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I. RESUMEN

El factor de crecimiento semejante a la insulina es un péptido
que interviene en la regulacidn de la sintesis de esteroides en la
capa de ceélulas granulosas del ovario. La mayor parte de los
estudios sobre la endocrinologia de este o6rgano han empleado cono
modelo bioldgico 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
sintesis de esteroides gonadales. En la presente investigacidn se

estudid el efecto del factor de crecimiento semejante a la insulina

tipo I en la produccién de 17 P-Estradiol en las células de la
granulosa del ovario del ratén Mus musculus musculus de 24 dias
postpartum. Se estimularon ratones hembra de la cepa Mus musculus
musculus con 5 Unidades internacionales de Hormona estimulante del
foliculo durante tres dias. Las células fueron aisladas por un
método de microdiseccién y se cultivaron con y sin factor de
crecimiento semejante a la insulina, asi como con Hormona
estimulante del folicule, la toxina del colera, 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.



Los resultados muestran que la concentracién de estradiol
aumentd en general en todos los experimentos de cultivo en el grupo
control. El factor insulinico tipo I sélo tuvo un efecto
aparentemente inhibitorio en la sintesis de estradiol. El inhibidor
de aromatasa disminuyé la produccién de este estrdgeno dUnicamente a
los 4 dias de cultivo, mientras gque el tamoxifén aumenté la
concentracién de estradiol. El factor de crecimiento semejante a la

insulina en presencia de Hormona foliculo estimulante incrementd la
produccién de 17 f-Estradiol. Asi mismo, los niveles de este
estrégeno aumentaron en presencia del ATP. La toxina del célera
incrementd la produccién de !7 B-Estradiol en las células de la
granulosa hasta los cuatro dias de cultivo. Se plantea que

posiblemente este factor de crecimiento incrementa la produccion de
17 B-Estradiol a través de la accién de AMPc conocido como segundo

mensajero.



II. INTRODUCCION
1,- Desarrollo y diferenciacidn sexual del aovario

La diferenciacidén gonadal en los mamiferos ocurre en la vida
embrionaria; este procesc consta de tres etapas: a) establecimiento
del sexo genético, b) diferenciacidén gonadal y c¢) desarrollo del
sexo fenotipico. La primera se inicia con la fertilizacidn, en la
sequnda se lleva a cabo la diferenciacidn morfolégica y funcional
del ovario y del testiculo, y en la dltima fase se determinan las
carateristicas sexuales secundarias de cada individuo de acuerdo a
su  sexo genético. La etapa de interés en el presente estudic es la
diferenciacién funcional postnatal del ovario. Para entender este
proceso es necesario describir las fases que se llevan a cabo
durante el desarrollo morfolégico, funcional y bioquimico de este

drgano,

1.1 El1 estado indiferenciado

La diferenciacién del ovario y del testiculo se inicia con el
establecimiento de la cresta genital, la cual por prolifer%cién de
las células epiteliales e invasién de mesénquima, vasos sanguineos
y las células geminales primordiales(CGP) originan la g&nada
indiferenciada. Esta etapa es comin a hembras y machos; es decir es

independiente del sexo genético de cada individuwo. La gdnada



indiferenciada es un 6rgano bilateral, localizado en la regidn
ventral del mesonefrosg(Merchant-Larios, 1976). La etapa de gdnada
indiferenciada se origina con la colonizacidn de la cresta genital
por las CGP y con la proliferacién de las células somdticas
(precursoras de las células foliculares y de las células
intersticiales o de la teca), estas Ultimas originan los cordones
sexuales y el tejido estromidtico que constituyen los precursores
del ovario (Merchant-Larios, 1976). En el ratdn 1la etapa
indiferenciada se presenta de los 10.5 a 11.5 dias de
gestacidn(d.qg) . Para entender mejor la organizacién morfoldgica del
ovario, los elementos celulares que lo forman se han dividido en
dos grupos: i) células somiticas(en el transcurso del trabajo se
llamardn células de la teca y de la granulosa) y 1ii) las CGP,
precursoras de los gametos, a éstas (ltimas 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) (Figura

1).
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Figura 1 Esquema en que se representan las partes que conforman al ovario
{modificado de células germinales y fertilizacién de Austin C.R r Short R.V,
1982) .



1.2 Diferenciacidn sexual

Existen dos eventos primordiales durante la diferenciacidn
gonadal en los mamiferos, este proceso se lleva a cabo a los 12

d.,g. en el ratém:

1) El arreglo tisular primario; es decir la separacién temprana de
los cordones epiteliales del epitelio superficial 6 epitelio
celémico en el testiculo, lo cual permite la identificacidn
morfolégica de este Grgano.

2) La diniciacitén de la  foliculogénesis debido a la
"fragmentacién" de los cordones sexuales (epiteliales) en el
ovario, formados fundamentalmente por las células precursoras

de la granulosa. La diferenciacién de las cé&lulas de 1la teca O
del estroma se lleva a cabo méds tarde.

La diferenciacién gonadal en el ovario ocurre ain en ausencia
de la linea 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
fragmentacién 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 si estas faltan



ain en la presencia de los precursores de las células somdticas
este proceso no se lleva a cabo. Se ha propuesto que factores
inductores producidos en las células germinales podrian actuar como
organizadores del ©proceso de foliculogénesis(Merchant-Larios,
1984.) Las OGP tienen un rol determinante en la formacidn de
foliculos primarios y aparentemente son criticas para el
establecimiento del tejido esteroidogénico ovdrico(Merchant-Larios
y Centeno, 1981). En ratas tratadas con busulfdn, droga que mata
selectivamente a las CGP, el tejido esteroidogénico no se
desarrolla y la produccién de esteroides es baja(Merchant-Larios,

1984) .

1.3 Origen embrionario de la células somdticas

El origen de 1las células somiticas que forman la gdénada
indiferenciada ha sido sujeto de controversia. Existen varias
hipétesis 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 somdticas que contribuyen a la formacién del
primordio gonadal.
a) Hipétesis mesonéfrica

Byskov(1978), Upadhay y Zanboni(1981) y Zamboni y Bézard

(1979), proponen que al formarse el mesonefros 6 rifidn embrionario,



‘las células epiteliales de los tubos mesonéfricos se desdiferencian
y contribuyen de esta manera a la formacidn del primordio gonadal.

Byskov y Lintern-Moore(1973), Byskov(1975}) y Byskov vy
Shakkeback (1977), interpretaron la asociacién continua de cordones
sexuales gonadales con algunos tubulos mesonéfricos, como una
estructura simple, llamada "rete ovarii“, dividida en tres regiones
distintas; extraovirica, conectiva e intraovdrica, describiendo la
formacidn del foliculo primordial como un proceso de “migracién" de
las células pregranulosas de la regidén extraovdrica a la
intraovarica.

Byskov y Lintern-Moore(1973) y Byskov(1978), sugieren que las
células de la granulosa parecen ser derivadas, aungue no
exclusivamente de ciertas células dentro del rete ovarii, regién
formada de tubulos cercana al mesonefros, las cuales son wuy
parecidas a la de la granulosa en términos de sus organelos y
microfilamentos

Asi mismo, Zamboni y Bézard(1979) y Upadhyay y Zamboni(1981)
basados en evidencias obtenidas en estudios de microscopia
electrénica; plantean que las células somdticas de 1los cordones
sexuales en las gbénadas de ratones y ovejas provienen de un
mesonefros diferenciado. Si esto es correcte, las células de

Sertoli del testiculo y las células de la granulosa en el ovario



serian derivados del mesonefros. Sin embargo, hasta la fecha ain no
se ha esclarecido completamente el origen embrionario de las

células que forman el ovario.

b) Teoria epitelial

Gruenwald(1942), Horbes(1942) y Torrey(1945) sugieren que el
ovario y el testiculo derivan de células del epitelio celdmico. Si
la gbnada indiferenciada se diferencia en ovario, los cordones
sexuales involucionan y el epitelio celdmico lleva a cabo una
segunda proliferacién, la cual forma los cordones sexuales
secundarios que dan origen a los epitelios foliculares que recubren
los ovocitos. Si la gbnada se diferencia a testiculo, los cordones

pasan a ser cordones seminiferos.

