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RESUMEN

En el ovario de 1los vertebrados se sintetizan hormonas que
participan en diversos procesos relacionados con el desarrolloc vy
la conducta sexual; un grupo importante de estas hormonas lo
constituyen las hormonas esteroides cuya sintesis se encuentra
regulada por la accidén de dos hormonas hipofisiarias: la Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH); la
primera como su nombre 1lo indica, estimula el desarrolle Yy
crecimiento folicular, mientras que la LH, causa la ruptura del
foliculo con la consecuente liberacién del ovocito maduro.

En el ovario de las aves estas hormonas actuan en diferentes tipos
celulares promovisndo diversas funciones metabélicas, se sabe que
la LH estimula la esteroidogénesis, mientras que la FSH se encarga
de activar las enzimas relacionadas con la aromatizacién de
andrégencs. Por otra parte, la accién de estas hormonas sobre el
crecimiento y proliferacién celular no ha sido bien sastablecido,
aunque se sabe que en este proceso ademds del estimulo hormonal
también intervienen algunos factores de crecimientc que regulan la
divieién celular. El propésito del presente trabajo fué evaluar el
efecto de las hormonas hCG, FSH y 17B-estradiol en la divisién
celular del ovario prefolicular de aves. Para cumplir este
ohjetivo se utilizaron ovarios de embriones de pollo de 18 dias de
incubacién que se disociaron enzimdticamente obteniéndose una
poblacién mixta ovédrica y a través de dos gradientes de
metrizamida se cbtuvieron cuatro subpoblaciones celulares F2, F4,

F5 y F6, las cuales al igual que la poblacién mixta se sembraron



en membranas de policarbonato y fueron cultivadas con medio minimo
esencial modificado por Dulbecco (DMEM) y adicionando FSH, he¢G o

Estradiol de acuerdo al grupo experimental de que s8e traté

3
ademds a todos los grupos se les agregd 0.1 uCi de  H-timidina
para cuantificar su incorporacién. Los cultives se incubaron
durante 60 horas a 37°'C en una atmésfera de 958 de aire y 5% de

co
2

8o lograron aestablecer cultivos primarios de células ovdricas sin
ser necesaria la adicion de suero bovino fetal o factores de
crecimiento. En la poblacién mixta se observaron células
esteroidogénicas, ovocitos primarios, cordones de células
indiferenciadas y fibroblastoa; la fraccién F2 s6lo contuvéd
célulag con caracteristicas esteroidogénicas tipicas, la P4
ovocitos primarios y las fracciocnes F5 y F6 presentaron células
pregranulosas, somdticas indiferenciadas y fibroblastos. Por otra
parte, 1la incorporacién de timidina de cultives primarios de
poblacién mixta ovérica tratados con FSH mostraron un aumento
estadi{sticamente significativo en la incorporacién de timidina
tritiada con respecto a los grupos control y los tratados con hCG
Yy 17B8-estradiol. Las subpoblaciones que respondieron al estimulo
de PSH fueron 1la F5 vy la F6, mientras que la F2 ¥y F4 no
respondieron al estimulo hormonal.

con al empleo de este modelo se demostré que la FSH incrementa
significativamente la sintesis de DNA en cultives primarios de
células ovdricas Yy mds especificamente en las células
indiferenciadas, pregranulosas y somdticas indiferenciadas que

constituyen la fraccidn F6.



INTRODUCCION

Generalidades

Los ovarios son glandulas mixtas, que se encuentran rodeadas por
un epitelio germinativo y en los cuales pueden diferenciarse dos
regiones: la regién cortical y la regién medular. En la corteza,
que constituye la mayor parte del ovario, se encuentran los
foliculos preovulatorios considerados como la unidad reproductora
de este Srgano , estan formados por un ovocito de aproximadamente
25 pm de didmetro rodeado por una capa de células granulosas, la
membrana basal, la teca interna y la teca externa. El resto de la
génada lo conforman vasos sanguineos, f£ibras musculares, nervios y
tejido conjuntivo (Knobil y Neill, 1988), (Fig.1). En este ©Organc
se producen hormonas sexuales que participan en diversos procesos
relacionados con la aparicién de los caracteres primarics y
secundarios, la conducta sexual y la preparacién del dterc para el
momento del parto entre otros,

"Dentro de las hormonas ovdricas se encuentran las esteroides, que
incluyen andrdgenos, estrégenos y progestdgenos; estas hormonas
intervienen en la diferenciacién sexual y la conducta reproductiva
de los vertebrados. Los estrégenos ademds de participar en los
procesos antes mencionados, aumentan la capacidad de coagulacioén
sanguinea y modulan el control de la funcién del misculo liso.
Ademds de las hormonas esteroides, también se sintetizan relaxina
Yy prostaglandinas; la relaxina es secretada por el cuerpo liteo
(Anderson, 1973) y es la encargada de relajar los 1ligamentos

pélvicos, cervix y musculatura vaginal; inhibe movimientos



uterinos espontdnsos y junto a los astrégenos y la progesterona,
estimula el crecimiento uterino (Bone, 1988.; Anderson y Long,
1978). Por otra parte, las prostaglandinas intervienen en la
contraccién del musculo lise del utere . ¥ del tractoe
gastrointestinal, aumentan la depuracién de sal y agua por al

rifion y aumentan la funcién tiroidea en mamfferos (Brobeck,1982).
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Fig. 1. Esquema del ovario de mamifercs, en que se observan
foliculos en diferentes estadios de desarrollo, cuerpo amarillo y

la atresia folicular (Tomado de Ross y cols., 1992).



EL OVARIO DE AVES Y MAMIFERO3
AVES

El ovario de embriones de aves de 18 dias de incubacidén se
encuentra rodeado por un epitelio germinativo, inmediatamente por
debajo del mismo en la regidén cortical se observan acimulos de
ovocitos primarioe rodeados de tejido intersticial, mientras que
en la porcién medular entre los conductos lacunares y los vasos
sanguineos, se encuentran células con abundantes inclusiones
lipidicas secretoras de andrdgenos, células somdticas
indiferenciadas y células pregranulosas. (Fig, 2).

