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I. RESUMEN 

El factor de crecimiento semejante a la insulina es un péptido 

que interviene en la regulación de la síntesis de esteroides en la 

capa de células granulases del ovario. La mayor parte de los 

estudios sobre la endocrinología de este órgano han empleado como 

modelo biológico a otras especies como humano, bovinos, porcinos, 

conejos y rata. Sin embargo, hasta el presente se desconocen el o 

los mecanismos a través de los cuales este factor controla la 

síntesis de esteroides gonadales. En la presente investigación se 

estudió el efecto del factor de crecimiento semejante a la insulina 

tipo I en la producción de 17 P-Estradiol en las células de la 

granulosa del ovario del ratón Mus musculus musculus de 24 días 

postpartum. Se estimularon ratones hembra de la cepa Mus musculus 

musculus con 5 Unidades internacionales de Hormona estimulante del 

folículo durante tres días. Las células fueron aisladas por un 

método de microdisección y se cultivaron con y sin factor de 

crecimiento semejante a la insulina, así como con Hormona 

estimulante del folículo, la toxina del cólera, el ATP, y los 

inhibidores de aromatasas: 1, 4, 9(11)-Androstatrien- 3, 17-diona y 

el tamoxifén. Los controles de cada experimento se realizaron en 

ausencia del factor de crecimiento. 
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Los resultados muestran que la concentración de estradiol 

aumentó en general en todos los experimentos de cultivo en el grupo 

control. El factor insulínico tipo I sólo tuvo un efecto 

aparentemente inhibitorio en la síntesis de estradiol. El inhibidor 

de aromatasa disminuyó la producción de este estrógeno únicamente a 

los 4 días de cultivo, mientras que el tamoxifén aumentó la 

concentración de estradiol. El factor de crecimiento semejante a la 

insulina en presencia de Hormona folículo estimulante incrementó la 

producción de 17 P-Estradiol. Así mismo, los niveles de este 

estrógeno aumentaron en presencia del ATP. La toxina del cólera 

incrementó la producción de !7 P-Estradiol en las células de la 

granulosa hasta los cuatro días de cultivo. Se plantea que 

posiblemente este factor de crecimiento incrementa la producción de 

17 3-Estradiol a través de la acción de AMPc conocido como segundo 

mensajero. 

2 



II. INTRODUCCIÓN 

1.- Desarrollo y diferenciación sexual del ovario 

La diferenciación gonadal en los mamíferos ocurre en la vida 

embrionaria; este proceso consta de tres etapas: a) establecimiento 

del sexo genético, b) diferenciación gonadal y e) desarrollo del 

sexo fenotípico. La primera se inicia con la fertilización, en la 

segunda se lleva a cabo la diferenciación morfológica y funcional 

del ovario y del testículo, y en la última fase se determinan las 

caraterísticas sexuales secundarias de cada individuo de acuerdo a 

su sexo genético. La etapa de interés en el presente estudio es la 

diferenciación funcional postnatal del ovario. Para entender este 

proceso es necesario describir las fases que se llevan a cabo 

durante el desarrollo morfológico, funcional y bioquímico de este 

órgano. 

1.1 El estado indiferenciado 

La diferenciación del ovario y del testículo se inicia con el 

establecimiento de la cresta genital, la cual por proliferación de 

las células epiteliales e invasión de mesénquima, vasos sanguíneos 

y las células germinales primordiales(CGP) originan la gónada 

indiferenciada. Esta etapa es común a hembras y machos; es decir es 

independiente del sexo genético de cada individuo. La gónada 
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Células de la teca 
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Nodu, 
Chulas de la grinulos 

murales 

inditerenciada es un órgano bilateral, localizado en la región 

ventral del mesonefros(Merchant-Larios, 1976). La etapa de gónada 

indiferenciada se origina con la colonización de la cresta genital. 

por las CGP y con la proliferación de las células somáticas 

(precursoras de las células foliculares y de las células 

intersticiales o de la teca), estas últimas originan los cordones 

sexuales y el tejido estromático que constituyen los precursores 

del ovario (Merchant-Larios, 1976). En el ratón la etapa 

indiferenciada se presenta de los 10.5 a 11.5 días de 

gestación(d.g). Para entender mejor la organización morfológica del 

ovario, los elementos celulares que lo forman se han dividido en 

dos grupos: i) células somáticas(en el transcurso del trabajo se 

llamarán células de la teca y de la granulosa) y ii) las CGP, 

precursoras de los gametos, a éstas últimas se les ha adjudicado un 

origen extragonadal debido a que se localizan por primera vez en el 

endodermo del saco vitelino a los 8.5 d.g.(Chiquione, 1954)(Pigura 

Figura 1 Esquelas en que se representan las partes que conforman al ovario 
(modificado de células germinales y fertilización de Austin C.R r Short R.V, 
1982). 
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1.2 Diferenciación sexual 

Existen dos eventos primordiales durante la diferenciación 

gonadal en los mamíferos, este proceso se lleva a cabo a los 12 

&g. en el ratón: 

1) El arreglo tisular primario; es decir la separación temprana de 

los cordones epiteliales del epitelio superficial ó epitelio 

celómico en el testículo, lo cual permite la identificación 

morfológica de este órgano. 

2) La 	iniciación de 	la 	foliculogénesis 	debido 	a 	la 

"fragmentación" de los cordones sexuales (epiteliales) en el 

ovario, formados fundamentalmente por las células precursoras 

de la granulosa. La diferenciación de las células de la teca ó 

del estroma se lleva a cabo más tarde. 

La diferenciación gonadal en el ovario ocurre aún en ausencia 

de la línea germinal(Merchant-Larios, 1984), es decir en los 

ovarios en los que los ovocitos han desaparecido, los cordones 

sexuales permanecen como tales y no se fragmentan, lo cual sugiere 

que las CGP juegan un papel importante en el proceso de la 

fragmentación de los mismos(Merchant-Larios, 1976 y Merchant-Larios 

y Centeno, 1981). 

Por lo tanto, la foliculogénesis en el ovario parece ser 

seriamente afectada por la ausencia de CGP, ya que sí estas faltan 

5 



aún en la presencia de los precursores de las células somáticas 

este proceso no se lleva a cabo. Se ha propuesto que factores 

inductores producidos en las células germinales podrían actuar como 

organizadores del proceso de foliculogénesis(Merchant-Larios, 

1984.) Las CGP tienen un rol determinante en la formación de 

folículos primarios y aparentemente son críticas para el 

establecimiento del tejido esteroidogénico ovárico(Merchant-Lari.os 

y Centeno, 19811. En ratas tratadas con busulfán, droga que mata 

selectivamente a las CGP, el tejido esteroidogénico no se 

desarrolla y la producción de esteroides es baja(Merchant-Lariosi 

1984). 

1.3 Origen embrionario de la células somáticas 

El origen de las células somáticas que forman la gónada 

indiferenciada ha sido sujeto de controversia. Existen varias 

hipótesis que han tratado de explicar este proceso, pero en general 

se puede decir que hay dos corrientes planteadas para explicar el 

origen de las células somáticas que contribuyen a la formación del 

primordio gonadal. 

a) Hipótesis mesonéfrica 

Byskov(1978), Upadhay y Zamboni(1981) y Zamboni y l3ézard 

(1979), proponen que al formarse el mesonefros ó riñón embrionario, 
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las células epiteliales de los tubos mesonéfricos se desdiferencían 

y contribuyen de esta manera a la formación del primordio gonadal. 

Byskov y Lintern-Moore(1973), Byskov(1975) y Byskov y 

Shakkeback(1977), interpretaron la asociación continua de cordones 

sexuales gonadales con algunos tubulos mesonéfricos, como una 

estructura simple, llamada "rete ovarii", dividida en tres regiones 

distintas; extraovárica, conectiva e intraovárica, describiendo la 

formación del folículo primordial como un proceso de "migración" de 

las células pregranulosas de la región extraovárica a la 

intraovárica. 

Byskov y Lintern-Moore(1973) y Byskov(1978), sugieren que las 

células de la granulosa parecen ser derivadas, aunque no 

exclusivamente de ciertas células dentro del rete ovarii, región 

formada de tubulos cercana al mesonefros, las cuales son muy 

parecidas a la de la granulosa en términos de sus organelos y 

microfilamentos . 

Así mismo, Zamboni y Bézard(1979) y Upadhyay y Zamboni(1981) 

basados en evidencias 	obtenidas en estudios de microscopia 

electrónica; plantean que las células somáticas de los cordones 

sexuales en las gónadas de ratones y ovejas provienen de un 

mesonefros diferenciado. Si esto es correcto, las células de 

Sertoli del testículo y las células de la granulosa en el ovario 
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serían derivados del mesonefros. Sin embargo, hasta la fecha aún no 

se ha esclarecido completamente el origen embrionario de las 

células que forman el ovario. 

b) Teoría epitelial 

Gruenwald(1942), Horbes(1942) y Torrey(1945) sugieren que el 

ovario y el testículo derivan de células del epitelio celómico. Si 

la gónada indiferenciada se diferencia en ovario, los cordones 

sexuales involucionan y el epitelio celómico lleva a cabo una 

segunda proliferación, la cual forma los cordones sexuales 

secundarios que dan origen a los epitelios foliculares que recubren 

los ovocitos. Si la gónada se diferencia a testículo, los cordones 

pasan a ser cordones seminíferos. 

c) Doble origen del primordio gonadal 

Estudios realizados por Merchant(1975 y 1979) en la rata y el 

ratón, apoyan el doble origen de las células somáticas que forman 

la gónada. Este autor realizó estudios de autorradiografía con 

timidina tritiada y vió que al inyectar embriones de rata a los 12 

d.g, este nucleótido tenía su máxima incorporación a DAN a las 24 

horas de incorporada la timidina; a esta edad la gónada ya se había 

diferenciado en testículo. Además, encontró que las células del 



epitelio interno están dispersamente marcadas, mientras que en el 

mesénquima y en el epitelio celómico la incorporación de timidina 

es muy clara. En el ovario a las 30 horas después de administrada 

la marca, la timidina se localizaba en la células del epitelio 

interno, cerca del epitelio celómico. Estas observaciones 

demuestran que hay diferencias en la duración del ciclo celular en 

los diferentes tipos celulares, de tal forma que se nota que en el 

epitelio celómico y el mesénquima el ciclo celular es corto, 

mientras que el epitelio interno tiene un ciclo celular más largo. 