c) Doble origen del primordio gonadal

Estudios realizados por Merchant (1975 y 1979) en la rata y el
ratén, apoyan el doble origen de las células somiticas que forman
la gobnada. Este autor realizd estudios de autorradiografia con
timidina tritiada y vi6é que al inyectar embriones de rata a los 12
d.g, este nucle6tido tenia su méxima incorporaci6n a DAN a las 24
horas de incorporada la timidina; a esta edad la génada ya se habia

diferenciado en testiculo. Ademds, encontré que las células del



epitelio internc estdn dispersamente marcadas, mientras que en el
mesénquima y en el epitelio celémico la incorporacion 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 celbmico. Estas observaciones
demuestran que hay diferencias en la duracién del ciclo celular en
los diferentes tipos celulares, de tal forma que se nota que en el
epitelio celémico y el mesénquima el ciclo celular es corto,
mientras que el epitelio interno tiene un ciclo celular mis largo.
Estas observaciones apoyan la hipbtesis de que tanto el epitelio
celémico como el wmesénguima, contribuyen a la formacién 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 Miller, para determinar el papel que tenia el
mesonefros en la formacidén del primordio gonadal en aves. Estos
autores observaron que el blastema gonadal en pollo se origina de
la proliferacién y condensacién de las células mesoteliales o©
epiteliales y mesenquimdticas. Por lo tanto, se considera que las
células somaticas tienen un doble origen. Estos resultados
aparentemente apoyan el modelo propuesto por Gruenwald(1942),

Horbes(1942) y Torrey(1945), quienes postularon que el epitelio



celémico experimenta una segunda proliferacién. Aunque en realidad
sucede es que el epitelio interno sigue proliferando y el epitelio
celdémico contribuye con células a la formacidn de la gbnada. En el
caso del testiculo la diferenciacién temprana conlleva a que la
proliferacién mesotelial termine pronto; mientras que en el ovario

la proliferacién es continua(Merchant-Larios H, et al., 1984).

2.- Diferenciaci6n funcional del ovario
2.1 Meiosis

La meiosis es la divisién célular que sufren las células
sexuales(ovulos y espermatozoides). Esta consta de dos divisiones
celulares, la primera de las cuales implica la disminucién de
cromosomas a la mitad{de diploide a haploide) y permite el cambio
de informacién genérica entre pares de cromosomas, un miembro de
cada par se deriva de la madre y el otro del padre. La segunda
divisién se parece a la mitosis(divisién celular de células
sométicas), aunque s6lo en los cromosomas haploides.

Tanto la meiosis cumo 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 divisién meidtica 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 tardio, el diploteno y la diacinesis(Figura 2).

Bl crecimiento de la génada femenina es muy lento comparada
con el del testiculo. A pesar, de que el ovario es muy parecido
morfolégicamente a la goénada indiferenciada, este inicia 1la
meiosis, lo cual permite identificarlo y diferenciarlo del
testiculo. Las (GP en el ratén entran en la profase de la primera
divisién meibética a los 17 d.qg.

En la mayoria de las especies de mamiferos, la profase
meidética se completa en las hembras hasta llegar al diploteno.
Después del nacimiento los ovocitos entran en una ‘"fase de
descanso" ¢ diacinesis, que termina hasta antes de la ovulacién con
los cambios meidticos ovulatorios en el foliculo 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 nimero de células
germinales disponibles para la reproduccién, pues las ovogonias
pasan a ovocitos en el momento que entran a la profase de 1la
primera de las divisiones meiéticas, y posteriormente son incapaces
de proliferar. El nimero de células germinales disminuye durante
toda la vida reproductora de las hembras a través de los procesos

de atresia y de ovulacién(Austin C. R y Short R. V., 1982b).

11



Figura 2 piagrama que demuestra el funcionamiento de 108 cromosomas durante la
meiopis. Para simplificar s6lo se muestran dos pares de cromosomas y se prasentan
86lo los nicleos sin cltoplasma, 1, Leptoteno; 2. cigoteno; 3. paquiteno; 4.
paquiteno tardfo que muestra las tétradas{dos pares de bivalentes); 5. diploteno;
6. diacinesis; 7. metafase X; 8. anafase tardfa I; 9. telofase I{idealizada); 10.
metafase II; 11. anafase II y 12, telofase II(6vulo y cuexpo polar)(Tomado de
c8lulas germinales y fertilizacidén de Austin C. R. y Short R, V, 1982).
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2.2. Modelos propuestos para explicar la foliculogénesis

La formacién de los foliculos primordiales en los ovarios de

mamiferos es conocido como el proceso de “foliculogénesis". Peters,
en 1978 establecié tres estadios de desarrollo:
i} Un "Sincicio de células ovociticas", 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 estén encerrados en grupo sin intervencidén de otras
células, y iiil) el estadio de "foliculos 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 ratdén, 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 lamina basal.
11. Fase de célula epitelial. Los ovocitos son rodeados por células
epiteliales en el interior de los cordones sexuales.

111, Estadioc de célula estromal. Los ovocitos junto con. su
envoltura de células epiteliales y recubiertas por una lémina basal

son individualizados por la intervencién de tejido estromdtico.
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2.3 Crecimiento y maduracién folicular
Durante la foliculogénesis, un foliculo primordial aumenta de
400 a 600 veces su tamafio, Cada ciclo estral crecen de 500 a 1000
foliculos primordiales, pero de estos s0lo 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 foliculos adquiere la habilidad para responder

a gonadotropinas y requiere de éstas para continuar creciendo.

2.-Seleccidn. Pocos foliculos reclutados son seleccionados, éstos
no sufren el proceso de atresia{muerte folicular programada) vy

sobreviven para ovular,

3.- Dominancia. El mecanismo a través del cual un foliculo escapa a
la atresia. Se ha sugerido que algunos foliculos promueven el
crecimiento de otros, sin embargo, esto no se ha demostrado.

La funcibén de cada foliculo es proveer el sistema de soporte
necesario para el crecimiento del ovocito. Las células de la
granulosa, aportan los requerimentos nutritivos y los estimulos

para el crecimiento del mismo. Se ha propuesto que estas células
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controlan la maduracidén nuclear y citoplasmatica de los ovocitos
contenidos en los foliculos seleccionados para la ovulacién(Gore-
Langton E. R y Armstrong T. D., 1988).

Una vez formados los foliculos, las células de la granulosa
proliferan y los encierran para formar la capa membranosa mis
externa 6 mural; la capa mids adyacente al ovocito llamada "cumulus
ooforus", establece un contacto intimo con éste hasta el.estadio
preovulatorio por medio de proyecciones celulares que atraviesan la
zona pelucida(Byskov A. G., 1978).

Las c¢élulas 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). Asi mismo, en
éstas célulag se activa la expresién de los genes de la 3 fi-
HSD(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 fraccién microsomal de
diferentes o6rganos como el higado y adrenales, asi como en la
porcion periférica de las células de la granulosa. Este grupo de
enzimas tienen como funcidén hidroxilar y en particular el citocromo
P-450 convertir los esteroides androgénicos a estrégenos por una

reaccién de aromatizacién({Zoller L. C y Weisz J., 1978 y 1979).
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3. Control nervioso de la diferenciacidn folicular
3.1 Hipofisis

La hip6fisis esta formada por la neurohipdfisis ¢ hipofisis
posterior y la hipéfisis anterior o adenchipéfisis. Esta Gltima se
origina embrioldgicamente de las bolsas de Rathke, como una
evaginacién del techo de la faringe. Esta porcidén de la hipdfisis
es conectada al hipotdlamo a través del sistema de vasos sanguineos
portahipofisiarios, a través del cual son transportados los
factores de liberacidn(FSH-RF y LH-RF) secretados por las neuronas
hipotaldmicas y que establece un enlace vascular directo entre el
hipotdlamo y la hipéfisis anterior{Ganong F. W., 1988).