Durante 1las primeras etapas del desarrollo en las aves ambos
ovarios son funcionales, pero a partir del ncoveno dia de
incubacién, el ovario derecho comienza a involucionar hasta que
deja de ser funcional en el nacimiento (Teng, 1979), mientras que
el ovario izquierdo continua su diferenciacién hasta constituir
un ovario funcional (Jones, 1978). Hasta ahora los factores gque
producen esta involucién no han sido claramente establecidos, en
las primeras Iinvestigaciones se creyé que la degeneracién del
ovario derecho se debfa a factores no esteroidogénicos producidos

por el ovario izquierdo (Witschi,1935), a una composicién genética
diferente Yy variaciones en las poblaciones de céluias (Hamilton,
1963) y a la migracién desigual de las células germinales
primordiales hacia el 1lado izquierdo durante el desarrollo
embrionario (Gardner Yy cols., 1964). Se ha observado que la
respuesta de ambog ovarios al ser estimulados con hormonas de tipo

luteinizante como la Gonadotropina Coridmica humana (hCG), es



similar en ambas'génadas hasta el doceavo dia de incubacién, dicha
respussta comienza a decrecer en el ovario derecho a partir del
dfa 15 1legando a ser aproximadamente del 50% (Teng, 1979).

Por otra parte, aunque en la mayoria de especies de aves el ovario
derecho es el que degenera, existen algunas excepciones como

las familias Accipitrinae, Flaconinae, Bufoninae y Cathartidae, en

las que los dos ovariosg son funcionales, pero el desarrollo del
oviducto es unilateral (Stanley y Witschi, 1940; Lofts y Murton,
1973).






Fig.2. Corte semifino de un ovario prefolicular de aves de 18 dias
de incubacién que muestra la disposicién de los nidos de ovocitos
en la zona cortical(OV) y la presencia en la porcién medular de
células con caracteristicas esteroidogénicas tipicas (CE) b4
cordones celulares de aspecto indiferenciado (CI) localizados

entre los conductos lacunares y vasos sanguinheos,



MAMIFEROS

En mamiferos ocurre algo distinto, en la mavorim los dos ovarios
son funcionales, pero existen pocas especies que s56lo presentan un

ovario funcional (Tabla 1).

Ornithorhynchus anatinus ovario izquierdo funcional
MURCIELAGOS
Miniopterus schreibersi ovario izquierdo funcional
Rhinolophus sp. ovario derecho funcional
Tadarida cyanophala ovaric derecho funcional
Molossus ater ovario derecho funcional
Lagidium peruanum ovario derecho funcional

{pero si es extraifdo, el

izquierdo recupera su funcion}

Tabla 1. Especies de mamiferos con un ovariec funcional

{Tienhoven,1983 ).




DIFERENCIAS ENTRE EL OVARIO DE AVES Y MAMIFEROB

El ovario de ambas clases do vertebrados presenta un patrén
morfoldégico muy parecido, epitelio germinative y foliculoes en
diferentes estadios de deBarrollo entre otros, pero existen
diferencias funcionales importantes que deben mencionarse, después
de la salida del ovocito, en mamiferos se forma el cuerpo ldtec
en el cual se produce progesterona, mientras que en aves no sa
forma esta estructura. Sin embargo se ha demostrado que la capa
granulosa del foliculo postovulatorio de las aves incrementa su
actividad secretora de progesterona aungue no se tiene wuna
explicacién funcional de este fenomeno, ya que esta actividad sélo
se mantiene por pocas horas (Shahabi y cols., 1975; Armstrong Yy
cols., 1977; Dick y c¢ols., 1978; Huang Yy Nalvandov, 1979 a y b;
Hammond y cols., 1980; Tojo y cols., 1982).

Otra diferencia importante es que la sintesis de hormonas
esteroides se llaeva a cabo en diferentes c;pas celulares de los
foliculos ovdricos de aves y mamiferos; en aves la capa de células
granulosas que rodea al ovocito produce progesterona y carece de
actividad de aromatasa, la teca interna sintetiza testosterona y
la externa estrégenos, principalmente 17@-estradiol. (Babstta b 4
cols., 1983; Huang y cols., 1979a).

En mamiferos la capa granulosa aromatiza andrégenos parxra producir
17B-estradiol (Armstrong y ¢ols,, 1981; Channing y cols., 1980;
Hillier y cols,, 1981; Leung y Armstrong, 1980) y en 1la teca

folicular se sintetizan andrégenos y estrégenos.

10



ESTRUCTURA, RRGULACION Y FUNCION DE LAS GONADOTROPINAS

La hormona 1luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante

(F8H) sintetizadas en la hipéfisis, la gonadotropina coriénica
humana (hCG) producida por la placenta y la hormona estimuladora
de la tiroides (T8H), constituyen un grupo de  hormcnas
glucoproteicas que poseen dos cadenas peptidicas muy similares (B
¥ d) ricas en enlaces disulfuroc (Pierce, 1981), la subunidad a¢ es
comin a las cuatro hormonas (Tager y Steiner, 1974), mientras gque
la subunidad B varfa en cada una {(Pierce et al., 1976; Pierce and
Parsons, 1981), esta iltima tiens una gran importancia biolégica,
ya que participa en el reconocimiente de receptores especificos en
las células del ovario (Woods, 1991.,Lich, y cols. 1977).

La sintesis y secrecién de gonadotropinas esta regulada por
factores axternos (luz, temperatura) vy factores internos
(metabolismo, alimentacién) (Warren, 1983), que influyen a su vez
sobre el gistema nervioso central a través de sustancias
neurchumorales transportadas a la hipéfisis por el sistema
hipotaldmico-adenohipofisiario (Goodman y Gilman, 1978}. Estas
sustancias denominadas hormonas de liberacién o factores de
liberacién, participan en la sintesis y liberacién de hormonas
adenchipofisiarias (Schally y cols., 1978).(Fig. 3).
bentro de los factores de liberacién se encuentra la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) la cual ha sido purificada e

identificada; este factor es un decapéptido que tiene la secuencia

2
de aminodcidos piroGlu-His-Trip-Ser-Tir-Gli-Leu-Arg-Pro-Gli-NH

Y s5e encarga de regular la produccién de hormonas gonadotropas,

11



gue a su vez reqgulan diferentes funciones en el ovario, la F8H
estimula el crecimisnto y la maduracion de los foliculos, mientras
que la LH causa la ruptura del foliculo.

Ademds de participar en las funciones antes mencionadas, las
gonadotropinag tienen un papel importante en 1la regulacién de
diversos procesos (Tabla 2} como la produccién da AMPc a través
dol astimulo de la adenil-ciclasa (Hsueh y cols. 1984), también
regulan la produccidén de andrégenes en las célulae tecales del
ovario de mamiferos y en la taca interna dal ovario de lag aves,
agf{ como en las células de Leydig del testiculo (Dorrington,
1993); la FsH interviens en 1la aromatizacién de andrdgenos
{Dorrington, 1978; Dorrington, 1979)}.

