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CARACTERISTICAS ENDOCRINAS DE LAS CELULAS FOLICULARES

DEL OVARIO DE AVES EN CULTIVO.

INTRODUCEION

ASFECTOS GENERALES.

Er la mavoria de las aves el dessecrollo del tracto
genital es ssimetrico v normalmente solo maduran el ovario vy
el oviducto del lado izguierdo (Folleb, 1984). Bl ovario
funcional de la gallina doméstica se encuentra situado en el
lado izguierdo del cuerpo, en el extremo cefalico del rition
Yy S8 une a la pared corporal por el ligamento mesovarico

(Sturkiey, 197&6).

La morfologia del ovario mmdurh en las aves depende de
los ciclos reproductivos de cada ecpecile; en gengral no
contiliens ovogontas yva gue en las aves la ovogenesils se
completa antes del nacimiento vy pueden gbservarse ovoclitos
previtelogenicos, viltlelogenicos o atresicos. Los foliculos
ovéaricos se encuenbran 1nmersos en el estroma gque, en la
gallina, estad constituido por una red de tejido conectivo
que contiene lagunas de gran tamalioc y una enorme cantidad de

vasos sangulneos y fibras nerviosas (Dodd, 1977).

En las gallinas sexuvalmente madwras, los foliculos

alecanzan wun drametro aproximado de 40 mo antes de 1a



ovulacionyg el

acumilacion de vitelo, provooa
la superticie del ovario v

pedinculo.

Fapldo crecamiento,
que

taral mente

producido por la

el ovocito sobresalga de

se desarrolle un

Los foliculos precovalatorios del ovario de aves no
iaduerarn sincronicamente, sing gue se establece wna
graduacién del desarrollo gue se conous como Jerargul a
folicul ar segun la cual el foliculo de mavor tamafio es el
destinado a liberar &l ovecito.

Lé liberacaion del dvalo se produace por la ruptuwra de la

membirana talicular a mivel del

relabilvamente avascul ar

pedidnculo folicala en la que se
foliculo debido & La auvsancya e

19780 .

Regole 1929 Brambell chservd

foliculos previtelogenicos en el
alocariear

atresia antes

Eelilgmea,

localizada en

W area

el polo opuesto del
acler b ez a

La pared del

tejido conectivo (Sturkie,

gue una gran cantidad de
ovar o de la galling sutren

cle un cdrametro de 400 mleras.,
Bparentensnte, el destino de tales foliculos depende
del grado de desaorollo gue hallan alcanzado al tnlciarse 1a
atresiay los mas pequaelos son reabsorbidos 1n z1te, otros
puedsn romperse v Liberar su cantenido en las lagunas deal

(el dete bus

elimnado por fagooi tos vy
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leuwcocitos) , mientras gque el verdadero cCuerpo atrésioo se
forma cuande tas celulas del gpartelio folicular invaden y

tagocitan al ovocito en desarrollo (Brambell, 19560 .

En las aves, los folicutlos postovulatorios no se

trarstorinan sr wna sty ot actividad endoaorina
weme jante al cusrpo lubeo de los omand feros (Wyburn vy cols.,

1964) . Actualmente se aceplta que las estructuras

postoval atorias son transitorias v desaparecen

aproxitmadamente 10-14 dias despuss de la ovalaciron (Dodd,

1947 «

Sim o embeargo, losg ftoliowlos postoval atorios mantl enen

cierta capacidad e

=}

erordogent ca durante las 24 horas
siguientes a la ovulacion (Armstrong y cols., L1977) vy su
extirpacion intertiere con & oviposicion (Gilbert, Davideon
y Wells, 1978 v modifirca la conducta de anitdacion (Follet,

19840 .

HISTOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA

La capa externa del ovocito se denomina memnbrana
vitelina v s una ldamina tibrosa rodeasda por la zona
radiada, cuyo espesor es de 5 omicoras (Wybarn vy caols., 1965;
ver Figura 1. Inmedlatamente se encuentra la sone pelucida

o menbrana perivitelina, posiblemsnte secretada por las

celulas e la oranulosa (celunlas tolilonlares) gue



constituyen el epitelio que rodea al ovocito (Bellairs,

192&65) .

El epartelio folicular consta de una sola capa de
celulas cubmdales en los foliculos mas pequertos v oen los de
fayor tamario, mientras que el eprltelio que rodea ovocitos de
tamafio intermecdio O04-4 mm) Liens una aparrlencla columnar

seudoestratiticada (Bellairs, 1965, Las celulas del

epitelio faolicular ti1enen una superticle lisa interrumplda
pror Tonas en gue se localizan proyecclrones de una celula a

atra v hacia la membrana vitelinsa (Figwra 103 en dichas
ponas se observan especlalizaciones de la membrana 1lamadas
transosomas, que podrian estar ascociadas con la formacidn de

viteloa (MHodges,1974).

Er 1971, Dahl reportd que las céelulas de la granulosa
s asoclan entre sl oy con el ovacito & traves de desmosomas.

Este mismo autaor estudio el efecto de inyveEcclones

intramuscul ares sucesivas de estradiol vy progesterona sobre

las caracteristicas wlbrapstructuwrales de la granulosa, vy
observd un alargamiento celular v un aumento en el tamafio

del aparato de Golagr, en el nomero de mtocondrias voen la

superficie del reticulo endoplasmico rugoso (Dahl, 1971b).

Mas recrentemente se han observado cambios en la
ultrasstruactura de las celulas de la granulosa, asoclados

con la sintesr s de estorordes, anbes vy despues de la



aovulaciaon. Estos cambilios incluyen la aparicion de crestas
tubul ares, la elongacron vy awnento en el nuamero de las
crestas lamelares de la mitocondria v la distribucion de
pequetos compleios de Golgl dispersos en todo el citoplasmea,
aproximadamente una hora antes de la ovulaciaon (Kohsaka e
Ishida, 1980). lLas crestas tubulares desaparecen durante las
cinco horas posteriores a la ovalacion, mientras gque las
crestas lamelares disminuyen y el aparato de Golglr se
recrganiza durante un periodo de 500 horas despuegs de la

ovulacian (Hohsaka e lshida, 1980).

Degun Bellairs (1760) la membrana basal que separa a
las celulas de la granulosa de las tecales es de

aprodimadamente WNa micra de espesor.