El 1ébulo anterior de la hipéfisis es inervado por fibras
nerviosas simpaticas. Sin embargo, éstas no penetran hasta los
elementos secretores, por lo que la secrecidn de los factores de
liberacién es regulada por controles nerviosos de forma indirecta
(Austin C. R y Short S. V., 1982a; Ganong F. W., 1988)

La hip6fisis anterior secreta dos de las mds importantes
hormonas glicoproteicas que ejercen. acciones wmodulatorias
directamente en la gdnadas, por lo que son conocidas como hormonas
gonadotrépicas, éstas son la hormona foliculo estimulante y 1la

hormona 1luteinizante(FSH y LH) (Austin, C., R. y Short, §5. V.,
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1982a). Ambas hormonas estdn 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 Funcién de la gonadotropinas

Se ha observado en ratas intactas e hipofisectomizadas, un
aumento en los receptores a LH en las células murales de 1la
granulosa si se administra estradiol seguido por FSH, lo cual
indica que éstas células contienen mds 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 produccién de AMPc en el ovario.
La identificacidén de 4 proteinas especificas de unidn 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
diferenciacidén folicular temprana, probablemente por la accidén de
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las células de la teca. Se sabe que la LH estimula la ovulacion y

la luteinizacidn de los foliculos antrales presentes en el proestro

y se sabe poco acerca del efecto de la LH en los foliculos 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
induccién sostenida de una gran cantidad de receptores a LH y esta
relacionado con la aparicidén de foliculos antrales(lreland J. J y
Richards J. s., 1978).

En la luteinizacidén de los foliculos antrales, existe una
pérdida de receptores a LH y a FSH. Se ha sugeridc que esto ocurre
por otros mecanismos diferentes a la ocupacidn de los receptores de
unidéni{Richards J. S et al., 1976; Rao M. C et al., 1977}.

Se ha propuesto que la LH, tiene accidn en algunos foliculaos
antrales causando una pérdida de receptores a  hormonas
gonadotrépicas{LH y/o FSH), disminuyendo la respuesta de éstos a la
estimulacién 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 PFSH 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. T y Papkoff H., 1976b);
Erickson G. F y Ryan K. J., 1976; Makris A y Ryan XK. J.,

1977) (Figura 3.1).

3.3 Receptores a FSH

En la mayoria de las especies de vertebrados las células
involucradas en la esteroidogénesis gonadal son de dos tipos
bdsicos: (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 mds tarde en la maduracion folicular también
adquieren la habilidad de responder LH.

Las células de la granulosa de foliculos preantrales poseen
receptores a FSH, hasta que forman un antro foliculari(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 foliculos 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 sintesis de sus propios receptores,
asi como de los receptores a LH. Asi 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 1la foliculogénesis{Hillier §. G et al., 1978 vy

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

4. Esteroides foliculares

El foliculo produce esteroides sexuales, los cuales son
transportados por la circulacién para actuar en los 4rganos
"blanco" y que comprenden ademis del sistema reproductivo, otros
tejidos blanco, como el sistema nervioso central, el inmune, el
higado, el tejido adiposo y el cutadneo(Gore-Langton E, R vy
Ammstrong D. T., 1988).

Varias evidencias sugieren la compartamentalizaciéon de la
actividad esteroidogénica en el ovario(Fortune J. E y Armstrong D.
T., 1977). El tejido intersticial es fundamentalmente androgénico y
la células de la granulosa sintetizan principalmente estrigenos,
éstas células después de la ovulacién, se transforman en células
luteinizantes que forman los cuerpos lilteos y  secretan

progestercona (Figura 3.2).
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Figura 3. Esquema que muestra la accién de las hormonag gonadotrépicas{PSH y

LH) en las células oviricas y la sintesis de estrfgenos. Donde A= androstendiona
y T= testosterona. )
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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 esterpides representa 1la
sintesis primaria del esteroide, Las flechas punteadas indican si la:  actividad
enzimitica es estimulda(+) &6 inhibida(-) por FSH & LH. Flechas de una célula a
otra indica la  difusién de esteroide entre ellas & transporte a través de
siptema capilar circundante al foliculo. La flecha de la arteriola indican que la
teca es la entrada de la sangre a las células de la teca interna. HDL/LDL=
lipoprotinas de alta y baja densidad. CHOL= colesterol, PREG= pregnenolona,
PROG= progesterona, ANDRO=a -andrdégenos, 8CCa enzima de divisién de. la cadena
lateral mitocondrial, 3 f-HSD= 3 f-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17 o-H,
17-20 DESMO= 17 a-hidroxilasa y 17 desmolasa(modificada de  Erickson et al;
1965, Hsueh et al; 1984, Leung y Armatrong, 1980; Ireland JJ; 1987),
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4.1 Fuentes de precursores esgteroidales

Los esteroides foliculares son producidos por derivados del
colesterol en alguna de las siguientes tres rutas metabdlicas:
a) Colesterol unido a lipoproteinas circulantes es tomado de la
sangre, LDL en el hombre y otros vertebrados(Rajendran K. € et al,
1983) y HDL en el raton{Gwynne J. T y Strauss I11I., 1982). Se ha
demostrado gue ésta es la fuente mds importante de colesterol,
b) Colesterol preformado y almacenado dentro de la célula de 1la
teca del ovario, como colesterol libre, un constituyente de la
membrana celular & liberado del citoplasma celular de gotas
lipidicas que contienen ésteres de colesterol. Estas células
almacenan cantidades importantes de colesterol en gotas lipidicas
intracelulares en forma de ésteres de colesterol y &acidos grasos de
cadena larga y como colesterol libre. El balance entre ambos es
mantenido pof: la colestercl aciltransferasa y la colesterol
esterasa; la accién de la primera favorece al almacenamiento de
colesterol en forma esterificada y la segunda permite su
movilizacidn posterior(Strauss IIT J. F et al., 1981).
¢} Colesterol sintetizado de novo, a partir de acetato, derivado
del metabolismo de carbohidratos, grasas 6 proteinas 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 sintesis de novo y una pegueila parte del almacenado
en lipidos endégencs(Chang S. C et al,, 1976 y Simpson E. R et al.
1980) .

La teca interna del foliculo, esta irrigada de tal forma que
podria utilizar el colesterol de las lipoproteinas. Mientras que,
las células de la granulosa del foliculo estdn aisladas del
contacto directo con la sangre por una membrana basal impernmeable,
que constituye una barrera al paso de muchas moléculas incluyendo a

las LDL{Shalgi R et al., 1973 y Simpson E. R et al., 1980} (Figura

3.2).
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Figura 3.2 Estructura de la pared del folfculo, mostrando la manera en que las
c6lulas de la granulosa son privadas del aporte sanguineo por la membrana
basal (Tomado de hormonas en la reproduccidén de Austin C. R. y Short R. V, 1982},



4,2 Clagificacidn quimica

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 estdn formadas por 21
carbonos, la sequnda por los andrégenos con 19 dtomos de este
elemento y la tercera categoria por los estrdégenos con 18 dtomos de
carbono. Todos ellos comprenden en su estructura un esqueleto
complejo, compuesto de tres anillos de cicleohexano(A,B,C) y un
anillo de ciclopentano(D}). E) cual es conocido como nicleo

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

Figura 4 Estructura del esqueleto ciclopentano perhidrofenantreno.

4.3 Clasificacién biolégica
Los esteroides del ovario también son clasificados en base a

su accién bioldgica:
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a) Estroégenos

Estos son el 17-f-estradiol, la estrona y el estriol(Figura 4.1),
este Gltimo se produce exclusivamente durante el embarazolDaisy 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 foliculos antrales grandes y preovulatorios son 1los Gnicos
sitios de la actividad de la aromatasa en el ovario y de la
biosintesis de estrdgenos. FSH regula la aromatizacidn 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 biosintesis de
estrégenos requiere la cooperacidn de las células de la teca que
suministran los androgénos para la aromatizacion(figura 4.2).

La aromatasa citocromo P-450 cataliza la aromatizacién de los
andrégenos para formar estrégenos. La androstendiona y  la
testosterona, sirven caomo sustratos androgénicos{Kellis J. T y
Vickery L. E., 1987). Esta se lleva a cabo a través de tres etapas
de reaccién secuenciales de hidroxilacion dependientes de NADH y
Q,(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) Andrégenos

Los andrégenos producidos en las células de la teca, son la
androstendiona y la testosterona(Figura 4.1), éstos pueden ser
convertidos en 17-f-estradiol y estrona.

