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RESUMEN

Existen pocos reportes relacionados con las funciones de la hormona luteinizante
en ¢l 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 célufas germinales durante el

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

En el presente trabajo se estudid el efecto de la hormona luteinizante sobre la
ovogénesis de las células germinales del ovario izquierdo de polios recién nacidos,

tratados en la ultima semana de desarrollo embrionario.

Se utiiizaron huevos fertiles de pollo, de fa raza White Leghorn, y se incubaron a
38°C, con humedad y ventilacién constantes. Se aplicaron tres dosis de LH, en los dias
13, 15y 17 del desarrollo embrionario. Dentro de las 24 horas después de a eclosion, los
animales se sacrificaron por decapitacion, se disecé el ovario izquierdo, disgregandolo y
se procedié a realizar preparaciones por squash, para cuantificar el nimero de células
germinales normales y en degeneracion. Dentro de las células germinales normales se
cuantificaron el nimero de ovogonias y ovocitos en las distintas fases de la profase

meidtica,

Los resultados demcstraron un mayor porcentaje de ovocitos en los ovarios
tratados con LH que en los controles, siendo menor el nimero de ovogonias y el indice
mitotico de éstas en los ovarios tratados en contraste con los controles, donde el nimero
es mayor, La degeneracion de células germinales disminuyé 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 meittica.

Por lo 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.  Localizacion anatéomica.

En la gallina, el ovario esta situado en la parte superior izquierda de la cavidad
abdominal, debajo de la arteria aorta y de la vena cava posterior. Se apoya sobre el rifign
¥ 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 ¥ 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,
Gitbert.1971). Durante el desarrollo embrionarioc se forman un ovario ¥ un oviducto
derechoes, pero usualmente degeneran y sélo persisten unos rudimentos cuando nace el
polluelo (Sturkie.1965) (Fig. 1).

El riego arterial del ovario, en la mayoria de los cases procede de la arteria renal
anterior. Existen dos venas ovaricas que desembocan en la vena cava superior (Sturkie.
1965;Lofts y Murton.1973; Ede.1975). La inervacion esta muy desarroliada,

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



1.2. Desarrollo Embrionario

A partir del tercer dia de incubacion los acontecimientos embrionarios se hacen
cada vez mas numerosos, observandose los cambios morfologicos en e 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 epitelic germinal (Cole y Cupps, 1959; Gilbert, 1971; Sauveur, 1992)
acumuldndose de forma asimétrica de derecha a izquierda del embrién. A medida que el
embridn se va desarrcllando, el incremente de dichas células es de 2 a & veces mas
rapido en el ovario izquierdo que en e| derecho (Huettner, 1958; Gilbert, 1969 Jhones
1978; Merchant, 1991; Sauveur, 1992). Normalmente en el momento de la eclosién el
ovario derecho no es mas que un resto de tejido medular ubicado encima de ta vena cava
caudal {Sauveur.1992).

En el cuarto dia de incubacion, la génada primordial se reconcce claramente en la
superficie media de los drganos de Wolffian. Las células germinales estin presentes en el
mesenterio dorsal, en el angulo celémico y en la cresta genital. El gran tamarfio de las
células germinales las distingue de las pequefias células somdticas; sin embargo, el

nicleo de las célutas 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 incubacion. La ovegonia es mas pequefia que la celula
germinat primordial, y la cual se encuentra usuaimente en interfase conteniendo dos
grandes masas de cromatina dentro de su nlcleo. La mitosis ovogonial es distinta de
aquella de las células somaticas por su gran tamaiio. Las células germinales en la 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 tdnica albuginea
(Hughes, 1963).



En el 14avo dia de incubacion se forma la segunda tdnica albuginea, formandose
dos zonas bien definidas que son la corteza y la médula def ovario, Entonces se forma el
ovario inmaduro que es amarillento, plano y de forma irregular. La médula estd formada
de cordones sexuales primarios, derivados del epitefio germinal, tejido conjuntive, nervios,
muscule liso y principalmente vasos sanguineos. La corteza contiene ovogonias y
ovocitos (Gilbert.1971; Crawford.1990). En la médula ovarica se observa un tipo de
ceélulas que probablemente estin relacionadas con el metabolismo de las hormonas
esteroideas, llamadas células intersticiales. Antes del dia 13 de desarrollo, e! control del
desarrollo gonadal es extrahipofisial {Fugo.1940; Voguel 1957). Realizando una
hipofisectomia, se observa que la inhibician gonadal solo ocurre el dia 13 de desarrolio en
adelante y las células gonadotropicas no aparecen en la hipdfisis, sino hasta ef dia 14 del
desarrollo, con estos experimentos se demuestra que antes del dia 13 de desarrollo el eje
hipotalamo - hipéfisis - génada, aun no se forma sugiriéndose que durante este tiempo la
regulacion de las hormonas esteroides producidas por el ovario, es auténoma
(Gilbert. 197 1; 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 tamarfio y peso
del avario, incrementandose entre 10 ¥y 15 mm., de largo, 10 mm., de ancho y364mm,
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 distincion entre médula y corteza, se
mencionan normalmente como masas celulares, una de las cuales contiene los ovocitos
{zona parenquirnatosa) y la otra, fundamentalmente tejido muscular Y vasos sanguineos
(zona vascular) (Lofts y Murtan.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 la granulosa; una
capa monccelular la granulosa; una capa llamada basal, dos tecas una interna y otra
externa que contienen células intersticiales; una capa de tejido conjuntive (salvo en la
zona del estigma, fugar 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
pequerios (arteriolas) los cuales, a través de la teca interna, llegan a formar ﬁna densa
red capilar alrededor de la capa basal. La red capilar es poco densa en la region del
estigma o linea de dehiscencia folicular, esta estructura permite en principio, que la
ovulacion no produzea una hemorragia (Gilbert. 197 1; Johnson.1986; Sauveur.1992).

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

siguen un trayecto parecido al de las arteriolas.



1.3.  Fisiologia y control hormonal reproductivo.

El ovario es el jugar donde, bajo el control de Ia hipéfisis, tiene lugar fa 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 neuroendocring,
es decir, estan controladas por la correlacion fisiolégica de los sistemas nervieso y
endécrino. Este control esta ejercido por sistemas reguladores internos, genéticarhente
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 hipéfisis. La hipofisis esta sometida a control
por medio de hormonas liberadoras del hipotdlamo, el cual a su vez, depende del influjo
de determinadas regiones del encéfalo que reciben informaciones sensoriales del
organismo y dei 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 hipéfisis. El hipotalamo estd considerado como un organo final de integracion de las
informaciones del encéfalo y sus misiones son multlipes.Constituye un centro regulador
del hambre, sed y temperatura. Produce neurosecreciones y, con la ayuda de ‘hormonas
liberadoras’ o ‘inhibidoras’ controla la secrecién de las hormonas adenochipofisiarias, entre
las que se encuentran las hormonas gonadotropicas (Smidt. y Ellendorff.1972;
Cunningham.1992).

La hipofisis es un organc endécring principal, ya que elabora un nimero de

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



esta situada en la 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 pedinculo hipofisiario y los vasos sanguineos, inmediatamente por detras del

quiasma dptico (Smidt y Eflendorff. 1972: Cunningham. 1992).

La glandula hipdfisis se subdivide anatomicamente en adenohipdfisis vy
neurchipdfisis, ambas regiones son de origen ectodérmico, pero provienen de primordios
diferentes; la neurohipdfisis se origina del infundibulo del cerebro y permanece sujeta al
hipotdlamo por el tallo neural, en contraste, la adenchipofisis se origina del techo de la
boca en forma de una evaginacidn cominmente llamada saco de Rathke o ducto craneo
faringeo (Sturkie.1965; Austin y Short. 1982; McDonald vy Pineda. 1991; Cunningham.
1992). En las aves no existe un I6bulo intermedio como en fos mamiferos, pero la
adenchipéfisis y la neurchipdéfisis estan separadas por una capa de tejido conjuntivo
{Sturkie.1965).

