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Resumen Abstract 

En trabajos previos hemos demostrado 
la relación entre las fibras y terminaciones ner-
viosas y las célülas intersticiales (células pro-
ductoras de estrógenos) en el ovario derecho 
atrófico y la médula del ovario izquierdo 
funcionante, in ovo. Además la producción 
local de neurotrofinas por la células 
esteroidogénicas está probablemente compro-
metida en el control de la inervación ovárica. 
El objetivo del presente estudio fue analizar 
ultraestructuralmente la inervación durante la 
diferenciación del ovario del embrión de pollo 
cultivado con 17- 13- estradiol. Explantos de 
ovarios derechos e izquierdos de 7 a 19 días de 
desarrollo in ovo fueron cultivados separada-
mente por cuatro días en MEM (controles) o 
en presencia de 17- 13- estradiol (problemas) 
En los controles,con microscopía electrónica, 
el examen de la inervación de los explantos de 
los ovarios de embrión de pollo reveló que las 
células intersticiales están bien inervadas. Fi-
bras y terminaciones nerviosas fueron obser-
vadas en íntimo contacto con las células pro-
ductoras de esteroides, una estructura similar a 
la encontrada en la inervación de aquellos ova-
rios de quince días del desarrollo ¡u ovo. Los 
cultivos problemas de 7 días cultivados por 
cuatro días mostraron fibras y terminaciones 
nerviosas a diferencias del control. Estos re-
sultados in vitro sugieren que la inervación de 
los ovarios es controlada por mecanismos in-
directos por vía del sistema hipotálamo-
hipofisario y de la producción de factores lo-
cales. Más experimentos son necesarios para 
confirmar estos resultados. 

Palabras claves: Ultraestructura - Cé-
lulas Intersticiales- Inervación - Ovario —Em-
brión-Pollo- In vitro -estradiol. 

In a previous work we demonstrated the 
relationship between nerve fibers and nerve 
endings and interstitial cells (estrogen-produc-
ing cells) from the atrophic right ovary and the 
medulla in the left functioning ovary during 
embryogenesis in the chick, ¡u ovo. Besides, the 
local production of neurotrophins by ste-
roidogenic cells is probably involved in the con-
trol of ovarian innervation. The objective of the 
present study was to analyze ultrastructurally 
the innervation during the diffcrentiation of 
chick ovary cultured with 17- 13 -estradiol. Ex-
plants of right and teft ovaries from seven to 
nineteen days in ovo development were cul-
tured separately for 4 days in MEM (controls) 
or in the presence of 17- II -estradiol (problems). 
In controls the electron microscopic examina-
tion of the innervation explants from chick cm-
bryo ovaries revealed that the interstitial cells 
are well innervated. Nerve fibres and nervecnd-
ings were observed in close contact with ste-
roid-producing cells, a similar pattern of inner-
vation that those of the fifteen days ovaries in 

ovo det'elopinent. Problems cultured from seven 
days showed nerve fibres and nerve endings at 
difference to controls. These results ¡o vitro 
suggest that innervation of the ovaries is 
controled by indirect mechanism via the hypo-
thalamic-pituitary system and local production 
factors. More experiments are necessary to con-
firm this results. 

Key words: Ultrastructure - Interstitial 
Cells- Innervation - Chick ernbryo ovary- In 
vitro -estradiol. 
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Introducción 

En el control del funcionamiento del 
ovario participan importantes factores (6,7,13): 
1- externos: las hormonas a través del eje 
hipotálamo-hipófisis-gonadal (hypothalamic-
pituitary-gonadal axis) 2- internos : la 
inervación que regula la actividad hormonal y 
ovulación del ovario, fundamentalmente 
adrenérgica. (12,13,14,16,17,18) Receptores 
de catecolaminas existen en los vasos sanguí-
neos y las estructuras endocrinas del ovario 
Se conoce que la estero idogénesi s es contro-
lada no solamente por las gonadotrofinas 
pituitarias sino también por la acción de ner-
vios de los ovarios. (10,19) 

