes a fibroblastos, numerosos microfilarnentos, 

fibras de colageno y actina, pero relativamente pocas células de la teca (Perry et al, 1978; 

Dahl, 1970). 

La pared externa folicular esta cubierta por e! epitelio ovarico y una capa de tejido 

conectivo libre conteniendo una envoltura de musculo liso (Yoshimura et al, 1983) que 

contribuye a la expuisién del ovocito en la ovulacion. El foliculo no desarrollado esta 

implantado en la corteza altamente vascularizada de! ovario. Cuando ei foliculo se 

desarrolla y aumenta en tamario forma un discreto sistema arterial venoso y adquiere 

acceso al tejido folicular via el pedunculo folicular (Oribe, 1968). La pared del gran foliculo 

y del foliculo preovulatorio es altamente vascularizada, excepto a lo largo del estigma. El 
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estigma (sitio de ovulacién) contiene un sistema microcapilar localizado en a porcién 

intermedia de la pared del foliculo. 

La vascularizacion esta ausente en la capa de la granulosa. En contraste, la capa 

tecal esta altamente vascularizada y consiste de: 

1. Una capa venosa exterior compuesta de unas cuantas venas grandes que drenan el 

foliculo via ef peduinculo. 

2. Un medio arterial complejo y una capa venosa. 

3. Una red interior capilar (Nalbandov y James, 1949; Oribe, 1968; Gilbert, 1971). 

Hay una extensa inervacién de fa corteza ovarica un dia después del nacimiento 

(Bennett y Malmfors, 1970). Esta inervacién esta asociada con vasos sanguineos y 

foliculos inmaduros (Gilbert, 1965; Bennet y Malmfors, 1970). Las fibras nerviosas inervan 

los foliculos en el estado 2 y 3, via el pedtinculo y penetran por todas las capas tecales, 

pero pocas fibras llegan a la capa de la granulosa. La inervacién del foliculo consiste de 

fibras colinérgicas y adrenérgicas, ganglio celular y estructuras parecidas a nervios 

sensorios terminales (Gilbert, 1965; Dahl, 1970; Benner y Malmfors, 1970; Gilbert, 1969). 

Muchas, si no todas la células tecales, estan directamente conectadas por axones o 

fibras nerviosas catecolaminérgicas, sugiriendo un potencial nervioso y/o control 

neuroendécrino de secrecién de esteroides (Johnson, 1990). 

El ovario de ave inmadura consiste de una masa de pequefios foliculos; de fos 

cuales, al menos, 2000 son visibles a simple vista, pero sélo una cantidad relativamente 

pequefia de éstos (200 -- 500), alcanzaran fa madurez y son ovulados (Sturkie, 1986). La 

vida fértil de una gallina empieza alos 7 meses, hasta los 4 afios de vida. La masa 

folicular de la hembra puede ser clasificada en relacién a su tamafio y proximidad para la 

ovulacién como F1 (grandes foliculos) hasta F5 - F7 (pequefio foliculos). Los foliculos 

que entran en esta jerarquia se obtienen de una gran “reuniédn” de pequefios foliculos 

amarillos o blancos que van desde 1-2 mm (Gilbert et al, 1983; Perry et al, 1983), hasta 6- 

8 mm de diametro (Zakaria et al, 1984; Robinson, et al, 1986). 
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3. HORMONA LUTEINIZANTE 

3.1. Estructura 

La hormona luteinizante (LH) es un glicoproteina dimérica con peso molecular de 

28 a 30 kDa, dependiendo de la especie. El contenido de carbohidratos y, en particular el 

contenido de acido sidlico (1.4%) son esenciales para su accién biolégica. La subunidad a 

es comun para la LH, FSH y para la TSH (Austin y Short, 1982; Wallach, 1987, Hardy, 

1992), formada por 92 aminoacidos y la subunidad B es especifica formada por 115 

aminoacios (Darnell, et al. 1991; Hardy, 1992; Cooke, et al. 1996). 

La LH es hidrosoluble. En forma considerablemente pura y en reaccién proxima a 

la neutralidad, es mas estable que la FSH. La actividad a temperaturas elevadas depende 

del pH y de la sequedad de! preparado, siendo inactiva, por ejemplo, a 100°C y pH 7.4 al 

cabo de seis minutos. En urea, la LH es menos estable que la FSH. La LH no resulta 

inactivada, en contraste con la FSH, por las neuroaminidasas, en tanto que la tripsina, la 

quimotripsina o las carboxilasas reducen la actividad de la LH, y la oxidacién con 

peryodato o con agua oxigenada, destruye su actividad biolégica (Smidt,y Ellendorff, 

1972). 