La teca i1nterna es una capa celular compacta derivadea
dezl tejido conectivo del estrona, en la gue pusden
identificarse Lres regrones: ura 1nterna, constitulda por
fibras de colé&gens, una intermedia de fibroblastos, vy una
externa comnpuesta por celulas vacuoladas, gue posiblemente
constituyen la glandula tecal (Dodd, 19773 Wybwn v cols.,

19635) .

La teca externa constituye la mayor parte de la pared
folicul ar (Hodges, 1974) v en ella se observan fibroblastos
1nmersos en fibras de colagena, rodeadaos por uwna capsul a de

tejido conectiva y masculo 1160,



A pesar de que los estudios de la histologlia del ovario
de la gallina domestica han permitido aseqgurar la presencia
de musculo l1iso en la pared folicular, edisten desacuerdos
en cuanto & sw distribucion. BEn la decadsa de los afios 205 se
pensaba que el estigma de los tolilcwlos preovalatorios
estaba compuesto principalmente por fibras de musculo lisos
posteriormente se describrio una envoltura muscul ar
originada en el pedanculo folicular, gue cubria el
hemisterio proximal del misma. EBEn dicha envoltura las
celulas muscwlares se orltentan en forma radial,
meridionalmente (Schroeder & Talbot, 1989). De acuerdo con
los estudios fisioldgicos (Soliman & Walker, 1976) v de
ultrasstructuwra, parece ser que las aves paseen un sistema
tecal contractil cowmplementado por ousculo liso

extrafolicular necesarlo para edpulsar ovocltos de gran

tamatico (Schroeder % Talbot, 15€
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Figura 1. Esquema que muestra las prolonga-
ciones de la superficie apical del
epitelio folicular hacia el ovocito,
la membrana vitelina (v), la zona
radiada (zr) vy los transosomas (T).
Tomada de Fress (1964).



Finalmente, el ovario esta cublerto por el epitelio
germinaly este epitelio esta constitwido por una monocapa de
celulas cuboildales v tiene un espesor de 9 mcoras. En
agquellas zonas en que el rapido crecimiento del ovocito
ejerce presion sobre el epirtelia, las celulas se aplanan

adquiriendo una torma escamosa en los foliculos maduros.

For debajo del epitelio germinal hay una capa de tejido

conectivo que constituye la turmoca albuginea, que a su ves
rodea al estroma ovariocao, de aspecto esponjosc. En el

estroma, se encuentran incluldos acumelos de células

intersticilales con aspecto poligonal v numerosas inclusiones

de liprdos en su crtoplasmay Marbaitz vy de Robertis (1968)
han propuesto gue dichas celulas e derivan de la médula del

Gvarlo embrionarlo.

ESTEROIDES DEL OVARID

Ern el ovario de la gallina domegstica las reacciones
Nistoquimicas que rndican una funcion esterordogenica
difieren cualitativamente entyre amimales con ciclos de
oviposicion regulares v los que se encuentran en periodo de
muda. Aparentemente en las gallinas ponecdoras la
esteroldoganests se realiza en las celuwlas tecales v de la
granulosa; en las no ponedoras esta runcron se rexliza en la

teca v el estroma, siendo sus productos principales



androstenediona (94%) , testosterona (&%) vy 1'?/‘6-—&55tre3c1101

(40%) W

Estas cbservaoiones fueron realizadas por Foucek vy
Savard (1970) en rebanadas de teljido ovarico (de 0.5 mm de
espesor) incubadas con acetato-1-Cr**. De acuerdo con sus
resultadas, las gallinas ponedoras sintetizan cantidades
equivalentes de progesterana, andragenos y @strogenos,

racha sxnbetizan una

mientras gque las gallinas en periodo o

grran  proponT ol e cle esterolaes anche o CHER Y S .

B general y los productos principales de la actividad

ica acdullta son

erndocrins del oveario de la oallbina dome
progesterona, teshosterona v estrogenos. BEn 1971, Gilbert

propuso gque los distintos tipos celulares del toliculo

ap ol s

secreban esthos e dee la s L e te maneras las

celualas inbwersticilales del estrons, adrogenos: las células
tecales, estrogenos v Jas celulas de la aranulosa del
foliculo postovalatorio, progesterona (Hodges, 19%74).

Desde 19785, Shahaboe, Morton vy Malbandov estuadiaron 1a
postiilidad de gque solasente los soliculos mas desarrollados
en la Jerargula intervimeran eén la retroalimentecaon del
@3 Mipotalamo-hipofisiario para reoalar la liberacion de

las hormonas ovualatorias coomadotropinas) en la gallina

domestlca.



o tarno a estas 1deas swrgleron problemas de aran
inter ecs en el campo, bales como: &) ediste realmente una
diferencia en la actividad endoorina de los diferentes tipos
celulares del follculo?, b)) cuales son los mecansmos de
sintesis de esterordes?, ) existe una regul acion
intrafolicular de la sintesi1s de esteroides?,y d) gue

tunciron desemperian 1os productos de secrecion del oveario en

la regulaciron de la hipotisisy.
e acuerdo con los estudios de Huang v Nalbandaov

(197%a) las celulas de la granulossa del ovario de 1a
gallina, alsladas de tolicuwlos pre o postovulatorios,
sintetilsan espontaneamente orandes cantidades de
progesterona vy my poca testosterona. HSin embargo, las

gonadotropinas endogenas solo arectan la sintesis de

progesterona en las celulas de los toliculos preovulatorios
maduras.

AL estudiar la esteroidogenesis en el segundo v el
tercer follicuwlo de la jerargquita, bHhahabil y cols. (1975
ohservaron que la producciron de testosterona y estrdgenos
era mayor que en los primeros folioculos de la secuencila; la
sintesls de dichos esteroldes es estimal ada al administrar

hormona luteinizante (LM .

Dadda la posibilidad de una interacciron entre la tuncion

endoacrina oo los diferontes tipos celulares de la pared
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aves tpartloularmente o la gallina

tolicwuio Oovarico de | as
domestloa) represanta un S18Tema relatl vamente sencillo de
esterordogenests en el gue la granulosa es el praincipal

faraduc tor de Pprogesterona vy o La 2% la wilca ruente de

andragenos v o estrogenos (Marrone %@ Hertelendy, 1983&).
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[ GONADOTROPINAS i
V¢ \"4 i
COLESTEROL AMP,

l CELULAS DE LA -
l GRANULOSA

PROGESTERONA 5 TESTOSTERONA

[GONADOTROPINAS |
vy Y |
AMP, !