Por otra parte, las concentraciones de ambas hormonag varian
durante la owvulacién en aves y on mamiferos., En el ciclo menstrual
de 1la especie humana, la LH alcanza niveles miaximos antes de la
avulacién y causa la produccidn de 17B-estradiol acompafiado de la
liberacién de progesterona. La mayor parte de la progesterona es
producida por el ovario en respuesta al estimulo de la LH, cabe
mencionar que peguefias cantidades de progesterona son sintetizadas
por la glandula adrenal {(Tanabe y cols. 1979); los niveles de FBH
al igual que los de LH alcanzan un pico maximo antes de la
ovulacién. Estas variaciones en los nivelas de ambas hormonas
producen cambios en la estructura y bioquimica de algunas ecélulas,
es asi que bajo la influencia de cantidades basales de FSH y LH,
las células granulosas del foliculo de mamiferos sacratan
agtrdgencs, principalmente 1783-estradiol, pero después del

rompimiento del foliculo y la consecuente liberacién del ovocito,

12



las células granulosas proliferan y sufren cambios estructurales y
metabdlicos que tienen como resultado la formacién del cuerpo
liteo, el cual secreta grandes cantidades de progesterona y 178-
estradiol (Pierce, 1988).

En aves al igual que en mamiferos las concentraciones de LH y FSH
varian durante el ciclo ovdrico, el pico de LH puede detectarse de
4 a 6 horas antes de la ovulacién en gallinas (Wilson y Sharp,
1973; Furr y cols., 1973; Lague y cols., 1975) y este generalmente
coincide con el de progesterona (Marshaly y cols., 1976), los
niveles mé&ximos de FSH se encuentran a las 14 horas antes de la

ovulacién {Imai y Nalbandov, 1971).
GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA

La hCG es una hormona secretada por la placenta aproximadamente de
los 8 a los 11 dias después ¢a la fecundacién en humanos (Catt Y
cols., 1975). Se desconoce la funcién biolégica precisa de esta
hormona Yy su efecto sobre el embarazo, pero se sabs que estimula
la produccién de progesterona por el cuerpo liteo (Norman Yy
Litwack, 1987). Esta gonadotropina tiene un peso molecular de
37 000 y esta formada como ya se menc¢ioné por las subunidades aq Yy
B8 1las cuales presentan homologias estructurales importantes con
las subunidades presentes en la LH, esto nos properciona una base
quimica para explicar el efecto luteinizante similar de ambas

hormonas en el ovario,

13



HIPOFIS1S

RETROALIMENTAC ION
(negativa y positiva)
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Fig.3. Diagrama del control que ejercen las hormonas folfculo
estimulante (FSH) y luteinizante (LH) en el ciclo ovdrico {Fink,

1988).
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Procesos estimulados por la FSH
1. Maduracién gonadal
2. Aumento en la esteroidogénesis
a. biosintesis de estrdégenos
activacién del sistema enzimatico de aromatasas

b. biosintesis de progesterona

3. S8ecrecién de productos no esteroideos
a. inhibina
b. prostaglandinas
c. algunos mucopolisacdridos

4. Estimulacién de funciones en general

a. sintesis de ADN
b. sintesis de proteinas

c. activacién de la adenil-ciclasa y formacién de AMPc

Procesos regulados por la LH
1. Maduracidn gonadal
2. Aumento en la esteroidogendsis
a. biosintesis de andrégenos

b. biosintesis de progesterona

w

Secrecién de productos nc esteroideos
a, relaxina
b. prostaglandinas
¢. mucopolisacadridos
4. Estimulacién de funciones celulares en general
a, produccién de AMP ciclico
Tabla 2. Funciones en las que intervienenh la FSH y la LH (Hsueh E.

Yy cols. 1984).
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BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES EN EL DESARROLLO
GONADAL

Debido a la estrecha relacién de las hormonas estercides con la
conducta reproductiva de los vartebrados, es importante <onocer
las estapas del desarrollo embrionario en que empiexan a
sintetizarse estas hormonas.

En etapas tempranas del desarrollo embrionario en aves y mamiferos
la secrecién de hormonas esteroides se encuentra regulada por las
gonadotropinas hipofisiarias, principalmente por la FSH a partir
de los 13 dias de desarrollo en embriones de pollo (Woods Y
Erton, 1978; Woods y co0ls.1981; Woods y cols., 1991; Terada vy
cols., 1984). En las primeras etapas del desarrollo, el ovario no
es el idnico productor de hormonas esteroides, las gldndulas
suprarrenales también participan en la sintesis de estas hormonas
(Tanabe y cols, 1979), aunque en estado adulto el ovario
constituye el principal productor de esteroides. Las células
involucradas en los procesos esteroidogénicos son las células
intersticiales, tecajes y granulosas del foliculo ovidrico
{Gilbert, 1979). Todos estos tipos celulares son estimulados por
las gonadotropinas; la LH y la hCG promueven 1la secrecién de
testosterona Y estradiol (Teng,1977), este ltimo ya es
sintetizade en las primeras fases del desarrollo ( 5 y 7 dias Qe
incubacién) (Weniger 1968, 1971); la FSH en cambio actua sobre el
sistema de aromatasas induciendo la transformacién de andrégenos a
hormonas estrogénicas. La LH en células granulosas de aves

incrementa la sintesis de progesterona y se ha establecido que
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facilita la conversién del colesterol (principal precursor de
estaroides) a pregnenolona que posteriormente puede ser convertida
a progesterona o a 17a~hidroxipregnenolona (Armstrong, 1968.,
Channing, 1980., Wells vy cols., 1981) dependiondo de la ruta
metabdlica do que se trate (Fig. 4): mientras que la FSH regula la
transformacién de andrégenos aromatizables a estrdgenos, fenémeno
conocido como aromatizacidn en el cual participa la aromatasa P450
sce, lLas enzimas involucradas en la sintesis de testosterona Yy
estrégenos {reductasas Y deshidrogenasasg) ge incrementan
progresivamente en el desarrollo testicular b4 ovédrico
respectivamente (Cuichard y cols. 1973). Una de estas enzimas es
la 3B-hidroxi-estercide deshidrogenasa (3B8-HSD) cuya actividad
esta prossnte en diferentes sstadios del dssarrcllo gonadal,
primero en los cordones medulares de la gonada indiferenciada Yy
después de la diferenciacidén sexual, en las cordones y las células
intersticiales de embriones de pollo (Haffen, 1970). YLa 3B-H8D
interviene en la transformacién de pregnenoclona a progesterona en

la via 4-ene-3-oxo.
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Via 5-ene-3p-hidroxi via 4-ene-3-oxo

3B-HSD
Pregnenolona » Progesterona
!
17a-hidroxipregnenolena 17a-hidroxiprogesterona

L
Dohidrospiandrosterona ————$Androstenediona —————p-Estrona

Testosterona 178-estradiol

Fig. 4. Biosintesis ¥y metabolismo de estrégenos Yy andrégenos
(Tomado de Comunicacién Neuroendécrina, Sociedad Mexicana de

Ciencias Fisiolégicas, pag. 37, 1993).
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RECEPTORES PARA FSH Y LH

" La capacidad de las células para comunicarse entre
ellas es de vital importancia para que su desarrollo,
divisidén, organizacién y crecimiento se lleven a cabo

en armonfa " (Alberts, 1989).