La hormona luteinizante (LH) se ha demostrado inmunocitoquimicamente en et 

saco de Rathkes o ducto craneofaringeo, ya en el dia 4.0 de incubacién (LH, Gascy Sar, 

1981; Woods et al, 1985; F.S.H., Woods et al, 1985), lo cual es antes de la formacién del 

definitivo plexus porta vascular hipotalamo — hipéfisis en el dia 12.0 (Thommes y Russo, 

1959; Doskocil, 1870; Daikoku et al, 1974; Stritesky y Rychter, 1977). Asi la pituitaria es 

capaz de sintetizar hormonas gonadotrépicas antes de que se establezca la 

comunicacién entre ésta y el hipotalamo. El hipotalamo también es auténomo en su 

desarrollo incial (Mikami et al, 1973; Daikoku et al, 1974) y la primera sintesis de la 

hormona_ iiberadora (LHRH) (Woods et ail, 1985), se ha demostrado 
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inmunocitoquimicamente que las neuronas LHRH se observan en el infundibulo (presunto 

hipotalamo) en el dia 5.5 (Woods et al, 1985) y por el dia 7.8 — 8.0 la eminencia media 

anterior, esta inervada por nervios terminales (Mikami et al, 1973; Daikoku et al, 1974), 

conteniendo LHRH inmunorreactivo (Woods et al, 1985). Ademas los primeros eventos 

de maduracién en la génada, son auténomos, por ejemplo, la diferenciacién gonadal 

(Fugo, 1940; Vogel, 1956; Woods y Weeks, 1969) y la sintesis de hormonas esteroides 

(Woods y Weeks, 1969; Woods et al, 1977). 

Asi, las dos gonadotropinas (LH y FSH), pueden ser detectadas 

inmunohistoquimicamente, después del dia 4.5 del desarrollo (Woods et al. 1981). Al nivel 

del ovario, la esteroidrogénesis especificamente de estragenos y progesterona, es posible 

desde la primera semana del desarrollo en adelante {Galli y Wasseexman, 1972; 

Guichard et al, 1973, 1977 b; 1979: Woods y Erton, 1978) mientras que el ovario de 

embriones de 7.5 hasta 9.5 dias de edad, también aumenta la secrecién de 17-f- 

estradiol, dentro de ia circulacién embridnica cuando se aplica LH equina exégena 

(Woods et al, 1981). 

Muchas otras evidencias sugieren no obstante que el eje completo llega a 

funcionar sélo alrededor del dia 13 de incubacién (Woods y Thommes, 1984). Las 

mediciones de 17-f-estradiol plasmatico también muestran una elevacién constante 

desde el dia 7.5, hasta el dia 17.5 de incubacién (Woods y Brazill, 1981; Gonzalez et al, 

1987). 

EI efecto de la LH 0 la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG), en {a 

secrecién de esteroides en el ovario de embrién de pollo, ha sido estudiada por varios 

autores. La incorporacién de precursores radioactivos en estrona y estradiol aumenté en 

los dias 10 hasta 18 en el ovario del embrién de pollo, después del tratamiento con LH o 

hCG (Cedrad et al 1968; Akram y Weniger, 1974); la secrecién de estradiol y testosterona 

aumenté después del tratamiento con hCG, en los ovarios de 8, hasta 18 dias de edad en 

fos embriones de pollo conservados in vitro (Teng y Teng, 1979). Después del tratamiento 
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con LH, el nivel piasmatico de estradiol aumenté en los embriones de pollo de 7.5 - 9.5 

dias de edad (Woods et al, 1981; Gonzalez Moran et al, 1985). 

Por el uso de precursores radioactivos se demostré in vitro que el ovario del 

embrion de pollo puede producir 17-B-estradiol y estrona desde el dia 7 del desarrollo 

(Haffen y Cedrad, 1968; Weniger y Zois, 1977; Galli y Wassermann, 1973; Guichard et al, 

1973). El nivel de secrecién de estas hormonas también se demostro por 

radioinmunoensayo (Guichard et al, 1977 a, b). Usando métodos citoquimicos 

inmunoflorescentes, {a presencia de 17-B-estradiol y estrona en génadas indiferenciadas 

de embriones de pollo se describis en el dia 3.5 del desarrollo (Woods y Erton, 1978). 

Estudios in vitro mostraron que los ovarios de embriones de polio de 8.0 — 18.0 

dias de edad (Teng y Teng 1977) y los ovarios y testiculos de embriones de 18.0 dias de 

edad (Cedrad et al, 1968; Guichard et al, 1979) responden a la gonadotropina coriénica 

humana afiadida a el medio de cultivo. También estudios in vivo con la adicion de LH en 

et dia 4.5 en la membrana corioalantéica normal de embriones de pollo machos y 

hembras, incrementa los niveles de testosterona plasmal por el dia 7.5 (Wood y 

Rutherford 1977; 1981). Esta ultima observacion indica que los testiculos y ovarios de 

embriones jovenes son capaces de responder, a gonadotropinas exdgenas en el dia 6.0 

anterior al tiempo (dia 13) en que aparecen las gonadotropinas endégenas para ejercer 

su inicial efecto regulatorio (Woods et al, 1981). 

El control hipotalamico de la secrecién de LH en aves esta regulado por un 

sistema porta vascular hipofisiario que transporta neuropéptidos reguladores y 

neurotransmisores de liberacién de la eminencia media a la glandula pituitaria anterior 

(Follet, 1984). En aves, la secrecién de la hormona luteinizante esta controlada por la 

liberacién de la hormona | gonadotrépica (GnRH - |). Existen 2 formas de GnRH en aves, 

GnRH-I de pollo (pGlu-His~Trp—Ser—Tyr-Gly-Leu-GIn—-Pro-Gly-NH2) y GnRH-Il de 

pollo (pGlu-His—Prp—Ser-His—Gly—Trp-—Tyr—Pro-Gly-NH2). Las dos formas estimulan la 

liberacién de LH in vivo e in vitro y la GnRH-II es mas potente que la GnRH~| (Guémené, 
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D. Williams, 1992; Sharp et al, 1987; Sharp et al 1990). Las dos GnRH se producen en 

sistemas neuronales diferentes, para la GnRHA-I, los cuerpos celulares estan en la region 

anterior dei hipotalamo mientras que la GnRH-l, los cuerpos celulares estan en la region 

posterior dorsal del hipotalamo y en Ia region adyacente inmediata al nucleo del nervio 

oculomotor (Mikami et al, 1988; Millam et al. 1993; Sharp et al, 1998). 