La neurchipdfisis esta dividida en I16bulo neural distal, tallo neural y eminencia
media, estas dos (iltimas regiones forman el infundibulo. La eminencia media contiene un
sistema de vasos portales por donde la sangre llega a ia hipdfisis para transportar
hormonas y nutrientes (Thommes y Russo. 1959; Pearson. 1872). En la adenohipéfisis,
los vasos saguineos contactan capilares esenciales para el transporte de las hormonas
secretadas, como la hormona foliculo estimulante (FSH), la luteinizante (LH), la
adenccorticotropina (ACTH), la tirotropina (TSH) y otras, siendo las dos primeras

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

El hipotadlamo y Ia hipéfisis forman parte det eje hipotdlamo - hipéfisis - génada, los
cuales en estadios tempranos de desarrollo embrionario, son auténomas en crecimiento,
diferenciacién y actividad (Willer. 1955, Woods. 1987). Se sabe que la hipdfisis es
auténoma en estado inicial de desarrollo al sintetizar hormonas gonadotrépicas antes de

su comunicacion vascular con el hipotadlamo. Esto se demostré por medio de la técnica de



inmunohistoquimica en la hipofisis, alrededor del dia 4 de incubacion, donde se encontrd
tanto LH {Gasc y Sar, 1981; Woods et al. 1985) como FSH (Woods. 1987; Woods. 1985}
antes de la formacion del plexo porta vascular entre el hipotatamo y la hipéfisis, que inicia
el dia 12 de desarrollo (Thammes y Russo. 1959; Doskocil. 1970; Daikoky et al. 1974;
Stritesky y Rychter. 1977; Woods. 1987, Calderon, 1998).

Fugo {1949) y Vogel (1956) realizaron experimentos con embriones de pollo
hipofisectomizados y observaron que el eje hipotalamo-hipofisis-gonada, es funcicnal
desde el dia 13 de desarrollo, observando en los embriones hipofisectomizados un
desarrolio normal de las gonadas hasta el dia 13, pero después las génadas no
incrementan su peso, talla, grade de diferenciacién histologica, ni contenido de colesterol.
Una vez establecido el eje hipotdlamo - hipéfisis - génada (dia 13 - 13.5 en machos y dia
14 en hembras}, se observa que se producen hormonas liberadoras de gonadotropinas
en las neurcnas de! hipotdlamo, sélo si existen estimulos externos. Las hormonas
liberadoras de gonadotropinas entran en circulacién portahipefisial, regulandso la sintesis v
la liberacién de las gonadotropinas de la hipéfisis, la LH y la FSH, las cuales estimulan el

crecimiento gonadal y la esteroidogénesis (Woods. 1987).

Los cambios en el ovario se producen por la secrecion de hormonas
gonadotropicas, provocando cambios en las céiulas efectoras a éstas hormonas. Usando
métodos de radicinmunoensayo, Teng y Teng (1979), han detectado un incremento en la
produccion de esteroides por las células intersticiales, del ovario de pollo embrionario, en
presencia de hormona gonadotropina coridnica, en el medio de cultivo. Sin embargo, se
sabe que la localizacion de células efectoras a LH cambian durante el desarrollo del
embrién. En el periodo de 5.5 a 13 dias del desarrolio, se observa que las células que
responden a esta hormona, son las células intersticiales, en el dia 13.5 los niveles de LH
en el plasma son elevados, realizando una reaccion inicial de las células intersticiales
corticales y de los cordones de células corticales, provocando la sintesis inicial de estrona

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



Los ovarios producen dos clases de hormonas: los estrogenos y los
progestagenos, que se clasifican como esteroides y tienen como precursor comin al

colesterol.

Los estrogenos representan un grupe de estercides con actividad fisiolégica
similar. El estrégeno 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 manifestacion 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 estrégenos se les ha llamado
‘hormonas 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 foticulo preovulatario.

Tanto los estrogenos como ios progestagencs, ayudan a regular la liberacion de
gonadotropinas, actuando tanto a nivel del hipotalamo como de la hipofisis anterior.
Niveles elevados de progesterona o una combinacién de progesterona y estrogenocs
inhiben la liberacion de FSH y LH de la hipéfisis anterior por retroalimentacién negativa.
Es necesario una accién reciproca entre las gonadotropinas y las hormonas esteroides
para el mantenimiento del equilibric hormonal, esencial para la reproduccion 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 estrogenos. Previa accion del
estradiol, la FSH también incrementa los receptores de LH en el foliculo. El estradiol
incrementa sus propios receptores. La LH causa una reduccién de receptores de FSH,
estradiol y LH, perc incrementa los receptores de prolactina. Durante la formacion del

cuerpo luteo, la prolactina incrementa los receptores de LH .



La mayor parte de la regulacion de los procesos reproductores, se lleva a cabo por
el eje hipotdlamo - hipdfisis - génada. Hormenas liberadoras del hipotalamo controlan ia
funcién de la hipéfisis 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 esferoides y proteinicas gonadales regufan la liberacion de
gonadotropinas a través de un mecanismo de retroalimentacién que incluye al hipotalamo

{Bearden y Fuquay. 1982).
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Figura 1

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

La ovogénesis se define coma la formacién, desarmollo y maduracion del gameto
femenino. Este proceso empieza en la vida embrionaria y continla hasta el momento de

la ovulacion (Austin y Short, 1982).

Refiriéndose a la morfoiogia 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
ovogénesis; ef término “pericdo ovogenético” se aplica a la formacién del ovocito en fase
de diplétenio. El periodo siguiente es de particular importancia para el foliculo y se llama

foficulogénesis (Cole y Copps, 1984).

La primera etapa de la gametogénesis, implica que las células 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 del embrion (gastrutacion) 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 extirpacion quirirgica o por radiaciones ionizantes en
el curso de su migracién, los ovarios adultos serén 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 las 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

12



a la derecha. En caso de que exista una sustancia quimictactica no debe ser especifica
para una sola especie, ya que las génadas en desarrollo del pollo, atraen tarto a las

células germinales primordiales de pollo come las de raton (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 pelicida. Esta region se denomina la media luna germinal, y las
células germinales primordiales se multiplican en esta region. La ruta primaria para la
migracion de las células germinales en las aves es a través de la sangre. Las células
germinales primardiales entran en los vasos sanguineos por diapédesis, un tipo de
movimiento que capacita a las células para deslizarse hacia dentro o hacia fuera de
pequefos vasos sanguineos. Las célutas germinales primordiales flegan al embrion

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

Cada una de las futuras génadas, consta de una capa de epitelio celdémico
delgado que recubre un “nudo’ de tejido mesenquimatoso (mesodermo embrionario).
Hacia el final de la migracion las células germinales primordiales se mueven de los
rifiones que se encuentran en desarrollo (mesonefros) hacia !as crestas gonadales y
toman una colocacion, ya sea cortical o medular. En términos morfolégicos, las células
germinales primordiales permanecen en la corteza de la gbnada cuando esta va a ser un
ovario, mientras que el paso de las células a la médula {mesénquima) se asocia con el

desarrolic 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 gonadas 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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génadas y que forman las ovogonias o las espermatogonias, de acuerdo con su

constitucion genética.