Las células de la teca y las células intersticiales estan
involucradas en la produccién de novo de andrégenos. Mientras que
en la células de la granulosa se encuentran organizadas las rutas
biosintéticas del metabolismo de conversién de esteroides de 19-
carbonos a estrégenos y las de sintesis de novo de progesterona y

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

c¢) Progestinas

En este grupo la pregnenolona(Figura 4.1), es la mis
importante y es producida en el ovario, ésta es la precursora de
todos los esteroides sexuales. Sin embargo, el producto wds
abundante de 2l-carbonos en el foliculo es la progestercna({fiqura
4.1). Este esteroide es sintetizado como intermediario en todos los
estadios de crecimiento en el desarrolle folicular y como un
producto final en los periodos pre y postovulatorio{Zmigrod A et
al., 1972 y Armstrong D. T., 1979). La produccidén de progesterona y

sus metabolitos, en las células de la granulosa en los foliculos
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antrales y preovulatorios, ocurre inicialmente en respuesta
FSH(Dorrington J. H et al., 1975) (Figura 4.2). Se ha visto que
paso limitante para que ocurra la reaccidn de la biosintesis de

progesterona, ya que es requlado por la accion de la FSH, es

d

el

la

la

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

P. By Hsueh A, J., 1982 y Toaff M. E et al., 1983).
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Figura 4.1 Estructuras quimicas de los esteroides oviricos.
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5. Funcién 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 diferenciacién 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 6 IGF-I(Figura 5). Sin embargo, hasta
la fecha ée desconocen las concentraciones reales de éste dentro de
los foliculos en los diferentes estadios de desarrollo, el curso
celular que sigue dentro del ovario o en tejidos extraovdricos 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 & IGF con actividad
estimulatoria de wultiplicacién(MSA) esta involucrado en el
crecimiento fetal (Sussenbach J. S y Steenbergh P. H., 1991). EL
IGF-1 es sintetizado en diversos tejidos, como utero, rifién y
sigstema nervioso, aunque se produce en wmayor cantidad en el
higado(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 amplificacién 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. I=
insulina, GH= hormona del crecimiento, EGF= factor de crecimiento epidermal, IGF=
factor de crecimiento gemejante a insulina, B,= hormona B,-adrenérgica, GABA=
icido gama aminobutirico, PRL= prolactina, PG= prostaglandina, = HDL/LDL=
lipoproteinas de alta y baja densidad, LHs hormona luteinizante, PFSH= hormona
estimulante del folfculo, cAMP= adenosin monofosfato ciclico, P= progesterona,
A= Asdrostendiona, G= glucocorticoides. +-= indica que las gonadotropinas pueden
ser reguladas elevando 6 ahatiendo el gitio receptor (Modificado de Hsueh et
al; 1984, Ireland JJ; 1987).

32



produccién de IGF-I  en el higado es la hormona de
crecimiento{Murphy L. J et al., 1987, Isgaard J et al., 1989),
aungue la FSH y la LM también desempeiian una funcidn importante en
la esteroidogénesis. Se ha demostrado que IGF-1 posee varias
funciones modulatorias. Se ha visto que en presencia de FSH, uno de
los efectos del IGF-I sobre las células de la granulosa de rata

cultivadas en ausencia de suero, es aumentar la produccién de

progesterona y 20 a- 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., 19551)). Se ha
observado gque el IGF-I hace mds potente la accidn estimulatoria del
AMPc sobre la biosintesis de progesterona(Adashi E. Y et al.,
1986b) .

Empleando células de la granulosa de cerdo se ha demostrado
que el IGF-1 es un potente mitdgeno y que ademds, interactua con
la FSH de manera sinergista incrementando la produccidén de
andrdgenos y estrégenos(Baranao J. L. S y Hammond J. M., 1984; Wood
AM et al; 1994). En ausencia‘ de FSH el IGF-I tiene un efecto
estimulatorio sobre la secrecibdn 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-T induce la sintesis de receptores a LH
en las células de la granulosa{Davoren J. B et al., 1986). En la
rata, la accién del IGF-1 incrementa la actividad de la aromatasa,
lo que provoca un aumento en la sintesis de pregnenolona y la
actividad de la 3-f-HSD con el concecuente aumento en la
acumulacién de progestinas(Davoren J. B y Hsueh A. J. W., 1984;
Davoren J. B et al., 1985).

La accién de la FSH produce un aumento en la capacidad de
unién 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). Algqunos estudios muestran que el IGF-I al unirse
a sus receptores se generan una serie de agonistas que iphiben la
actividad de la fosfodiesterasa ¢ la administracidén de andlogos de
AMPc no degradables y los niveles de este nucledtido se elevan
intracelularmente(Adashi E. Y et al., 1988}, lo gue sugiere gue los

receptoxes para IGF-1 san dependientes de AMPc.

5.1 Proteinas de unidn del IGF-I.
Se han aislado y caracterizado cuatro proteinas especificas de
unién 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 secrecion de IGFBP-3
es estimulada por el IGF-I(Clemmons D. R et al., 1989), mientras
que la regulacidén de las concentraciones en el plasma de IGFBP-1 e
IGFBP-2 es mds compleja. Estas dos proteinas 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 produccidén de estrdgenos

6.1 Inhibidor de aromatasas

Schwarzel et al{1973), describieron una serie de inhibidores
de la aromatasa siendo uno de los mds activos el 1,4,6-
androstatrien-3, 17-diona(ATD) (Figura 6). Este compuesto se parece
estructuralmente a la androstendiona. Sin embargo, el mecanismo de

accién en la inactivacién de la aromatasa no se conoce{Brodie HMA,

1982).

6.2 Tamoxifén

Las hormonas que estimulan el crecimiento celular en el cancer
de mama son estrdgenos, producidos por la aromatizacidén de sus
precursores androgénicos por la aromatasa P-450 en la etapa
postmenopausica de la mujer.
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Por lo tanto, la inhibicidn de ésta enzima produce una
regresién efectiva en el desarrollo de este tipo de cdncer. Uno de
los inhibidores usados es el [2]-1-[p-Dimetilaminoetoxifenil]-1,2-
difenil-1-buteno, conccido como tamoxifen(Fiqura 6), un agente de
terapia enddcrina no esteroidal que inhibe a la aromatasa y ejerce
una accidén antitumoral (Manni A; 1993, Rubens R. D; 1993 y Brodie A.

M: 1994} .

6.3 Agentes potenciadores de la esteroidogénesis

La toxina del coléra es una proteina 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 disulfuroc a un péptido A,. El
péptido A, entra a la célula a través de un mecanismo que involucra
la interaccién del ganglidsido G, situado en la superficie y las
cadenas B de la toxina. Una vez adentro la subunidad A, de 23 K4
modifica covalentemente a la proteina Ga, catalizando la
transferencia de ADP-ribosa del NAD' a la cadena lateral de una
arginina especifica de la subunidad alfa de Gs, lo que bloguea su
capacidad de hidrolizar a GDP el GTP unido. Es decir la proteina G

queda fija en su forma activa y asi, estimula continuamente a 1la
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adenilato ciclasa, aun en ausencia de las hormonas FSH y Ll

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

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

0C112CI|2N(CH3)2

OO
= éz"s =

Tamoxifén

Figura 6 Estructuras quimicas de los agentes bloqueadores de la produccién
de estrégenos.
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

A través de una serie de investigaciones, se ha observado que
el IGF-1 juega un papel muy importante en la fisiologia del ovario.
Este factor actua aparentemente en forma sinérgica con la FSH y LH,
para incrementar la produccién de estrfgenos, progesterona y
andrégenos 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 ademds es un potente agente mitdgeno. A
pesar de toda la informacién que hay hasta el presente, no se ha
dilucidado el 6 los mecanismo(s) de accidn del IGF-I, ni tampoco,
se conocen las concentraciones intracelulares necesarias durante el
desarrollo postnatal del ovario inmaduro que provocan la
diferenciacién bioguimica y fisioldgica de las c&lulas de la
granulosa. El modelo que mds se ha empleado para estudiar la
funcién del IGF-I hasta el presente, es la rata. Sin embargo, se
desconoce aun cual es el mecanismo de accidn de éste factor en los
roedores durante el crecimiento y desarrollo del foliculo.

Tampoco se sabe si el IGF-I per se tiene alguna funcién en la
produccién de esteroides gonadales antes de que se establezca él

eje hipotdlamo-hipb6fisis a los 35 dpp. en el ovario del ratédn.
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El presente trabajo explora un posible mecanismo de accidn del
IGF-I empleando como modelo células de la granulosa de ratones

hembra inmaduras en cultivos celulares libres de suero.