Por otro lado se sugiere la participa-
ción de los nervios adrenérgicos sobre el desa-
rrollo folicular de ovarios.( 17,19) 

Se conoce también que las neurotrofi-
nas, entre ellas los factores de crecimiento 
nervioso ( NGFR) , factor neurotrófico deriva-
do del cerebro (brain-derived nurotrophic fac-
tor BDNF), neurotrofina —4 (NT-4) 
neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofinas 4/5( NT-
4/5) no sólo promueven la sobrevida neurona¡ 
y su diferenciación sino que actuarían sobre 
células no neuronales como son las endocrinas 
de ovario. (20) Además las neurotrofinas se 
encuentran presente durante el desarrollo de 
ovario siendo producidas por células 
esteroidogénicas. (15) 

Nosotros en trabajos previos demostra-
mos que las células epiteliales y germinales del 
ovario derecho (atrófico) y las de la médula 
del ovario izquierdo (funcionante) sufren re-
gresión. (3,4,22,23) Sin embargo, las células 
intersticiales (CI) productoras de hormonas 
esteroideas se preservan. Normalmente las Cl 
se encontraron en la región central de los ova-
rios de embriones de 7 días de desarrollo in 
OVO. (1) Ultraestructuralmente las mismas se 
reconocen por su típicos organoides : SER, 
aparato de Golgi, mitocondrias con crestas 
tubulares y abundantes vacuolas lipídicas. 

Cuando cultivamos explantos de ova-
rios en presencia de LH y HCG observamos 
que las mismas exacerbaron sus organoides 
involucrados en la producción de hormonas 
esteroideas. (2) 

Además describimos fibras y termina-
ciones nerviosas cercanas a las mismas recién  

a partir de los 15 días del desarrollo in ovo. 
Por otra parte cuando cultivamos explantos de 
ovarios de embriones de pollo y los estudia-
mos a nivel ultraestructural observamos que 
las terminaciones nerviosas cercanas a las cé-
lulas intersticiales aparecían de acuerdo al pa-
trón in ovo. Por ello nos propusimos estudiar 
el efecto del 17 -estradiol in vitro y observar 
e] momento de aparición del las fibras y termi-
naciones nerviosas. 

Así pues, dado los escasos datos biblio-
gráficos sobre el efecto de las hormonas 
esteroideas sobre la fibras y terminaciones 
nerviosas durante el desarrollo embrionario nos 
propusimos estudiar la conducta ultraestructural 
de la inervación de las células intersticiales cul-
tivados con 17 í3-estradiol durante la 
difrenciación de ovarios de embrión de pollo. 

Material y Métodos 

Explantos de ovarios izquierdo y dere-
cho de 14 embriones de pollo de 7 a 19 días de 
desarrollo in ovo de raza Cobb's White Rock 
fueron cultivados por separado durante 4 días 
en: 1- Medio básico (control): minirnun 
essential medium (MEM-GIBCO) con 10171,  de 
suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y  5 
ug/ml de estreptomicina y  1% de L-glutamina, 
medio básico. 2- Medio básico con el agrega-
do de 17-13- estradiol (1 m,-/ml), (problemas). 
Cada ovario fue seccionado en trozos de 2 a 3 
mm de diámetro, lo que permitió realizar 
aproximadamente 30 cultivos de cada ovario. 
Posteriormente se procesaron para su estudio 
ultraestructural (24) 

Los explantos de ovarios controles y 
problemas se fijaron, separadamente, por in-
mersión en una mezcla de glutaraldehido al 2,5 
% y formaldehido al 0,5% , con buffer 
cacodilato de sodio 0,2 M a pH 7,4, con C12 de 
Ca al 0,05 %, durante 2 horas a temperatura 
ambiente. 

Luego de esta primera fijación, el ma-
terial lavado en buffer cacodilato, se postfijó 
en tetróxido de osmio al 1 %en buffer cacodilato 
0,1 M por 2 horas a temperatura ambiente. A 
continuación se procedió a la deshidratación 
del material en concentraciones crecientes de 
acetona. El material deshidratado fue incluido 
en resinas epóxicas ( Araldita) 
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Los cortes se realizaron con un 
micrótomo Porter B lum MT 1. Se contrastaron 
con acetato de uranilo (solución alcohólica sa-
turada) durante 60 segundos y con citrato de 
plomo alcalino por 130 segundos. 