Las células germinales primordiales ovaricas se transforman rapidamente en
ovogonias. El nimero de ovogonias aumenta mucho en un periodo relativamente corto.
Tras un periodo de proliferacion mitdtica, las ovogonias se transforman en ovocitos en el
momento en el que entran en la profase de la primera division meictica. En la mayorfa de
las especies, el nimero de células germinales solo puede disminuir con el paso del

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

2.1. La ovogénesis: formacién y desarrolio del huevo.

La diferenciacion dei évulo se presenta en dos estadios parecidos al desarrollo de
los gametos masculinos: estadio de mitosis y estadio de meiosis. Durante la mitosis o
multiplicacion, 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 diferenciacion y multiplicacion 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 diferenciacién se prolonga hasta el periodo postnatal
inmediato. La ovogonia entra a la profase de la primera division meidtica 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 division meidtica (division reduccional), con la
consecuente conversion del ovocito primaric en ovocito secundario, aparece justo antes
de la ovulacién en la mayor parte de las especies y se acompafia de la formacion 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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2.2 Comienzo de la primera division meidtica

Durante la interfase que procede a la meiosis, el nacleo de la célula pasa por una
secuencia tipica de fases G, S y G,. Una vez que se compieta la interfase, el nucleo
meidtico pasa por una secuencia de etapas gque constituyen la primera division meidtica o
mefosis |. Los procesos continuos de profase, metafase, anafase y telofase difieren en
ciertas caracteristicas de las etapas analogas de la mitosis. La profase de la meiosis | es
un intervalo mas complejo, prolongado y genéticamente significativo. La profase | se ha

dividido en las subetapas siguientes:

1. Estadio de Leptdteno. Los cromosomas aparecen en forma de largos fitamentos muy

finos, ondulades y muy separados unos de otros

2. Estadio de Zigoteno. Los cromosomas efectdan un alineamiento paralelo, lo cual quiere
decir que se aparean o se unen de acuerdo con su longitud, lado a fado por pares de
homédlogos de manera tan precisa que sus cromdomeros se colresponden
perfectamente unos con otros. De este modoc se observan cuatro pares de
cromosomas, lo que siempre resuita ser equivalente a “2n” cromosomas. E! nucleclo
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 gue 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 longitud, 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 el nombre de quiasmas.
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Hasta la fase de dipléteno, un homdloge de cada hivalente proviene de la madre, y
el otro del padre; sin embargo, durante la fase de diploteno hay intercambio de genes
entre los dos cromosomas mediante el mecanismo siguiente: parte de una cromatide que
pertenece a un cromosoma del complejo bivalente, queda en sentido transverso de la
cromatide del otro cromosoma de dichc complejo, de manera que se constituye un
quiasma, es decir, una estructura en forma de “X’. Al parecer, el quiasma predispone a la
fuptura de ambas cromatides en el sitio en que se cruzan. Los extremos separados se
vuelven a unir, pero al tener lugar tal fenémeno, cada cromatida rota se recombina con la
equivalente del otro homologo del complejo bivalente, en vez de reconstituir la dispasicién
original (parental}. Este proceso de entrecruzamiento o ‘crossing over” entre los
homélogos, culmina en el intercambio mutuo de partes de sus cromatidas y, con ello,
intercambio de algunos de los 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 diplétenc en adelante, los dos cromosomas del compleje 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 el huso indicando el
inicio de la metafase I. Los extremos de los 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 crométidas hermanas de un bivalente permanecen
estrechamente asociados en el mismo lado del huso y, por tanto, frente al mismo polo. El
otro bivalente esta orientado de modo que sus centrémeros sefialan hacia el polo opuesto
del huso. Durante la anafase |, los cromosomas homoélogos se desplazan hacia los polos
opuestos de la célula, reduciendo el nimero de cromosomas a la mitad del nimero
diploide. Con base en el nimero cromosémice, la haploidia se obtiene durante |la anafase
I. 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 reduccidn a la mitad del nimero de cromosomas y del contenido de
ADN se lleva a cabo hasta que se completa la segunda division meidtica. En algunas

especies los nicleos en anafase pueden empezar la segunda division casi
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inmediatamente mientras que otras especies pasan por una etapa de rearganizacion
nuclear en la 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 ndcleos en telofase pueden continuar
directamente a la metafase |I. Ademas de la variabilidad de eventos entre la telofoase 1 y
la metafase I, la citocinesis (divisién del citoplasma) puede ocurrir en seguida de la

meiosis | o aplazarse hasta el final de la meiosis il (Avers, 1891){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 dipldteno que se observa solo en la
ovogénesis, los dos cromosomas en cada complejo bivalente adquieren una posicion
parcialmente extendida, y de ello resulta gue el ntcleo que alin esta en profase, tiene un

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

Bajo la influencia de las gonadotropinas hipofisiarias, la meiosis se reanuda en
forma individual en los ovocitos primarios, que estan a punto de formar un ovocito
secundario, como preparacion para la ovulacion. Sin erﬁbargo, se advierte una diferencia
esencial entre la meiosis | y la mitosis, Los centromeros de las dos cromatides que
pertenecen a cada homélogo permanecen asociados. Por lo expuesto los homélogos se
segregan y pasan a diferentes células hijas, permaneciendo intactos en forma de un par
de cromatides que aln estan unidos entre si por medio de centrémeros.,

El resultado neto es la 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 el secundaric es haploide. Es
importante destacar que los términos haploide y diploide describen el nimero 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 divisién de maduracién, es que las dos células
resultantes son desiguales. En una el ovocito secundaric es grande, y en otra, el primer

cuerpo polar es pequefio (Ham, 1988).
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PROFASE i

LEPTOTENO ZIGOTENO

DIPLOTENO \ PAQUITENC

METAFASE |

Figura 3

En la meiosis hay dos divisiones distintas y
consecutivas, de [as que [a primera es especial, va que [a
segunda es andloga a la mitosis. Dentro de Ia primera la
profase es 1a mis larga ¢ importanie.

Se empiczan a ver los cromosomas, autoduplicindose a
continuacién ¢l ADN y por fanto los cromosomas,
siguen entrelazados; s¢ forma el huso acromdtico y
desaparecen la membrana nuclear y Jos nucleolos.

Los cromesomas entrelazados dos a dos se colocan en la
zona central del huso.

Se separan los cromosomas que estaban entrelazados,
dirigiéndose la mitad hacia un polo ¥ la otra mitad al
otro polo; el centriolo se divide en dos; al final habra dos
cromosomas €n cada polo y dos centriolos, estos dos
cromosomas habran intercambiado material genético
entre si.

Aparecen la membrana muclear; los nucleolos y
desaparece ¢l huso. Los cromosomas siguen aparentes
ya que a conlinuacion vienc la segunda division, que es
aniloga a una mitosis.

Al terminar esta segunda divisién se habran formado
cuatro células; con dos cromosomas cada uno, €5 decir.
con la mitad de los de la célula de partida (Castello et al,
1989).

ANAFASE 1

TELOFASE 1

PROFASE i

METAFASE 1

ANAFASE [t

PRODUCTO DE LA DIVISION MEIOTICA
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Existen, como minimo, dos diferencias fundamentales entre los procesos de
separacion de los cromosomas en la division meidtica | y en la mitosis. (1) A lo largo de la
mitosis (y en la divisibn meidtica I}, la cual se parece a una mitosis), las cromatidas
hermanas se mantienen unidas Unicamente en el centrdmero: los cinetocoros de cada
cromatida hermana presentan las fibras cinetocdricas dirigidas hacia direcciones
opuestas, de forma que durante la anafase las cromatidas son estiradas hacia células
hijas diferentes. En la metafase | de la meiosis, por el contrario, los cinetocoros de ambas
cromatidas hermanas permanecen fusionados de manera que sus fibras presentan la
misma orientacién y los brazos de las cromatidas hermanas se hallan estrechamente
unidos: ademas, los cromosomas homologos paterno y materno se mantienen unidos
entre si a través del quiasma. (2) Durante la mitosis (y la division meidtica Il) el
desplazamiento de las cromatidas hacia los polos estd 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 brazes de
las cromatidas hermanas, asi como por la disolucidon de los quiasmas que unian los
cromosomas homdlogos paterno y materno; consecuentemente, las cromatidas
hermanas permanecen emparejadas pero los homélogos paterno y materno se segregan

en células hijas diferentes (Albert, 1996).