3.2. Accién Biolagica 

La LH estimula la sintesis de esteroides en las células del ovario. Su accion 

principal es estimular ia conversion del colesterol en pregnenolona. La LH también induce 

un aumento en la circulacion del ovario, este efecto hiperhémico es igual al que producen 

otras hormonas trdoficas en sus “érganos blanco” especificos. 

Ademas, la LH induce la ovulacion de los folfculos previamente preparados por la 

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

esteroidogénica y se controla de una manera muy distinta. 

El aumento de la jiberacion de la LH por la hipéfisis, responsable de fa ovulacion, 

es producido por una retroalimentacién positiva del estradio! sobre el hipotalamo, que 

causa una descarga de la hormona de liberacién de la LH. En el macho, la LH estimula un 

aumento en fa sintesis y en la secrecién de la testosterona en las células intersticiales o 

de Leydig del testiculo (Austin y Short, 1982). 

Después de que se producen en sus respectivas glandulas endocrinas, a menudo 

las hormonas proteinicas se almacenan por un tiempo dentro de la glandula hasta que se 

tequiere su liberacién; entonces pasan a la circulacién por fos capilares eferentes 

venosos que drenan la glandula. La captacion de una hormona del torrente sanguineo y 
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su conservacion en un tejido puede limitarse a érganos que contienen receptores 

especificos para dicha hormona (Austin, y Short, 1982). La hormona luteinizante tiene 

receptores especificos en sus células blanco del ovario, en el caso de las hembras, este 

receptor fue caracterizado en ovario de pollo, obteniéndose la secuencia de aminoacidos 

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

La localizacion intraovarica, ademas de ia concentracién de receptores positivos a 

LH de las células intersticiales, cambia durante ef desarrollo (Woods, 1987). Desde el dia 

5.5 hasta el dia 13.0, los receptores a LH estan presentes en membranas de las células 

intersticiales medulares, que sintetizan testosterona (Woods y Podcezaski, 1974) y 

estradiol (Woods y Erton, 1978). En el dia 13.5, los receptores complejos a LH, aparecen 

primero en membranas de los cordones celulares corticales y en las células intersticiales 

corticales, la corteza restante es el principal sitio de receptores celulares positivos a LH 

durante el periodo embrionario (dias 13.5 - 19.5) (Woods, 1987) 

E! mecanismo de accion de la Hormona Luteinizante, se efectua por medio det 

aumento en la concentracién intracelular de! nucledtido monofosfato de adenosina 

(AMPc). Cuando fa hormona se une a sus receptores especificos, en la membrana, se 

aumenta la concentraci6n de la enzima adenilato ciclasa, catalizando la conversién del 

ATP en muchas moléculas de AMPc. El AMPc, actua como “segundo mensajero”, 

propagando el efecto de la hormona a toda la célula. La accion de la hormona puede 

incluir la produccién de un “tercer mensajero”, por ejemplo, la LH puede aumentar la 

produccién de progesterona en el ovario, la cual a su vez influye en la funcién de otras 

células (Austin y Short, 1982). 
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ANTECEDENTES 

Existen pocas investigaciones sobre las funciones de la hormona luteinizante en el 

ovario de pollo durante el desarrollo embrionario, a diferencia de las realizadas en ei 

animal adulto. 

El proceso de ovogénesis (la formacién de nuevas células germinales por 

divisines mitoticas de las ovogonias) y los cambios citolégicos subsecuentes en ovocitos 

asociados con la profase meidtica se han descrito con detalle para muchas especies de 

mamiferos. No asi para el ovario de aves. El estudio cuidadoso de D’Hollander (1904) del 

ovario izquierdo de pollo, confirma la tesis de Waldeyer’s (1870) de que el proceso de la 

ovogénesis es terminado por el tiempo de nacimiento y que el ovario de aves se parece a 

aquellos de los mamiferos uterianos en que no genera nuevas células germinales 

después de la madurez sexual. En contraste, en todos los anfibios, la mayoria de los 

peces (particularmente teleosteos) y probablemente muchos reptiles, la fase proliferativa 

de ta ovogénesis ocurre continuamente durante fa vida reproductiva del adulto (Franchi, 

Mandi y Suckerman, 1962). Es de interés mencionar que en Sphenodon, un reptil 
Primitivo, las células germinates primordiales entran en la fase de !a meiosis brevemente 

después de su migracién en la cresta genital (Tribe y Brambell, 1932). No se sabe si 

“todas” las ovogonias llegan a transformarse en ovocitos en este estadio, o si algunas 

persisten y se dividen mas tarde. 