Estos cortes se observaron y fotografia-
ron en un microscopio Siemens Elmiskop 101 
a magnificaciones que oscilaron entre 2.000 y 
20.000 aumentos, a una aceleración de 80Kv.  

los ovarios de 7 días de desarrollo cultivados 
durante 4 días. El presente estadio correspon-
de al de los 11 días del desarrollo in ovo. Esca-
sas células de Schwann fueron encontradas ro-
deando a los axones en estos explantos. 

Las terminaciones nerviosas contenían 
mitocondrias, microtúhulos y pequeñas y me-
dianas vesículas, algunas con un contenido 
electrodenso. (Fig 3) 

Se realizaron cortes (guesos) de 1 mm Las células intersticiales agrupadas se 
de espesor,del mismo material los que fueron observaron en los explantos de 11 días de de- 
coloreadas con Azul de toluidina al 1 e/  en sarrollo cultivados durante cuatro días. Los 
solución acuosa de bórax al 1% sobre platina 
calentada a 70°C y observados con el micros-
copio de luz, para obtener una orientación 
topográfica de las distintas estructuras. Algu-
nos de ellos se fotografiaron en un microsco-
pio Carl Zeiss standard.. 

Resultados 

Los ovarios fueron extraidos de cuatro 
grupos experimentales : 1- ovarios de embrio-
nes de 7 días de desarrollo in ovo, 2- ovarios 
de embriones de 11 días de desarrollo in ovo, 
3- ovarios de embriones de 15 días de desarro-
llo in ovo y  4-ovarios de embriones de 19 días 
de desarrollo in ovo 

Controles: En ambos ovarios las célu-
las intersticiales agupadas o aisladas y la apa-
rición de fibras y terminaciones nerviosas fue-
ron observadas en los explantos de ovarios de 
11 días cultivados durante cuatro días y de 
manera similar a las descriptas en la edad de 
15 días del desarrollo in ovo. Las células 
intersticiales agrupadas se observaron en los 
explantos de 11 días de desarrollo cultivados 
durante cuatro días. (Fig 1, 2) 

Los axones poseían numerosos 
microfilamentos y se encontraban rodeados por 
células de Schwann. 

Los explantos de los estadios de 15 y 
19 dias no mostraron modificaciones en com-
paración a los encontrados en los estudios in 
ovo. 

Problemas : Se observaron tanto en la 
gónada derecha y en la médula del ovario iz-
quierdo fibras y terminaciones nerviosas en 
íntimo contacto con las células intersticiales 
productoras de esteroides, que aparecieron en  

axones poseían numerosos microfilamentos y 
se encontraban rodeados por células de 
Schwann. 

Los explantos de los estadios de 15 y 
19 dias no mostraron modificaciones en com-
paración a los encontrados en los estudios con-
troles. 

Discusión 

Las gónadas de embriones producen y 
secretan hormonas esteroideas que inducen la 
diferenciación sexual secundaria en diferentes 
especies. 

En los ovarios de embriones de pollo se 
demostró in ovo e in vitro la producción de 
estrógenos, testosterona y progesterona por las 
células intersticiales. (1) 

Los estrógenos podrían ser responsables 
de la evolución del ovario izquierdo 
funcionante . Gasc (II) demostró la presencia 
de receptores estrogénicos en el epitelio 
germinativo del ovario izquierdo y no en el 
derecho. 

El ovario derecho del embrión de pollo 
no evoluciona y por el contrario se atrofia. 

De esta manera el ovario izquierdo al 
poseer receptores estrogénicos en el epitelio 
germinativo evolucionaría en tanto el derecho 
involuciona. 