2.3. Segunda divisién meidtica

Después de finalizada la division rmeidtica 1, las membranas nucleares se forman
de nuevo alrededor de los dos nicleos hijos, iniciandose una breve interfase. Durante
este periedo, los cromosomas pueden descondensarse un poco, perc 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 division a la siguiente. En todos los arganismos la
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profase li es breve: la envoltura nuclear se rompe cuando se forma el nuevo huso, tras lo
cual se suceden rapidamente la metafase I, la anafase Il y 1a telofase Il {Albert, 1996). La
metafase |l, donde los cromosomas del ovocito secundario haploide se alinean en el
plano ecuatorial. En {a anafase 1l los cromosomas se segmentan a nivel de sus
centromeros, tas dos cromatides que los constituyen se separan de sus cinetocoros
durante la anafase (Ham, 1988). Asi, y a diferencia de la divisidn |, 1a division Il 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 nlcleos de los gametos
de manera bastante sencilla, a través de una segunda division celular, la division Il de la
meiosis sin que se produzca otra replicacion del ADN. Asi pues, la meiosis consta de dos
divisiones cefulares sucesivas que se producen tras una sola fase de replicacion de ADN,
por lo que a partir de cada célula gue sufre la meiosis, se producen cuatro células
haploides (Albert, 1998).(Fig. 3).

Perc la divisién de reduccion del material nuclear para formar ovocitos
secundarios no tienen lugar sino hasta 1 6 2 horas antes de la ovulacion. El que es objeto
de ovulacién es el ovocito secundario y, si después de aquella no es fecundada, el huevo

es puesto como un ovociio 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
comparacion con el de otras células, se debe al material alimenticio que contiene. Los
demas componentes del huevo (Ia clara, la membrana del cascardn y el propie cascaron)
50N secreciones no celulares que dotan al évule de capas para protegerle en su recorrido

descendente por el oviducto de la gallina.
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El dvulo temprano mide unas 50 pm de diametro y crece de manera paulatina
hasta alcanzar los 8 mm. Después se acelera enormemente el indice de crecimiento,
aumentando el diametro en cerca de 2.5 mm diarios, de modo gue cuando ocurre la
ovulacion, el dvulo puede llegar a tener un didmetro de 35 mm. Este cuantioso aumento
en tamafo se debe sobre todo a la acumulacion 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 gidbulos de

diversos tamanos.

Los 6vuios jovenes estan incrustados muy profundo en la corteza del ovaric y a
medida que se acumula cada vez mas yema, se apifian hacia la superficie para
proyectarse por tltimo de ella, conservandose conectados a través de un tallo constrefiido
de tejido ovarico. La mayor parte del dvulo maduro esta constituido por vitelo. Con
excepcion de la vecindad del nicleo, e! citoplasma activo no es mas que una pelicula
delgada que esta en contacto con el vitelo. La zona del vulo en la que se hayan el
niicleo y la mayor parte del citoplasma active 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 dvulos de muchas clases de vertebrados, los huevos de las aves
exhiben una membrana plasmatica de gran imegularidad que con frecuencia se designa
membrana vitelina. Este término se utiiza para describirla por las delicadas estrias
radiadas que presenta al observarse bajo un microscopio de luz. Gracias a los estudios
realizados con microscopio electranico, en la actualidad se sabe que las estrias deben su

aspecto a microvellosidades estrechamente apifiadas.

Tanto en aves como en mamiferos, el dvulo estd rodeado por una region de

células foliculares que a su vez esta circundado 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 lo llena. 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 al foliculo.
Las bandas de musculo liso que se extienden del tallo hacia el interior del foliculo, se
contraen, para asi fiberar el dvulo fuera def foliculo. Como sucede con e ovule de
mamiferos, |a finalizacion de la primera divisién de maduracién coincide casi exactamente
con la ovulacion, en tanto que la segunda division 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 nlcleo grande y redondc con un
nucleclo fragmentado, y relativamente menos citoplasma, incluyendo aparato de Golgi,
ribosomas libres y gotas de lipidos (Ukeshima y Fijimoto, 1991). El didmetro de las células
germinales primordiales en aves, tiene un rango entre 10 y 18 um. El nicleo de las
celulas germinates primordiales extragonadales tisnen una posicién exceéntrica 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 conspicuc en el
embrién de 4 a 8 dias. El aparato de Golgi estd moderadamente desarrollado;
abundantes mitocéndrias y escasos poliribosomas. Los centriclos yuxtanucieares se han
descrito en las células germinafes primordiales de todos Ios 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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um. de diametro y 6 um. de largo (Jones, 1978). Ef citoplasma contiene abundantes

particulas de glucogeno, gotas fipidicas y variable cantidad de vitelo (Van Blerkom , 1984)

Las ovogonias se reconocen como una gran célula redonda con una gran
proporcion nucleccitoptdsmica(relacién nicleo-citoptasma 1-1). El nucleo es esférico con
un gran nucleoio. El arreglo de la cromatina es uniferme 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 fenémeno meiético.

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
embrion 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 ym en humanos y en erizos de mar, de 1 a 2 mm en anfibios y peces, y de

muchos centimetros en aves y reptiles.

Durante todo el estadic de la profase meidtica, el niclec se mantiene grande y

redondo y la envoltura nuclear, generalmente lisa. El nucleolo se mantiene pequeno y
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relativamente compactc hasta el dipléteno, cuando se convierte en una gran estructura
reticular o compacta, el complejo sinaptonémico es el sello ultraestructural del estado
meiotico de la célula germinal. El dipldteno esta caracterizado por la reaparicion de una
sola hebra rodeada por una compleja vaina fibrilar organizada en proyeccion lateral y
enlazada con granulos asociados. El citoplasma contiene: mitocondrias redondas y
ribosomas dispersos, difusamente arreglados en rosetas; pequefios elementos de Golgi
encerrados. Centriclos, reticulo endoplésmico tubular o arreglado en cisternas, raramente
visto hasta el dipléteno. La apariencia general del citoplasma en diploteno empieza a
parecerse a aquel del ovocito folicular (Van Blerkom , 1984; Muniesa y Dominguez, 1690;

Ukeshima y Fujimoto, 1991).

Al inicio de la fase de crecimiento o fase previtelogenica, se presenia el “nuclteo
viteline” o “ntclec vitelino de Balbiani”. En las primeras fases, el corpusculo estd al lado
del nlcleo, pero en las etapas posteriores se escinde y sus fragmentos se distribuyen por
la perifeia del ovocito. Dado que es en la periferia del ovocito donde aparecen
primeramente las globulos vitelinos, se ha llegado a la conclusion de que la vitelogenesis
(produccion de vitelo) es iniciada por tos componentes del “nucleo vitelino” (Balinsky,
1983).

El citoplasma del ovocito contiene reservas nutritivas en forma de vitelo, que es
rico en lipidos, proteinas y polisacéridos y que habitualmente se halla en estructuras
discretas denominadas gldbulos vitefinos. En algunas especies cada plaqueta estd
rodeada por una membrana mientras que en otras no lo estad. En los dvulos que daran
lugar a grandes animales que se desarmrollan fuera de la madre, el vitelo puede
representar mas del 95% del volumen celular mientras gue en los mamiferos, cuyos

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

Las cubiertas ovocitarias constituyen otra peculiaridad de los ovocitos. Son una
especializacion de fa matriz extracelular y estan formadas fundamentalmente por
glucoproteinas, algunas de ias cuales estan segregadas por el ovocito y otras por células

acompanantes. 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 los no mamiferos, tales como los
erizos de mar o los pollos, se denominan cubiertas vifelinas mientras que en los ovocitos
de los mamiferos constituyen la zona pelficida. Esta capa protege al ovocito de
agresiones mecanicas, y en algunos casos act(la como una barrera especifica para los
espermatozoides, admitiende Unicamente los de la misma especie o de especies
estrechamente relacionadas. Analogamente, la “clara” (albumina) y la cascara de los
huevos de gallina se afaden (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
dvulos de los insectos esta rodeada de una capa gruesa y resistente denominada corion,

segregada por célufas foliculares que rodean cada dvulo en el ovario.