D'Hollander (1904) observé en aves que desde el 14avo dia de incubacién en 

adelante, la diferenciacion de células germinales esta mas avanzada en la porcion central 

de la corteza ovarica que en los extremos coticales. Lo mismo sucede en los anfibios, en 

donde los ovocitos del area central de la corteza coexisten con ovogonias de la periferia 

(Witschi, 1914). Una tendencia similar ha sido reportada para aigunos mamiferos, 

conejo: Winiwater, 1901; ratén: Borum, 1961;  y en el hombre: Baker, 1963, 
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observandose el inicio de la profase meidtica con muchos ovocitos en leptdteno, 

zigéteno y paquiteno . Entre el dia 16avo, 18avo, D’Hollander también observo que en 

el pollo, y en otros animales, la fase de dipléteno es muy larga, Unica y caracterizada por 

a presencia de cromosomas /ampbrush (Loyes, 1906; King, 1908; Van Durme, 1914; 

Koltzoff, 1938; Dodson, 1948: Duryee, 1950; Gall, 1952, 1954; Callan y Lloyd, 1960). 

Mas tarde Goldsmith (1928) cuestionéd fas observaciones citolégicas de 

D'Hollander (1904), quien afirmé que los cambios nucleares ocurridos en el ovocito del 

embrién de pollo entre el 14avo y 18avo dia de incubacién representa principalmente 

sintesis en fase de leptoteno. El también propone que ocurre una gran fase de 

“descanso” entre el tiempo de nacimiento y la edad de 65 — 69 dias (Hughes, 1963). 

Ohno, en 1961, describid en el pollo numerosas células en el estadio de paquiteno 

al 19avo dia de incubacién; en el dia 20avo, e/ ovario contiene ovocitos en los estadios: 

paquiteno y dipléteno. Ohno consideré, sin embargo, que en el tiempo de nacimiento, 

muchos ovocites estan en una interfase parecida ai estado “dictioteno”, usualmente 

considerado ovocito tipico de mamiferos (Hughes, 1963). 

Después, Gonzdlez-Moran y colaboradores en 1985, realizaron estudios 

marfoldgicos, en el ovaria embrionario de pollo en el cual inyectaron in vivo hGC, en 

embriones de pollo de 13, 15 y 17 dias de edad. Encontrando que hay una reduccién en 

el numero de células germinales en el estroma del ovario, indicando que el ovario de pollo 

tesponde a la hGC.- 

Por otra parte, Firket en 1914, observo que muchas células germinales degeneran 

entre el 13avo y 15avo dia de incubacion, y propuso que ja mayoria, si no todos los 

ovocitos, originalmente presentes degeneran, hasta ser remplazados mas tarde por la 

profliferacién “definitiva’ de células germinales del epitelio germinal. La misma afirmacion 

se hizo para especies de mamiferos (rata: Butcher, 1927; Swezy, 1929; raton: Kingery, 
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1917; Allen, 1923; gato: Sneider, 1940; hombre: Swezy y Evans, 1930)(citadas en 

Hughes, 1963). 

La informacién disponible sugiere, que las gonadotropinas y quiza fos esteroides 

gonadales incrementan la divisién ovogonial y el numero de ovogonias en algunos peces 

adultos 0 anfibios y reptiles. El control hormonal de la division ovogonial puede servir para 

sincronizar el numero ovogonial con la época del ciclo reproductivo de estos vertebrados. 

Por otro lado, ninguna de las gonadotropinas, ni tampoco los esteroides gonadales han 

mostrado la influencia en la mitosis ovogonial en larvas de lampreas o embriones de 

aves. De cualquier modo, las gonadotropinas o los esteroides gonadales incrementan el 

numero de ovogonias y asi mas ovogonias estan disponibles para la diferenciacion de 

ovocitos primarios con la llegada de la ovogénesis. La cuestién de si el ovocito primario 

en la fase de crecimiento es dependiente de las gonadotropinas, aun no se ha resuelto 

La dificultad en resolver este problema puede quiza ser explicado por: 1)Diferencias en 

las especies, 2) Pequefios cambios relativos al diametro de los ovocitos durante la 

primera fase de crecimiento, comparada con la segunda fase de crecimiento, y 3) bajo 

niveles de gonadotropina requeridos para iniciar y mantener el crecimiento del ovocito 

primario. Sin embargo, el ovocito primario parece ser que crece independientemente de la 

gonadotropina en ciclostomos y dependen de la gonadotropina en anfibios y reptiles. Las 

gonadotropinas también evitan la atresia de ovocitos primarios en algunos anfibios y 

reptiles hipofisectamizados (Tokarz, 1978). 

Hay muy poco conocimiento sobre el mecanismo de accién de las gonadotropinas 

en embriones de polio. Teng et al, (1982) han demostrado que en el dia 15 de edad 

embrionaria, los ovarios de pollo responden a las gonadotropinas con un aumento en los 

niveles de AMPc, y produccién de testosterona y estradiol. Sin embargo, trabajos 

posteriores han indicado que la LH estimula ef AMPc y la produccién de progesterona 

(Gonzalez et al, 1987; Gonzalez et al, 1990; Gonzalez et al, 1994). 
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En el trabajo realizado por Teng y colaboradores (1982), observaron que los 

ovarios embrionarios de 15 dias tratados con LH, estimula la produccion de estradiol y de 

testosterona. Mientras que los tratados con FSH presentaron un efecto estimulatorio mas 

bajo. El ovario izquierdo fue mucho mas sensible a la LH y FSH que el ovario derecho. 