La comunicacién celular se ha clasificado en tres tipos: 1)
en la que participan sustancias que actuan como gefiales quimicas
para las células situadas a cierta distancia; 2) en donde B8e
presentan moléculas de seflalizacién unidas a la membrana
plasmitica, que influyen sobre las células con las que establecen
contacto fisico directo, 3) y por Gltimo, las uniones comunicantes
0 gap que permiten el pasoc de pequefias moléculas de una célula a
otra (Alberts, 1989).

La comunicacién endocrina se caracteriza por la produccién y
liberacién de hormonas al torrente sanguineo, dichas hormonas
actuan sobre d6rganos blanco (d6rganos diana) generalmente lejanos
al lugar donde se produjo la hormona, por lo cual la transmisioén
del mensaje quimico depende de la difugién y circulacién
sanguinea. Sin embargo en ocasiones la hormona secretada actua
sobre las mismas células que la producen {regulacién autécrina) o
ejerce s8u accién sobre células adyacentes (regulacién paracrina),
en ambos tipos de secrecién, la formacidén del complejo hormona-
raceptor dura poco tiempo. (Fig. 5).

Para que se lleve a cabo la comunicacidn endocrina es

indispensable 1a presencia de receptores de membrana ]
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citoplasmiticos an las célulag blanco, dependiendo de la
naturaleza quimica de la hormona (esteroide o proteica).

En la membrana plasmAtica de Jas células ovAaricas se  ha

demostrado la presencia de receptores para gonadotropinas y T8H
(Woods, 1991); dQurante el desarrollo gonadal tempranoc en aves, los
receptores para eostas hormonas carecen de especificidad para
reconccer cada tipo de hormona , al parecer, a medida que las
células maduran van adquiriendo una alta afinidad para unirse a
cada hormona, es decir, pasan de un astado no especifico a un
astado especifico {Csaba, 1980, 1981).
Se ha demostrado que Ge los 6.5 a los 11.5 dias de incubacién, los
receptores de las células ovdricas de embriones de pollo, se unen
indistintamente a la FSH y T8H, a partir del dfa 12, los
receptoras e unen especificamente a la FSH (Woods y cols. 1991).
Tanto los receptores para FSH como para TSH estan presentes en el
ovario de embriones de pollo a partir de los 6.5 a los 11.5 dias
de incubacién en log cordones medularaes, y del dfa 12.5 al 19.5
en los cordones corticales {Woods, 1991),

La localizacién de receptores para gonadotropinas varia de
acuerdo a la maduracién gonadal y al tipo celular ovirico de que
go trate, es asi que los receptores para P8H se han localizado en
las c¢élulas granulosas de los foliculos preovulatorios pequefios F6
y F5 disminuyendo a medida que el foliculo madura {Dorrington,
1979; Terada, 1984; Ritzhaup, 1987; Camp y cols., 1991), mientras
que las células tecales de folfculos preovulatorios de mayor
tamafio F2 y P1 asi como las células granulosas poseen receptores

para LH (Dorrington H.J., 1979; Peng, Y cols, 1991),
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" ’ vaso sanguineo

ENDOCRINA

mambrana
pre-sindptica

[)
sinépsia membraga

post-sinkptica

Accion hormonal
localizada

PARACRINA NEUROTRANSMISOR
AUTOCRINA

Fig. 5. Esquema de los diferentes tipos = de comunicacién

neurcendécrina entre las células {tomado de Yen, 1991},
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FACTORES DE CRECIMIENTO

La proliferacidén y diferenciacién celular son procesos biolégicos
regulados por factores que actuan estimulando o inhibiendo ambos
fenémenos. Con la aparicién de nuevas técnicas biogquimicas y de
biologia molecular se han identificado diversos factores en
distintas fases del desarrollo embrionario y en procesos de
regeneracién y remodelacién tisular (Zentella, 1993).

El efecto de estos factores se lleva a cabo al establecerse la
unién de estos con un receptor especifico en la membrana celular,
con lo cual el mensaje bioquimico se transmite al interior de 1la
célula desencadenédndose una serie de mecanismos intracelulares que
influyen en la regulacién de la proliferacién celular.

Por otra parte, debido a 1las diferencias obpervadas en 1la
actividad de estas moléculas sobre la proliferacién celular se han
clasificado estas, en factores promotores e inhibidores. Dentro de
los factores que promueven la proliferacién se encuentran los de
competencia y los de progresién., Los primeros son capaces de

estimular a las células para que pasen de un estado de reposo (G }
(4]
a un estado activo (G ) en el ciclo celular, aunque el estimulo
1

producido por estos no es el necesario para completar el ciclo
celular, por lo que necesitan del estimulo de factores de

progresién que actuan en la fase tardfa de 6 continuando hasta la
1

divisién celular; los factores de competencia comprenden al factor
de crecimiento derivado de plaquetas {PDGF), al factor [-{:
crecimiento epidérmico (EGF) y al factor de crecimiento

fibrobléstico (FGF); la insulina y el factor de crecimiento
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insulfinico tipo I (IGF-I) constituyen a log factoras de progresidn

descubiertos hasta ahora.
FACTORES DE CRECIMIENTO QUE FAVORECEN LA PROLIFERACION
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

Este factor fué originalmente aislado de gldndula submaxilar de
ratén y se ha observado que actua en diferentes tipos celulares
estimulando o inhibiendo la proliferacién dependiendo del tipo
celular de que se trate. Este factor y el TGF-a compiten por el

mismo receptor e inducen la fosforilacién de la tirosina.
FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

El PDGF es una proteina de 30,000-~Da caracterizada en el humano
por la presencia de dos subunidades A y B unidas por puentes
disulfuro, este factor estimula la proliferaciém y la quimiotaxis,
y provoca un incremento en la tasa metabdlica de ¢élulas de origen

mesanquimatoso
FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF)