Un ovocito es un évulo en desarrollo; su diferenciacion en un évulo maduro (u
ovum) supone series de cambios que se producen en momentos gue estan coordinados
con las etapas de la meiosis mediante las que las ¢élulas germinales atraviesan sus dos

divisiones finales, altamente especializadas.

Esto se realiza en {a profase de la meiosis durante un periodo de tiempo que
varia, desde algunos dias hasta varios afios, segin 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 ribcsomas, vitelo, glucogeno,
fipidos y el ARNm que posteriormente dirigira la sintesis de las proteinas necesarias para

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

La fase siguiente del desarrollo de los ovocitos se denomina maduracién ovocitaria
y generalmente no tiene lugar hasta la madurez sexual, cuando es estimulada por
hormonas. Bajo esta influencia hormonal la célula recupera su progresién a través de la
division | de la meiosis: una de ellas es la formacion de un peguefic corpisculo polar, y
un gran ovocito secundario, el precurser del évulo. En esta etapa, cada cromosoma est4

todavia compuesto por dos cromatidas hermanas. Estas cromatidas no se separan hasta
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la division [l de la meiosis, cuando se distribuyen en dos células mediante un proceso que
es idéntico a la mitosis, tal como hemos descritc anteriormente. Después de esta
separacion final de los cromosomas, en la anafase I, el citoplasma del gran ovocito
secundario se divide nuevamente de forma asimétrica produciendo un ovulo maduro (U
ovum} y un segundo pequefio corpisculo polar, cada uno de los cuales contiene una
dotacion haploide de cromosomas. Debido a estas divisiones asimétricas de citoplasma,
los évulos conservan su gran tamafio a pesar de sufrir dos divisiones meiéticas. Ambos

corplsculos polares son pequefos y generalmente degeneran.

En la mayoria de los vertebrados la maduracion ovocitaria sigue hasta la metafase
de la meiosis II, momento en el que se detiene hasta la fecundacion. En ia ovocitacion el
ovocito secundario detenido es liberado del ovario y, si tiene lugar la fecundacion, el

ovocito es estimulado a completar [a meiosis y transformarse en 6vulo (Albert, 1996).

2.51. Desarrollc 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

folicutogénesis 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 principaimente en la corteza ovarica, perc unos pocos se
quedan en la médula ovarica, Las células de la granulosa, derivadas de las células
somaticas del epitelio superficial del ovario, llegan a ascciarse 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 célula intersticial originada del tejido medular rodea al
folicule 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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El desarrollo def foliculo hasta ef estado preovuiatorio 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 continla durante meses o hasta afos, y durante el cual la
composicion 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 del vitelo amarillo se agrega v 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 (F4) estan destinados a ser préximamente
ovulados, el 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 diametro, junto con un gran numero de pequenos foliculos
amarillos de 2 a2 10 mm., con numerosos foliculos pequefios (mencres a 2 mm.), en e

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 ovocita.
b} La membrana vitelina
¢) Células de la granulosa
d} Lalamina basal

e) Lateca (interna y externa).

Durante el desarrollo folicular, las células de Ia granulesa forman una capa
cubeidal en que las células estan interconectadas por desmosomas (Rothwell y Solomon,
1977}. Las microvellosidades, se extienden desde la célula de la granulosa a |a superficie
del ovocito, sirviendo al grosor de esa capa. Ademas alli parece tener una diferenciacion
regional con respecto a la morfologia para ia célula de la granulosa, especialmente en el
gran foliculo preovulatorio (Bakst, 1979; Perry et al, 1978). El niimero de células de la
granulosa aumentan aproximadamente 5 veces el doble es como el diametro folicular
aumenta de 5 a 35 mm (Gilbert et al, 1980), de cualquier modo, la poblacién de células
mitoticas parece estar limitada a la region del 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 Ia granulosa de ave son células tipicas
secretoras de estercides y se caracterizan por la presencia de mitocondrias con crestas
tubuilares, un claro complejo de Golgi, algunos granulos de lisasomas ¥ una gran cantidad
de reticulo endoplasmico liso y rugese. En los foliculos mas grandes de 15 mm de
didmetro, 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
um hasta 1 pm de grosor durante el segundo estado del desarrollo folicular. Esta
membrana sirve como un substrato para ta 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
acomedacion, la acumulacién de vitelo aumenta durante fa fase final de crecimiento, la
membrana basal aumenta en el drea superficial y esta formada presumiblemente de

productos metabodlicos secretados por las células de la granulesa y/o células de la teca.

La capa tecal interna esta situada adyacente a la membrana basal y esta
caracterizada por a presencia de una capa discontinua de células fibroblasticas y células
de la teca. En foliculos pequefos (menores a 5 mm), las células tecales pueden estar
unidas en grupos flamados “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 las células de la teca es la abundancia

de gotas lipidicas citoplasmicas (Dahl, 1970).

La capa tecal externa representa la mayor proporcion de la pared del foliculo y se
companhe de laminas de células semejantes a fibroblastos, numerosos microfilamentos,
fibras de coldgeno y actina, pero relativamente pocas células de Ia teca {Perry et al, 1978;
Dahl, 1970).

La pared externa folicular esta cubierta por el epitelio ovarico y una capa de tejido
conectivo libre conteniendo una envoltura de mdsculo liso (Yoshimura et al, 1983) que
contribuye a la expulsién del ovocito en la ovulacion. El foliculo no desarrollado esta
implantado en la corteza altamente vascularizada del ovario. Cuando el foliculo se
desarrolla y aumenta en tamafio forma un discreto sistema arterial venoso y adguiere
acceso al tejido folicular via el pedinculo folicular (Oribe, 1968). La pared del gran foliculo

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

intermedia de la pared de! foliculo.

La vascularizacion esta ausente en la capa de la granuiosa. 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 pedinculo.
2. Un medio arterial complejo y una capa venosa.
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 inervacion 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 pedinculo y penetran por todas las capas tecales,
pero pocas fibras llegan a la capa de la granulosa. La inervacion del foliculo consiste de
fibras colinérgicas y adrenérgicas. ganglic 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, estén directamente conectadas por axones o
fioras nerviosas catecolaminérgicas, sugiriendo un potencial nervioso y/o control

neurcenddcrino de secrecion 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 solo una cantidad relativamente
pequefia de éstos (200 — 500), alcanzarén ia madurez y son ovulados (Sturkie, 1986). La
vida fértil de una gallina empieza a los 7 meses, hasta los 4 afios de vida. La masa
folicular de la hembra puede ser clasificada en relacion 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 “reunidn” de pequefos 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 |a especie. El contenido de carbohidratos y, en particular el
contenido de acide sidlico (1.4%) son esenciales para su accion bioldgica. La subunidad a
es comuin 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
amincdcios (Darnell, et al. 1991; Hardy, 1992; Cooke, et al. 1996).

La LH es hidrosoluble. En forma considerablemente pura y en reaccidon proxima a
la neutralidad, es mas estable que la FSH. La actividad a ternperaturas elevadas depende
del pH y de la sequedad del 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 neurcaminidasas, en tantc que la tripsina, la
quimotripsina o las carboxilasas reducen la actividad de la LH, y la oxidacién con
peryodato © con agua oxigenada, destruye su actividad biolégica (Smidt,y Ellendorff,
1972).