Estas observaciones apoyan la hipótesis de que tanto el epitelio 

celómico como el mesénquima, contribuyen a la formación del 

blastema gonadal. 

Merchant-Larios et al., (1984), inhibieron el desarrollo del 

mesonefros al colocar un trozo de cascaron de huevo de ave en los 

conductos de Múller, para determinar el papel que tenía el 

mesonefros en la formación del primordio gonadal en aves. Estos 

autores observaron que el blastema gonadal en pollo se origina de 

la proliferación y condensación de las células mesoteliales o 

epiteliales y mesenquimáticas. Por lo tanto, se considera que las 

células somáticas tienen un doble origen. Estos resultados 

aparentemente apoyan el modelo propuesto por Gruenwald(1942), 

Horbes(1942) y Torrey(1945), quienes postularon que el epitelio 
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celómico experimenta una segunda proliferación. Aunque en realidad 

sucede es que el epitelio interno sigue proliferando y el epitelio 

celómico contribuye con células a la formación de la gónada. En el 

caso del testículo la diferenciación temprana conlleva a que la 

proliferación mesotelíal termine pronto; mientras que en el ovario 

la proliferación es contínua(Merchant-Larios H, et al., 1984). 

2.- Diferenciación funcional del ovario 

2.1 Meioaia 

La meiosis es la división celular que sufren las células 

sexuales(ovulos y espermatozoides). Esta consta de dos divisiones 

celulares, la primera de las cuales implica la disminución de 

cromosomas a la mitad(de diploide a haploide) y permite el cambio 

de información genética entre pares de cromosomas, un miembro de 

cada par se deriva de la madre y el otro del padre. La segunda 

división se parece a la mitosis(divísión celular de células 

somáticas), aunque sólo en los cromosomas haploides. 

Tanto la meiosis como la mitosis pasan por 4 fases: la 

profase, la metafase, la anafase y la telofase. El intervalo entre 

los ciclos celulares susesivos se llama interfase y es importante, 

ya que en este momento es cuando se duplica el DNA. La profase de 

la primera división meiótica es excepcional porque toma mucho 
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tiempo para efectuarse; es altamente especializada, y se divide en 

seis estadios: el laptoteno, el cigoteno, el paquiteno, el 

paquiteno tardío, el diploteno y la diacinesis(Figura 2). 

El crecimiento de la gónada femenina es muy lento comparada 

con el del testículo. A pesar, de que el ovario es muy parecido 

morfológicamente a la góñada índíferenciada, este inicia la 

meiosis, lo cual permite identificarlo y diferenciarlo del 

testículo. Las CGP en el ratón entran en la profase de la primera 

división meiótica a los 17 d.g. 

En la mayoría de las especies de mamíferos, la profase 

meiótica se completa en las hembras hasta llegar al diploteno. 

Después del nacimiento los ovocitos entran en una "fase de 

descanso" ó diacinesis, que termina hasta antes de la ovulación con 

los cambios meióticos ovulatorios en el folículo de Graaf(Austin C. 

R y Short R. V., 1982b). Se ha propuesto que el factor inductor de 

la meiosis tiene mucha influencia sobre el número de células 

germinales disponibles para la reproducción, pues las ovogonias 

pasan a ovocitos en el momento que entran a la profase de la 

primera de las divisiones meióticas, y posteriormente son incapaces 

de proliferar. El número de células germinales disminuye durante 

toda la vida reproductora de las hembras a través de los procesos 

de atresia y de ovulación(Austin C. R y Short R. V., 1982b). 
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Figura 2 Diagrama que demuestra el funcionamiento de los cromosomas durante la 
meiosis. Para simplificar sólo se muestran dos pares de cromosomas y se presentan 
sólo los núcleos sin citoplasma. 1. Leptoteno, 2. cigotenot 3. paquitenot 4. 
paquiteno tardío que muestra las tétradatt(dos pares de hivalentes), 5. diplotenot 
6. diacinesist 7. metafase I; 8. anafase tardía It 9. telofase /tidealizadah 10. 
metafase II; 11. anafase II y 12. telofase II(6vulo y cuerpo polar)(Tomado de 
células germinales y fertilización de Austin C. R. y Short R. V, 1982). 
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2.2. Modelos propuestos para explicar la foliculogénesis 

La formación de los folículos primordiales en los ovarios de 

mamíferos es conocido como el proceso de "foliculogénesis". Peters, 

en 1978 estableció tres estadios de desarrollo: 

i) Un "Sincicio de células ovocíticas", en el cual los ovocitos se 

encuentran interconectados y rodeados por una capa delgada de 

células del estroma, ii) Un estadio de "ovocitos desnudos", en la 

cual éstos están encerrados en grupo sin intervención de otras 

células, y iii) el estadio de "folículos independientes", en donde 

los ovocitos comienzan a rodearse por células de la granulosa y una 

membrana basal. 

Merchant-Larios y Chimal-Monroy(1989), proponen que la 

foliculogénesis en el ratón, se divide en tres etapas de 

desarrollo: 

1. Estadio de ovocito. Estos se encuentran agrupados dentro de los 

cordones sexuales, en contacto directo, rodeados por una capa de 

células epiteliales separadas del estroma por una lámina basal. 

II. Fase de célula epitelial. Los ovocitos son rodeados por células 

epíteliales en el interior de los cordones sexuales. 

III. Estadio de célula estromal. Los ovocitos junto con su 

envoltura de células epiteliales y recubiertas por una lámina basal 

son individualizados por la intervención de tejido estromático. 
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2.3 Crecimiento y maduración folicular 

Durante la foliculogénesis, un folículo primordial aumenta de 

400 a 600 veces su tamaño. Cada ciclo ostral crecen de 500 a 1000 

folículos primordiales, pero de estos sólo unos cuantos ovulan. 

Goodman y Hodgen(1983), plantean los siguientes términos para 

describir la foliculogénesis: 

1.- Reclutamiento. Un proceso dependiente de gonadotropinas durante 

el cual un grupo de folículos adquiere la habilidad para responder 

a gonadotropinas y requiere de éstas para continuar creciendo. 

2.-Selección. Pocos folículos reclutados son seleccionados, éstos 

no sufren el proceso de atresia(muerte folicular programada) y 

sobreviven para ovular. 

3.- Dominancia. El mecanismo a través del cual un folículo escapa a 

la atresia. Se ha sugerido que algunos folículos promueven el 

crecimiento de otros, sin embargo, esto no se ha demostrado. 

La función de cada folículo es proveer el sistema de soporte 

necesario para el crecimiento del ovocito. Las células de la 

granulosa, aportan los requerimentos nutritivos y los estímulos 

para el crecimiento del mismo. Se ha propuesto que estas células 
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controlan la maduración nuclear y citoplasmática de los ovocitos 

contenidos en los folículos seleccionados para la ovulación(Gore-

Langton E. R y Armstrong T. D., 1988). 

Una vez formados los folículos, las células de la granulosa 

proliferan y los encierran para formar la capa membranosa más 

externa ó mural; la capa más adyacente al ovocito llamada "cumulus 

ooforus", establece un contacto íntimo con éste hasta el estadio 

preovulatorio por medio de proyecciones celulares que atraviesan la 

zona pelucida(Byskov A. G., 1978). 

Las células murales son adyacentes a la membrana folicular y 

son las primeras en diferenciarse esteroidogénicamente respondiendo 

a LH(Midgley A. R., 1972; Amsterdam A et al., 1975). Así mismo, en 

éstas células se activa la expresión de los genes de la 3 0-

HO(Zoller, L. C. y Weisz J., 1979) y se hace presente la aromatasa 

citocromo P-450(Zoller L. C y Weisz J., 1978). La cual forma parte 

de un grupo de oxidasas, localizadas en la fracción microsomal de 

diferentes órganos como el hígado y adrenales, así como en la 

porción periférica de las células de la granulosa. Este grupo de 

enzimas tienen como función hidroxilar y en particular el citocromo 

P-450 convertir los esteroides androgénicos a estrógenos por una 

reacción de aromatización(Zoller L. C y Weisz J., 1978 y 1979). 
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3. Control nervioso de la diferenciación folicular 

3.1 Hipófisis 

La hipófisis esta formada por la neurohipófisis ó hipófisis 

posterior y la hipófisis anterior o adenohipófisis. Esta última se 

origina embriológicamente de las bolsas de Rathke, como una 

evaginación del techo de la faringe. Esta porción de la hipófisis 

es conectada al hipotálamo a través del sistema de vasos sanguíneos 

portahipofisiarios, a través del cual son transportados los 

factores de liberación(PSH-RF y LH-RF) secretados por las neuronas 

hipotalámicas y que establece un enlace vascular directo entre el 

hipotálamo y la hipófisis anterior(Ganong F. W., 1988). 

El lóbulo anterior de la hipófisis es inervado por fibras 

nerviosas simpáticas. Sin embargo, éstas no penetran hasta los 

elementos secretores, por lo que la secreción de los factores de 

liberación es regulada por controles nerviosos de forma indirecta 

(Austin C. R y Short S. V., 1982a; Ganong F. W., 1988) 

La hipófisis anterior secreta dos de las más importantes 

hormonas glicoproteicas que ejercen acciones modulatorias 

directamente en la gónadas, por lo que son conocidas como hormonas 

gonadotrópicas, éstas son la hormona folículo estimulante y la 

hormona luteinizante(FSH y LH)(Austin, C. R, y Short, S. V., 
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1982a). Ambas hormonas están constituidas por dos subunidades, una 

alfa y una beta. La subunidad alfa es semejante en ambas hormonas, 

mientras que la subunidad beta es diferente, por lo que confiere la 

especificidad hormonal(Ganong F. W., 1988). 