Hipétesis:

El IGF-1 induce la diferenciacidén fisiolégica de las célulag
de la granulosa del ovario inmaduro incrementando la produccidn de
estrégenos in vitro independientemente de la accidén de
gonadotropinas. De esta manera, el efecto estimulatorio en la
esteroidogénesis del IGF-I pudiera deberse a la accidén del IGF-1
s6lo o a través de su accidén sinérgica con las gonadotropinas. La
presencia de agentes inhibidores de  aromatasas, de uﬁ
antiestrogénico(tamoxifén) o de agentes potenciadores de la accién

de AMPc podrdn 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 ratén de 24 dpp estimuladas

con FSH.

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

estrégenos en los ovarios inmaduros.

3) Evaluar la accidén de inhibidores y estimuladores

de la funcién de segundos mensajeros, tales como ATP y
la toéxina del célera, sobre la produccién de 17 B-

Estradiol.

4} Evaluar el efecto de inhibidores de la sintesis de

estrogenos
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V. MATERIAL Y METODOS
1. Reactivos quimicos
Los reactivos utilizados fueron grado analitico. Todas las

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

1.1 Material

El material empleado fue esterilizado en ciclo hdmedo a 120

Kg/cmz , 40 minutos.

1.2 Animales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa B6, de 24 dpp
obtenidas del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad Nacional Auténoma 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 vy agua ad libitum.

1.3 Estimulacién hormonal

Se inyectaron grupos de 8 a 10 hembras Be de 24 dpp, en la
regién ventral intradérmicamente con FSH, conocida comercialmente
como "FOLLIGON® de los laboratorios Internet International; la

presentacién comercial de "FOLLIGON" contiene 1000 UI de esta
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hormona. Para inducir un buen crecimento de las células de la
granulosa, la estimulacidn se realizd inyectando 5 UI/dia ecn 100 fl

de agua destilada como vehiculo durante tres dias consecutivos.

2. Aislamiento de goénadas

Ratones hembra de la cepa B6 de 24 dpp; estimuladas como se
describié en el punto anterior, se sacrificaron por dislocacidn
cervical, Los ovarios de estos ratones se disectaron y se colocaron
en una caja para cultivo de pléstico de 40x12 mm(Nunclon) en 2.5 ml
de medio 199 (con sales de Hanks', L-glutamina y HEPRS 25mM de los
laboratorios GIBCO). Se eliminaron el tejido graso y los oviductos
bajo un microscopio estereosedpico (modelo Stereomaster Fisher
Scientific) en condiciones estériles dentro de una campana de flujo

laminal horizontal.

2.1 Obtencién de las células de la granulosa

Los ovarios se disgregaron manualmente en condiciones
estériles y se pincharon con agqujas para insulina bajo un
microscopio esteroidoscdpico 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
Sa(con L-glutamina de los laboratorios IN VITRO). Con esta técnica
enriquecida en células de 1la

se ohtuvé una fraccidén

granulosa(Figura 7).

DISGREGAR MECANCAMENTE

000 rpmn
omin

w08 CELILAS YIABLES

NCUBACION 4 DIAS
AJPC, 8% COn

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 ul de la suspensiéon celular obtenida, se
colocaron en un tubo Eppendorf y se anadieron 50 ul de azul de
tripano al 0.9% en solucién salina. De los 100 pl se tomd una
alicuota de 10 pl y se colocaron en una camara de NewBahuer. El
nimero de células viables se contd, tomando en cuenta los cuatro
cuadrantes presentes en la cémara y se realizaron los calculos de

acuerdo a la formula que se describe a continuacién.

VIABILIDAD= No. de células vivas observadas x 2 x 4 x 10° x Factor

de dilucidn= No. de células vivas/ml

Donde:
2= Dilucién con el azul de tripano.
4= No. de cuadrantes contados.

10'= Factor de dilucién para convertir a células por ml.

2.3 Cultivo celular
Se pipetearon 1 x 10° células viables en una caja de cultivo

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

suplementado con 50 UI/ml de penicilina, 50 Hg/ml de sulfato de
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estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 1 pg/ml de testosterona,
FSH(200 ng/ml), ATP(1 mM), toxina del célera(3 pg/ml), inhibidor de
aromatasas(l pg/ml} 6 Tamoxifen(l pg/ml) y en presencia & ausencia
de IGF-I(36 ug/ml). El disefio de cada experimento se nuestra en las

pAginas 45 a 47.

a) Efecto del IGF-1 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 dias en el
caso de los cultivos con FSH, toxina del célera, IGF-I y ATP
mientras que los cultivos con el inhibidor de la aromatasas 6
tamoxifen se cultivaron por 4 y por 10 dias. Para las incubaciones
por 10 dias el medio se‘cambié cada 4 dias por medio fresco con y
sin IGF-I(datos no mostrados). En ambos casos las células se

cultivaron en una atmdsfera humeda con 95% de aire y 5% de CO, a 37

°C.

3. Almacenamiento de las muestras

El medio de cultivo se cosech® y se almacend en tubos
Eppendorf a -20°C, hasta realizar el RIA.
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DISERO EXPERIMENTAL

Experimento 1

FSH IGF ~ 1 D..
Problema 200 ng/mt | 36 ng/mi 12y 4
Cantrol 200 ng/ml {-) 12y 4
Experimento 2
ATP IGF - 1 D4
Problema 1 mM 36 ng/mi 12y 4
Control 1 mM {-} 12y 4

FSH = HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO
IGF~| = FACTOR SEMEJANTE A INSULINA TIPO {

Dl = DIAS DE INCUBAGION
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DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 3

LA, IGF - | Dl
1, 2
Problema tug / ml | 36 ng/ml 4y 10
1, 2
Control 1ug / ml {-) 4y 10
Experimento 4
Tamoxifen | IGF - | Dl
Problema fpg 7/ ml | 36 ng/m b2
g g 4y 10
_ 1, 2
Control fug/ ml (-) 4y 10

A= INHIBIDOR DE AROMATASAS
IGF-l= FACTOR SEMEJANTE A INSULINA TIPQ |
Dl= DIAS DE INCUBACION
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DISENO EXPERIMENTAL

Experimento &

T.C. IGF ~ | D

Problema 3pg/ml {36ng/m{| 12y4

Control 3pg / ml (-} 12y4

Experimento 6

IGF -1 Dl
Problema 36 ng / ml 12y4
Control {=) 12y4

T.C.= TOXINA DEL GOLERA
IGF-i= FACTOR SEMEJANTE A INSULINA TIPO |
D..= DIAS DE INCUBACION
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3.1 viabilidad de los cultivos celulares
pPara verificar que las c¢élulas de la granulosa ain estaban

vivas al final del periodo de cultivo se empled la técnica

histoquimica para detectar la actividad de la enzima 3 §-HSD.
después de cosechar el medio de cultivo, las células fueron
incubadas 1 hora a 37°C en un medio que contiene un cofactor como
Nicotinamida adenindinucledtido, el colorante azul de tetrazolio y
el sustrato para esta enzima dihidroepiandrosterona. Se empled como

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

Potografia que muestra al cultivo celular viable de las células de la granulosa.
Las £lechas geflalan los acumulos de las células de la granulosa creciendo en
cultivo celular.
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3.2 Radioinmunoensayo(RIA)

El RIA es una técnica inmunoldégica que nos permite analizar
pequeias cantidades de hormonas esteroides presentes en un medio de
cultivo en el orden de picogramos, por lo que es una prueba muy
sensible y especifica al hacer uso de anticuerpos. Se fundamenta en
una reaccién de competencia de un anticuerpo en este caso un
anticurpo contra estradiol(E,} por su antigeno. Este Gltimo se
encuentra presente en la muestra problema y se adiciona un antigeno
marcado con tritio. De tal manera que 53 la concentracidn de B, en
la muestra problema es mayor que el E. marcado, entonces las
cuentas por minuto(cpm) registradas en el contador de centelleo
seran minimas. Si hay mayor unidén de la marca con el anticuerpo
entonces las cpm obtenidas serédn mayores es decir, la concentracién

de B, presente en la muestra problema es minima.