PROGESTERW
N 2
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CELULAS f
DE LA

TECA

ESTROGENO

Figura 2. Modelo de la sintesis compartamen—
talizada de esteroides en el ovario de
aves. Se indica la produccidn secundaria
de testosterona en las ceélulas de la
granulosa, y la utilizacidn de la pro-
gesterona como precursor de estrdagenos
en las celulas tecales. Tomada de Huang
y cols. (1979).
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IMaor esta razaon, el estudio de los cambios en la
capacidad de responder a gonadotropinas en las celulas de la
granulosa, asi como la dependencia de la disponibilidad de
los precursores de la esteéroldogenensls en cada
compartimiento del foliculo en tuncion de la meadures
folicular han si1do obleto de numesrosos trabajos en afios

recientes.,

For obtra parte parecs

= Que contorme los toliculos
del oveario de la gallina madwran, la actividad enzimatica
asocliada con la estercirdogenensis disminuye en las células
tecales v aumenta progresivamenta en las de la gramulosa
(Fallet, 1994) lo cual explicaria gue en los toliculos
madwros sea mucho mayor la produccron de progesterona que La

de los obtros esteroldes seduales.

Le progesterons es el tactor praincipal en la
retroalimentacion positiva que decsencadena la& liberacion de
hormona lateitnizante (LH) en la gallina (Tanaka y kEamiyoshu,
1980y Lo gue explica gque Su secrecloan estuviese continada &
los foliculos maduros. Seqgun Follet (1984), el cambico en la
actividad endocrina del ovario se retlejla en una
modificacion de los miveles plasmaticos de esteroldes. La
vitelogenesis es un proceso dependirente de estrogenos por Lo
que dichos esteroldes se requieren mucho antes de 1a

ovul acidn.

13



Se ha observado que la concentraciron folicular de
ecsteroldes cambla duwrante la tase de crecimiento folicular.

Segun Armetrong (1762) este camblo puede deberse &

variacirones en la estimulacron por gonadotroplinas, ya sea
por alteraciones en el flu)o sanguineo de cada uno de los
toliculos o por cambxl os en @] nanero o el tipo de receptores

a gonadotropinas: la consecuencla de tales varlaciones e
retvlela en cambros en la actividad enzimatica de las celulas

esteroldogemnicas & lo largoe del desasrrollo.

Mas aun, la actividad de la 3 -~Fidroxnt—- A% esterolde
deshidrogenasa es madima en los foliculos mas grandes de la

Jerargutia (armstrong, 1980 .

Sin embargo, los estudios de Marrone y Hertelendy
(19823&) indicearn gue las celulas de la granulosa de toliculos

1nmaduros pueden convertir el 1007 de la pregrnenolona en
progesterona lo cusl suglere que el camblo en la producclon
de esta horoona contorae maduwran los tollcocuwlos es el
resultado de un aumento progresivo en la sensibilidad a
gonadotropilnas, posiblemente debildo a la adguisicion de

receptoras a LH, mas gue a algun cambio en la capactdead

sintéetica. En cambio, en las celulas de la teca se observa
wna perdida de actividad de la aromatasa asi como eén la

sensibilidad & LH, asocadas con la maduraciron de los

toliculos precovul atorios (Marrone y Hertelendy, 1983a v b).
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El principal androgeno producido por las celulas de la
teca es la androstenediona (Llewelyn, 197813 Marrone y

Hertelendy, 1983b).

Segurn Marrone y Hertelendy (1983h) la progesterona
producida por las celwlas de la granwlosa, en respuesta a la
estimulacion con gonadotropinas, es metabolizada por la teca
a androstenediona, 17-hdraaprogesterona, testosterona vy
estrogenus; si1n embargo, las celulas tecales srsladas pueden
producilr pequelfas cantidades de progesterona en repuesta a
LM, v la granulosa puede convertir progesterona en

androstenediona en +orma Secuncarr i a.

Ern el toliculo postovalatorio la hormona principal es
la progesterona, tanlto en las celulas de la granulosa como
en las tecales (Dick v cols., 19785 ediste tambien cierta
cantidad de androstenediona y testosterona en ambos tipos
celulares 1 a & horas despues de la ovalacion, pero =1
contenido de estas hormonas &$ muy varitable. Los estrogenos,
en camblio, aumentan de manera clara aungue transitoria entre

las 20 v las 2/ horas despugs de la ovulacidon.

Dick v cols. (1978) ovservaran wia disminucion en el
contenitdo de progesterona en las celulas de toliculos
postovil atorios durante las primeras 19 horas despues de la
ovulacion vy asoclraron esta digmnucion con el cambio en la

actividad de la enzima 3 /S----hictlr‘m: 1= AP-asterolde

15



deshidraogenasa repartado por Armstrong vy cols (1977), debido
a que las celulas se mantenian viables hasta por O dias y

por tanto los cambilos en la produccilron de progesterons no

podrian atribuirse a muerte celul ar.

CICLO OVULATORIO.

Debido & gue la sintesis de vitelo es un proceso

energeticamente costoso, el numero de toliculos en la
Jerargquia, el tamafio de cada tolicwlo en relacilon &l peso

carporal v los intervalos entre ovuLaclones sucesivas Varla

segun la especie y depende de las adaptaciones ecologicas de
las aves (Follet, 1%84). Muchas especres domesticas ovulan
diariamente dwante varlos dlas COnsSecutivos; sha Setuencl &

se i1nterrumpe dwrante wio o mas dias antes de reirniclar el

ciclo (Stwkie, 197&).

Drferentes autores han mostrado gue ediste una relacon
entre la ovulacion vy la oviposicion (sturkie, 1978). En la

gallina la ovulacion ocurre de 1% & 75 mrnutos despues de la
oviposicron (Follet, 1984 v el ci1clo ovulatorio completo

dura apro<imadamente 24 hrs.,

L.av varriaciron de los navel

hormonal es en el plasma de
la gallina domestica & lo largo del caclo ovulatorio incluye
un prLeo de LH de & a @ horas antes de la ovulacion (lanaka vy

Famiyoshu, 1280); algunos autores han reportado que este

16



mavel maximo ocurre de 4 oa 6 horas antes de la ovalacion

(Wilson v Sharp, 197353 Fwrr oy cols., 1973, Los nlveles mas
altos de testosterona parecen colncidir o precedsrs

ligeramente & este piroco de LH (Btohes y Cunningham, 19773

Willrams v Sharp, 1974, (Frg.ad).