3.2 Función de la gonadotropinas 

Se ha observado en ratas intactas e hipofisectomizadas, un 

aumento en los receptores a LH en las células murales de la 

granulosa si se administra estradiol seguido por FSH, lo cual 

indica que éstas células contienen más receptores de LH que las del 

"cumulus ooforus" (Zelesznick A. J et al., 1974; Amsterdam A., 

1975)(Figura 3). 

Channing C. P y Seymour J. E(1970), Lidner H. R et al., 

(1974); Nilsson L et al., (1974) y Selstam G et al., (1976) 

mostraron que la FSH estimulaba la producción de AMPc en el ovario. 

La identificación de 4 proteínas específicas de unión para AMPc en 

el citosol del cuerpo luteo de ovejas(Fletcher P. W., et al, 1976) 

y en otras células(Chambers D. A y Studds J. D., 1976), sugieren 

que la FSH induce un incremento en éstas. 

Lostroh A. J y Johnson R. E., (1966); y Eshkol A y Lunenfeld 

B., (1972), indicaron que la LH juega un papel importante en la 

diferenciación folicular temprana, probablemente por la acción de 
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las células de la teca. Se sabe que la LH estimula la ovulación y 

la luteinización de los folículos antrales presentes en el proestro 

y se sabe poco acerca del efecto de la LH en los folículos en 

crecimiento. 

Cuando la LH es secretada se une sinérgicamente con la FSH 

para promover el crecimento folicular. Esto se ha observado al 

inyectar ratas hipofisectomizadas con FSH, lo cual provoca la 

inducción sostenida de una gran cantidad de receptores a LH y esta 

relacionado con la aparición de folículos antrales(Ireland J. j y 

Richards J. s., 1978). 

En la luteinización de los folículos antrales, existe una 

pérdida de receptores a LH y a FSH. Se ha sugerido que esto ocurre 

por otros mecanismos diferentes a la ocupación de los receptores de 

unión(Richards J. S et al., 1976; Rao M. C et al., 1977). 

Se ha propuesto que la LH, tiene acción en algunos folículos 

antrales causando una pérdida de receptores a hormonas 

gonadotrópicas(LH y/o FSH), disminuyendo la respuesta de éstos a la 

estimulación hormonal y probablemente al inicio de la atresia. 

Se conoce que la testosterona es producida en las células de 

la teca en respuesta a LH(Fortune J. E y Armstrong D. T., 1977). 

También que hay receptores a ésta hormona en las células de la 

granulosa(Schreiber J. R et al, 1976)(Figura 3). La FSH induce que 
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la testosterona sea transformada a estradiol por la aromatasa P 

450(Moon Y. S et al., 1975; Armstrong D. 'r y Papkoff H., 1976b); 

Erickson (3. F y Ryan K. J., 1976; Makris A y Ryan K. 

1977)(Figura 3.1). 

3.3 Receptores a FSH 

En la mayoría de las especies de vertebrados las células 

involucradas en la esteroidogénesis gonadal son de dos tipos 

básicos:(a) células con respuesta a LH, como las de la teca interna 

de la envoltura folicular y la células intersticiales del estroma, 

y (b) células con respuesta a FSH, como las células de la 

granulosa, las cuales más tarde en la maduración folicular también 

adquieren la habilidad de responder LH. 

Las células de la granulosa de folículos preantrales poseen 

receptores a FSH, hasta que forman un antro folicular(cavidad 

presente en el ovario en el que se encuentran factores de 

crecimiento, proteasas y otros requerimentos para el desarrollo de 

éste). En la etapa de folículos preantrales las células de la teca 

contienen receptores a LH pero no a FSH(Richards J. S., 1980). Se 

ha visto que la FSH induce la síntesis de sus propios receptores, 

así como de los receptores a LH. Así mismo, se ha planteado que la 

FSH es requerida para el mantenimiento de los receptores a LH y FSH 
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durante toda la foliculogénesis(Hillier S. G et al., 1978 y 

Richards J. S., 1980)(figura 3.1). 

4. Esteroides foliculares 

El folículo produce esteroides sexuales, los cuales son 

transportados por la circulación para actuar en los órganos 

"blanco" y que comprenden además del sistema reproductivo, otros 

tejidos blanco, como el sistema nervioso central, el inmune, el 

hígado, el tejido adiposo y el cutáneo(Gore-Langton E. P y 

Annstrong D. T., 1988). 

Varias evidencias sugieren la compartamentalización de la 

actividad esteroidogénica en el ovario(Fortune J. E y Annstrong D. 

T., 1977). El tejido intersticial es fundamentalmente androgénico y 

la células de la granulosa sintetizan principalmente estrógenos, 

éstas células después de la ovulación, se transforman en células 

luteinizantes que forman los cuerpos lúteos y secretan 

progesterona(Pigura 3.2). 
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Pigura 3. Esquema que muestra la acción de lee hormonas gonadotrópicas(FSH y 
LH) en las células ováricas y la sintesin de entréganos. Donde A. androstendiona 

y T. testosterona. 
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Figura 
3.1 Representación diagramática del crecimiento del folículo(Modificado 

de células germinales y fertilización de Austin C. R. y Short R. V).. 
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Figura 3.2 Rutas estereodogénicas propuestas y enzimas para la célula de la 
teca y de la granulosa. La flecha obscura entre los esteroides representa la 
síntesis primaria del asteroide. Lao flechaa punteadas indican si la actividad 
enzimática es estimulda(+) ó inhibida(-) por FSH 6 LH. Flechas de una célula a 
otra indica la 	difusión de asteroide entre ellas 6 transporte a través de 
sistema capilar circundante al folículo. La flecha de la arteriola indican que la 
teca es la entrada de la sangre a las células de la teca interna. HAL/Un= 
lipoprotínas de alta y baja densidad. CROL= colesterol, 	PREG. pregnenolona, 
PACO= progesterona, ANDRO. andrógenos, SCC., enzima de división de la cadena 

lateral mitocondrial, 3 P-HSD. 3 P-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17 iz-H, 

17-20 DESMO. 17 a-hidroxilasa y 17 desmolasa(modificada de Erickson et al; 
1985, Hsueh et al; 1984, Leung y Armstrong, 1980; Ireland ni 1987). 

23 



4.1 Fuentes de precursores esteroidales 

Los esteroides foliculares son producidos por derivados del 

colesterol en alguna de las siguientes tres rutas metabólicas: 

a) Colesterol unido a lipoproteínas circulantes es tomado de la 

sangre, LDL en el hombre y otros vertebrados(flajendran K. e et al, 

1983) y IIDL en el ratón(Gwynne J. T y Strauss III., 1982). Se ha 

demostrado que ésta es la fuente más importante de colesterol, 

b) Colesterol preformado y almacenado dentro de la célula de la 

teca del ovario, como colesterol libre, un constituyente de la 

membrana celular ó liberado del citoplasma celular de gotas 

lipídicas que contienen ésteres de colesterol. Estas células 

almacenan cantidades importantes de colesterol en gotas lipídicas 

intracelulares en forma de ésteres de colesterol y ácidos grasos de 

cadena larga y como colesterol libre. El balance entre ambos es 

mantenido por: la colesterol aciltransferasa y la colesterol 

esterasa; la acción de la primera favorece al almacenamiento de 

colesterol 	en forma 	esterificada y la segunda permite su 

movilización posterior(Strauss III J. F et al., 1981). 

c) Colesterol sintetizado de novo, a partir de acetato, derivado 

del metabolismo de carbohidratos, grasas ó proteínas dentro de la 

célula(Strauss III et al., 1981). En estadios foliculares antrales 

y preovulatorios, el colesterol intracelular es probablemente 
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derivado de la síntesis de novo y una pequeña parte del almacenado 

en lípidos endógenos(Chang S. C et al,, 1976 y Simpson E. R et al., 

1980). 

La teca interna del folículo, esta irrigada de tal forma que 

podría utilizar el colesterol de las lipoproteínas. Mientras que, 

las células de la granulosa del folículo están aisladas del 

contacto directo con la sangre por una membrana basal impermeable, 

que constituye una barrera al paso de muchas moléculas incluyendo a 

las LDLIShalgi R et al., 1973 y Símpson E. R et al., 1980)(Figura 

3.2). 

Figura 3.2 Estructura de la pared del folículo, mostrando la manera en que las 
células de la granulosa son privadas del aporte sanguíneo por la membrana 
basal(Tomado de hormonas en la reproducción de Austin C. R. y Short R. V, 1982). 
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4.2 Clasificación química 

Hay tres clases de esteroides que se producen en los ovarios: 

a) Progestanos, b) Androstanos y c) Estranos. La primera clase esta 

representada por las progestinas que están formadas por 21 

carbonos, la segunda por los andrógenos con 1.9 átomos de este 

elemento y la tercera categoria por los estrógenos con 18 átomos de 

carbono. Todos ellos comprenden en su estructura un esqueleto 

complejo, compuesto de tres anillos de eiclohexano(A,B,C) y un 

anillo de cielopentano(D). El cual es conocido como núcleo 

ciclopentano perhidrofenantreno(Kellie A. E., 1984)(Figura 4). 

Figura 4 Estructura del esqueleto ciclopentano perhidrofenantreno. 

4.3 Clasificación biológica 

Los esteroides del ovario también son clasificados en base a 

su acción biológica: 
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a) Estrógenos 

Estos son el 17-0-estradiol, la estrona y el estriol(Figura 4.1), 

este último se produce exclusivamente durante el embarazo(Doisy E. 