DISENO - GENERAL

No. tubo Contenido

1-2 cpm totales

3-4 Unidén no especificalrango: 1-3% cpm totales}

5-6 Unidén méxima(rango: 30-50% cpm totales)

7-18 Curva estandar de E, a concentraciones decrecientes
19-- Muestras problema
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pasos a seguirs

1. preparacion de los estandares (5t) de astradiol

gt1 400 pg de E;: 4900 pl de buffer RIA + 100 pl de solucion

estandar de E;.

at2 200 pyg de Ep: 1 ml de buffer RIA + 1 ml de 5tl.

gt3 100 py de Ep: 1 ml de buffer RIA + 1 ml de 5t2.

at4 50 pg de Ep: 1 ml de buffer RIA + 1 wml de St3.

ges 25 pg de Epix % ml de buffer RIA ¢+ 1 ml de St4.

st6 12.5 pg de Eq: 1 ml de buffer RIA + 1 ml de St5.

2.- Técnica

Muestra

200 pl Stl 1 200
200 H1 St2 200

200 pl St3 200
200 pl St4 200
200 pl St5 200
200 pl Sté : £ 200 ul

50 (1 muestra : 200 pl
problema

1.- Incubar a 37 °¢ por 1 hr.

2.- Colocar a 4 °¢ por 1 hr & hasta 24 hrs.



Afladir a todos los tubos con excepcidén de los tubos 1 y 2, 50
#t1 de carbdén activado al 0.6%.

Centrifugar a 3000 ypm por 15 minutos.
Decantar sobrenadante en viales para centelleo liquido.
Agregar 5 ml de liquido de centelleo a cada vial.

Contar por 1 minuto en contador para centelleo, ajustado para
deteccidn de tritio,
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VI. RESULTADOS

Los resultados son wostrados como aparecen en el disefo
experimental .
1. Estandarizacién de la técnica

El modelo bioldgico empleado en la presente tesis, es el ratdn
Mus musculus musculus de la cepa B6, especie en la que se
desconocen los mecanismo(s) molecular(es) de control de 1la
produccién de esteroides y de diferenciacién de las células de la
granulosa. A pesar, de la importancia biolégica del ratén como
modelo para la investigacién, éste no ha sido usado en el pasado
para estudios de endocrinologia. Se probé entonces la técnica de
disgregacién celular propuesta por Magoffin y Erickson en 1981, en
la cual se utilizan ovarios de rata y la disociacidn se efectua en
presencia de las enzimas colagenasa y DNasa. Sin embargo, debida
posiblemente a que existen diferencias especificas entre especies,
la aplicacidén del mérodo propuesto por Magoffin y Erickson(1981)
resulté inadecuado, ya que las génadas del ratdn Bé fueron muy
sensibles a la accién de la colagenasa y la DNasa, las cuales
provocaron la desintegracién total de la wembrana celular y como
consecuencia la muerte celular de aproximadamente 50% de las
células disgregadas. Debido a esto se probé el método de

disgregacién 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
seccidén de la metodologia, el cual habia sido aplicado a ratas. La
utilizacidén de dicha técnica en el modelo bioldgico del ratdn BE
mostrd buenos resultados y se obtuvieron viabilidades celulares de
un 75% a 85%.

El cultivo celular se realizd seqin el método propuesto por
Magoffin y Erickson(1981) con las variantes descritas en la
metodologia. En los experimentos con ATP se us6é HEPES a una
concentracién 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 cuantificacién
de estradiol producido en los cultivos celulares de la granulosa de
ratén durante los primeros 4 dias de incubacién 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 produccién 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 produccién de estradiol. Los
niveles detectados en eligrupo experimental al primero y segundo

dia de cultivo, son similares pero a los 4 dias de incubacidn se
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vidé que la concentracién 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 produccién de progesterona y andrégenos{Adashi BEY, et
al; 1985a}.

Con la FSH(figura 2) se observdé que el IGF-1 en el ratén
también tiene un accién sinérgica, ya que potencia la produccién de
estradiol a largo plazo(a los 4 dias). Sin embargo, a las 24 horas
de cultivo la sintesis de éste estrégeno es casi idéntica en
ausencia y en presencia del IGF-I. A las 48 horas de incubacion se
vi6é que la produccidén de 17 B-estradiol disminuye a un tercio del
valor normal detectado en el experimento control. A los 4 dias de
cultivo al adicionar el factor de crecimiento mas FSH, se vid que
la sintesis de estradiol se incrementd comparado al grupo control.
En éste grupo se ohservé que la produccién de 17 f-Estradiol en el
grupo control, se incrementa en relacidn a los dias de cultivo.

Si analizamos los datos en conjunto de los experimentos de
IGF-1 y de IGF-I+FSH. Se puede ver claramente que el IGF-1 per se
sin la intervencién de FSH, tiene un efecto inhibitorio en 1la

produccidn de estradiol. Mientras que al estar presente el FSH y el
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IGP-1 provocan una accidn sinérgica, potenciando la produccion de

estradiol a los 4 dias de incubacidén.

55 [HCorTTROL|
Mo |

o

(3
! 3)

15 {6)

(ng de estradiol/ml/célula)

1 2 4

Dias de incubacion

Figura 1. Concentraciones de 17 [}-Estradiol obtenidas en
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos
incubados s6lo con medio McCoy's 5a, las columnas negras contienen
sélo IGP-I. Los paréntesis indican el namero de experimentos
realizados. Cuando 86lo se realizaron dos experimentos no se
muestran las barras de desviacién estidndar. Las barras son el
promedio +/- la desviacién esténdar.
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Figura 2. Concentraciones de 17 [}-Estradiol obtenidas en
ng/ml/célula, Las columnas blancas representan los cultivos
incubados sélo con testosterona, las columnas grices contienen FSH,
las columnas negras contienen IGF-I+FSH. Los paréntesis indican el
nimero de experimentos realizados. Cuando sélo se realizaron dos
experimentos no se muestran las barras de desviacién esténdar. Las
barras son el promedio +/- la desviacién estédndar.



Para determinar si el IGF-I tenia un efecto directo y/o
indirecto en la produccién de estradiol. Se emplearon inhibidores

de la produccién de estrégenos.

2. Efecto de los bloqueadores en la produccidn de estrdgenos
a) Inhibidor de aromatasas

La figura 3, nos muestra las concentraciones de 17-f}-Estradiol
obtenidas, al probar la accién del IGF-I y el inhibidor de
aromatasa 1, 4, 9(11)-Androstatrien-3, 17-diona sobre las células
de cultivo. A las 24 y 48 horas de incubacidn, los niveles de 17-
f-Estradiol detectados son similares en el grupo control y el

experimental. Se observd que los niveles de 17-f-Estradiol se
incrementaron cinco veces al cuarto dia de incubacién en el grupo
control. Sin embargo, a los 10 dias de incubacidén los niveles de
este estrégeno descendieron hacia los niveles observados en los
primeros dias de cultivo éste grupo. Con el inhibidor de aromatasas
se vi6 que a los 4 dias de incubacién hay una inhibicidn de casi al
50% de la produccidén de estradiol en el grupo experimental
comparado con el control. Los niveles de 17-f-Estradiol a los 10
dias 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 f-Estradiol obtenidas en
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultivos
incubados s86lo con testosterona, las columnas grices contienen IA,
mientras que las columnas negras contienen IGF-XI+IA. Donde IA=
Inhibidor de aromatasas. Los paréntegis indican el nimero de
experimentos realizados. Cuando s6lo se realizaron dos experimentos
no se muestran las barras de desviacidén esténdar. Las barras son el
promedio +/- la desviacidn estédndar,
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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-I
estimula la produccién estrogénica a las 24, 48 horas de cultivo
comparade con el control. A los 4 dias la sintesis de estradiol es
muy parecida tanto en el grupo control como en el experimental. A
los 10 dias, los niveles de estradiol son iguales a los detectados
al segundo dia de cultivo en presencia del tamoxifén.

Al analizar la accién de ambos inhibidores, es interesante ver
que el IA abate la produccién de estradiol a las 24 héras de
culﬁivo(ver grafica 3 para valores de 17 f-Estradiol detectados). A
las 48 horas de incubacidén, los niveles de estradiol son un poco
mis altos que a las 24 horas. A los cuatro dias de cultivo el
inhibidor no parece tener ningin efecto en la produccién de 17 f-
Estradiol. Asi mismo, observamos que el wmas potente inhibidor
esteroidal es el inhibidor de aromatasa.