La progesteronsa @X0gena provoca i aumento en los
niveles de LH (Wilson y Sharp, 19750, Honney v cols. (1%74)
hean propussto que el efecto regulador de la progesterona se
produce a nivel hipotalamico, Lo cual esta de acuerdo con
log edperimentos de Ralph v Fraps (1%60) en 1os que la
inyesclon de pegquenas cantdades de progesterona en la
reglon preoptilos del hipotalano provoca la ovalacion
prematura, mentras que al aplicarla &n hipofisis no se

observa eteclto.

La hipotesis mas aceptada de la regulacion del piroco
ovulatorio de LH es que La progesterona actus sobre el
s1stema hipotalamo-hipotisis, sensibllizado por estrogenos vy
progesterona, provocando i maximo en la liberacion de LM

del cual depende la ovalacran (sharp, 1961).

Foan mo exaste acuerdo acerca de las fluctuacrones de
estrogenos a lo largo del ciclo, pero algunos autores
reportan Wi plroco preovalatorio cas: simul taneo al de LH
(Tanaka vy Eamiyoshu, 1980 v obtros aceptan ademas un aumento

poster-ior a la ovualacion (Follet, 1964). Sin embargo, segun

17



Etches v Cunningham (1977) 1os camblos en las

concentracilones plasmaticas de testosterons son 1mageness
especul ares de los camblos en estradiol durante el ciclo
ovilatorio de la gallina (Fig. 2.

El orecimiento de Los toliocuwlos del ovario se produce
como respuesta a la libsracion de hormorns
foliculogstimalante (FSH) v de LH; la admimistracion de

estas hormonas en el anitmal integro evita la jerarquia vy

proaduce ovulaciones mdtaples (Upel y Malbandov, 196la vy b,

Existen pocos datos en la literatuwra acerca de los
nveles plasmaticos de FbMl cwrante wi ciclo ovulatorio de la

gallina. Imar v Nalbandovy (1271) v Scanes vy cols. (1977) han

reportado un proo de FOH aproxdamadanmente 14 hrs antes de la

Oovulacion, pero parece ser gue la concentracion de esta
hormona s relativamesnte constante a lo largo del ciclo.

En gerneral los mecanlsoos endocrinoes que regulan 1a

aovulacion en distintas especires de aves dependen de los
ciclos luz-oscuridad. Existe la posibilidad de que el ligero

aumento en los androgenos plasmaticos gue se observa al
comenzar el perlocdo de oscaurldad tengs un etfecto de
retroal imentacion negativa sobre el hipotalamo (Tanabe vy

Nakamara, 15%80), impidiendo £l aumento en la liberacion de

hormona 1iberadora de gonadobtropilnas y consecusntemente de

LH durante 1as primeras se horas de oscuridad.
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Figura 3. Variacion de los niveles hormonales
en 2l plasma de la gallina domestica,
durante el ciclo ovulatorio. Tomada de
Lance y Callard (1977).



ESTIMULACION DE LA SINTESIS DE FROGESTERONA. NUCLEOTIDOS

CICLICOS.

91 hien actualmente se acepta que en los vertebrados
1rferioras las gonadotropinas controlan la funcron gonadad
alrn ne exrste acusrdo scercas de la rmportancia relativa de
LH v FSH en el control de la esteroldogenssl s Ovarioa en

diferentes especles.

Ern antibios la LH parece ser la gonadotroplna gue

estimula princilpalmente la secreacron de progesterona (Laoht

v Crews, 1976), mentras que en reptiles tanto la Fid como
la LH aumentan la producoron de progesterona ode los

folticulos preovalatorios (lance vy Callaea, 1978,

En este sentidao, Scanes v Pagioli (1%80) mostraran que

La LH ce mami e on s mas et e

tawva gue La FBH para
tncremnsentar La Secreclon e prooesterona en aves (2.5 a A.g
veces la produccron basal )y estos autores conslderaron gue

a@n los estudios en los gue uana doses elevada de FSH (10

wg /sl ) timwlaba la produccron de progesterona en celulas
de la granulosa de la gallina (Huang vy Malbandov 197%a y b)),

la fraceron de FSH podrda haber estado contaminada con LH.

Det cualguler manera, parece serr gque la LH de aves v la

LH de oving son "eoguopotentes”, mentras gue la FSH de

gallina es mas etectiva gque e FSH de mamiteros en la



ecstbimul acion de la esteroirdogenesi:s (Goanes y Fagioli,

1980) .

Fstas gbservaciones aparentemnsente contradictorias

parecen s solverse con los trabajos de Hammond Y Cols.

(1981) en los gue cleLLe

tra o s o de aves y o la de
mamlferos anducen respuestas samlaras en la produccl on de
progesterona de células obtentdas de foliculos 1nmacharos.

Durante las 3 a 4 dias p

a ba ovalacion, hay un enceme
1ncremanto en La produccron de progesterona estlmalada por
LLH; este aumsEnto Se ve acompaltisdo por wnea raplda dismlrnuei on
en la respussta a FoiH, hasta Llegar a una completa
refractorledad en las celulas ode la granaloss del toliculo

preovulatorio macdaro, poastblenente debhilda a La ausencra de

e T e Pl catal

De este modo parece s ey Al agual gue en manml feros,
corvtarme 1as celulss madhur an bay wn aumento en los si1tios de

wrni o para LH oy en la actividad del sistema adenllato

crclasa g MUEnTIras ue lia e

niesta esterordogenioa hacra FsH
desapareace gradualmente, quedanda La wnbloencta reguld adaora

e LH (Hammond v cols., 19813,

B 1960, MHammond vy cols. estudriaron el mecanl smo

medi ante ¢l cual las gonadobtropanas estimulan la sintesis de
progesterona en cslelass de la granulosa de la gallina
cloméstea, De aonercds con sns resul bados, 1a LA de bovino



cuando no detectan un awmento en la concentracion de
adenasin monofostato cloclioo (BMFC) . Sin embarao, obtuvieEron
evidencras 1ndirectas de gue este nucleoctido actua como
meEdrador intracelular en la esteroldogenssis estamulada por
gonadotropinas: la teotilina (un wnhibildor de La
tostodiesterasa) poterncra La prodacct on o progester ona

inducida por L mientras gque s

Ja1a Lgque wnhibe 1a
adenilato crolasa) superime el erecto de la LH. For otra

parte, &1 dibutairil AMPC 1ndoce la sinte

518 e progesteronéa
ern torma dependilente de la dosis, siauwlando el etecto de la

L.H.