A., et al, 1929; MacCorquodale D. W., et al, 1936 y Short R. V., 

1961). Hay evidencias que indican que las células de la granulosa 

de folículos antrales grandes y preovulatorios son los únicos 

sitios de la actividad de la aromatasa en el ovario y de la 

biosíntesis de estrógenos. FSH regula la aromatización en todas las 

especies estudiadas(Dorrington J. H., et al, 1975). Estudios 

realizados con células de la granulosa en rata sugieren que la 

aromatasa dependiente de citocromo P-450, es inducida por FSH y por 

dibutiril AMPc(Mendelson C. R., et al, 1985). La biosíntesis de 

estrógenos requiere la cooperación de las células de la teca que 

suministran los androgénos para la aromatización(figura 4.2). 

La aromatasa citocromo P-450 cataliza la aromatización de los 

andrógenos para formar estrógenos. La androstendiona y la 

testosterona, sirven como sustratos androgénicos(Kellis J. T y 

Vickery L. E., 1987). Esta se lleva a cabo a través de tres etapas 

de reacción secuenciales de hidroxilación dependientes de NADH y 

402(Akhtar M y Skinner S. J. M., 1968, y Thompson E. A y Siiteri P. 

K., 1974)(Figura 4.2). 
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b) Andrógenos 

Los andrógenos producidos en las células de la teca, son la 

androstendiona y la testosterona(Figura 4.1), éstos pueden ser 

convertidos en 17-P-estradiol y estrona. 

Las células de la teca y las células intersticiales están 

involucradas en la producción de novo de andrógenos. Mientras que 

en la células de la granulosa se encuentran organizadas las rutas 

biosintéticas del metabolismo de conversión de esteroides de 19-

carbonos a estrógenos y las de síntesis de novo de progesterona y 

sus derivados de 21- carbonos, después de la ovuiación(Figura 4.2). 

c) Progestinas 

En este grupo la pregnenolona(Figura 4.1), es la más 

importante y es producida en el ovario, ésta es la precursora de 

todos los esteroides sexuales. Sin embargo, el producto más 

abundante de 21-carbonos en el folículo es la progesterona(figura 

4.1). Este esteroide es sintetizado como intermediario en todos los 

estadios de crecimiento en el desarrollo folicular y como un 

producto final en los períodos pre y postovulatorio(Zmigrod A et 

al., 1972 y Armstrong D. T., 1979). La producción de progesterona y 

sus metabolitos, en las células de la granulosa en los folículos 
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antrales y preovulatorios, ocurre inicialmente en respuesta a 

FSH(Dorrington J. H et al., 1975) (Figura 4.2). Se ha visto que el 

paso limitante para que ocurra la reacción de la biosíntesis de la 

progesterona, ya que es regulado por la acción de la FSH, es la 

división de la cadena del colesterol por la 20, 22- desmolasa(Jones 

P. B y lisueh A. J., 1982 y Toaff M. E et al., 1983). 

PROGESTINAS 

Pregnenolona 
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ANDRÓGENOS 

 

o OH 

 

O 

Androstendiona 
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OH 

 

HO 
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Figura 4.1 Estructuras químicas de loe esteroides ováricos. 
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5. Función del factor de crecimiento semejante a la insulina(IGF-I) 

en el ovario. 

Hay factores de crecimiento, que tienen efectos modulatorios 

in vitro e in vivo en la diferenciación funcional de las células de 

la granulosa, incluyendo efectos esteroidogénicos en varias 

especies de vertebrados. Uno de estos factores es el Factor 

semejante a insulina tipo I ó IGF-I(Figura 5). Sin embargo, hasta 

la fecha se desconocen las concentraciones reales de éste dentro de 

los folículos en los diferentes estadios de desarrollo, el curso 

celular que sigue dentro del ovario o en tejidos extraováricos y 

como se regulan estos procesos. 

Existen dos formas de IGFs, el IGF-I que es importante para el 

crecimiento postnatal, y el IGF-II ó IGF con actividad 

estimulatoria de multiplicación(MSA) esta involucrado en el 

crecimiento fetal(Sussenbach J. S y Steenbergh P. H., 1991). EL 

IGF-I es sintetizado en diversos tejidos, como útero, riñón y 

sistema nervioso, aunque se produce en mayor cantidad en el 

hígado(Murphy L. J et al., 1987 y Daughaday W. H y Rotwein P. S., 

1989). 

Algunas hormonas glicoproteicas como la FSH, LH y GH, parecen 

ser fundamentales para la amplificación de los efectos del IGF-I 

(Figura 5). Se ha comprobado que el mayor estimulador para la 
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Figura 5 Sitios receptores presentes en las células de la granulosa y teca. 1» 

insulina, GH= hormona del crecimiento, EGP= factor de crecimiento epidermal, IGP= 

factor de crecimiento semejante a insulina, Bi= hormona 132-adrenérgica, GAGA= 

ácido gama aminobutárico, PRL. prolactina, PG. prostaglandina, HDL/LDL= 
lipoproteinas de alta y baja densidad, LH= hormona luteinizante, PSH= hormona 
estimulante del folículo, cAMP= adenonin monofosfato cíclico, P. progesterona, 

A. Asdrostendiona, 432 glucocorticoides. 	indica que las gonadotropinas pueden 

ser reguladas elevando 6 abatiendo el sitio receptor (Modificado do Hsueh et 

als 1984, Ireland ,7,1; 1987). 
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producción de IGF-I en el hígado es la hormona de 

crecimiento(Murphy L. j et al., 1987; Isgaard J et al., 1989), 

aunque la FSH y la LH también desempeñan una función importante en 

la esteroidogénesis. Se ha demostrado que IGF-I posee varias 

funciones modulatorias. Se ha visto que en presencia de FSH, uno de 

los efectos del IGP-1 sobre las células de la granulosa de rata 

cultivadas en ausencia de suero, es aumentar la producción de 

progesterona y 20 u- dihidroxiprogesterona en 10 veces y 4 veces 

respectivamente(Adashi E. Y et al., 1984 y 1985a) y potenciar la 

actividad de la aromatasa(Adashi E. Y et al., 1985b). Se ha 

observado que el IGF-I hace más potente la acción estimulatoria del 

AMPc sobre la biosíntesis de progesterona(Adashi E. Y et al., 

1986b). 

Empleando células de la granulosa de cerdo se ha demostrado 

que el IGF-I es un potente mitógeno y que además, interactua con 

la FSH de manera sinergista incrementando la producción de 

andrógenos y estrógenos(Baranao J. L. S y Hannond J. M., 1984; Wood 

AM et al; 1994). En ausencia de FSH el IGF-I tiene un efecto 

estimulatorio sobre la secreción de progesterona en células de la 

granulosa de cerdo y conejo(Veldhuis J. D et al., 1985; Cassandra X 

et al., 1991). 
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Se ha visto que el IGF-I induce la síntesis de receptores a LH 

en las células de la granulosa (Davoren J. 13 et al , 1986). En la 

rata, la acción del IGF-I incrementa la actividad de la aromatasa, 

lo que provoca un aumento en la síntesis de pregnenolona y la 

actividad de la 3-P-HSD con el concecuente aumento en la 

acumulación de progestinas(Davoren J. B y Hsueh A. J. W., 1984; 

Davoren J. B et al., 1985). 

La acción de la FSH produce un aumento en la capacidad de 

unión del IGF-I en las células de la granulosa de rata( Adashi E. Y 

et al., 1989). Este efecto parece estar mediado por AMPc(Adashi E. 

Y et al., 1986a). Algunos estudios muestran que el IGF-I al unirse 

a sus receptores se generan una serie de agonistas que inhiben la 

actividad de la fosfodiesterasa ó la administración de análogos de 

AMPc no degradables y los niveles de este nucleótido se elevan 

intracelularmente(Adashi E, Y et al., 1988), lo que sugiere que los 

receptores para IGF-I son dependientes de AMIDc. 

5.1 Proteínas de unión del IGF-I. 

Se han aislado y caracterizado cuatro proteínas específicas de 

unión para IGFs(IGFBP)(Brewer M. F et al., 1988; Wood W. I et al., 

1988 y Shamasaki S et al., 1990) presentes en el suero humano, las 
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cuales son conocidas como IGFBP-1,2,3 y 4. La secreción de IGFBP-3 

es estimulada por el IGF-I(Clemmons D. R et al., 1989), mientras 

que la regulación de las concentraciones en el plasma de IGFBP-1 e 

IGFBP-2 es más compleja. Estas dos proteínas difieren en el dominio 

responsable de la adherencia celular y relacionada con la capacidad 

de la IGFBP-1, al potenciar el crecimiento celular en respuesta a 

la IGF-I. 

6. Agentes bloqueadores de la producción de estrógenos 

6.1 Inhibidor de aromatasas 

Schwarzel et al(1973), describieron una serie de inhibidores 

de la aromatasa siendo uno de los más activos el. 1,4,6-

androstatrien-3,17-díona(ATD)(Figura 6). Este compuesto se parece 

estructuralmente a la androstendiona. Sin embargo, el mecanismo de 

acción en la inactivación de la aromatasa no se conoce(Brodie FE4A, 

1982). 

6.2 Tamoxifén 

Las hormonas que estimulan el crecimiento celular en el cáncer 

de mama son estrógenos, producidos por la aromatización de sus 

precursores androgénicos por la aromatasa P-450 en la etapa 

postmenopausica de la mujer. 
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Por lo tanto, la inhibición de ésta enzima produce una 

regresión efectiva en el desarrollo de este tipo de cáncer. Uno de 

los ínhibídores usados es el 11-11p-Dimetílaminoetoxifenilj-1,2-

difeni1-1-buteno, conocido como tamoxifen(Figura 6), un agente de 

terapia endócrina no esteroidal que inhibe a la aromatasa y ejerce 

una acción antitumoral(Manni A; 1993, Rubens R. D; 1993 y Brodie A. 

M: 1994). 