Se detectd que el tamoxifén, s6lo presentdéd una actividad
estrogénica y que la combinacién de IGF-I+tamoxifén, tuvd un mayor
efecto en la produccién de estrégenos; este efecto es contrario a

lo esperado.
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Figura 4. Concentraciones de 17 [-Estradiol obtenidas en
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan los cultives
incubados gélo con testosterona, las columnas grices contienen TAM,
mientras que las columnas negras contienen IGF-I+TAM, Donde TAM=
Tamoxifén. Los paréntesis indican el nidmero de experimentos
realizadog. Cuando s6lo se realizaron dos experimentos no se
muestran las barras de desgviacidén esténdar. Las barras son el
promedio +/- la desviacifn esténdar.
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3. Agentes mediadores de la produccidn de esteroides

Los resultados de los experimentos con ATP(figura %) muestran
que la produccién de estradiol se incrementd en funcidn de los dias
de cultivo en el grupo control. Se observé que al primer dia de
incubacién en el grupo experimental, hay un aumento en la.sintesis
de éste esteroide en presencia del IGF-I mds ATP comparado con el
control, En el segundo dia hay una disminucidn en la produccién de
gstradiol comparado con el cultivo a las 24 horas, log niveles en
el grupo experimental y control son similares. Al cuarto dia la
sintesis de 17 fi-Estradiol es muy similar al cuantificado en el
primer dia de cultivo.

Con la toxina del célera(Figura 6), el efecto observado es
similar al mostrado con el ATP. En el grupo control y experimental
se vié que a las 24 y 48 horas, los niveles de estradiol son
semejantes. Se observé que a los 4 dias de incubacién hay un
incremento en la sintesis de estradiol en el grupo control. Sin
embargo, los niveles de estradiol se incrementaron mds en el grupo
experimental.

Si se observan los datos en conjunto, se ve mds claramente el
incremento de la actividad estrogénica con el ATP, al primer y

segundo dia de incubacibén, La toxina del célera, tuvo un claro
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efecto en el aumento de la sintesis de estradiol en ausencia de
IGF-1. A los 4 dias de cultivo el efecto del IGF-I es mayor en

presencia de la toxina.
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Figura §&§. Concentraciones de 17 fi-Estradiol obtenidas en
ng/ml/célula. Las columnas blancas representan 1los cultivos
incubados 8dlo con testosterona, las columnas grices contienen ATP
y las columnas negras contienen IGP-I+ATP, Los paréntesis indican
el nimeroc de experimentos realizados. Cuando sdlo se realizaxon dos
experimentogs no se muestran las barras de desviacidn estdndar. Las
barras son el promedio +/- la desviacidén esténdax.
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Figura 6. Concentraciones de 17 [}-Estradiol obtenidas en
ng/ml/célula, Las columnas blancas representan los cultivos
incubados 86lo con CT, 1las columnas negras contienen IGF-I4+CT.
Donde CT= Toxina del cdlera. Los paréntesis indican el nimero de
experimentos realizados. Cuando s6lc se realizaron dos experimentos
no gse muegstran las barras de desviacién estandar. Las barras son el
promedio +/- la desviacidn esténdar.
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VIT. DISCUSION

£l desarrollo éptimo de la maduracidn folicular de las células
de la granulosa del ovario, depende de la interaccidén coordinada de
gonadotropinas y factores de crecimiento o péptidos(Hsueh AJW, et
al; 1984). Entre los péptidos que se conocen y cuya accidén influye
en la diferenciacién de las células de la granulosa de rata y en la
produccidén de esteroides in vitro, estd el factor semejante a
insulina tipo I(IGF-1){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. § 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) celular{es) por el cual el IGF-I actua en
la maduraci6én de las células de la granulosa. La mayoria de las
investigaciones hechas hasta la fecha se han centrado en el modelo
biolégico de la rata y no se ha investigado el efecto del IGF-I en
el ratén.

De estudios previos se sabe que durante el desarrollo del
ovario infantil en la via de maduracién normal del foliculo se
requiere de la produccién de estrégenos 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 ratén prepuber. Para determinar si este
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péptido juega un papel en la produccidn de 17 [~ Estradied en el
ovario. Se cuantificd esta hormona como un criterio primordial
indicador de la diferenciacién bioguimica y fisioldgica de lasz
células de la granulosa en cultivo. $i bien en la mayor parte de
los trabajos de investigacidén realirados en la rata se ha
cuantificado progesterona y androsterona{Velduhuis J. bD; 1989).
Esto es debido a que la LH media la diferenciacién de las células
de la teca y la biosintesis de andrégenos(Richards J. §; 1987},
estos Gltimos son enviados del compatimento tecal a las células de
la granulosa, donde es convertida la testosterona a 17 f-Estradiol
a través del sistema enzimdtico de la aromatasa (Dorrington et al;
197s5). Asi mismo, Richards y colaboradores en 1980 plantearon que
la produccidén de estradiol en ratas inmaduras requeria de altas

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

[
A,

esencial para que la sintesis de estradiol, entonces cuantificar
éste esteroide en ésta investigaciéon no tendria ningin valbr. Se
sabe que la FSH induce la sintesis de la aromatasa y por lo tanto
la produccidn de estrégenos. Sin embargo, en estudios previos en la
cepa Mus musculus domesticus(Villalpando I et al, 1993) demostraron

que el ovario infantil del ratén ya produce estradiol, en las

etapas iniciales de formacién de los foliculos una semana antes de

66



la edad evaluada en ésta investigacién (21 dpp).

Por otra parte, €l 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 metabdlico de esteroides, dado que se ha planteado que
las células de la granulosa no pueden producir 17 fi-Estradicl. La
otra posibilidad, es que la mayoria de los autores cuantificaron la
produccién de progesterona en las células que se luteinizaron
esponténeamente en cultivo, ya gue normalmente la progesterona es
el producto principal de células luteinizadas que est&n produciendo
progesterona activamente. Debido a que en éstas células se expresan
primordialmente genes como 1la 20, 22-Liasa y 3 PB-HSD(3 f-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa) que intervienen en la produccién
de progesterona{Dorrington et al., 1975.) Desde el punto de vista
de la diferenciacién bioguimica y fisiologia 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 ovaric de roedores el eje hipotdlamo-
hipéfisis, se establece a los 35 dias después <de1
nacimiento(Richards J. §; 1987). De los 15 a 30 dias postpartum el

ovario de roedores desarrolla foliculos antrales, La liberacidn de



LH ocurre en la mafana o en la tarde en éste intervalo de tiempo ya
que la primera ovulacién no se da  hasta los  32-35  dias
postpartum{Richards et al; 1987). Aparentemente la incapacidad de
los foliculos para ovular en respuesta a LH s¢ debe a la esporddica
liberacion de ésta hormona la cual esta relacionada en parte con la
incapacidad de éstos folieculos pava 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 hipdfisis. Esto pudiera explicarse
debido a la presencia de insulina en ¢l medio, la cual ain en bajas
concentraciones, induce probablemente la actividad mitdtica en las
células de la granulosa; por otro lado también pudiera ser producto
por la presencia del IGF-I enddgeno, el cual induce una interaccitn
temprana entre el compartamiento tecal en el que se sintetiza
progesterona y testosterona y que ésta Ultima al ser transferida a
las células de la granulosa hayan inducido la expresién de los
genes de la aromatasa.

-

Asi mismo es posible que la produccidn temprana de éste
esteroide sea independiente del control hipofisiaric y que otros
factores ademds de los de crecimiento tipo insulinico I y II,

intervengan en la produccién de estrédgenos, aunque esto ain es tema
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de discusién. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que hay
diferencias especificas de especie.

En la presente estudio a pesar de que es necesario aumentar el
nimero de experimentos en los grupo control, pero basados en
investigaciones ya publicadas podemos hacer las siguientes
obseravaciones.

El IGF-1 s6lo tiene un papel inhibitorio en la produccién de
estrégenos o no tuvo efecto. Esto quizd se deba a un problema de
dosis. Sin embargo, en ésta investigacidén no se evaluo otra dosis
de IGF-I.

Se ha visto, que la FSH administrada conjuntamente con el IGF-
1 aumentan la produccidén de progesterona y 20 a-
dihidroxiprogesterona en rata. Asi misno, ambas progestinas
potencian la sintesis de la aromatasa y por lo tanto, las
concentraciones de estradiol se elevalhdashi et al en 1984, 198%
y 1986).