Existen dos tipos de FGF, uno &cido y otro bésico; al primero
también 8es le conoce como HBGF-1 y pertenece a la familia de
factores de crecimiento unides a la heparina en la cual también
esta incluido el FGP bdsico (HBGF-2) que es un potente inductor de
la sintesis de DNA en varios tipos de células diploides de origen
mesodérmico Yy neurosctodérmico en mamiferog, as{ como de lineas

celulares establecidas.
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El factor de crecimiento fibrobldstico bdsico o© HBGF-2 es
estructuralmente similar al FGF dcido pero difieren en la funcién
que desempefian; por ejemplo, mientras que la heparina aumenta 1la
actividad mitogénica del FGF 4cido, esta, no aumenta la misma

actividad en el FGP bdsico.
INSULINA

La insulina es una hormona que ademids de intervenir en el
metabolismo de carbohjdratos, lipidos, nucleétidos y aminoicidos
se ha demostrado que estimula la proliferacién celular em células
granulosas porcinas, bovinas y humanas, aunque Bu accioén
mitogénica es mediada por otros factores como el IGF-1 e IGF-IX

{Zentella, 1993; Bley y cols. 1992).
INTERLEUCINA-II (IL-II)

Es un péptido de 14,500 kDa producido in vivo por mitégenos o por
antigenos activados de linfocitos T. Estimula la diferenciacién vy
proliferacién de estos, asi como la diferenciacién da 1linfocitos

granulares.

Es importante mencionar que la accién de los diferentes factores
de crecimiento se¢ da a través de las diferentes etapas del ciclo
celular.

Por otra parte, los factores que inhiben 1la proliferacidén
generalmente actuan reduciendo la expresién de genes promotores
del ciclo celular como el c-myc por ejemplo y la activacién de 1la
protefna RB que frena el ciclo celular. Los factores que se ha

encontrado tienen efectos antiproliferativos son:
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FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE B (TGF-B)

El TGF-B constituye una familia de cinco moléculas relacionadas

estructuralmente (desde el TGF-B hasta el B ). Todos estos
1 5

factores participan en diversos procesog como el crecimienteo,
diferenciacién y morfogénesis en cultivos celulares 4 en
organismos desde ingectos hasta mamiferos, adem&s tienen una
accién inhibitoria en la proliferacién de células epiteliales y
tumorales, Yy estimulatoria en el crecimiento de varios tipos
celulares fibrobldsticos. 8e ha observado gue bloguean la
axprasién de algunos proto-oncogenes relacionados con la
proliferacién celular y pueden aumentar la expresién de otros
proto-oncogenes. Lag células mesonquimatosas Yy opiteliales

estimuladas por el TGF~-f aumentan la expresién de fibronectina,
8

varios tipos de coldgena y otras proteinas celulares de adhesidn.

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL a (TNF-a)

El TNP-a o8 una citocina de 17,000Da secretada por macréfagos en

respuesta a varios agentes.
INTERLEUCINAInterleucina~I {IL-I)

Esta interleucina es un polipdptido de 17,000 Da que interviene an
gran variedad de respuestas fisiolégicas, estimula la
proliferacién de timocitos a través de la liberaciém de IL-II,

ademds de la maduracidén y proliferaci‘n de células B.
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REGULACION HORMONAL DE LA PROLIFERACION EN CELULAS DEL OVARIO

En el ovario de los vertebrados como ya mencionamos, las hormonas
gonadotropas FSH y LH regulan los diferentes procesos de secrecidn
y maduracidén que se llevan a cabo en este érgano. Los mecanismos
desencadenados por la accién de estas hormonas que tienen como
finalidad 1la regulacién de la maduracidém estructural del ovario,
as{ como la secrecién de hormonas ya se han descubierte, aunque

faltan aun procesos por comprendsr,

En los dltimos afios el descubrimiento de moléculas que regulan la
diferenciacién y proliferacién celular ha lograde responder
algunas interrogantes al respecto. Se ha demostrado que 1la FSH
junto con algunas hormonas esteroides, como el 170-estradiol vy
algunos factores de crecimiento como el TGF-8 8e encargan de
regular la proliferacién celular en el ovario, particularmente en
las célulags granulosas de mamiferos, el estradiol estimula 1la
sintesis de DNA in vivo, mientras que el TGF-B estimula 1la
sintesis de DNA in vitro; la respuesta de ambos compuestos es
aumentada por la FSH; con lo cual s8e propone gue en estas células
existe una estrecha relacion entre el estradiol gue participa en
la produccién de TGF-8 y la FSH con lo cual s8e desencadena la
respuesta mitogénica en estas células (Bendell y Dorrington,

1991).
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OBJETIVO

Los objetivos del presente trabajo fuercn:

a) Determinar el efecto de la Hormona Foliculo Estimulante (F3H),

b)

la Gonadotropina Coriénica humana (hCG}) y el 17B-estradiol
sobre la divisidén celular en cultivos primarios de ovarios de

embriones de pollo de 18 dias de incubacién.

Determinar el efecto proliferativo que 1las hormonas antes
mencionadas producen en cada una de las subpoblaciones
celulares que constituyen el ovario prefolicular de embriones

de polio de 18 dias de incubacién.

HIPOTESIS

81 la FSH, 1la hCG y el 17g-estradiol tienen afecto sobre 1la

proliferacién de las células ovdricas, entonces dicho efecto podrd

ger valorado cuantificando la timidina incorporada en la poblacién

mixta ovdrica y en las subpoblaciones obtenidas por un gradiente

de densidad.
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MATERIALES ¥ METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Embriones de pollo de 18 dias de incubacién proporcionades por la
granja avicola de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la U.N.A.M.

REACTIVOS

Acido acético concentrado { Merck, México, 5.A.)

Acido tricloro acético ( Merck, México, S.A.)

Albtumina sérica bovina ( SIGMA, 8t. Louis, USA No. Cat. A-7888 )
Azul tripano (BIGMA, St. Louis, USA No. Cat. T 0776)

Bicarbonato de sodio NaHCO3 ( J.T. Baker S.A. de C.V. México )
Clorure de potasio KCl { Merck, México, 8.A.)