La hormona luteinizante (LH) se ha demostrado inmunccitoquimicamente en el
saco de Rathkes o ducto craneofaringeo, ya en el dia 4.0 de incubacién {LH, Gascy Sar,
1981; Woods et al, 1985; F.$.H., Woods et al, 1985}, lo cual es antes de la formacion del
definitive plexus porta vascular hipotalamo — hipofisis 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 gonadotropicas antes de que se establezca |a
comunicacion entre ésta y el hipotdlamo. El hipotalamc también es autonomo en su
desarrolle incial (Mikami et al, 1973; Daikoku et al, 1974) y la primera sintesis de la
hormona liberadora (LHRH) (Woods et al, 1985), se ha demostrado
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inmunocitoguimicamente que las neuronas LHRH se observan en el infundibulo (presunito
hipotalamo) en el dia 5.5 (Woods et al, 1985) y por el dia 7.8 — 8.0 la eminencia media
anteriar, esta inervada por nervios terminales (Mikami et al, 1973; Daikoku et al, 1974},
conteniendo LHRH inmunorreaciivo (Woods et al, 1985). Ademas los primeros eventos
de maduracion en la gonada, son auténomos, por ejemplo, la diferenciacion gonadal
(Fugo, 1940, Vogel, 1956; Woods y Weeks, 1969) vy la sintesis de hormonas estergides
{(Woods y Weeks, 1969; Woods et al, 1977).

Asi, las dos gonadotropinas (LH y FSH), pueden ser detectadas
inmunchistoquimicamente, después del dia 4.5 def desarrollo (Woods et al, 1981). Al nivel
del ovario, la esteroidrogénesis especificamente de estrégenos y progesterona, es posibie
desde la primera semana del desarrollo en adelante (Galli y Wasseexman, 1972;
Guichard et al, 1973, 1977 b; 1979; Woods y Erton, 1978} mientras gue el ovario de
embriones de 7.5 hasta 9.5 dias de edad, también aumenta la secrecién de 17-B3-
estradiol, dentro de Ia circulacion embriénica cuando se aplica LH equina exogena
(Woods et al, 1981).

Muchas otras evidencias sugieren no obstante que el eje completo llega a
funcionar séio alrededor del dia 13 de incubacién {Woods y Thommes, 1984). Las
mediciones de 17-B-estradiol plasmatico también muestran una eievacion constante
desde el dia 7.5, hasta el dia t17.5 de incubacién (Woods y Brazill, 1981; Gonzalez et al,
1987).

El efecto de la LH o la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG), en la
secrecion de estercides en el ovario de embrion de pollo, ha sido estudiada por varios
autores. La incorporacion de precursores radicactivos en estrona y estradiol aumentd en
los dias 10 hasta 18 en el ovario del embrion de polio, después del tratamiento con LH o
hCG (Cedrad et al 1968; Akram y Weniger, 1974); la secrecion de estradiol y testosterona
aumentd después del tratamiento con hCG, en ios ovarios de 8, hasta 18 dias de edad en

fos embriones de pollo conservados in vitro (Teng y Teng, 1979). Después dei tratamiento
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con LH, el nivel plasmatico 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 uéo de precursores radioactivos se demostrd in vitro que el ovario del
embridon 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 secrecion de estas hormonas también se demostré por
radioinmunoensaye (Guichard et al, 1977 a, b). Usando meétodos citoquimicos
inmunofiorescentes, la presencia de 17-B-estradiol y estrona en gonadas indiferenciadas

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

Estudios in vitro mostraron que los ovarios de embriones de polic 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 coridnica
humana afadida a el medio de cultivo. También estudios in vivo con la adicion de LH en
el dia 4.5 en la membrana coricalantdica 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 observacidn 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 enddgenas para ejercer

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

El control hipotalamico de la secrecion de LH en aves estd regulado por un
sistema porta vascular hipofisiario que transporta neuropéptidos reguladores y
neurotransmisores de liberacion de la eminencia media a la glandula pituitaria anterior
{Follet, 1984). En aves, la secrecion de la hormona luteinizante esta controlada por la
liberacion de la hormona | gonadotropica (GnRH — I). 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

liberacion de LH in vivo e in vitro y la GnRH-Il es mas potente que la GnRH~| (Guémene,
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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 GnRH-, los cuerpos celulares estan en la region
anterior del hipotalamo mientras que la GnRH-I, los cuerpos celulares estan en la regién
posterior dorsal del hipotalamo vy en la region adyacente inmediata al nlcleo del nervio
oculomotor (Mikami et al, 1988 Millam et al. 1983; Sharp et al, 1998).

3.2. Accidn Biolagica

La LH estimula la sintesis de esteroides en las células del ovario. Su accion
principal es estimular la conversion del colesterol en pregnenalona. La LH también induce
un aumento en la circuiacion del ovario, este efecto hiperhémico es igual al que producen

otras hormonas tréficas en sus “érganos blanco” especificos.

Ademas, la LH induce la ovulacion de los folfculos previamente preparados por la
FSH (Wallach, D. 1987). La accion ovulatoria de la LH es diferente de su accion

esteroidogénica y se controla de una manera muy distinta,

El aumento de la liberacion de la LH por la hipéfisis, responsable de la ovulacién,
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, ta LH estimula un
aumento en la sintesis y en la secrecién de la testosterona en las células interstigiales 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
requiere su liberacidén; entonces pasan a la circulacion por los capilares eferentes

venosos que drenan la glandula. La captacién de una hormona del torrente sanguinea y
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su conservacion en un tejido puede limitarse a 6rganos 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 intraovérica, ademas de la concentracion de receptores positivos a
LH de las células intersticiales, cambia durante el desarrolic (Woods, 1987). Desde el dia
5.5 hasta el dia 13.0, los receptores a LH estan presentes en membranas de las célulaé
intersticiales medulares, que sintetizan testosterona (Woods y Podczaski, 1974) vy
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)

El mecanismo de accion de la Hormona Luteinizante, se efectla por medio del
aumento en la concentracion intracelular del nucledtide monofosfato de adenosina
(AMPc). Cuando la hormona se une a sus receptores especificos, en la membrana, se -
aumenta |a concentracién de la enzima adenilato ciclasa, catalizando la conversién del
ATP en muchas moléculas de AMPc. E! AMPc, actia como ‘segundo mensajero”,
propagando el efecto de ia hormana a toda la célula. La accién de la hormona puede
incluir la produccidon de un “tercer mensajerc”, por ejemplo, la LLH puede aumentar la
produccién de progesterona en el ovario, la cual a su vez influye en la funcion de otras

celulas (Austin y Short, 1982).
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ANTECEDENTES

Existen pocas investigaciones sobre las funciones de Ia hormona luteinizante en el
ovario de pollo durante el desarrollo embrionario, a diferencia de las realizadas en el

animal adulto.

B! proceso de ovogénesis (la formacidn de nuevas células germinales por
divisines mitéticas de las ovogonias) y los cambios citolégicos subsecuentes en ovocitos
asociados con la profase meittica se han descrito con detalle para muchas especies de
mamiferos. No asi para el ovario de aves. El estudio cuidadosc 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 la ovogénesis ocurre continiamente durante la vida reproductiva del adulto (Franchi,
Mand! y Suckerman, 1962). Es de interés mencionar que en Sphencdon, un reptil
primitivo, las células germinates primordiales entran en la fase de la meiosis brevemente
después de su migracion 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) observd 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 algunos mamiferos,
conejo: Winiwater, 1801; ratén: Borum, 1961; vy en el hombre: Baker, 1963,
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observandose el inicio de la profase meidtica con muchos ovocitos en leptoteno,
zigoéteno y paquiteno . Entre el dia 16avo, 18avo, D'Hollander también observd que en
el pollo, y en otros animales, la fase de dipldteno es muy larga, Unica y caracterizada por
la 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) cuestiond las cobservaciones citoiégicas de
D’Hollander (1904), quien afirmé que los cambios nucleares ocurridos en el ovocite del
embrién de pollo entre el 14avo y 18avo dia de incubacion representa principalmente
sintesis en fase de leptéteno. El también propone gue 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 incubacion; en el dia 20avo, el ovario contiene ovocitos en los estadios:
paquiteno y diploteno. Chno considerd, sin embargo, que en et tiempo de nacimiento,
muchos ovocitos estan en una interfase parecida al estado “dictidteno”, usualmente

considerado ovocito tipico de mamiferos (Hughes, 1963).