Los resultados obtenidos en el presente estudio estdn de
acuerdo con investigaciones realizadas en otras especies bioldgicas
anteriomente estudiadas, en donde se demostrd que el FSH tiene un

efecto  sinérgico con el IGF-I en la produccidn de
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esteroides(Baranoa J. L. S8 y Hammond J. M., 1984, Adashi E. Y et
al; 1985b y 1986b, Wood A. M et al; 1994).

El inhibidor de aromatasa usado en el presente estudio, actua
directamente inhibiendo ésta enzima y por lo tvanto, la incapacidad
de la produccién de estrdgenos (Brodie HMA; 1982) . Esta observacién
apoya la hipdtesis de que el control inicial de la produccién de
estrogenos probablemente sea independiente del control
hipofisiario.

De estudios previos se sabe que el tamoxifén, compuesto no
esteroidal que compite por el receptor de estrégenos sintetizados
por la accién de la aromatasa, disminuye la produccién de los
mismos. Esta droga es utilizada para inhibir el cancer mamario, ya
que las células que sufren metastasis estén produciendo activamente
17 f§-Estradiol (Minni A; 1993, Rubens R. D; 1993 y Brodie A, M;
1994) .

En este estudio, se observd que el tamoxifén tuvé el efecto
cpuesto al esperado, es decir presentd una potente actividad
estyogénica. Este efecto se conoce en el caso de los andrdgenos y
estrdogenos como efecto paradoxal, donde a dosis mayores un

estrdogeno presenta una actividad estrogénica y a menor dosis una
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funcién androgénica. Este efecto fue inicialmente descrito en
diferentes especies de anfibios por Padoa en 1936.

El hecho de que el tamoxifén incrementd la produccién de
estradiol, plantea la posibilidad de que la accidn del IGF-I
posiblemente induce la expresién 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 L sea
debido a que hubiera una posible accién sumatoria de los efectos
del 1GF-I, por un lado a la interaccion con hormonas proteicas
comg la FSH y por otro lado con hormonas esteroides y otros
factores de crecimiento.

Tal es el caso del factor de transformacidn de crecimiento o
{(IGFu} y el TGFB, los cuales son producidos por las células de la
teca. BEstudios realizados(Lobb D. K y Dorrington J. H., 1989) con
éstos factores en células de la granulosa 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 TGF} y FSH
producia el efecto contrario, es decir una inhibicién de 1la

actividad de ésta enzima.
Los experimentos con ATP y con toxina del colera fueron con el

prop6sito de saber si la amplificacién de estradiol en el medic de



cultivo era wmediada por sequndos mensajeros, al  provocar una

concentracién elevada de AMPc en el interior de la celula., Usto

para observar si hublera algin incremento en la sintesis de
estradiol al adicionar el IGF-I.

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
miestran el efecto estimulatorio de éste compuesto. Se observd que
existe una estimulacién de la aromatasa y una elevacidn en las
concentraciones de estradiocl. Apoyando la hipGtesis de que uno de
los posibles mecanismos implicados en los efectos amplificadores
del 1IGF-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 coOlera inhibe a la GTPasa que hidrolisa la unidn
GTP y la proteina Gs(proteina estimuladora de la adenilato ciclasa)
pasando al GTP a GDP, desactivando la estimulacién del adenilato
ciclagsa y como concecuencia la vida del complejo Gs-GTP se prolonga
de tal modo que la cé&lula produce AMPc sin cesar. Bn nuestros
estudios observamos que es a los cuatro dias de cultivo cuando se

presenta un aumento en la sintesis 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 dias de cultivo.

El hecho de que éste efecto se haya observado hasta los cuatro
dias 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 cdlera hay un aumento
progresivo de estradiol producido con respecto a los dias 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 produccidén de
estrogenos (Richards J$ et al; 1979 y Adashi EY; 1986). Donde 1a
toxina del cdlera incrementaria las concentraciones de AMPc.

Lo anterior mnos hace pensar que quizd el incremento de
esteroides en los que se involucra el IGF-I estén mediados a través
de un mecanismo de segundos mensajeros. Sin embargo, hace falta mds

experimentacidén para apoyar o refutar ésta hipétesis.
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VIII. CONCLUSIONES

1.- bLa produccién de 17 fi-Estradiol en las células de
la granulosa a los 24 dpp. en el ratdn, aparentemente

es independiente del control hipofisiario.

2.- El IGF-I por si s6lo, no tiene ningun efecto

directo en la sintesis de estradiol.

3.- El IGF-T en presencia de FSH, ATP y toxina del
cdlera amplifican la produccidén de estradiol in vitro al

igual que en otras especies.

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

través de un mecanismo de segundos mensajeros, aungue

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

- Solucidn de IGF-I
Se prepard una solucién de IGF-T de 100 ™/, y se almacend o
-20 °C en alicuotas de 4 pl. Cada alicuota se adicionaba a 11 ml de

medio Mc'Coys %a para llegar a una concentracion final de 36.3

ng/ .
wl *

- Soluciones concentradas de Testosterona, Inhibidor de aromatasa y
Tamoxifén

Se prepararon soluciones de testosterona, inhibidor de

aromatasa y de tamoxifén, cada una con una concentracién de 1 "

y se almacenaron en alicuotas de 1 ml a -20 °C. Se suplementaban 11
ml de medio Mc'Coys 5a con 11 pul de la solucidn deseada para llegar

a una concentracién final de 1 "/ ;.

- Toxina del célera

0.5 mg de toxina del célera marca SIGMA la cual se diluyd en 1
ml de medio Mc'Coys 5a para obtener una solucién de 0.5 ™/,, misma
que se almacendé a -20 °C. Se adicionaron 66 pl de ésta a 11 ml de

medio Mc'Coys 5a para tener una concentracion de 3 "9/,
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Alcuotas de una solucién de FSH con una concentracidn de 32
f”/m“ se almacenaron a -20 °C. 11 ml de medio Mc'Coys 5a se

suplementaron con 34.4 pl de solucion de FSH para obtener una

. . . ur
concentracién final de 0.1 = /..

PREPARACION Y ALMACENAJE DE REACTIVOS PARA RIA

1.- Anticuerpo

El anticuerpo antiestradiol se diluye en buffer para RIA segun
las indicaciones del fabricante. La solucién del anticuerpo se debe
guardar a -70°C lo mds concentrado posible y en pequefios volimenes
de acuerdo a los requerimentos de cada usuario(evitar congelar y
descongelar; bajo éstas condiciones la solucién es estable durante
aprox. 6 meses). Justo antes de su uso la solucidn 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.- Solucién madre de estradiol

10 mg/100m1=100 pg/ml en alcohol (guardar a. 16°C, no congelar) .
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3.- Estandar de estradiol
Afadir 50 pl de solucion madre y llevar a %0 ml con bulfer RIA
en un matraz aforadolconc. final 100 ™/ =0.1 "™/.). La solucién es

estable durante un mes en refrigerador(evite congelarla. Atemperar

por 20 a 30 min antes de usar).

4.- Carbén activado

Suspender 0.6 g de carbén activado en 100 ml de Buffer RIA.
Prepararse al momento de usarlo y mantengase en suspension con

agitacidn magnética.

5.- Buffer RIA(hiperténico)

La composicidn del Buffer RIA hipertdnico es la siguiente:

H.0 1000 ml 500 ml
Gelatina Difco 1 gr ’ 500 mg
Azida de sodio 1 gr 500 mg
Na,HPO, .H.0 8.7 gr 4.35 gr
Nal,P0O, . H.,0 5.4 gr 2.7 gr
NaCl 9 gr 4.5 gr

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

gelatina con agitacidn; wientras tanto disolver las sales en 300 ml
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de agua. Agregar la gelatina a la solucion de sales y aforar al
volumen deseado merclando con cuidade para evitar la produccién de

aspuma .
6.- Buffer RIA(isotdnico)
Diluir 100 ml de buffer hipertdnico agregar 5% ml de agua

destilada(pH final= 7.2).

7.- Liquido de centelleo

Composicion:
Dimetil Popop (C.H;oN,0,) 2 gr
2,5-Difeniloxazoleppo 40 gr
Tritén X-100 3330 m1
‘Tolueno 6670 ml

Disolver primero el difenil en tolueno con agitacién y después

agregar el dimetil y el tritdn.
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