Cloruro de sedio HaCl { Merck, México, 8.A. )

Hormona foliculo estimulante (8eronc de México, 8.A. de C.V.)
Gonadotropina coriénica humana (SIGMA,St.Louis,USA No. Cat.CG-2).
Inhibidor de tripsina { SIGMA, 8t. Louis, USA No. Cat. T-9128 )}
Liquido de centelleo { AQUASOL-2 NEN Research Products, Boston No.
Cat, NEF-952 ) Massachusetts No. Cat. NEF-952)

Metrizamida (SIGMA sT, Louis, USA. No. Cat. M-3383)

Suerc bovino fetal ( Microlab, México)

Timidina tritiada (ICN No. Cat. 24070)

Tripsina ( GIBCO, Grand Island, N.Y. USA )

DMEM (GIBCO No. de cat. 430-1600EB)
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CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS OVARICAS

Se utilizaron aproximadamente 48 ovarios izquierdos de embriones
de pollo de 18 dfas de incubacidn para cada experimente, los
cuales Bsa obtuvieron en condiciones estériles en una campana de
flujo laminar. Los ovarios se colocaron en una caja de Petri con
salucién salina balanceada libre de Ca++ y Mg++ {8SB) y se lavaron
dos veces en esta misma solucién para eliminar residucs de sangre,
posteriormente se colocaron en un matraz Erlenmeysr con tripsina
(2.5 mg/ml disuelta en SSB) para disociarlos durante 20 minutos a
37 °C en agitacién constante, después de este tiempo, los ovaries
8o resuspendieron hasta obtener una poblacidén mixta ovarica
totalmente disgragada a la cual se le agregé un volumen
eguivalente de inhibidor de tripsina (5 mg/ml) disuelto en DMEM
{Medico Minimo Esencial modificado por bDulbecco) + B8A (Albumina
86érica Bovina), la suspensidén celular obtenida se filtrd conm una
malla de nylon, para soliminar el tejido no disociado, as{ como 1a
mayor parte del tejido conjuntivo presente. Posteriormente 1las
células se centrifugaron en un tubo cénico de 50 ml. a 1000 r.p.m.
durante 10 minutos, eliminéndose el sobrenadante, El botén celular
obtenido, B8 resuspendié en DMEM, centrifugando nuevamente a 1la
misma velocidad por el mismo tiempo dos veces m&s. Después de
centrifugar, el botén celular se resupendié en 1.5 ml. de medic de
cultive y parte de éste se tomé come peblacidén mixta, mientras que
al resto ds la suspensién celular se sembré en un gradiente de

metrizamida 0~20% (SIGMA Chemical, Co.} centrifugande a 3200
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r.p.m. durante 20 minutos obteniéndose las bandas F2, F4, F5 y F6.
A 1las bandas obtenidas se les dieron dos lavados con medio de
cultivo para eliminar la metrizamida. A las bandas F2 y F5 asi
como a la poblacién mixta se les determiné la viabilidad celular
por la técnica de exclusién del azul tripano (Tennant, 1964).

Las bandas restantes F4 y F6 fueron sembradas en un segundo
gradiente de metrizamida centrifugando a 3200 r.p.m. durante 20
min. Obtenidas ya purificadag estas bandas se determiné 1la
viabilidad celular por la técnica antes mencionada.

A los grupos experimentales se les adicionaron dosis especificas

de hormonag y se organizaron de la siguiente manera:

POBLACION MIXTA SUBPOBLACIONES CELULARES

1) DMEM + BSA (grupo control) 1) F2 CONTROL FSH (0.5 UIL/ml)
2) DMEM + BSA + F8H (0.5 UI/ml) 2) r4 " " " "

3) DMEM + BSA + hCG (0.5 UI/ml) 3) F& " " " "

4) DMEM + BSA + F8H + hCG 4) F6 " " " "

5) DMEM + BSA + ESTRADIOL 5) F6 " " hCG (0.5 UL/ml)
(2 X 10_8 M)

Después de determinar 1la viabilidad, todos 1los grupos sa

incubaron durante 60 horas a 37°C en una atmésfera de 95% de aire
3
y 5% de CO en presencia de 0.1 pCi de H-timidina.
A

Para cuantificar la incorporacién de timidina tritiada se utilizé

la siguiente técnica:
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3

TECNICA DE COSECHA PARA MEDIR LA INCORPORACION DE H-TIMIDINA EN

CULTIVOS PRIMARIOS DE OVARIO DE EMBRIONES DE POLLO DE 18 DIAS DE
INCUBACION

1) Be eliminé el medio de cultivo con una micropipeta hasta donde
fué posible, sin mover el botén celular.

2) Se agregé sobre la membrana nucleopore 2 mi. de fijador (
metanol- dcido acético 3:1) durante 15 minutos.

3) 8e retird el fijador y se agregaron 2 ml. de 4cido tricloro
acético (TCA) frio al 10 % y se incubaroh las células a 4°C
durante una hora sin mover .

4) Se elimin6 cuidadosamente el TCA.

§) 8Se pasd la membrana nucleopore con el botén celular a un vial
agregidndose 400 pl, de duodecil-sulfato de godio (8DS) al 2% Y se
incubaron durante 30 minutos a 60°C.

7) 8e agregarén 5 ml. de liquido de centellec y se contaron.

Por otra parte se elaboré una curva dosis-respuesta para FSH con

una poblacién mixta de células ovaricas, para la cual se sembraron

6
1 x 10 células sobre membranas nucleopore (Nucleopore Corporation
No. Cat. 110410) colocadas sobre 2 ml de DMEM en cajas de petri
(NUNCLON 35 x 10 mm) utilizando las dosis de FSH sefialadas en la

siguiente tabla:
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| GRUPO DOSIS PSH GRUPOQ DOSIS F8H {

basal 0.0

1 0.00024 UI/ml 7 0.0.0156 UI/ml
2 0.00048 UI/ml 8 0.03125 ur/ml
3 0.00097 UI/ml 9 0.0625 UI/ml
4 0.0019 UI/ml 110 0.125 UIl/ml
S 0,003% UI/ml 11 0.25 Ul/ml
3 0.0078 UI/ML 12 Q.5 VI/ML

A los datos obtenidos de poblacién mixta y subpoblaciones ovéiricas
se les realizd un andlisis de varianza y posteriorxmente una prueba

estad{stica de Duncan y Tukey con una p < 0.001
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MICROSCOPIA

Para determinar los tipos celulares presentes en poblaciones
oviricas en cultivo, se utilizaron técnicas de microscopia de 1luz

y de microscopia slectrénica de transmisién.

TECNICA GENERAL DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

FIJACION

Daspués de obtener el tejido ya disociado o en cultivo, se fija
durante 48 horas con glutaraldehido en amortiguador de fosfatos
0.15 M a pH 7.4 por un lapso de 1.15 horas. Posteriormente se lava
con amortiguador de cacodilatos 0.15 Ma pH 7.4, dando tres
cambios de 15 minutos cada uno y el tejide permanece en el tercer

cambio,

POST-FIJACION U OSMIFICACION

Se hace con tetradxido de osmio al 1% en buffer de fosfatos 0.2 H

a un pH 7.4 durante 1 a 2 horas.
DESHIDRATACION

Se hace con alcoholes graduales en las siguientes concentraciones:
50% a 4°'C

708 a 4°C dos cambios sin tiempo, se elimina por decantacién

80% a 4°C 1 cambio de 10 minutos

95% a 4°C 2 cambios de 10 min. cada uno.