La diferencia en la respuesta hormonal del ovario en crecimiento y el de regresion 

puede ser debido a una diferencia en el numero de receptores hormonales necesarios 

para una sensibilidad optima de las células blanco y quizas también por otros factores 

como: la afinidad de los receptores hormonales, el acoplamiento de los receptores a la 

actividad de la adenilato ciclasa, y a los cambios cuantitativos de las enzimas presentes 

en las rutas esteroidogénicas, los cuales pueden contribuir a la sensibilidad optima de las 

células blanco a las gonadotropinas. 

Gonzalez Moran (1998) estudi6 el efecto de la hormona foliculo estimulante (FSH), 

en el ovario de pollos recién nacidos, tratados in vivo durante el desarrollo embrionario. 

Encontré que tas células esteroidogénicas y las células pobremente diferenciadas 

responden al tratamiento con FSH al aumentar su numero. Probablemente ambos tipos 

celulares tengan receptores para FSH. También observé un aumento en el numero de 

ovogonias, fas cuales son responsables de un marcado aumento en la poblacidon total de 

las células germinales en los ovarios de pollo tratados con FSH. Es posible que el 

tratamiento con FSH durante el desarrollo embrionario favorezca un adecuado 

microambiente para la proliferaci6n ovogonial y un retraso en el inicio de la profase 

meidtica. 

Gonzalez, M., y Calderén en ef 2000 reporta que la LH tiene un efecto contrario a la 

FSH en el ovario de pollo recién nacido tratado con LH en etapa embrionaria. Los ovarios 

de los animales tratados con LH no incrementan el numero celular de ninguna de sus 

poblaciones celulares, pero hay un aumento en su esteroidogénesis. 
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En algunos peces, anfibios y reptiles se ha reportado que las gonadétropinas y, 

quiza los esteroides gonadales, aumentan la division y el numero de ovogonias, 

(Yamazaki, 1963; Pisano y Burgos, 1971; Licht et al., 1977; Torkaz, 1978). Byskov (1978, 

1979) se ha estudiado la regulacién de la meiosis en mamiferos y sugieren que el 

estradiol retrasa el inicio de la meiosis, proponen que {a diferenciacién ovarica puede 

Presentar dos patrones diferentes: las células germinales experimentan inmediatamente 

la meiosis sin previa produccién de esteroides, y si hay sintesis de estradiol se retrasa la 

meiosis. 

La respuesta del ovario de pollo a la hCG aparece primero en el desarrollo de estos 

organos que en el ovario de ratas y conejos, debido a que no estan dotados con 

receptores especificos para LH/hCG en el ovario durante el desarrollo fetal y primer 

desarrolto postnatal (Miller et el, 1979; Siebers et al, 1977: George et al, 1979; Gonzalez- 

Moran et al, 1985). Como lo muestran los resultados de Teng y Teng en 1982, los cuales 

indican que el ovario embrionario de pollo es mas sensible a la LH que a la FSH. Ademas, 

hay muchas evidencias que nos indican que ta gonadotropina mas importante en la 

estimulacién y produccién de andrégenos en aves es la LH (Maung y Follett, 1977). 

Las gonadas, testiculos y ovarios, son capaces de responder in vivo la LH exégena 

al menos por el dia 7.5, como lo prueba el aumento de testosterona en el plasma 

(Rutherford, 1977; Woods y Rutherford, 1977) y las concentraciones de 17 B estradiol 

(Woods et al, 1981; Woods et al, 1989). 

En el trabajo realizado por Gonzalez y colaboradores en 1994, en el ovario de pollo 

inmaduro, encontraron que el Forskolin aumenta el nivel del AMPc. También que las 

catecolaminas estimulan la actividad de la adenilato ciclasa y promueven la produccién 

del AMPc y la acumulacién de progesterona. Ademas el isoproterenol tiene un efecto 

estimulatorio en el AMPc y en la produccién de progesterona tan significativamente alta 

come el de la LH, lo cual se debe a la presencia simultanea de ambos inductores. 
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Especulando que las catecolaminas juegan un papel importante en la regulacién o 

esteroidogénesis en el ovario de pollo inmadufo. 
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OBJETIVO GENERAL 

Conociendo que el ovario embrionario de pollo responde al estimuio de ta 

hormona luteinizante, con cambios morfoldgicos e incremento de hormonas esteroides, 

nos propusimos estudiar el efecto de la hormona luteinizante sobre la ovogénesis del 

ovario de pollo recién nacido tratado en etapa embrionaria. 

Objetivos Particulares: 

-  Analizar la influencia de la LH en la divisian ovogonial. 

- Analizar la acci6n de la LH en el inicio de la Profase Meidtica. 

-  Analizar ta accion de la LH en la variacion de las distintas fases de la profase 

meistica. 

-  Analizar la accién de la LH en la degeneracién de células germinales 
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MATERIALES Y METODOS 

Se utilizaron huevos fértiles de pollo, de la raza White Leghorn. Los huevos sé 

incubaron a 38°C con humedad y ventilacién constantes, hasta la eclosién. 

Al dia 11 de desarrollo de los embriones, se realizé una ovoscopia para determinar 

el grado de desarrollo, la viabilidad de los embriones y marcar el limite de la camara de 

aire. 