Después, Gonzalez-Moran y colaboradores en 1985, realizaron estudios
marfoldgicos, en el ovario 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 nimero de células germinales en el estroma del ovario, indicando que el ovaric de pollo

responde a la hGC.-

Por otra parte, Firket en 1914, observé que muchas células germinales degeneran
entre el 13avo y 15avo dia de incubacién, y propuso que la mayoria, si no todos los
ovocitos, originaimente presentes degeneran, hasta ser remplazados mas tarde por la
profliferacion “definitiva” de células germinales del epitelio germinal. La misma afirmacion

se hizo para especies de mamiferos (rata: Butcher, 1927; Swezy, 1929; ratén: Kingery,
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1917, Allen, 1923; gato' Sneider, 1940; hombre: Swezy y Evans, 1930){citadas en
Hughes, 1963). '

La informacion disponible sugiere, que las gonadotropinas y quiza fos esteroides
gonadales incrementan la division ovogonial y el nimero de ovogenias en algunos peces
adultos o anfibios y reptiles. El control hormonal de la divisién ovogonial puede servir para
sincronizar el nimero ovogonial con la época del ciclo reproductivo de estos vertebrados.
Por otre lado, ninguna de las gonadotropinas, ni tampoco los esteroides gonadales han
mostrade la influencia en la mitosis ovogonial en larvas de lampreas o embriones de
aves. De cualquier modo, fas gonadotropinas o los esteroides gonadales incrementan el
numero de ovogonias y asi mas ovogonias estan disponibles para la diferenciacion de
ovocitos primarios con la egada de la ovogénesis. La cuestion de si el ovecito primario
en la fase de crecimiento es dependiente de las gonadotropinas, ain no se ha resuelto.
La dificutad en resolver este problema puede quiza ser explicado por: 1)Diferencias en
las especies, 2) Pequefios cambios relativos al diametro de los ovocites 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 hipofisectomizados (Tokarz, 1978).

Hay muy poco conocimiente sobre el mecanismo de accién de las gonadotropinas
en embriones de pollo. 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 AMPec, y produccién de testosterona y estradiol. Sin embargo, trabajos
posteriores han indicado que la LH estimula el AMPc y la produccion 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 nimero de receptores hormonales necesarios
para una sensibilidad optima de las células blanco y quizas también por otros factores
como: {a 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 2 la sensibilidad optima de las

células blanco a las gonadotropinas.

Gonzalez Moran (1998} estudié el efecto de la hormona foliculo estimulante (FSH),
en el ovario de pollos recién nacidos, tratados in vivo durante el desarrolio embrionario.
Encontré que las células esteroidogénicas y las células pobremente diferenciadas
responden al tratamiento con FSH al aumentar su nimero. Probablemente ambos tipos
celulares tengan receptores para FSH. También observé un aumento en el nimero de
ovogonias, {as cuales son responsables de un marcade aumento en la poblacion total de
las células germinales en los ovarios de pollo tratados con FSH. Es posible que el
tratamientc con FSH durante el desarmollo embrionario favorezca un adecuado
microambiente para la proliferacion ovogonial y un retraso en el inicic de la profase

meidtica.

Gonzalez, M., y Calderén en el 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 nimero celular de ninguna de sus

poblaciones celulares, perc hay un aumento en su esteroidogénesis.
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En algunos peces, anfibios y reptiles se ha reportado gue las gonadotropinas vy,
quizé los esteroides gonadales, aumentan la division y el nimerc de ovogonias,
(Yamazaki, 1963; Pisano y Burgos, 1971; Licht et al., 1977: Torkaz, 1978). Byskov {1978,
1879) se ha estudiado la regulacion de la meiosis en namiferos y sugieren que el
estradiol retrasa el inicio de la meiosis, proponen que ia diferenciacién ovarica puede
presentar dos patrones diferentes: las células germinales experimentan inmediatamente
i meiosis sin previa produccion 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
drganos 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
desarrollo 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 cualeé
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 Ia gonadotropina mas importante en la

estimulacion y produccion de andrégenos en aves es la LH (Maung y Follett, 1977).

Las gdnadas, 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 vy Rutherford, 1977) y las concentraciones de 17 [ estradiol
{Woods et al, 1981; Woods et ai, 1989).

En el trabajo realizado por Gonzalez y colaboradores en 1994, en el ovario de polio
inmaduro, encontraron que el Forskolin aumenta el nivel del AMPc. También que las
catecolaminas estimulan la actividad de la adenitato ciclasa y promueven la produccion
del AMPc y la acumulacion de progesterona. Ademas el isoproterenol tiene un efecto
estimulaterio en el AMPc y en la produccién de progesterona tan significativamente alta

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

esteroidogénesis en el ovario de polle inmadufo.
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OBJETIVO GENERAL

Conociende que el ovario embrionario de pollo responde al estimulo de la
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 division ovogonial.

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

- Anahizar 1a accion de la LH en la variacion de las distinias fases de la profase
meibtica.

- Analizar la accién de la LH en la degeneracion de céiulas germinales
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MATERIALES Y METODOS

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

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

Al dia 11 de desarrollo de los embricnes, se realizd una ovoscopia para determinar
el grado de desarrollo, Ja viabilidad de los embriones y marcar el limite de la camara de

aire,

Los embriones que se encontrarcn viables y en buenas condiciones de desarrollo
se colocaron, con el eje mayor de manera horizontal, en bases de carton 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
limpraron con una gasa estéril humedecida con alcohol al 70%, una vez limpios los
huevos, se perforaron con una aguja de diseccion en la camara de aire, después se hizo
un orificio triangular en la parte superior del huevo, encontrandose en posicién horizontal,
este orificio se realizd con una segueta de metal, cuidando de perforar sélo el cascarén y
no dafiar las membranas internas. Una vez perforado, se retiré el cascardn y se agregd
suero fisiologico (Solucion de NaCl al 0.9%) sobre la membrana externa, dejandolo
reposar un momento. Con la ayuda de una aguja de diseccion se hizo un pequeno orificio
en la membrana externa y, con la ayuda de un buibo, se succiond a través del orificio
hecho a la camara de aire, para que se separara de la membrana extemna y bajara la
membrana corioalantoidea, junto con el embrién, y evitar asi un derrame sanguineo que
provocara la muerte del embrion. Una vez separada la membrana corioalantoidea de la
membrana externa, se retird ésta con {a ayuda de unas pinzas, al quedar el orificio
completamente libre de residuos de membrana externa, se cubriéd con cinta adhesiva,
igual gue el orificio hecho a ta camara de aire. Los huevos se colocaron nuevamente en la
incubadara y se dejaron transcurrir dos dias. Al dia 13 de incubacién los huevos del lote

control se ies afadid NaCl (0.9%) y al lote experimental se les agregd una dosis de
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hormona luteinizante (elLH -Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.-) en una concentracion de
1 ng/100 pl, agregandose la hormona sobre la membrana corioalantoidea. Las dosis de
hormonas se agregaron er 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 decapitacién. Enseguida, se extrajo el ovario
izquierdo, el cual se colocd en una solucién libre 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 agitd. Posteriormente
se tomé una alicuota para contar el ntimero total de células germinales por ovario, para
posteriormente hacer las observaciones histoldgicas. Se procedio a filtrar con doble gasa
en Jos tubos de vidrio para centrifuga y se centrifugd a 1200 rpm, durante 5 minutos. Se
elimind el sobrenadante; al botén se le afadid Citrato de Sodio al 1%, agitandose 40

minutos a 37°C.