For iy v CIEE) mostreeron que el dibutairil AMPFC

epatilmula la produacotan e progesterona de los toliculos
preovul atorios maduwros de codorni s, pero reportan que en los

tolicul os rnmacduras La P oehic cron e esta Micr morma &8s un

a0 aldbanomo, es decir, rndependiente de nuoleotidos.

De @ste modo, s@ ha propuesto e solo wna pecuetia
tracoron e AMPe antracelalar desemnpema wna fanoon
tmportante en la esteroldogeEn e el oveario de la
gallina.

L.as observaciones de Hammonod v ocols. (1%00) dieron

lugar a una serle de estudios orlentados a medie en torma

irecta la actividad e la ader lato ciclasa (AD) de las



celulas de la granulosa durante el ciclo ovalatorio, v a
investigar si el sistema AU se desensibllilza después gue ha
courrido el nivel maximo de LM endogena, como se observa en

los mamlferos.

Segun Calvo y cols. (1981 la magrnrtud de la respuesta
del sistema AL depende de la maduwracion folicwlar, 1o cusal
podria asoclarse con un ancremsnto en los si1tios receptores;
estos autores observaron que el sistema AC es estimulado por
LH v no por FSH. Fosiblemente en las aves la FSBH tengs un
efecto praincipalmente gametogenico v la LH sea

esteroldogent ca.

La actividad de A0 en los ditferentes tolicwlos
preovul atorios en 1la gallina llega a un madimo antes del

pico de LH, despues del cual disminuye. Calvo y cols. (1981)
no observaron desensibilizacion en las celulas de lx
granulosa de los follculos precsvalatorios de la gallina, lo
cual esta de acuerdo con los estudios de Wells vy cols.
(1%980) en los que las celulas srsladas del foliculo

preovul atorio mas desqarol lado despues del pircoco enddgeno de
LH, e incubadas con esta hormnona (125 mcrogramos/al)

cdurante 24 horas, aun sintetizan progesterona.

l.aa actividad de la adenilato ciclasa del foliculo
postovulatorio cambla de manera diferente a la de laoas

toliculos preovulatorios: dos horas despugs de la ovulacion,

23



el sistema AL eés altamente sensible a LH pero a las & horas
disminuye su actividad, lo cual puede indicar
desensibillizacion o biren ouerts celular (Calvo v cols.,

19e1) .



ANTECEDENTES

L.a mavor parte de la inftformacion acerca de la funcion
endacrinag del ovario de la gallina domestica se ha obtenido
en estudios n rive, en 1los que la anterpretaciron de los
resultados se conplica por la interaccron de las glandulas
endocrinas con higado, rafidn, etc., o bien In vitro usando

rebanadas de tejido o suspensionss celulares.

L& tecnica de cultivo de tejidos para el estudio de la
esteroldogéenesis en los mamiferos ha permitido avances
importantes en el conocimiento de los sistemas enzimaticos

involucrados, asl como en los mecanl smos gque requlan la

secreclian de las diterentes hormonas del ovario. For 1o
tanto, resulta interesante mantener células del ovario de

aves en cultivo para controlar las condicirones en las que se
desarrol lan los diferentes tipos celulares del foliculo vy
analizar los tactores que modifican la funclon
esteroidogenica de los mlsmos, en poblaciones celulares

Bl gqueci das.,

Er esste sentido, el presente trabajo se ha orlentado al
egatudio de un solo tipo celular en cultivo: las celulas de

1la qr arl osa y Uiz 0N 1 as PrEr1ncl |:]<':11 e productaoras de

progestercona. Se contempla realizar mas adelante el estudio
de las celulas tecales.



OBJETIVOS

El objetivo general es la caracterizaciron funcionsl de
las celulas de la granulosa del ovario de 1a gal lina

domestlca.

Los obletivos particalares son los si1guientes:

1. Obtener cultivos de celulas de la granulosa de foliculos
preovul atorios v postovulatorios.

P Lonocer el Tiempo de 1ncubaci1on necesario para que las
cElulas toliculares produzacn un maximo de secrecidn de

progesterona.

A= EBEstudiar la capacidadd de respuesta a las gonadotropinas
en las diterentes stapas de la macdwacion folicular,
estimul ando con diferentes dosis de GCh v midiendo la

s

produccron de progesterona.

4. Estudrar el efecto del suero bovino fetal gque se agrega
al medio de cultiveo sobre la produccion de hormonas
esteroldes en esta especle, varirtando la concentracion y

ut1lizando tamblén suero sin esteroides.

[
o



METODOS

En el presente trabajlo se utilizaron gallinas Rod
Island maduras, de 1.8 & 2.9 g de peso. Los animales se
mantuvi&ron e&n Jaulas pndrviduales v ose Les proporclond agua
v alimento ad librtum. Se eligileron gallinas gque presentaban
ciclos de ovaiposicion regulares, lo cual se determind por

observacion diaria. Despues de -3 horas a particr de la

oviposicién, se sacrifiocaron por decapltacicon.

S colecto el ovario en solucion salina de Hanks
(Jacoby v Fastan, 197%) estéril, con un pH de 7.3-7.4.
Fosteriormente se disecaron, en wia campana de Flugo
laminear, el foliculo postovalatorio mas reciente (FO,
seleccronado por sw alto grado de vascul arizaclon) v o dos
toliculos preovalatorios. Los joliculos preovulatorios se
derncminasron como F1, FE,....Fn, de acuserdo & sw tamario,
srendo F1 el mas grande de la Jerarquia (aprodimadamente
cm de diametro mayor)y n depende del numero de toliculos gue
pueden diterenciarse como parte de la jerargqula v varia en
distinteos amimales. Mara este estudio se usaron el ftoliculo

preovul atorio maduro (F1) oy &l mas peguelNo de La Jerarguia

tES) .

Las celulas de la granulosa se separaron de la teca por
diseccion segun la tecnica de Gilbert v cols. (1977) para

los foliculos preovalatorios, y con el metodo de raspado

W
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descrito por Huang y Nalbandov (1979 para los toliculos

postovulatorios.

Las celulas e colectaron en tubos conlcos esterlles

con 2.0 ml de medio Dulbe

0 moditicada (DREM) , suero boving
tetal (BRF)Y al 10W vy antibaotrco (pernicilana-estreptomnlcina,

Yo OB0 mrorogieranos de gentamicinag por muililatro de medio).