Los embriones que se encontraron viables y en buenas condiciones de desarrollo 

se colocaron, con el eje mayor de manera horizontal, en bases de cartén que 

previamente se limpiaron con una gasa humedecida con alcohol al 70%. Los huevos se 

trasladaron a un cuarto estéril (esterilizado una hora antes con calor seco, donde se 

limpiaron con una gasa estéril humedecida con alcohol al 70%, una vez limpios los 

huevos, se perforaron con una aguja de diseccién en la camara de aire, después se hizo 

un orificio triangular en la parte superior del huevo, encontrandose en posicién horizontal, 

este orificio se realiz6 con una segueta de metal, cuidando de perforar sélo el cascarén y 

no dafiar las membranas internas. Una vez perforado, se retiré el cascarén y se agregé 

suero fisiolégico (Soluci6n de NaCl al 0.9%) sobre la membrana externa, dejandolo 

reposar un momento. Con la ayuda de una aguja de diseccién se hizo un pequefio orificio 

en la membrana externa y, con la ayuda de un buibo, se succioné a través del orificio 

hecho a la camara de aire, para que se separara de la membrana extema y bajara la 

membrana corioalantoidea, junto con el embrién, y evitar asi un derrame sanguineo que 

provocara la muerte del embrién. Una vez separada la membrana corioalantoidea de la 

membrana externa, se retirs ésta con la ayuda de unas pinzas, al quedar el orificio 

completamente libre de residuos de membrana externa, se cubrié con cinta adhesiva, 

igual que el orificio hecho a ta camara de aire. Los huevos se colocaron nuevamente en la 

incubadora y se dejaron transcurrir dos dias. Al dia 13 de incubacién los huevos del iote 

control se les afiadid NaCi (0.9%) y al lote experimental se les agregé una dosis de 
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hormona luteinizante (eLH -Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.-) en una concentracion de 

1 wg/100 pl, agregandose la hormona sobre la membrana corioalantoidea. Las désis de 

hormonas se agregaron en los dias 13, 15 y 17 de incubacién de los embriones. Durante 

el desarrollo de los embriones se cuidé que la temperatura, humedad y ventilacién de la 

incubadora fueran constantes. 

Una vez concluido el desarrollo de los pollitos, dentro de las 24 horas, después de 

la eclosion (21 dias), se sacrificaron por decapitacion. Enseguida, se extrajo el ovario 

izquierdo, el cual se colocé en una solucién fibre de Ca++ y Mg++, para limpiarlo y 

después poner cada ovario en un vial con 1.5 ml., de tripsina a 37°C, agitandose durante 

40 minutos; disgregandose con pipeta Pasteur. 

Se afiadieron 2.5 ml., de inhibidor de tripsina a cada vial y se agit6. Posteriormente 

se tomé una alicuota para contar el ntimero total de células germinales por ovario, para 

posteriormente hacer las observaciones histolégicas. Se procedié a filtrar con doble gasa 

en los tubos de vidrio para centrifuga y se centrifugé a 1200 rpm, durante 5 minutos. Se 

eliminé el sobrenadante; al botén se le afiadié Citrato de Sodio al 1%, agitandose 40 

minutos a 37°C. 

Se centrifug6 a 1200 rpm, durante 5 minutos, se eliminéd el sobrenadante, se 

afiadié al botén 5 ml de fijador frio (metanol-acido-acético 3:1), se dejé 24 horas en frio. 

Después de este tiempo se lavé dos veces centrifugando durante 5 minutos a 1200 rpm, 

se descarté el sobrenadante, se resuspendié el botén con fijador frio, se agregaron de 5a 

6 gotas sobre los portaobjetos (técnica de goteo); dichas faminillas ya estaban marcadas. 

Se dejaron secar y se tifieron con el colorante Giemsa, de 5 a 9 minutos; lavandose con 

agua destilada para ponerse a secar. 

Una vez hechas las laminillas se hicieron las observaciones histoldgicas en ej 

microscopio dptico, se contaron las células germinales: ovogonias (interfase y mitosis) y 
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ovocitos, en las distintas fases de la profase meidtica (preleptoteno, leptoteno, cigdteno, 

paquiteno y dipléteno), asi como las células en degeneracién. Haciéndose tres 

repeticiones de cada conteo celular. 

A partir de los datos obtenidos del conteo de las células germinales en cada una 

de las fases, se sumaron, por un lado ovogonias y por el otro los ovocitos, se obtuvo la 

relacién porcentual, ya que se considerdé el numero total de células contadas al 100%, 

entonces, el numero obtenido por cada grupo celular tuvo un porcentaje determinado, 

tanto en el lote control, como en el tratado con LH. Se contaron 10 ovarios controles y 10 

ovarios tratados. 

Una vez obtenidos los resultados se aplicd la prueba de “T de Student’, para 

determinar si el tratamiento hormonal aplicado a los embriones presentaba diferencias 

significativas en cuanto a las fases celulares analizadas. 
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RESULTADOS 

Las células germinales se distinguieron claramente por su gran tamafio, de las 

pequefias células somaticas, ademas, el nticleo de las células germinales es grande y 

puede ser redondo u ovalado, y contiene proporcionalmente menos cromatina que la de 

las células somaticas. 