Sin embargo las células intersticiales 
productoras de esteroides y las fibras y termi-
naciones nerviosas se preservan en ambos ova-
rios. (5) 

Se COnOCe que las células intersticiales 
producen hormonas esteroideas (estrógenos, 
progesterona) en las gónadas de embriones de 

Rcv. I'ac. Gene. Méd Córdoba 58 (1): 49-55 - 2001 



52 RODOLFO AVILA Y COL. 

!.- 1 
- 

- 1 

4 1
• 
 

IT 

,
4j1 

42 

-- :2 

! 

•$ --:- - 

.. 

' 

f 
2 

jt, 
 

-. -!-- -- 



INERVACIÓN DEL OVARIO CULTIVADO CON 17-ji -ESTRADIOL 53 

Figura 1 :Médula del ovario izquierdo de embrión de pollo de 7 días de desarrollo cultivado 
durante cuatro días sin hormoma (Control). Corte grueso ,Ovocitos (cabeza de flecha) Célu-
las intersticiales (asterisco). Azul de Toluidina .450 X. 

Figura 2 :Médula de ovario izquierdo de embrión de pollo de 7 días de desarrollo cultivado 
durante cuatro días sin hormona (Control). Microscopía electrónica. Células intersticiales 
(asterisco). 6.000 X. 

Figura3: Ovarios derecho de 7 días de desarrollo cultivado durante cuatro días con con 17-B-
estradiol (Problema). Microscopía electrónica. Ovocito (cabeza de flecha) . Citoplasma de 
una célula intersticial (asterisco). Fibras y terminación nerviosas (estrellas). Núcleo de una 
célula de Schwann (flecha blanca). 20.000 X. 

distintas especies. (21) Su aparicion en la es-
tructura de los ovarios de embriones de pollo 
se establece a partir de los 15 días. Posterior-
mente a dicha edad se observa que las mismas 
se encuentran asociadas a fibras y terminacio-
nes nerviosas de tipo adrenérgicas.(1,5) 

En el presente trabajo nosotros encon-
tramos terminaciones nerviosas en los explantos 
de ovarios de siete días cultivados durante cua-
tro días. De esta manera detectamos en un es-
tadio anterior a los 15 días encontradas in ovo. 

En las terminaciones observamos dos 
tipos de vesículas con y sin contenido 
electrodenso. Dahal ( 8) describió en gallinas 
adultas dos tipos de terminaciones y fibras ner-
viosas. Unas que poseían vesículas con un 
contenido electrodenso identificando a las ter-
minaciones de tipo adrenérgicas y otras que no 
poseían en su interior ninguna materia adjudi-
cándole funciones colinérgicas. 

Nosotros consideramos que las termi-
naciones nerviosas participarían en la diferen-
ciación de las células esteroideas productoras 
de estrógenos ya que la aparición de las mis-
mas es coincidente con la presencia de las ter-
minaciones y fibras nerviosas. (26) 

No obstante, los resultados sobre la re-
lación de la simpactectomía y el nivel de pro-
ducción de estrógenos por el ovario es contra-
dictorio. (9,10) Además Shinohara y col.. (25) 
comprobaron que la admisnistración de 
dietilbestrol, un potente estrógeno sintético, 
disminuye el número de receptores estrogénicos 
en neuronas de ganglios celíacos de ratas que 
inervan el ovario. 

Pocos experimentos en embriones fue-
ron realizados analizando el efecto de los 
estrógenos sobre las fibras y terminaciones 
nerviosa y su relación con las células produc-
toras de esteroides. (14) 

De acuerdo a nuestros resultados preli-
minares los estrógenos actuarían induciendo la 
aparición de fibras y terminaciones nerviosas 
durante el desarrollo embrionario. 

Sin embargo su acción sería a través de 
la producción de factores neurotróficos produ-
cidos por las células intersticiales que poseían 
exacerbados sus organoides. 

De acuerdo a nuestros resultados in vitro 
sugerimos que la inervación de los ovarios de 
embrión de pollo está controlada por mecanis-
mos indirectos por medio las hormonas a tra-
vés del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal y por 
factores locales. Más experimentos son nece-
sarios para confirmar estos resultados. 
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