1008 a 4 °C el primer cambio, el segundo y tercero a temperatura
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ambiente. Cada cambio es de 15 minutos.
INFILTRACION

Se utilizan 21 ml de resina epéxica Poly/Bed 812 mds 11 ml de DDSA
y 13 ml. NMA
La mezcla se agita durante 20 minutos. Posteriormente se mezclan

10 ml. de resina con 0.10 ml.de acelerador DMP-30.
POLIMERIZACION

En cdpsulas de gelatina o cipsulas Beem de polietileno se coloca
una tarjeta para identificar las caracteristicas de la muestra,
después una gota de resina; posteriormente se coloca el tejido vy
ge orienta de manera que quede centrado, después se llena
cuidadosamente la cdpsula con mds resina. Las cépsulas se dejan en

el horno a 60 "C durante 24 horas.

CORTE

Para la elaboracién de cuchillas se utilizaron barras de vidrio
LKB, de 7 mm. de grosor lavadas y libres de polvo y grasa. Los
cortes se realizaron con ultramicrotomo manual Porter-Blum, MT-1,
Los cortes semifinos de entre 190 - 240 nm de_ esBpesor 56
‘utilizaron para microscopia de luz, mientras que los cortes finos
de entre 60 - 90 nm. se contrastarcn con acetato de uranilo para
posteriormente observarse en el microscopio electrénico de

transmisién (Zeiss, EM-109).
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RESULTADOS

HORFOLOGIA

Poblacién mixta

En cultivos primarios de poblacidn mixta ovarica, se observaron
cordones epiteliales de células indiferenciadas que presentan
uniones celulares tipo desmosoma, pequefias colonias de ovocitos
primarios y aclimulos de células esteroidogénicaz en las que se
observan inclusiones lipfdicas a bajeos aumentos, mientras que a
microscopia electrénica de tranamisién se logra caracterizar esta
poblacidén por la presencia de mitocondrias con crestas tubulares y
un reticule endoplédsmico liso bien desarrcllado, también se logrd
determinar que estas c6lulas a las 60 hrs. de cultivo
caracteristicamente presentan uniones de tipo comunicante.

Ademds de los tipos c¢elulares anteriormente wmwenclionados se
ancontraron cdlulas pregranulosas que tipicamente prasentan
recubrimientos de membrana ({lining-bodies), mitocondrias con

crestag tubulares y escasas inclusiones lipidicae {Fig.7)
Bubpoblaciones

A través de gradientes de densidad se obtuvierdn cuatro fracciones
celulares la F2 constituida por células con caracteristicas
estaroidogénicas tipicas (inclusiones lipidicas, mitocondrias con
craatas tubulares y reticulo endopldsmico liso bien desarrollado)
(Fig. 8), 1la F4 presenta ovocitos primarios {(Fig. 9) y en las

fracciones F5 y F6 se observaron células pregranulosas, células
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somdticas indiferenciadas y fibroblastos (Fig. 10).

CURVA PATRON PARA FSH

Log resultados obtenidos de la curva-dosis respuesta para FSH

mostraron que la dozis efectiva 50 (DE |} se encuentra entre las
50

0.03 y 0.06 UI de FSH (fig. 11).

3
CUANTIFICACION DE H-TIMIDPINA
INCORPORADA

POBLACION MIXTA

Nuestros resultados mostraron que en poblacién mixta, los grupos
tratados con hCG y 17B-estradiol no presentan diferencias
significativas con respecto grupo control, mientras qua la FSH

produjo un incremento estadisticamente significativo en la

incorporacién de 3H-Timidina. En la mezcla de gonadotropinas no se
encontraron diferencias con los grupos tratados tunicamente con FSH
(fig. 12).

Con respecto a las subpoblaciones oviricas, la F2 y la F4 no

responden al estimulo de la FSH; la F5 eleva su incorporacién de

3

H-timidina significativamente con respecto al basal, mientras que
la fracecidén 6, es la que muestra un aumento considerable en 1la
incorporacién de timidina tritiada. La F6 al igual que 1la

poblacién mixta no respondié al estimulo de la hCG (fig. 13).
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Fig., 7. Cultive celular de una poblacién mixta ovdrica (antes de

pasar por el gradiente de densidad), se obgservan cordones
epiteliales de células indiferenciadas y pequefios acumules de
células con inclusiones lipidicas (CL}) y ovocitos primarics (OV)

X 1400,
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Fig. 8, Electromicrografia de cordones de células
esteroidogénicas tipicas (CE), caracterizadas por la presencia de
mitocondrias con crestas tubulares (M), abundantes lipidos (L) ¥

unionzs celulares de tipc comunicante (UC). X 30,000,

3%



Fig, 9. Cultivo de células ovéricas obtenido por un gradiente de

metrizamida perteneciente a la F4, pueden obaervarse células

germinales X 1400.
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Fig.10. Ultraestructura de los cordones de células indiferenciadas
(CI), que corresponde a la fraccién de mayor densidad (1,070 g/ml)
P6. Se observan entre las células uniones desmosémicas (UD) que

las caracterizan. X 24,000.
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POBLACION MIXTA

OVARIO 18D (CURVA PATRON)
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Figura 11, La curva dosis-respuesta para FSH muestra en orden
creciente las ocho dosis de FSH a las que fueron expuestos losa

cultivos de poblacién mixta ovdrica. La dosis efectiva (DE5 ) se
0

encuentra entre 0.03 y 0.06 UI/ml. de FSH.
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EFECTO DE GONADOTROPINAS Y ESTROGENOS
POBLACION MIXTA (OVARIO 18 DIAS)

6 INCORP. TIMIDINA 103C°M/|OBCELS
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Figura 12, Incorporacién de H-Timidina {(c.p.m.x 10 ) del grupe
control y los grupos experimentales de poblacién mixta ovirica

tratados con 178-estradiol(E2), hCG, FSH y ambas gonadotropinas.
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INCORPORACION DE TIMIDINA
SUBPOBLACIONES CELULARES (OVARIO 18 D)

\ 10%crmro LeLs.

o

T

.