Las ovogonias son mas grandes que los ovocitos y cuando estan en mitosis se 

distinguen de las células somaticas por su gran tamafio. Y contienen grandes masas de 

cromatina dentro del nucleo. En las ovogonias en metafase de la mitosis se observaron 

los cromesomas. Los cambios nucleares indican e! inicio de fa primera profase meidtica, 

apareciendo asi los ovocitos, de los cuales se distinguieron diferentes fases de la profase 

meistica: 

Preleptéteno: Contienen granulos de cromatina los cuales estan estrechamente 

empaquetados en todo el nucleo. Un reticulo fino que sostiene un numero de pequefios 

granulos de cromatina brillante entre fa masa central de cromatina y la membrana 

nuclear. Ef nicleo muestra el inicio de formacién de hebras. 

Leptéteno: El nucleo contiene una masa enrollada de largos y finos cromosomas. 

Zigdteno: Los cromosomas se polarizan hasta formar un “ramillete", la hebra de 

cromosomas se hace gruesa, probablemente debido a !a sindpsis. 

Paquiteno: Los hilos cromosomales individuales son cortos y gruesos, y los bivalentes se 

extienden hasta ocupar todo el nucleo. 
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Dipléteno: Los cromosomas homdiogos se separan y se pueden ver muy bien los 

quiasmas. 

EI conteo celular demostré que los ovarios contro! y tratado con LH, presentan el 

mismo numero de células germinales (fig. 1), pero el conteo de las células germinales por 

Squash indica que en el ovario control hay un 31% de ovogonias a diferencia del tratado 

con LH, el cuaf mostré sdlo un 8%. Por consecuencia el porcentaje de ovocitos para el 

ovario tratado con LH fue mayor encontrandose un 92% en contraste con el ovario control 

cuyo porcentaje fue de 69%. En cuanto a las ovogonias en interfase fue mayor la 

cantidad de células en el ovario control, mostrando un 28% y para el tratado un 7.5%, lo 

mismo sucede para tas ovogonias en metafase indicando un 2.7% para el control y un 

0.5% para el tratado con LH. Tanto el ovario contro! como el tratado con LH presentan el 

mismo numero de células germinales, es decir, no hubo significancia estadistica (fig. 2), 

(Tabla 1). 

Dentro del porcentaje de ovocitos se observa en el ovario control un mayor 

porcentaje de ovocitos en preleptéteno y una menor cantidad en la fase de leptéteno para 

disminuir considerablemente en la fase de zigéteno, con un ligero aumento en paquiteno 

y finalmente disminuye en ia fase de dipléteno. En contraste con el ovario tratado con la 

hormona luteinizante. Como se puede observar, hay una menor incidencia en el 

porcentaje de ovocitos en preleptéteno y un gran aumento en la fase de leptéteno para 

disminuir en zigéteno, coincidiendo en esta fase con el ovario control, después se 

incrementa et porcentaje de células germinales a partir de la fase de paquiteno y 

dipléteno de la profase meidtica (Fig. 3). 

Por otra parte, las células en degeneracion se reconocieron porque presentaban 

trozos de cromatina dentro del nucleo picnotico y por lo plegado de ja membrana nuclear. 

En el ovario control encontramos el mayor porcentaje de células germinales en 

degeneracién en relaci6n al ovario tratado con LH (tabla 1), (Fig. 4).. 
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OBSERVAMOS OVOGONIAS EN INTERFASE Y OVOCITOS EN ZIGOTENO(A), OVOGONIAS 

EN METAFASE (B), OVOCITOS EN PRELEPTOTENO (C),LEPTOTENO (D), PAQUITENO (E), ¥ 

DIPLOTENO (F). 
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Figura 1 

Total de células germinales por ovario de pollo recién nacidos, tratados con LH: Los datos 

estan representados como {a media + D.E., n.s. = no hay significancia.
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Figura 2 

Media porcentual de las células germinales (ovogonias y ovocitos) en el ovario de 
pollo recién nacido, tratade con L.H. 
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Tabla | 

Efecto de la Hormona Luteinizante sobre las células germinales de la corteza ovarica de pollos recién nacidos 

  

  

  

                        

OVOGONIAS OVOCITOS 
ATRESIA 

OVOGONIAS | OVOCITOS 

INTERFAS | METAFASE | PRELETO-| LEPTOTE-| ZIGOTENO | PAQUITE-| DIPLO- 
E TENO NO NO TENO 

CONTROL | 31.0+3.0 |:69.043.4 | 28.343.2 | 2.7406 39+4.8 | 15.6436 | 44409 | 5.4408 | 4.6405 | 12.4422 
e=0.95 e=1.07 e=1.01 e=0.18 e=1.5 e=1.1 e=0.28 e=0.25 e=0.15 e=0.69 

ns. 

tH 8+0.8 9240.76 | 7.540.8 | 0.504018 | 1242.7 3745 4.6415 16.243 | 22.244.2 | 5.7414 
e=0,25*** | e=0.24"** | e=0.25** | e=0.056"" | e=o.g5** | o=1.58** | e=0.47 | 20.95" | e=4 3 | e=0.34 

LL. ns.     

Los valores son expresados con la media + error estandar. Significancia estadistica: control vs LH, *** P < 0.001: n.s.=no 
significancia‘n = 10 animales por grupo. 
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Figura 3 

Porcentaje del numero total de ovocitos en las distintas fases de la profase meidtica en el 
ovario de pollos recién nacidos tratados con LH. 