6.3 Agentes potenciadores de la esteroidogénesis 

La toxina del calera es una proteína de 87 Kd, consta de una 

subunidad A y cinco subunidades B. La primera consta a su vez de un 

péptido A, unido por un puente disulfuro a un péptido A2. El 

péptido A, entra a la célula a través de un mecanismo que involucra 

la interacción del gangliósido Gm  situado en la superficie y las 

cadenas B de la toxina. Una vez adentro la subunídad A, de 23 Kd 

modifica covalentemente a la proteína GO, catalizando la 

transferencia de ADP-ribosa del NAD' a la cadena lateral de una 

arginina específica de la subunidad alfa de Go, lo que bloquea su 

capacidad de hidrolizar a GDP el GTP unido. Es decir la proteína G 

queda fija en su forma activa y así, estimula continuamente a la 
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adenilato ciclasa, aún en ausencia de las hormonas FSH y LH, 

provocando un aumento en la concentración de AMPc(Stryer. L; 1988). 

1,4,6-Androstatrien-3,17-diona(ATD) 

N(CH3
)

2 

0-C C 

C
2

H
5 

Tautoxifén 

Figura 6 Estructuras químicas de los agentes bloqueadores de la producción 

de estrógenos. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPÓTESIS 

A través de una serie de investigaciones, se ha observado que 

el IGF-I juega un papel muy importante en la fisiología del ovario. 

Este factor actua aparentemente en forma sinérgica con la FSH y LH, 

para incrementar la producción de estrógenos, progesterona y 

andrógenos en las células de la granulosa y de la teca 

respectivamente. Estudios realizados en células de la granulosa en 

cultivo de diferentes especies, tales como cerdo, conejo y rata 

establecen que el IGF-I además es un potente agente mítógeno. A 

pesar de toda la información que hay hasta el presente, no se ha 

dilucidado el ó los mecanismo(s) de acción del IGF-I, ni tampoco, 

se conocen las concentraciones intracelulares necesarias durante el 

desarrollo postnatal del ovario inmaduro que provocan la 

diferenciación bioquímica y fisiológica de las células de la 

granulosa. El modelo que más se ha empleado para estudiar la 

función del IGF-I hasta el presente, es la rata. Sin embargo, se 

desconoce aún cual es el mecanismo de acción de éste factor en los 

roedores durante el crecimiento y desarrollo del folículo. 

Tampoco se sabe si el IGF-I per se tiene alguna función en la 

producción de esteroides gonadales antes de que se establezca el 

eje hipotálamo-hipófisis a los 35 dpp. en el ovario del ratón. 
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El presente trabajo explora un posible mecanismo de acción del 

IGF-I empleando como modelo células de la granulosa de ratones 

hembra inmaduras en cultivos celulares libres de suero. 

Hipótesis: 

El IGF-I induce la diferenciación fisiológica de las células 

de la granulosa del ovario inmaduro incrementando la producción de 

estrógenos in vitro independientemente de la acción de 

gonadotropinas. De esta manera, el efecto estimulatorio en la 

esteroidogénesis del IGF-I pudiera deberse a la acción del IGF-I 

sólo o a través de su acción sinérgica con las gonadotropinas. La 

presencia de agentes inhibidores de aromatasas, de un 

antiestrogénico(tamoxifén) o de agentes potenciadores de la acción 

de AMPc podrán bloquear y/o estimular su actividad. 
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IV. OBJETIVOS 

1) Estandarizar el cultivo de las células de la 

granulosa de ovarios de ratón de 24 dpp estimuladas 

con FSH. 

2) Dilucidar el efecto del IGF-I en la producción de 

estrógenos en los ovarios inmaduros. 

3) Evaluar la acción de inhibidores y estimuladores 

de la función de segundos mensajeros, tales como ATP y 

la tóxina del cólera, sobre la producción de 17 0-

Estradiol. 

4) Evaluar el efecto de inhibidores de la síntesis de 

estrógenos 



V. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Reactivos químicos 

Los reactivos utilizados fueron grado analítico. Todas las 

soluciones empleadas se describen en el apéndice(pág. 86). 

1.1 Material 

El material empleado fue esterilizado en ciclo húmedo a :120 

Kg/cm2, 40 minutos. 

1.2 Animales 

Se utilizaron ratones hembras de la cepa 86, de 24 dpp 

obtenidas del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas 

de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los ratones se 

mantuvieron con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una 

temperatura de 24-25°C y se alimentaron con "Mouse/rat diet 7200", 

marca HARLAND y agua ad libitum 

1.3 Estimulación hormonal 

Se inyectaron grupos de 8 a 10 hembras 136 de 24 dpp, en la 

región ventral intradérmicamente con FSH, conocida comercialmente 

como "FOLLIGON" de los laboratorios Internet International; la 

presentación comercial de "FOLLIGON" contiene 1000 UI de esta 

41 



hormona. Para inducir un buen crecimento de las células de la 

granulosa, la estimulación se realizó inyectando 5 UI/día en 100 (ti 

de agua destilada como vehículo durante tres dios consecutivos. 

2. Aislamiento de gónadas 

Ratones hembra de la cepa B6 de 24 dpp; estimuladas como se 

describió en el punto anterior, se sacrificaron por dislocación 

cervical. Los ovarios de estos ratones se disectaron y se colocaron 

en una caja para cultivo de plástico de 40x12 mm(Nuncion) en 2.5 ml 

de medio 199(con sales de Hanks', L-glutamina y HEPBS 25mM de los 

laboratorios GIBCO). Se eliminaron el tejido graso y los oviductos 

bajo un microscopio estereoscópico (modelo Stereomaster Fisher 

ScientifiC) en condiciones estériles dentro de una campana de flujo 

laminal horizontal. 

2.1 Obtención de las células de la granulosa 

Los ovarios se disgregaron manualmente en condiciones 

estériles y se pincharon con agujas para insulina bajo un 

microscopio esteroidoscópico hasta desmembrar completamente cada 

ovario. Las células dispersas se transfirieron a un tubo de ensaye 

de vidrio de 13 x 100 mm, se centrifugaron dos veces en medio 199 a 
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1000 rpm, 10 minutos, y se resuspendieron en 1 ml de medio McCoy's 

5a(con L-glutamina de los laboratorios IN VITRO). Con esta técnica 

se obtuvó una fracción enriquecida en células de la 

granulosa(Figura 7). 

IICUBACION 4 OAS 
A 3r c. MI COI 

Figura 7 Esquema en que se ilustra la técnica empleada para aislar, disgregar y 
cultivar las células de la granulosa. 
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2.2 Viabilidad celular 

Se tomaron 50 111 de la suspensión celular obtenida, se 

colocaron en un tubo Eppendorf y se añadieron 50 pi de azul de 

tripano al 0.9% en solución salina. De los 100 Id se tomó una 

alicuota de 10 pl y se colocaron en una cámara de NewBahuer. El 

número de células viables se contó, tomando en cuenta los cuatro 

cuadrantes presentes en la cámara y se realizaron los calculos de 

acuerdo a la formula que se describe a continuación. 

VIABILIDAD= No. de células vivas observadas x 2 x 4 x 104  x Factor 

de dilución= No. de células vivas/ml 

Donde: 

2= Dilución con el azul de tripano. 

4= No. de cuadrantes contados. 

104= Factor de dilUción para convertir a células por ml. 

2.3 Cultivo celular 

Se pipetearon 1 x 106  células viables en una caja de cultivo 

de plástico Nunclon(40x12 mm) conteniendo 1 ml de medio McCoys' 5a 

suplementado con 50 UI/ml de penicilina, 50 pg/ml de sulfato de 
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estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 1 ng/mi de testosterona, 

FSH(200 ng/ml), ATP(1 mM), toxina del cólera(3 )ig/m1), inhíbídor de 

aromatasas(1 ig/ml) ó Tamoxifen(1 pg/ml) y en presencia ó ausencia 

de IGF-I(36 pg/m1). El diseño de cada experimento se muestra en las 

páginas 45 a 47. 

a) Efecto del IGF-I a corto plazo 

Los cultivos que se describen, se cultivaron 24 y 48 horas. 

b) Efecto del IGF-I a largo plazo 

Las células de la granulosa se cultivaron por 4 días en el 

caso de los cultivos con FSH, toxina del cólera, IGF-I y ATP, 

mientras que los cultivos con el inhibidor de la aromatasas 

tamoxifen se cultivaron por 4 y por 10 días. Para las incubaciones 

por 10 días el medio se cambió cada 4 días por medio fresco con y 

sín IGF-I(datos no mostrados). En ambos casos las células se 

cultivaron en una atmósfera húmeda con 95% de aíre y 5% de CO2  a 37 

°C. 

3. Almacenamiento de las muestras 

El medio de cultivo se cosechó y se almacené en tubos 

Eppendorf a -20°C, hasta realizar el RIA. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Experimento 1 

FSH IGF - 1 D.I. 

Problema 200 ng/mI 36 ng/ml 1,2 y 4 

Control 200 ng/ml (-) 1,2 y 4 

Experimento 2 

ATP IGF - 1 D.I. 

Problema 1 mM 36 ng/ml 1,2 y 4 

Control 1 mM H 1,2 y 4 

FSH HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO 
IGF-I - FACTOR SEMEJANTE A INSULINA TIPO 1 
D.I. a  DIAS DE INCUBACION 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Experimento 3 

I.A. IGF - I D.I. 

1 	, 	2 
Problema 1 pg / ml 36 ng/ml 4 y 	10 

1 	, 	2 
Control 1 pg / ml (-) 4 y 10 

Experimento 4 

Tamoxifen IGF - I D.I. 

1 	2 , Problema 1 pg / ml 36 ng/ml 4  y 10 

Control 1 pg / ml (-) , 1 	2
4 y 10 

I.A.- INHIBIDOR DE AROMATASAS 
FACTOR SEMEJANTE A INSULINA TIPO I 

DIAS DE INCUBACION 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Experimento 5 

T.C. IGF - I D.I. 

Problema 3 irg / ml 36 ng / ml 1,2 y 4 

Control 3 eg / ml (-) 1,2 y 4 

Experimento 6 

IGF - I D.I. 