W

\\x\

R

R

W

=

R

=

3 3
Figura 13. Incorporacién de H-Timidina (c.p.m. x 10 ) de las
fracciones ovdricas F2, F4, F5 y F6, controles y expuestas a FSH.
La F5 y F6 respondieron al estimulo hormeonal, mientras que la F2 ¥

F4 no respondieron a la FSH.
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DISCUSION

8¢ ha demostrado que la P8H "in vitro" en el ovario participa en
el metabolismo de hormonas esteroides activando el sistema
enzimidtico de aromatasas en las células granulosas de foliculos
preovulatorios de mamiferos, obteniéndose un aumento en la
secrecién de 17f-estradiol, (Dorrington y cols. 1975., Moon vy
cols. 1975.; Erickson y Hsueh, 1978) mientras que 1la LH actua
sobre las células tecales induciendo la produccién de andrdégenos.
Ademds de su efecto sobre la actividad de las aromatasas, la FSH
participa en ia regulacién de la divisién celular en las células
granulosas in vitro (Ryle, 1969 a y b; Barafiao, 1991); en este
proceso se cree que ademds de la FSH participan factores de
crecimiento como el TGF-B, IGF y los estrégenos. Esta hipé&tesis
concuerda con la necesidad de algunos factores de crecimiente para
la progresién de la fase G1 del cicle celular a la fase 8
en la que el material genético se duplica para después dividirse
en la mitosis (Pledger, 1985). Un hecho interesante eos que al
parecer los factores de crecimiento requeridos para inducir la
divisién celular en ¢élulas granulosas de ovarics  humanos,
bovines, porcinos y de cobayos son diferentes de 1los requeridos
para estimular las mismas c¢élulas en ratas (Gospdarowicz Yy
Bialecki,1979; Savion y cols, 1981).

En nuestro modelc experimental utilizando una poblacién mixta
ovdrica demostrames que la FSH efectivamente participa en la

proliferacién de células ovdricas incrementando significativamente

3
la incorporacién de H-timidina con respecto a los grupes sin
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estimulo hormonal y los estimuladoe con hCG y estradiol. Con
respecto a las subpoblaciones obtenidas a través de un gradiente
de densidad, la respuesta al estimulc de la FSH sdlo fué observado
en las fraccionas F5 y F6, siendo esta tltima la fraccién que més
respondié al estfmulo de la FSH.

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la
fraccién F2 que no responde al estimulo con F8H, presenta
caracteristicas esteroidogénicas tipicas, es secretora de
andrégenos y presenta una alta actividad de 3B-HSD y de P-450 C17
{Pedernera y cols. 1988; Alvarez-Ferndndez y cols. 1992). Por otra
parte, las células de las fracciones F5 y F6 que presentan
caracteristicas de cédlulas somdticas indiferenciadas son
productoras de estrégenos, muestran actividad de 17B8-HSD, de 5B~
reductasa y de P450 aromatasa; es importante mencionar que atin no
se ha determinado si una misma célula presenta las actividades
enzimdticas antes mencionadas o Bi en la P§ se encuentran
subpoblaciones celulares con actividades enzimiticas diferentes,
Debido a 1la presencia de actividad aromatasa y la secrecién de
178-estradiol por la F6, creemos que en esta subpoblacidén se
encuentran las células que dan origen a las granulosas y a las
células de la teca externa.

Por otra parte, la fraccién constituida por ovocitos primarios
(F4) tampoco respondié a ningin tratamiento hormonal.

Los resultados anteriormente mencionades coinciden con lo descrite
por Dorrington, 1975 y Bley. 1992 , con respecto al efecto
estimulatorio en la incorporacién de timidina tritiada causado por

la FSH en células granulosas de mamiferos. Ya se ha descrito que
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el efecto proliferativo de esta hormona esta relacionado con
factores de crecimiento vy de estrégencs; Dorrington en 1893
demostré gue el factor de crecimiento transformante tipo B {TGF-B8)
interviene junto con la FSH en el estimulo a la actividad
mitogénica en cultivos de células granulosas de mamiferos, también
comprobé que el estradiol interviene en la sintesis de TG6F-@.
Basdndonos en lo anterior, sabemos que el efecto de la FS8H no se
da directamente, sinc gque en la proliferacién celular del ovario
intervienen estrégenos y factores como el TGFB u otros gque en
conjunto desencadenan la sintesis de DNR, por lo que suponemos que
la respuesta de la F6 al estimulo con FSH puede estar determinado
por la poblacién caracteristica de esta fraccién, formada por
células indifersnciadas productoras de aestrégenos, ¥ que en el
ovario adulto d¢e aves dard origen a las células de la teca
externa, pués es la unica poblacién que obtenida por un gradiente
celular, presenta actividad del sistema de aromatasas y ademds

produce estrégenos al ser estimulada por LH o FSH.

46



CONCLUSITONES

La  hormena foliculo  estimulante (F8H} tiene un efacto
proliferativo, en cultivos primarios de células obtenidas por una
digociacién mecanico-enzimitica de ovarios prefoliculares de aves
de 18 dfas de incubacién, es importante hacer notar que el
tratamiente con hCG (hormona de tipo luteinizante)} y con 178-
estradiol {agente mitogénico in vivo)} no tuvo ningtn efecto sobre
el modelo antes mencionado, por 1o gue sae puede diferenciar un
efecto luteinizante de un sfecto folfculo estimulante; incluso
aste efecto puede proponerse come un bioensayo para FSH puesto que
s perfectamente reproducible en las c¢ondiciones descritas en el
presents trabajo y estadisticamente comprobado, ademdas presenta
ventajas metodoldgicas con respecto a otro modslos para probar 1la
efectividad de la FSH.

La respuesta de las subpoblaciones celulares obtenidas por el
gradiente de metrizamida al estimulc de la FSH fud la siguiente:
la subpoblacién celular con caracteristicas estsroidogénicae
tipicas y saecretora de andrégencs (F2) y la constituida por

ovocitos primarios (F4) no incrementaron significativamente la

incorporacién de 3H-timidina con respecto al grupo control. Una
de las subpoblaciones celulares constitufdas por células somdticas
indiferenciadas, fibroblastos vy pregranulosas (F5) no presenté
diferencias significativas en la incorporacitén de timidina cen
respecto a los controles, mientras que el mdximo efecto hormonal

se presentd en 1la (F&) que es la fraceidén cslular da mayor
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densidad y que se ha comprobado en reportes previos que secreta

173-eatradiol (Pedernera y cols, 1988).
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APENDICE

MEDIO DE CULTIVO

DMEM:« >+ cocrorotanncans 20.3 grm
NaHCO L R R 3.7 grm.
3
Albdimina-+--+--- [RRERE 1.0 grm.
Estreptomicina+:------0.5 UI (por cada 100 ml.)

Aforar a 1000 ml. con agua desionlzada
{Para o1 medio de cultivo con suero bovino fetal, se toman 85

de DMEM y se le agregap 15 ml. de suero bovino fetal)

SOLOCIOR SALINA BALANCEADA

WaCl +«recvverevese 8,0 grm.
KH PO rescraareverra-0,2 grm.
Z 4

Agua bidestilada---:--1000 ml.

Para la técnica de incorporacién de timidina se utilizardn
siguientes reactivos:

8D8 (duodecil-sulfato de sodio) al 2%

Acido tricloro-acético al 10%

Solucién de metanol-&cido acético en proporcién 3:1
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