Er 3 HOC10 ] TEI10o mecanl camente con
pirpetas Fastew . L& suspension celular gue se obtuvo ode este
modo se tlltro con uwna malla de nylon para separar las

celulas de la £ ani losea de +ra GrEentos e membrana hasal a

los que se encusentran adberds

rzrmal mente dichas celulas.,

He sembraron allouotas de la suspension ooelouleas (200D
S00 mioralitros) en calas de plastioo o en muUitilcamaras,
calidad cultivo de tejrdos. Loas reciplrentes se aantuavieron
er wna rncubiacdora & A7 en un il ercte: himedo satwrado con
wma mesela ce Y54 de atre oy 20 de Cla. Despues de 24 hire se

Cambida el medio de ocultivo.

En algunos edperimentos se redulo la concentracion e
suero bovinoe tetal & un 9% para evitar un posible etecto
inhabitorio del suero sobire la esterordogenesis. Lste
tenameno ha si1do observado por WUrly, Sato y Erickson (1980)

e celulas de la graralosa de la rata, en cultivo.



Cuarenta vy ocho horas despues de sembradas las celul as
s reallrzaron los experimnelos que se describen a

contilrnuacians

a) Curvas dosis-respuesta.

Se incubaron los cultivos dwrante 3 oras en
condiciones bkasales y con diterentes dosis de gonadobtropl n
corignica humana (GOR) 3 las dosis gque se probaeron

intcilialmente tusron 1, 10 vy S50 wll/ml de medio de cultivo.

b) Cinética.

Se egstimalaron las celuwlas de los toliculos FL1 oy

postovalatorio con una caoncentracion constante de GOh (10
ml/ml para el folicwdo preovalatorio madaro vy 1 omd/ml para
el foliculo postovulatoriog . Se colecto &l medio de cultivo
a diterentes tirempos: 30, &0, 90, 120 v 18O minutos [para
medir la concentraciaon de progesterona por

radlolnmunoanal1 el s,

Mo tue posible reslizar estos s

perimentos oon el

toliculo FU debido & que s daficil obtener suficientes

celulas en la suspension & partlr de toliculos tan peqguefos.

c) Efectos del suero.

Doce horas antes de hacer el cultivo se mezclo suerao
bovineg tetal (S, 15 ml) con 79 mg de carbon activadoy L&
mercla se mantuvo con aglritacian constante en el cuarto +trio.

Al dia srqurente se centraifugo & 3000 rpm oy se eliming el



preeciprtado e carbon. L)l sobrenactante s Ll amara &@n

adelante suerog “lavado”.

s o el ul s e

l.& susper il e mechi o de cwl tivo con

dos concentracilon

drterentes de HHF noraal oy dos de SEF

Ylaveadto!, distrabuvendo las oelolas et la camars de cultivo

cles mariera e S Lty exrar Pk aEAacidc

e cada tollowdo para

cada concentraclon e suero.

Gl dita srguoente se camnbro el medlo reenaplaandolo por
otro que contenta las msmas concentrsslones de suero que el
del dia anterior. & las 4 o as se ancoubaron las celalas
durante Y0 rnutos con 1as siguentes dosie de Ghh para cada
tolicul o FLy 10wt ml
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Se Aagredgaron 500 b ale ek e LS (Ver EBneHo) para

resuspencer la tase etdares, B oenssayo @ Po2o por dupliloado,

incubande Las musstras con progesterona tritiada v ocon
anticuerpo ant o -pronesterona M oassay Systems Lab., con un
porcentale de reaccran oruraca oe 414 para

Wi car Ty rosterana Yy O.954 para SDe-hideoxl progesterona)l

durante wma hora & 890, Y wina hora a 490 ol terarnse el
periodo de 1ncubacion se separo la horaons libre de la

hormona que quedd anrda al anta coner poy,  agregancdo 2Oo

mLrecrolltros de carbonm acbyvacko .8 o cada uno de los tubios.

Despues de detener la v S T Y i O - Y =1 o Y 1 o A I =S (1 1
g caentrl fugaron durante 19 minutos v s volLoo &l
sobrenandanta en vialés limplos & los gue se agregaron S oml

e Ligquido de centel lec. Las cusntas de radilactividad se

determl naron en o contador de centelleo Fackard.

Las cuentas por o arnato obtonidas perarten estimar La
cantidad de hormona marcada gque ha s10o desplazada por La
normona tria en el bubo perobdens. La concentracion de esta
ltima se calowld a partiy de los datos obternidos con una
cuirva estandard (o ferentes conoentraclongs de horoona il a
A una concentracton cornstant @ de hormona marcads) , apllcandon

el metodo de analises de Bedol la Tovar v cals (194) .
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RESULTADOS

AL probar chstintos sustratos {(poli-lisina, colagena,
viderio o plastioo calidad cultivo de telldos) no se

obiservaron diterencias ergmfrcativas en la tacilidad con

curee Las celulas de Los did Mites foliculos desarrollaban
WM& morosapa, por Lo gue se decadi o enplesar Ca)as
desechabil es de plastico calidad cul tive de tejrdos para
realizar log esperlmentos.

Er @ sustrato e obhtuv)eron MoNoCapas nonogéneas

curante an periodo de 3 o aag este wntervalo de

L1ein [0 1 eE Pl CL el G Ol s vead L Ormes e los cullilvos.,

S0 R R - Caracterl st cas

Ere da Blgura b e

montal g oas de las celualas de la granulosa en cuttivos: en

frar e ey soneE Lerr el s lenlo oy los granulos e lipid

@n el crtoplasma. La presencra de ertrocitos durante 1as
prmeras A horas e caracteristica de los cultivos de

folicwlas postovalatorios Propa s db) .

Secrecion basal.

La comparacion de los resultados obtenidos en cuanto

la secrecton basal de progesterons por mlligrand de protes

1ndican que ésbta varia segun el estadio del folicocwlo del

O

&

Ma
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Figura 4. Celulas de la granulosa de la
gallina domestica a las 48 horas de
cultivo. A.Foliculo preovulatorio madurao,
F1 (200 X). B.Foliculo FO, la flecha sefiala
algunos eritrocitos (100 X).
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cual s obtuvieron las celulas (Figuras 9-7, barras
sombreadas) . Aparentements la producciron basal de
progesterona aumenta a medida gque el foliculo madura, vy
decae @n los foliculos postovulatorios como puesde verse en
la siguente tabla:
FOL DU FRODUCC TUN BabaL DE PROGES TERCRS
{(pg/mg de proteinal

Freovulatorio 1nnaduro Gidedh 4 100

Fireovulatario maduro Sl A T
Fostovul atorio 7% 3 &Y

Estimulacion con gonadotropinas.