Problema 36 ng / ml 1,2 y 4 

Control ( - ) 1,2 y 4 

T.C.- TOXINA DEL COLERA 
IGF-I. FACTOR SEMEJANTE A INSULINA TIPO I 

DIAS DE INCUBACION 
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3.1 Viabilidad de los cultivos celulares 

Para verificar que las células de la granulosa aún estaban 

vivas al final del periodo de cultivo se empleó la técnica 

histoquím.ica para detectar la actividad de la enzima 3 P-HSD. 

después de cosechar el medio de cultivo, las células fueron 

incubadas 1 hora a 370C en un medio que contiene un cofactor como 

Nicotínamída adenindinucleótido, el colorante azul de tetrazolio y 

el sustrato para esta enzima díhídroepiandrosterona. Se empleó como 

control el ensayo sin la presencia de la hormona(sustrato)(Foto). 

Fotografía que muestra el cultivo celular viable de las células de la granulosa. 
Las flechas señalan los acumulas de las células de la granuloso, creciendo en 
cultivo celular. 
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3.2 Radioinmunoensayo(RIA) 

El RIA es una técnica inmunológica que nos permite analizar 

pequeñas cantidades de hormonas esteroides presentes en un medio de 

cultivo en el orden de picogramos, por lo que es una prueba muy 

sensible y específica al hacer uso de anticuerpos. Se fundamenta en 

una reacción de competencia de un anticuerpo en este caso un 

anticurpo contra estradiol(E,) por su antígeno. Este último se 

encuentra presente en la muestra problema y se adiciona un antígeno 

marcado con tritio. De tal manera que si la concentración de E2  en 

la muestra problema es mayor que el 	marcado, entonces las 

cuentas por minuto(cpm) registradas en el contador de centelleo 

serán mínimas. Sí hay mayor unión de la marca con el anticuerpo, 

entonces las cpm obtenidas serán mayores es decir, la concentración 

de E2  presente en la muestra problema es mínima. 

DISEÑO GENERAL 

No, tubo 
	

Contenído 

1-2 
	

cpm totales 

3-4 
	

Unión no específica(rango: 1-3% cpm totales) 

5-6 
	

Unión máxima(rango: 30-50% cpm totales) 

7-18 
	

Curva estándar de E2 a concentraciones decrecientes 

19-- 
	

Muestras problema 
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200 pl 

200 4 

200 4 

200 pl 

200 pl 

200 pl 

200 pl 

200 (ti 

200 4 SU 

200 4 St2 

200 pl St3 

200 pl StA 

200 pl St5 

200 	St6 

50 ti muestra 

problema 

Pasos a seguir: 

1.- Preparación de los estándares(St) de estad 

Sti 400 pg de E2
: 4900 pi de buffer RIA + 100 Id de solución 

estándar de E2. 

St2 200 pg de E2
: 1 tel de buffer RIA + I. mi de Stl. 

St3 100 pg de 52
: 1 ml de buffer RIA + 1 ml de St2. 

St4 50 pg de 52
: 1 ml de buffer RIA + 1 mi, de 553. 

St5 25 pg de 52
: 1 ml de buffer RIA + 1 ml de S14. 

St6 12.5 pg de 52
: 1 ml de buffer RIA + 1 ml de SSS. 

1.- Incubar a 37 
°C por 1 hr. 

2.- 
Colocar a 4 °C por 1 hr 6 hasta 24 hrs. 
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3.- Añadir a todos los tubos con excepción de los tubos 1 y 2, 50 

pl de carbón activado al 0.6%. 

4.- Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos. 

5.- Decantar sobrenadarte en viales para centelleo líquido. 

6.- Agregar 5 ml de líquido de centelleo a cada víal. 

7.- Contar por 1 minuto en contador para centelleo, ajustado para 
detección de tritio. 
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VI. RESULTADOS 

Los resultados son mostrados como aparecen en el diseño 

experimental. 

1. Estandarización de la técnica 

El modelo biológico empleado en la presente tesis, es el ratón 

Mus niusculus muscu/us de la cepa B6, especie en la que se 

desconocen los mecanismo(s) molecular(es) de control de la 

producción de esteroides y de diferenciación de las células de la 

granulosa. A pesar, de la importancia biológica del ratón como 

modelo para la investigación, éste no ha sido usado en el pasado 

para estudios de endocrinología. Se probó entonces la técnica de 

disgregación celular propuesta por Magoffin y Erickson en 1981, en 

la cual se utilizan ovarios de rata y la disociación se efectua en 

presencia de las enzimas colagenasa y DNasa. Sin embargo, debido 

posiblemente a que existen diferencias específicas entre especies, 

la aplicación del método propuesto por Magoffin y Erickson(1981) 

resultó inadecuado, ya que las gónadas del ratón 136 fueron muy 

sensibles a la acción de la colagenasa y la DNasa, las cuales 

provocaron la desintegración total de la membrana celular y como 

consecuencia la muerte celular de aproximadamente 50% de las 

células disgregadas. Debido a esto se probó el método de 

disgregación de las células de la granulosa en gradientes de 
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Percoll del 20% al 70%, hasta llegar al método descrito en la 

sección de la metodología, el cual había sido aplicado a ratas. La 

utilización de dicha técnica en el modelo biológico del ratón 06 

mostró buenos resultados y se obtuvieron viabilidades celulares de 

un 75% a 85%. 

El cultivo celular se realizó según el método propuesto por 

Magoffin y Erickson(1981) con las variantes descritas en la 

metodología. En los experimentos con ATP se usó HEPES a una 

concentración de 50 mM en lugar de 25 mM como en el resto de los 

experimentos, para contrarrestar la acidez ocacionda por el ATP, 

1.1 Efectos del IGF-I a corto y largo plazo 

En la figura 1 se muestran los resultados de la cuantificación 

de estradiol producido en los cultivos celulares de la granulosa de 

ratón durante los primeros 4 días de incubación en ausencia o 

presencia de 36 ng/ml de IGF-I. Los valores observados se reportan 

en ng/ml/célula en el medio de cultivo libre de suero. Observamos 

que la producción normal de estradiol en el grupo control, es mayor 

en todas las etapas estudiadas. En el grupo experimental el IGF-I 

tiene un efecto inhibitorio sobre la producción de estradiol. Los 

niveles detectados en el grupo experimental al primero y segundo 

día de cultivo, son similares pero a los 4 días de incubación se 
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vió que la concentración de estradiol en este grupo experimental 

disminuye y es cuatro veces menor a la observada para el control a 

este mismo tiempo. Este efecto es contrario al efecto reportado en 

ratas en la producción de progesterona y andrógenos(Adashi EY, et 

al; 1985a), 

Con la FSH(figura 2) se observó que el IGF-I en el ratón 

también tiene un acción sinérgica, ya que potencia la producción de 

estradiol a largo plazo(a los 4 días). Sin embargo, a las 24 horas 

de cultivo la síntesis de éste estrógeno es casi idéntica en 

ausencia y en presencia del IGF-I. A las 48 horas de incubación se 

vió que la producción de 17 0-estradiol disminuye a un tercio del 

valor normal detectado en el experimento control. A los 4 días de 

cultivo al adicionar el factor de crecimiento más FSH, se vió que 

la síntesis de estradiol se incrementó comparado al grupo control. 

En éste grupo se observó que la producción de 17 0-Estradiol en el 

grupo control, se incrementa en relación a los días de cultivo. 

Si analizamos los datos en conjunto de los experimentos de 

IGF-I y de IGF-I+FSH. Se puede ver claramente que el IGF-I per se 

sin la intervención de FSH, tiene un efecto inhibitorio en la 

producción de estradiol. Mientras que al estar presente el FSH y el 
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IGF-I provocan una acción sinérgica, potenciando la producción de 

estradiol a los 4 días de incubación. 

Figura 1. Concentraciones de 17 P-Estradiol obtenidas en 
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos 
incubados sólo con medio McCoy's 5a, las columnas negras contienen 
sólo IGF-I. Los paréntesis indican el número de experimentos 
realizados. Cuando sólo se realizaron dos experimentos no se 
muestran las barras de desviación estándar. Las barras son el 
promedio +/- la desviación estándar. 
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Figura 2. Concentraciones de 17 0-Estradiol obtenidas en 
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos 
incubados sólo con testosterona, las columnas grites contienen FSH, 
las columnas negras contienen IGF-I+FSH. Los paréntesis indican el 
número de experimentos realizados. Cuando sólo se realizaron dos 
experimentos no se muestran las barras de desviación estándar. Las 
barras son el promedio +/- la desviación estándar. 
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Para determinar si el IGF-I tenía un efecto directo y/o 

indirecto en la producción de estradiol. Se emplearon inhibidores 

de la producción de estrógenos. 

2. Efecto de los bloqueadores en la producción de estrógenos 

a) Inhibidor de aromatasas 

La figura 3, nos muestra las concentraciones de 17-(3-Estradiol 

obtenidas, al probar la acción del IGF-I y el inhibidor de 

aromatasa 1, 4, 9111)-Androstatrien-3, 17-diona sobre las células 

de cultivo. A las 24 y 48 horas de incubación, los niveles de 17- 

0-Estradiol detectados son similares en el grupo control y el 

experimental. Se observó que los niveles de 17-0-Estradiol se 

incrementaron cinco veces al cuarto día de incubación en el grupo 

control. Sin embargo, a los 10 días de incubación los niveles de 

este estrógeno descendieron hacia los niveles observados en los 

primeros días de cultivo éste grupo. Con el inhibidor de aromatasas 

se vió que a los 4 días de incubac.445n hay una inhibición de casi al 

50% de la producción de estradiol en el grupo experimental 

comparado con el control. Los niveles de 17-0-Estradiol a los 10 

días de cultivo decayeron hacia los valores detectados a las 48 

horas de cultivo igual que en el grupo control. 
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Figura 3. Concentraciones de 17 0-Estradiol obtenidas en 
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos 
incubados sólo con testosterona, las columnas grices contienen IA, 
mientras que las columnas negras contienen IGF-I+IA. Donde 
Inhibidor de aromatasas. Loa paréntesis indican el número de 
experimentos realizados. Cuando sólo se realizaron dos experimentos 
no se muestran las barras de desviación estándar. Las barras son el 
promedio +/- la desviación estándar. 
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b) Tamoxifén 

En las células de la granulosa tratadas con tamoxifén(Figura 

4), se ve que la presencia del factor semejante a insulina-1 

estimula la producción estrogénica a las 24, 48 horas de cultivo 

comparado con el control. A los 4 días la síntesis de estradiol es 

muy parecida tanto en el grupo control como en el experimental. A 

los 10 días, los niveles de estradiol son iguales a los detectados 

al segundo día de cultivo en presencia del tamoxifén. 