Los datos representan la media + E. S. Significancia estadistica: Control vs LH, «** P< 
0.001, n. s. = no significaivo 
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Figura 4 

Porcentaje de! numero de células germinales en degeneracion en el ovario de pollos 

recién nacidos tratados con L. H. Significacia estadistica: Control vs L.H.,+#+* P< 0.001. 
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DISCUSION 

Existen pocas evidencias sobre el mecanismo por el cual las hormonas regulan ja 

proliferacion ovogonial y Ja regulacién de la profase meidtica en las aves, debido a que 

estos eventos se realizan durante el desarrollo embrionario (Gonzalez Moran, 1998). 

Aigunos trabajos como los de Scaba y colaboradores en 1980, en los que 

reportaron un aumento de ovocitos en jos ovarios tratados con la combinacién de LH + 

FSH y Gonzalez Moran en 1998 encontré que la FSH propicia la proliferacidn ovogonial y 

el retraso de la profase meidtica en las células germinales dei ovario de pollo recién 

nacido, tratado en etapa embrionaria, basandose en estos resultados nos propusimos 

estudiar el efecto de la Hormona Luteinizante sobre la ovogénesis. 

La dosis de LH se administré en los dias 13, 15 y 17 de edad embrionaria, ya que 

en esta etapa del embrién de pollo se forma el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonada (dia 13.5 

machos y dia 14.5 hembras), ( Woods, 1987). 

Se confirma que la ovogenésis en las aves es asincrénica, se observa en el centro 

de la corteza mas ovocitos mientras que en la periferia coexisten con ovogonias. Se 

obtuvieron diferencias en et conteo de ovogonias y ovocitos en las distintas fases de la 

profase meidtica en comparacién con fos resultados de Hughes (1963), estas diferencias 

pueden deberse a que Hughes utilizé hibridos F, de dos cepas y el método de conteo 

fue diferente. 
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Hay evidencias de que el ovario de pollo responde in vivo aia LH desde el dia 7 

de incubacién con un incremento de testosterona (Rutherford, 1977; Woods y Rutherford, 

1977) y la concentracién de 17-B-estradiol en el plasma ( Woods et al, 1981). Teng y 

colaboradores (1982), demostraron que el ovario de pollo de 15 dias de edad 

embrionaria tratado con LH estimulé la produccién de estradiol y de Testosterona. 

Mientras que los tratados con FSH presentaron un efecto mas bajo, siendo ei ovario 

izquierdo mas sensible a la LH y FSH que el ovario derecho. Estos resultados indican 

que el ovario embrionario responde a fa LH. 

Se ha reportado que Jas gonadotropinas y los esteroides gonadales incrementan 

la divisi6n ovogonial en algunos peces, anfibios y reptiles (Jones, 1978). Gonzalez Moran 

en 1998, demostré que la FSH incrementa la divisién ovogoniai en aves, y fos resultados 

actuales demostraron que la LH detiene la divisién ovogonial, disparando la profase 

meiética. Ambos resultados indican que aunque la LH y la FSH son hormonas 

gonadotropicas, presentan efectos distintos sobre la ovogénesis. 

Algunos trabajos histomorfométricos sobre el ovario de pollo recién nacido, han 

demostrado que la FSH induce la divisién 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, M., y Calderén en 2000). Una respuesta similar se 

observa en las células germinales tratadas con LH ya que induce una diferenciacion mas 

fapida de las ovogonias a ovocitos primarios. 

Sobre jos factores que inician la profase meidtica se han trabajado 

principalmente en mamiferos, proponiendo que el inicio de la profase meldtica es 

dependiente del rete ovarii (Byskov.1975) y de la accién de sustancias difundibles, 

secretadas por los mesonefros (MIS y MPS). 
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La época en que se realiza la meiosis en la hembras depende de las especies. 

Al estudiar la regulacién de la meiosis Byskov (1993), propuso dos modelos diferentes, 

dependiendo de si las células germinales experimentan inmediatamente la meiosis sin la 

produccién previa de esteroides, relacionando asi los niveles de estradiol, ya que para el 

inicio de la meiosis se necesita un bajo contenido de estradiol, o el retraso de la meiosis 

acompafiada por la secrecién de esteroides y de las substancias preventivas de la 

meiosis. 

Los resultados demostraron que la LH acelera el inicio de Ja profase meiotica, 

posiblemente por cambios a nivel de hormonas esteroides y/o otros factores que pueden 

actuar sobre las células germinales, posiblemente se inhibe la actividad de factores 

mitigénicos como (EFG) y (FGF) u otros, inhibiendo la actividad ovogonial y activando la 

profase meidtica. 

Se conoce que muchas células germinales degeneran durante el curso del 

desarrollo, siendo un evento normal. Gonzales Moran en 1983, demostré que la hCG en 

el ovario de potlos recién nacidos induce una disminucién de células en degeneracién en 

la médula ovarica. En el presente trabajo se encontré que fa LH al inducir la entrada de 

ovogonias a la profase meidtica, también disminuye el numero de células germinales en 

degeneracién en comparacién a los ovarios controles. 

Con base a estos resultados se pude afirmar que la LH y FSH presentan 

efectos diferenciales sobre la ovogénesis. 
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Conclusion 

Se concluye que ta administracién de Hormona Luteinizante 

durante el desarrollo embrionario, propicia un microambiente adecuado 

para detener la divisién mitética de ias ovogonias e inducir una 

diferenciacién mas rapida de las ovogonias a oavocitos primarios, 

favoreciendo asi, a tas células germinales para entrar a la profase 

meidtica. 
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