La granwiosa de la gallina, obtenidas de

folloulos e dlfer en achi s e maEachar &l On, Fesponcen &
la esstiaulaciorn con gonadotropilnsg corlonlca hwmana (Eeh) o De

G ser varon Gl eEraEncl &8 en Cuanto & la aosis Quige evoda 1 a

P el L o omasd Tind e prGgester Onay como pu eroler verse e las

curvas dosts-respuesta de los rollowlos MUy FS oy Bl ELguras

Ere léa Frgura O e verae que las celulas del voliculo
eobimul adas con 10 @l sml de GOn. BEn camblo, para las celul as
der toliculos toraduros (RS se requieren dosls mas eldevadias
de gonadoteopina (D0 mlZmly ver Flgura &) para provooar un

armeant o a4 Trcative en L& Prreiicelon o progester ons.



e dosis optima para sstioawnlae las celulas de los
ftolicw!os postoval atorios es 10 veces menor que la reqgquertda

por los foliculos preovalatorios. La cantidad mésima e

1gual a la gue secretan los tollculos precovalatorios, augue
La producoron bassl es notabl emonte mas baja en el
postovalatorio. Duando se aplicaron dosis de GLh mayores de

10 wmllAml peara Los toliculos F1oy mayores de 1o omld/ml en

foliculos postovual atoros ey AT LM S E Cacl &
|

dysmirmuacion de la res jruaesta & bé Mo mona.

Cinética.

Ereorelacion & la respuesta temporal o los datos son

consirstentes con el hecho de e 1 & [ oo on de

progesterona estinulada por GO aumenta en torma

e i

abel g @ parbar de tos 60 ainatos, Dlegamde &oun
mEx LG err 1.0 horasy despoes de este antervalo de tiempo,
tarmto La producoron basal como La estimal ada com: enzam &

decasr &1 Los tollicolo estuwd ados en este trabalo (Figuras o

v e Brn emlbeargo, la calda gque se observa e la prooucea on

e progesterona e@s mas notable cuando las celulas estan

expuestas a La bhoraona (GLEH) .

Efectos del suero.

Loes manocapas de los tolicuwlos preovulatorios maduros

(IF1) se desarrollearon 1gualomente en presencla de suero



bovino tetal o de suwero "lavadaoa', al menos en Lo gqus se

Freat 1 erer al aspeclo en @l mioroscoplo de FLes .

Hino oembarga, la respuesta esteroldogéenios de FLoante la
eebimulacion con GUh parece depender del suero, aan cuando

La prroducat an basal de Progesterona no se modrt1oco al varlar

la concentract on oe suero en el medio en cultivo. Lomo
observa en la Frgura 10, &1 digsainulr la concentracion de
suero, disminuye la producclon de progesterona dependl ente
de gonadobroping, nversamnsnte & Lo gque =@ ha obseryvado e

celulas de maml tera.
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PROGESTERONA (pg/pg PROTEINA)

Wpttttn

10 50 GCh (mU/ml)

Figura 5. Respuesta a ditferentes dosis de

GCh de ceélulas de la granulosa obtenidas
del foliculo F1 en cultivo. Las celulas
se cultivaron durante 2 dias y se i1ncu-
baron durante 3 horas con GCh. Los valo-
res se expresan como el promedio + des—
viacidn estandard. Entre paréntesis se

indica el numero de experimentos.
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1001

—3

PROGESTERONA (pg/pg PROTEINA)
3

£
¢

S 10 100 500 GChimU/mi)

Figura &. Respuesta a diferentes dosis de

GCh de celulas de la granulosa obtenidas
del foliculoc FS en cultivo. Las celulas
se cultivaron durante 2 dias y se 1ncu-—

-

baraon durante 3 horas con GCh. Los valo-

viacién estandard. Entre paréntesis se
indica el nuamero de experimentos.
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504

PROGESTERONA (pg/ug PROTEINA)

4 (4)
|

IN

BASAL Of 10 100 50.0 GChimU/mi)

Figura 7. Respuesta a ditferentes dasis de

GCh de celulas de la granulosa obtenidas
del +oliculo FO en cultivo. Las celulas
=e cultivaron durante 2 dias y se incu—
baron durante 3 horas con GCh. Los valo-—
res se expresan como el promedio + des-—
viacion estandard. Entres parentesis se
indica el nimero de experimentos.
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Figura B. Curso temporal de la produccion
de progesterona en cultivos de células
de la granulosa obtenidas del foliculo
preovulatorio maduro (F1).
Froducciodn basal: barras sombreadas.
Froducci6n estimul ada con 10 mU/ml de
GCh: barras claras.
Cada barra representa el promedioc de dos
experimentos ¢ desviacidn estandard.
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Figura 10. Efecto del suero sobre la
produccién de progesterona de
células de la granulosa del foliculo
preovulatorioc maduro (F1).
Produccitn basal: Barras sombreadas.
Froduccitén en presencia de GCh: barras
claras. Cada barra representa el prome-—
dio de dos experimentos + desviacion
estandard.
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DISCUSION

21 dncremento de la secreclon basal gue se observa &
medida que los foliculos precovulatorlios maduran podrla
explicarse por la creciente diterencracion de las celulas de

1a crrantt Losa g QU POEEer T aln whE maEguinarl & estarol Cil.'}g Bl Ca

mas desarrollada. Bl hecoho de que La prodacct cn basal sea
menor en los folicuwlos postovalaborios parece wndlcar gue &
sintesis de esteroldes on ves etapa @s mas dependientes de

gonadaotropiras (GGh) .

Los ool bados ablentdos ndrocan ogue conforne se
desarrollan los ftolicwios preovualatorios, hay wn aumento en
la sensibilidad e las celulas cultivadas & goneadotroplhnas,
va que las celulas obtenidas de foliculos 1omacduros

reqguieren dosia o mas altas de UGh para aumentar

argnifrcativamente La produccion o progesteroni.

Fete awmaento en la sensibilidad a GCh de los foliculos

precovul atori os podirla deberse @ un aumento en el nunero de
receptores a LM, como ban sefial ado diversos autores
(Richards, 1980) o bilen a algun cambilo en la especiticidad

yv/o capacidad de union de los receptores esxlstentes. lambien
debe constderarse el incremsnto en la capacidad sintetica de
las celulas de la granuloss durante la madursacion tolicul ar

CArmstrong, 1988).
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L produaceon de progesterons en las celulas del
toliculo postovulatorio es mas dependiente de gonsdotropinas
que en foliculos preovalatorios, va que se requieren dosis

muy peguetias de blh para elevar considerablemente la

sintesis de esteroldes, & partir de una produccion basal
minitma. Las celulas tueron arsladas del ovario durante las

@FeLmeras A noras despuss de la ovalacion, lo cual coincide

con el masimo de actrvaidad de la adenilato cirolasa observado

por Calvo v cols. (1%41) en dichas celulas.