Al analizar la acción de ambos inhibidores, es interesante ver 

que el IA abate la producción de estradiol a las 24 horas de 

cultivo(ver gráfica 3 para valores de 17 0-Estradiol detectados). A 

las 48 horas de incubación, los niveles de estradiol son un poco 

Más altos que a las 24 horas. A los 'cuatro días de cultivo el 

inhibidor no parece tener ningún efecto en la producción de 17 13-

Estradiol. Así mismo, observamos que el más potente inhibidor 

esteroidal es el inhibidor de aromatasa. 

Se detectó que el tamoxifén, sólo presentó una actividad 

estrogénica y que la combinación de IGF-I+tamoxifén, tuvó un mayor 

efecto en la producción de estrógenos; este efecto es contrario a 

lo esperado. 
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Figura 4. Concentraciones de 17 9-Estradiol obtenidas en 
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos 
incubados sólo con testosterona, las columnas grices contienen TAM, 
mientras que las columnas negras contienen IGF-I+TAM. Donde TAM, 
Tamoxifén. Los paréntesis indican el número de experimentos 
realizados. Cuando sólo se realizaron dos experimentos no se 
muestran las barras de desviación estándar. Las barras son el 
promedio +/- la desviación estándar. 
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3. Agentes mediadores de la producción de esteroides 

Los resultados de los experimentos con ATP(figura 5) muestran 

que la producción de estradiol se incrementó en función de los días 

de cultivo en el grupo control. Se observó que al primer día de 

incubación en el grupo experimental, hay un aumento en la síntesis 

de éste esteroide en presencia del IGF-I más ATP comparado con el 

control. En el segundo día hay una disminución en la producción de 

dstradiol comparado con el cultivo a las 24 horas, los niveles en 

el grupo experimental y control son similares. Al cuarto día la 

síntesis de 17 0-Estradiol es muy similar al cuantificado en el 

primer día de cultivo. 

Con la toxina del cólera(Figura 6), el efecto observado es 

similar al mostrado con el ATP. En el grupo control y experimental 

se vio que a las 24 y 48 horas, los niveles de estradiol son 

semejantes. Se observó que a los 4 días de incubación hay un 

incremento en la síntesis de estradiol en el grupo control. Sin 

embargo, los niveles de estradiol se incrementaron más :en el grupo 

experimental. 

Si se observan los datos en conjunto, se ve más claramente el 

incremento de la actividad estrogénica con el ATP, al primer y 

segundo día de incubación. La toxina del cólera, tuvo un claro 
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Figura 5. Concentraciones de 17 D-Estradiol obtenidas en 
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos 
incubados sólo con testosterona, las columnas grices contienen ATP 
y las columnas negras contienen IGF-I+ATP. Los paréntesis indican 
el número de experimentos realizados. Cuando sólo se realizaron dos 
experimentos no se muestran las barras de desviación estándar. Las 
barras son el promedio +/- la desviación estándar. 
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Donde CTr. Toxina del cólera. Los paréntesis indican el número de 
experimentos realizados. Cuando sólo se realizaron dos experimentos 
no se muestran las barras de desviación estándar. Las barras son el 
promedio +/- la desviación estándar. 
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VII. DISCUSIÓN 

El desarrollo óptimo de la maduración folicular de las células 

de la granulosa del ovario, depende de la interacción coordinada de 

gonadotropinas y factores de crecimiento o peptidos(Hsueh AJW, et 

al; 1984). Entre los péptidos que se conocen y cuya acción influye 

en la diferenciación de las células de la granulosa de rata y en la 

producción de esteroides in vitro, está el factor semejante a 

insulina tipo I(IGF-I)(Davoren J. B y Hsueh A. J. W; 1984, Davoren 

J. B et al; 1985, Adashi F. Y et al; 1984, Adashi et al, 1985a y b, 

Baranao J. L. S y Hammond J. M; 1984, Hammond et al; 1989, Wood A. 

M et al ; 1994, Casandra X et al ; 1991). En la actualidad se 

desconoce el mecanismo(s) celularles) por el cual el IGF-I actua en 

la maduración de las células de la granulosa. La mayoría de las 

investigaciones hechas hasta la fecha se han centrado en el modelo 

biológico de la rata y no se ha investigado el efecto del IGF-I en 

el ratón. 

De estudios previos se sabe que durante el desarrollo del 

ovario infantil en la vía de maduración normal del folículo se 

requiere de la producción de estrógenos para que se de este 

proceso(Richards et al., 1987). 

En este trabajo se investigaron los efectos del IGF-I en las 

células de la granulosa del ratón prepuber. Para determinar si este 
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péptido juega un papel en la producción de 17 (5- Es):radic en rH 

ovario. Se cuantificó esta hormona como un e fterio prlmórdla 

indicador de la diferenciación bioquímica y fisiológica de la 

células de la granulosa en cultivo. Si bien en la mayor parte de 

los trabajos de investigación realizados en la rata se ha 

cuantificado progesterona y androsterona(Velduhuis J, D; 1989). 

Esto es debido a que la LH media la diferenciación de las células 

de la teca y la biosíntesis de andrógenos(Richards J. Sí 1987), 

estos últimos son enviados del compatimento fecal a las células de 

la granuloso, donde es convertida la testosterona a 17 (3-Estradiol 

a través del sistema enzimático de la aromatasa (Dorrington et al; 

1975). Así mismo, Richards y colaboradores en 19130 plantearon que 

la producción de estradiol en ratas inmaduras requería de altas 

concentraciones de LH. Si la liberación de LH fuese un requisito 

esencial para que la síntesis de estradiol, entonces cuantificar 

éste esteroide en ésta investigación no tendría ningún valor. Se 

sabe que la FSH induce la síntesis de la aromatasa y por lo tanto 

la producción de estrógenos. Sin embargo, en estudios previos en la 

cepa Mus musculus domestícus(Villalpando 1 et al, 1993) demostraron 

que el ovario infantil del ratón ya produce estradiol, en las. 

etapas iniciales de formación de los folículos una semana antes de 
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la edad evaluada en ésta investigación (21 dpp). 

Por otra parte, el hecho de que la mayor parte de los 

investigadores hayan cuantificado progesterona puede ser debido a 

dos razones: La primera, como un indicador funcional de un 

precursor metabólico de esteroides, dado que se ha planteado que 

las células de la granulosa no pueden producir 17 P-Estradiol. La 

otra posibilidad, es que la mayoría de los autores cuantificaron lo 

producción de progesterona en las células que se luteinizaron 

espontáneamente en cultivo, ya que normalmente la progesterona es 

el producto principal de células luteinizadas que están produciendo 

progesterona activamente. Debido a que en éstas células se expresan 

primordialmente genes como la 20, 22-Liase 	y 3 0-HSD(3 0- 

Hidroxiesteroide deshidrogenasa) que intervienen en la producción 

de progesterona(Dorrington et al., 1975.) Desde el punto de vista 

de la diferenciación bioquímica y fisiología de las células de la 

granulosa del ovario, éstas células son diferentes a las células de 

la granulosa no luteinizadas. 

Por otro lado, en el ovario de roedores el eje hipotálamo-

hipófisis, se establece a los 35 días después del 

nacimiento(Richards J. S; 1987). De los 15 a 30 días postpartum el 

ovario de roedores desarrolla folículos antrales. La liberación de 
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LH ocurre en la mañana o en la tarde en éste :intervalo de tiempo ya 

que la primera ovulación no se da hasta los 32-35 días 

postpartum(Richards et al; 1987). Aparentemente la incapacidad de 

los folículos para ovular en respuesta a 611 se debe a la esporádica 

liberación de ésta hormona la cual esta relacionada en parte con la 

incapacidad de éstos folículos para sintetizar estradiol(Richards 

et al, 1987). 

En nuestro estudio observamos que las concentraciones de 

estradiol en los grupos control fue generalmente alta e 

independiente del control de la hipófisis. Esto pudiera explicarse 

debido a la presencia de insulina en el medio, la cual aún en bajas 

concentraciones, induce probablemente la actividad mitótica en las 

células de la granulosa; por otro lado también pudiera ser producto 

por la presencia del IGF-I endógeno, el cual induce una interacción 

temprana entre el compartamíento tecal en el que se sintetiza 

progesterona y testosterona y que ésta última al ser transferida a 

las células de la granulosa hayan inducido la expresión de los 

genes de la aromatasa. 

Así mismo es posible que la producción temprana de éáte 

esteroide sea independiente del control hipofisiario y que otros 

factores además de los de crecimiento tipo insulínico I y II, 

intervengan en la producción de estrógenos, aunque esto aún es tema 
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de discusión. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que hay 

diferencias específicas de especie. 

En la presente estudio a pesar de que es necesario aumentar el 

número de experimentos en los grupo control, pero basados en 

investigaciones ya publicadas podemos hacer las siguientes 

obseravaciones. 

El IGF-I sólo tiene un papel inhibitorio en la producción de 

estrógenos o no tuvo efecto. Esto quizá se deba a un problema de 

dosis. Sin embargo, en ésta investigación no se evacuo otra dosis 

de IGF-I. 