Se centrifugé a 1200 rpm, durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante, se
afiadio 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 centrifugande durante 5 minutos a 1200 rpm,
se descartd el sobrenadante, se resuspendié el boton con fijador frio, se agregaronde 5 a
6 gotas sobre los portaobjetos (técnica de goteo); dichas laminilias 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 histolagicas en el

microscopio optico, se contaron las células germinales: ovogonias (interfase y mitosis) y
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ovocitos, en las distintas fases de la profase meidtica (preleptéteno, leptéteno, cigdteno,
paquiteno y diploteno), asi como las células en degeneracion. 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 sumaren, por un lado ovogonias y por el otro los ovocitos, se obtuvo la
relacion porcentual, ya que se considerd el nimero total de células contadas al 100%,
entonces, el numere 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 aplico 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 tamano, de las
pequefias células somaticas, ademas, el nicleo de las células germinales es grande y
puede ser redondo u ovalado, y contiene proporcionalmente menos cromatina que {a de

{as 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 cromosomas. Los cambios nucleares indican el inicio de la primera profase meidtica,
apareciendo asi los cvacitos, de los cuales se distinguieron diferentes fases de la profase

meidtica:

PreleptSteno: Contienen granulos de cromatina los cuales estan estrechamente
empaquetados en todo el niicleo. Un reticulo fino que sostiene un nimero 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.

Leptoteno: El niicleo 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 la sindpsis.

Paquiteno: Los hilos cromosomales individuales son cortos y grueses, y los bivalentes se

extienden hasta ocupar todo el nicleo.
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Dipléteno: Los cromosomas homélogos se separan y se pueden ver muy bien los

quiasmas.

El conteo celular demostré que los ovarios control y tratado con LH, presentan el
mismo nimero 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 cual 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 las ovogonias en metafase indicando un 2.7% para el control y un
0.5% para el tratado con LH. Tanto el ovario control como el tratade con LH presentan el
mismo nimero de células germinaies, 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 zigdteno, con un ligerc aumento en paquiteno
y finalmente disminuye en a 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, coincidiendc en esta fase con el ovario control, después se
incrementa et porcentaje de células germinales a partir de la fase de paquitenc y

diplétenc de la profase meidtica (Fig. 3).

Por otra parte, las células en degeneracion se reconocieron porque presentaban
trozos de cromatina dentro del nlicleo picnotico y por lo plegado de la membrana nuclear.
En el ovario control encontramos el mayor porcentaje de células germinales en
degeneracion en relacién al ovario tratado con LH (tabla 1), (Fig. 4)..
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OBSERVAMOS OVOGONIAS EN INTERFASE Y OVOCITOS EN ZIGOTENG(A), OVOGONIAS
EN METAFASE (B), OVOCITOS EN PRELEPTOTENG (C),LEPTOTENO (D), PAQUITEND (E), ¥
DIPLOTENO {F).
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Figura 1

Total de células germinates por ovario de pollo recién nacidos, tratados con LH: Los datos
estén representados como la 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, tratado con L.H.
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Tabla 1

Efectp de la Hormona Luteinizante sobre 1as 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 |'69.0+3.4 | 283432 | 2.7+06 39+4.8 156+3.6 | 4.4+09 5.4+0.8 46+05 12.4+2.2
e=0.95 e=1.07 e=101 e=0.18 e=15 e=1.1 e=(}28 e=0.25 e=0.15 e=(0.69
n.s.
tH 8+0.8 92+0.76 7.5+0.8 0.50+0.18 12+2.7 3745 - 46+1.5 16.2+3 222442 5.7+1.1
=025 | e=024*** | e=0.25"+ | 8=0.058"™" | g=() 85*** | o=1568** | =047 e=0.95" | g=q gees e=0.34
L. n.s.

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 nimero total de ovocitos en las distintas fases de la profase meiotica en el
ovario de pollos recién nacidos tratades 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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DISCUSION

Existen pocas evidencias sobre el mecanismo por el cual las hormonas regulan la
proliferacion ovogonial y la regulacion de la profase meiética en las aves, debido a que

estos eventos se realizan durante el desarrollo embrionario (Gonzalez Moran, 1998),

Alguncs trabajos como los de Scaba y colaboradores en 1980, en los que
reportaron un aumento de ovocitos en los ovarios tratados con la combinacién de LH +
FSH y Gonzalez Moran en 1998 encontrd que la FSH propicia la proliferacién ovogonial y
el retraso de la profase meiética en las células germinales del ovario de pollo recién
nacido, fratade en etapa embrionaria, basandose en estos resultados nos propusimos

estudiar el efecto de la Hormona Luteinizante sobre la ovogénesis.

La dosis de LH se administrd en los dias 13, 15 y 17 de edad embrionaria, ya que
en esta etapa del embrién de polio se forma el gje 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 el contec de ovogonias y ovocitos en las distintas fases de la
profase meidtica en comparacion 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 a la LH desde el dia 7
de incubacion con un incremento de testosterona (Rutherford, 1977, Woods y Rutherford,
1977) y la concentracion de 17-B-estradiol en el plasma { Woods et al, 1981). Teng y
colaboradores (1982), demostraron que el ovario de polio de 15 dias de edad
embrionaria tratado con LH estimuld la producciéon de estradiol y de Testosterona.
Mientras que los tratados con FSH presentaron un efecto mas bajo, siendo el ovano
izquierdo mas sensible a la LH y FSH que el ovario derecho. Estos resultados indican

que el avario embricnario responde ala LH.

Se ha reportade que las gonadotropinas y los esteroides gonadales incrementan
la divisidn ovogonial en algunos peces, anfibios y reptiles (Jones, 1978). Gonzalez Moran
en 1998, demostrd que la FSH incrementa la divisién ovogonial en aves, y los resultados
actuales demostraron que la LH detiene la divisién ovogonial, disparando la profase
meidtica. 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 divisidon 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 desarrolto ovarico (Gonzalez, M., y Calderén en 2000). Una respuesta similar se
observa en las células germinales tratadas con LH ya que induce una diferenciacién mas

rapida de las ovogonias a ovocitos primarios.

Sobre los factores que inician la profase meidtica se han trabajado
principalmente en mamiferos, proponiendo que el inicic de la profase meidtica es
dependiente del refe ovari (Byskov.1975) y de la accion 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
produccion previa de estercides, relacionando asi los niveles de estradiol, ya que para el
inicio de Ia meiosis se necesita un bajo contenido de estradiol, o el retraso de la meiosis
acompafiada por la secrecion de esteroides y de las substancias preventivas de la

meiosis.

Los resultados demostraron que ia LH acelera el inicio de la profase meidtica,
posiblemente por cambios a nivel de hormonas esteroides y/o otros factores gue pueden
actuar sobre las células germinales, posiblemente se inhibe ia 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, demostrd que la hCG en
el ovario de pollos recién nacidos induce una disminucion de células en degeneracion en
la médula ovarica. En el presente trabajo se encontré que {a LH al inducir la entrada de
ovogonias a la profase meidlica, también disminuye el namero de células germinales en

degeneracion en comparacion a los ovarios controles.

Con base a estos resultados se pude afirmar que fa LH y FSH presentan

efectos diferenciales sobre la ovogénesis.
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Conclusion

Se concluye que ta administracion de Hormona Luteinizante
durante el desarrollo embrionario, propicia un microambiente adecuado
para detener la divisién mitética de las ovogonias e inducir una
diferenciaciéon mas rdpida de las ovogonias a ovocitos primarios,
favoreciendo asi, a las células germinales para entrar a la profase

meidtica.
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