No se acieron experionentos para evaluar la produccilon
de progesterona en funclron del trempo a partir de la
ovulacion, Lo cual hublrese permticdo contirmar 1a
disminucion en la capacioad sintetica del eprtelio folicular

en perlodos mayores & b horas. La razon tug que los

il Ao os

folicuwl os pos Ean & anvolucionar vy se

difaculta la obtencion del telido necesario para obtener

MONoCapas hoamogensas ya Que se desintegra el epltelio y
CEWTFE WnE tnvast an de slulas tecales v eritrocitos.

S VT

&L o anl arar gque e

studios previos sobre la
produceron e progestorona de doliculos postovulatorios in
pitro indicaban qgue las celulas de la granulosa en esta
etapa no @ran capaces de responder a la estimulacion con LH
o FSH (Huang v cols, 19%7%) 0 Hin enbargo, en el presente

estudlo se ha demostrado ogue este tejirdo es sensible a
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gonadotropinas v gue sintetiza cantidades signiticativas de

progest eron.

Eeta discrepancla podria edplicarse por una
contamlnac oan de Las suspensiones celulares del epitelio
tolicular utrllizado par Hoang v cols. con celulas tecales,
lo cual tendris como consecusncis la wtilizacion de 1
progesterona producida como precursor para la sintesis de
andragenos v estradiaol. Otra posibilidad es qgue duarante el
proceso de separaciron de las celulas por el méetodo utilizado
por dichos avtores se perdiesen los receptores a la GCh, ya
que estos sautores eaplearon endimas para la dispersion

celular.

Los resultados obtenidos en las celulas en cultivo nos
permlten conclulr qus este metodo proporclona Condiclones

mas Favor abl es o par & el mantenimiento de las caracteristicas

celul ar.

Ero el presente estudio se observo regulacion negativa
de la produccion oe esteroldes por la 6Ch en celulas del
toliculo preovalatorio mnadwro y del postovalatorio, tanto al
1ncrementar la concentracion de la hormona como en funcilon

del tirempo.

Scanes vy Fagilolil (19800 obhservaron, en cambio, que la

s ol prrogesterona de toliculos preovalatorios aumenta
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linealmente con respecto al tiempo. For otra parte, Calvo vy
cols. (190]l) reportaron ausencla de desensibillizacion

dependiente de la dosiys.

Dado gque o es posible comparar las condiciones
experimentales, esta diterencia en los resdltados no pueds
Eprpllcarse a menos que se consiodere que la traccion de LH de
mamlter o usada por diochos antores estuviese comblnada con
Fiakl tcuya tuncron en las aves s praimordlalmente

vitelogéntocea) , disminuyendo asi la proporcion real de LH
unida a los receptores., La GOh usada en este estudio se une
en torma especifica a los receptores a LH y los resultados
abternidoz son acordes al compartamiento de céelulas

diterencladas y  Que comanmente presentan desensi bilizacion en

presencla de altas dosis de hormonas o por exposiclon
prolongarta a astas.

b gensral, la drsminucion en la respuesta a GCh puede

el ac onar s

can la perdida de receptores, con una

dremirnucion en la actividad de la adenilato ciclasa
tdependilente de hormonas, o bien al decaimiento en la
produccron de esteroldes a partir de sus precursores

(Schumacher, Sohwars vy Lerdenberg, 19a%9).

Lonsl der anos poco probable que la etapa de
transtormacian e preqnenolonsg en progesterona se vea

atectada durante la desensibirlizacion, vya que aparentemente
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no oourren camblos en la actividad de la enzima que lleva a
cabo este paso. Din embargo, esta suposicidn no puede

denostirarse a partir de los resultados obtenidos.

Er condiciones de cultivo serlia relativamente sencillo
demostrar s1 la disponibilidad de precursores es el tactor
gque determins la disminucion en la sintesis de progesterona
O 91 exlste oLra MECanl smno asoclado con la
desensibilizacion. De esta manera, la disminucidn en la
respusesta haclra GOCR que observanos en los cultivos no
necesarlanente requiere explicarse en relacion al numero de
receptores o por un cambio en gl si1stema de adenilato
ciclasa, s1no que podrian deberse al "desgaste" de la

reserva antracelular de colesterol.

En o relacion al erecto del suero sobre la respuesta
esteraldogentoa nuestros resultados indican ditferenclas
tmportantes entre las celulas de la granulosa de mamiferos y

e aves.

Fara celulas de mamitero se sabe que el suero tacilita
@l establecimiento de las monocapas y es indispensable para
la chhvision celular, favoreciendo el crecimiento de los
cultivos; si1n enbargo, dismunuye el potencial
esterordogenico de las celulas de la granulosa (Orly, Sato vy

i ckson (19260)).
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En el caso del ovario de la gallina, las celulas de
toliculeos precvul atorios maduros se tijaron &l sustrato con
la miema +tacilidad, independientemente de la concentiractdn
e swera, v no ohaservameos diterencia en la velocidad de
formacy on o monocapas, por lo gue no es posible arouament ar
e tavor de o etecto estimul ador del 1ndice mitotico.

Lin embargo, es posible que algun tactor del suero ses
wdhhspensable para la proliteracion de las celulas de los
foliculos preovulatorios 1nmaduwros v postovalatorios. bBEste
posibilidad queda abirerta para tutuwras 1nvestigacones e@n
las que se podria evaluar la proliteracion de estas celulas

cultivadas en medios condicionados o con suero lavado.

Ern cambio, &8 aparente que al extraer los esteroldes
del susro y/o disminuier la concentracion de suero lavado, |a
capacidad de responder a la estimulaciaon con ganadotropilnas

disminuye en las celulas del toliculo FL.

Debido a que la produccion basal de progesterons no se
moclFroco en funcion de la cantidad de suero, resulta
evidente gque las celulas disponen de la maguinaris S1ALELLEA
indispensable v que algun tactor constituyente del suera
participa en torma directa 8n un proceso gue resulta
finalmente en la #stioulacion de la esteroldogenesis en

prresaendl a e gon adotropina corl Grica.
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