Se ha visto, que la FSH administrada conjuntamente con el IGF- 

I aumentan la producción de progesterona Y 20 o- 

dihidroxiprogesterona en rata. Así mismo, ambas progestinas 

potencian la síntesis de la aromatasa y por lo tanto, las 

concentraciones de estradiol se eleva(Adashi et al en 1984,. 	1985 

y 1986). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio están de 

acuerdo con investigaciones realizadas en otras especies biológicas 

anteriormente estudiadas, en donde se demostró que el FSH tiene un 

efecto sinérgico con el IGF-I en la producción de 
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esteroides(Baranoa J. L. S y Hammond J. M., 1913,1, Ad e;hi E. Y 

al; 1985b y 19861), Wood A. M eL al; 1994). 

El inhibídor de aromatasa usado en el presente estudio, actua 

directamente inhibiendo ésta enzima y por lo tanto, la incapacidad 

de la producción de estrógenos(l3rodie HMA; 1982) . Esta observación 

apoya la hipótesis de que el control inicial de la producción de 

estrógenos probablemente sea independiente del control 

hipofisiario. 

De estudios previos se sabe que el tamoxifén, compuesto no 

esteroidal que compite por el receptor de estrógenos sintetizados 

por la acción de la aromatasa, disminuye la producción de los 

mismos. Esta droga es utilizada para inhibir el cancer mamario, ya 

que las células que sufren metastasis están produciendo activamente 

17 0-Estradiol(Minni A; 1993, Rubens R. D; 1993 y Brodie A. M; 

1994). 

En este estudio, se observó que el tamoxifén tuvó el efecto 

opuesto al esperado, es decir presentó una potente actividad 

estrogénica. Este efecto se conoce en el caso de los andrógenos y 

estrógenos como efecto paradoxal, donde a dosis mayores un 

estrógeno presenta una actividad estrogénica y a menor dosis una 
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función androgenica. Este efecto fue inicialmente descrito en 

diferentes especies de anfibios por Padoa en 1936. 

El hecho de que el tamoxifén incrementó la producción de 

• estradiol, plantea lo posibilidad de que la acción del 1S -I 

posiblemente induce la expresión de la aromatasa y que ésta 

interactua con otros péptidos. De tal forma que el efecto 

potenciador o sinérgico del IGF-I en presencia de FSH y LH sea 

debido a que hubiera una posible acción sumatoria de los efectos 

del IGF-I, por un lado a la interacción con hormonas proteicas 

como la FSH y por otro lado con hormonas esteroides y otros 

factores de crecimiento. 

Tal es el caso del factor de transformación de crecimiento u 

(TGFu) y el TGFP, los cuales son producidos por las células de la 

teca. Estudios realizados(Lobb D. K y Dorrington J. H., 1989) con 

éstos factores en células de la granuloso de bovino, demostraron 

que la presencia en el medio de cultivo de TGFu y FSH provocaba un 

aumento en la actividad de la aromatasa, mientras que TGFO y F514 

producía el efecto contrario, es decir una inhibición de la 

actividad de ésta enzima. 

Los experimentos con ATP y con toxina del cólera fueron con el 

propósito de saber si la amplificación de estradiol en el medio de 
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cultivo era mediada por segundos mensajeros, al provocar una 

concentración elevada de AMPc en el interior de la célula. Esto 

para observar si hubiera algún incremento en la síntesis de 

estradiol al adicionar el IGF-1. 

El ATP fue agregado como tal en el medio de cultivo para que 

el metabolismo per se de la célula lo convirtiera a AMPc y fuera 

incorporado a ésta. Los resultados arrojados de éste experimento 

muestran el efecto estimulatorio de éste compuesto. Se observó que 

existe una estimulación de la aromatasa y una elevación en las 

concentraciones de estradiol. Apoyando la hipótesis de que uno de 

los posibles mecanismos implicados en los efectos amplificadores  

del IGF-I, sea a través de segundos mensajeros. Los presentes 

resultados estan de acuerdo con las observaciones realizadas por 

otros grupos(Richards JS et al; 1979 y Adashi EY; 1986). 

La toxina del cólera inhibe a la GTPasa que hldrolisa la unión 

GTP y la proteína Gs(proteína estimuladora de la adenilato ciclasa) 

pasando al GTP a GDP, desactivando la estimulación del adenilato 

ciclasa y como concecuencia la vida del complejo Gs-GTP se prolonga 

de tal modo que la célula produce AMPc sin cesar. En nuestros 

estudios observamos que es a los cuatro días de cultivo cuando se 

presenta un aumento en la síntesis de estradiol en el grupo 

experimental, lo cual sugiere que el efecto observado sea debido a 
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que los niveles de AMPc son mayores a los presentes en las células 

de la granulosa en los primeros días de cultivo. 

El hecho de que éste efecto se haya observado hasta los cuatro 

días y no antes, pudiera ser debido a un efecto acumulativo de las 

concentraciones de estradiol. Asi mismo, observamos que en ambos 

experimentos con ATP y con la toxina del cólera hay un aumento 

progresivo de estradiol producido con respecto a los días de 

cultivo en lo que se refiere a los grupos controles de ambos 

experimentos. Esto puede ser debido a que se ha planteado que el 

AMPc juega un papel intermediario en la producción de 

estrógenos(Richards JS et al; 1979 y Adashi EY; 1986). Donde la 

toxina del cólera incrementaría las concentraciones de AMPc. 

Lo anterior nos hace pensar que quizá el incremento de 

esteroides en los que se involucra el IGF-I estén mediados a través 

de unmlecanismo de segundos mensajeros. Sin embargo, hace falta más 

experimentación para apoyar o refutar ésta hipótesis. 
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VIII. CONCLUSIONES 

1.- La producción de 17 0-Estradiol en las células de 

la granulosa a los 21 dpp. en el ratón, aparentemente 

es independiente del control hipofisiario. 

2.- El IGF-I por si sólo, no tiene ningun efecto 

directo en la síntesis de estradiol. 

3.- El IGF-I en presencia de FSH, ATP y toxina del 

cólera amplifican la producción de estradiol in vitro al 

igual que en otras especies. 

4.- La acción del IGF-1 es mediada probablemente a 

través de un mecanismo de segundos mensajeros, aunque 

pudiera haber otro(s) mecanismo(s) alternativo(s). 
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X. APENDICE 

- Solución de IGF-I 

Se preparó una solución de BIF-I de 100 "9/,1  y se almacenó 

-20 °C en alicuotas de 4 pl. Cada alicnota se adicionaba a 11 ml. de 

medio Mc'Coys Sa para llegar a una concentración final de 36.3 

IV/ 
ml 

- Soluciones concentradas de Testosterona, inhibidor de aromatasa y 

Tamoxifén 

Se prepararon soluciones de testosterona, inhibidor de 

aromatasa y de tamoxifén, cada una con una concentración de 1 "W, 

y se almacenaron en alicuotas de 1 ml a -20 °C. Se suplementaban 11 

ml de medio Mc'Coys 5a con 11 pl de la solución deseada para llegar 

a una concentración final de 1 

- Toxina del cólera 

0.5 mg de toxina del cólera marca SIGMA la cual se diluyó en 1 

ml de medio Mc'Coys 5a para obtener una solución de 0.5 m/pl, misma 

que se almacenó a -20 °C. Se adicionaron 66 pl de ésta a 11. ml de 

medio Mc'Coys 5a para tener una concentración de 3 
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- FSH 

Alcuotas de una solución de FSH con una concentración de 32 

se almacenaron a -20 "C. 	11 ml de medio Mc'Coys 5a se 

suplementaron con 34.4 pl de solución de FSH para obtener una 

concentración final de 0.1 111/rni . 

PREPARACION Y ALMACENAJE DE REACTIVOS PARA RIA 

1.- Anticuerpo 

El anticuerpo antiestradiol se diluye en buffer para RIA según 

las indicaciones del fabricante. La solución del anticuerpo se debe 

guardar a -70°C lo más concentrado posible y en pequeños volúmenes 

de acuerdo a los requerimentos de cada usuario(evitar congelar y 

descongelar; bajo éstas condiciones la solución es estable durante 

aprox. 6 meses). Justo antes de su uso la solución se descongela y 

se diluye adicionando 0.1 ml en 14 ml de buffer RIA. Debe 

mantenerse a 4 °C hasta que se empleé(evitar congelar). 

2.- Solución madre de estradiol 

10 mg/100m1=100 1(g/m1 en alcohol(guardar a 16°C, no congelar). 
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3.- Estandar de estradiol 

Añadir 50 01 de solución madre y llevar a 50 ml con buffer RIA 

en un matraz aforado(conc. final 100 ''!,/,„1.0.1 "/„1 ). La solución es 

estable durante un mes en refrigerador(evíte congelarla. Atemperar 

por 20 a 30 min antes de usar). 

4.- Carbón activado 

Suspender 0.6 g de carbón activado en 100 tel de Buffer RIA. 

Prepararse al momento de usarlo y mantengase en suspensión con 

agitación magnética. 

5.- Buffer RIA(hipertónico) 

La composición del Buffer RIA hipertónico es la siguiente: 

1000 ml 	 500 ml 

Gelatina Difco 	1 gr 	 500 mg 

Anida de sodio 	1 gr 	 500 mg 

Na2HPO4.1121D 	 8.7 gr 	 4.35 gr 

Nall2PO4.1121D 	 5.4 gr 	 2.7 gr. 

NaC1 	 9 gr 	 4.5 gr 

Calentar aprox. 100 ml de agua(sin que hierva) y disolver la 

gelatina con agitación; mientras tanto disolver las sales en 300 ml 
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de agua. Agregar la gelatina a la solución de sales y atorar al 

volumen deseado mezclando con cuidado paro evitar lo producción de 

espuma. 

6.- Buffer RIA(isotónico) 

Diluir 100 ml de buffer hipertónico agregar 55 ml de agua 

destilada(pH final. 7.2). 

7.- Líquido de centelleo 

Composición: 

Dimetil Popop(Cu112,14:02) 

2,5-Difeniloxazoleppo 

Tritón X-100 

Tolueno 

2 gr 

40 gr 

3330 ml 

6670 ml 

Disolver primero el difenil en tolueno con agitación y después 

agregar el dímetil y el tritón. 
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