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RESUMEN.

La fisiologia gonadal esta requlada por honnonas hipofistarias (FSH y LH) y por
factores tanto autocrinos como paracrinos.

La hormona foliculo estimulante (FSH) actua en las células granulosas del
ovario y en las células de Sertoli del testiculo de los mamiferos controlando la
division celular y su metabolismo. l.as gonadas de las aves adullas al igual que las
de los mamiferos estdn reguladas por dicha hormona. sin embargo, no se han
realizado frabajos que demuestren como actia en los primeros estadios del
desarrollo gonadal. Por Io que el objefivo del presente frabajo fue determinar en
que etapa del desarrollo gonadal se inicia la respuesta a la hermona foliculo
estimulante {FSH) para inducir proliferacion celular en el ovario prefolicular y en el
testiculo inmaduro de aves.

Para ello se realizaron cultivos primarios de ovario derecho, ovario izquierdo y
testiculo de embriones de pollo de fa clase Leghorm blanca (Babcock B-300) con &,
10, 13, 15 y 18 dias de incubacién. Las gonadas fueron disociadas mecanico-
enzimaticamente con tripsina (0.025%) deteniendo la reaccién enzimatica con
inhibidor de tripsina {0.50%). Las células fueron contadas y sembradas {500 000
células) sobre membranas de policarbonato fiotando en medio minimo esencial
modificado por Dulbecco (DMEM) al cual se le adiciond 0.5 Ul de hFSH y 0.1 pCi
de 3H4-Timidina a los grupus tratados. El agregada celular fue incutiado durante 60
horas en una atmdsfera de 5% CO3 y 95% de aile.

El incremenio de DNA ceiular fue valorado por la técnica de incorporacion de
3H-Timidina.

De los resultados obtenidos, el ovario izquierdo incorpord la mayor cantidad de

3H-Timidina que el ovario derechoy el testiculo. Ademas presenta un pico



de incorporacion de los 8 a los 13 dias de incubacion, sin embargo, no hay
respuesta al fratamiento hormonal, en este periodo del desarrnlio

El ovario derecho al ser tratado con hi*SH muestra una mayor incorporacién de
I4-Timidina entre los 8, 10 y 13 dias con respecto & los grupos control,
disminuyendo gradualmente hasta el dla 18 debido al proceso de regresion del
drgano.

Enel testiculo ta hFSH incrementa la incorporacion de timidina un 50% con
respecto a los basales, presentando una mayor incorporacion a los 8 y 18 dias de
incubacién.

L.os resultados del presente trabajo demuestran que antes de que se establezca
el eje hipbtalamo-hipofisis-génada (HHG) en el dia 13.5, las células gonadales
tienen receptores para la FSH por lo tanto el desarrollo y diferenciacién gonadal es

Independiente del funcionamiento del eje HHG.



INTRODUCCTON

FUNCIONES DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH).

Las gonadotrepinas (FSH y LH) y 1a hormona eslitmulante de la  tiroides (TSH)
constituyen uno de los tres grupos de hormonas secretadas por la adenchipdfisis

La hormona foliculo estinulante  (FSH) regula la fupcién y maduracién de las
células somaticas, asociadas con la gametogénesis en las gonadas (Derrington
Amstron, 1979).

En el ovario de los mainiferos (Hsueh y Adashi, 1984) y de las aves (Yeshimuia v
Tamura, 1988) fa FSH es nocesaria para la proliferacion de las células granulosas del
foliculo  ovarico, la cual se puede asociar con algunos facicres de crecimiento (TGF-
B8, IGF y EGF) para modular el efecto. También provoca que estas células secreten
estrégenos, andrégenos, progestagenos (Welly Gilbert,1984), asl como sustancias no
esteroidales (Hsueh y Adashi, 1084).

En el testiculo la FSH produce fa maduracién de los tubos seminiferos y ia
espermatogénesis (Dorrington y Armstrong,1979) sin embargo, el mantenimiento de
la espermatogénesis requiere de la participacion de andrégenos los cuales son
sintetizados en ias céfulas de Leydig ante el estimulo de la hermona luteinizante (LH).

(Domington y cols, 1993),

CARACTERISTICAS DE FSH.

La hormona foliculo gstimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y 1a hormaona
estimulante de 1a tiroides (TSH), son dimeros compueslos por dos subunidades
polipeplidicas glucosiladas {a y B) unidas por asociaciones no covalentes (Pierce y
Parsons, 1861).

La subunidad a es comun a todas las hormonas glucoprotelcas, que poseen en

esencia la misma secuencia de amino 4cidos con una similitud de 70 a 90% en

las diferentes especiss.



La subunidad } de cada hormona tiene regiones no similares 1o que le confiere la
especificidad hormonal  que se expresa cuando esta subunidad  se asocia con la

subunidad « (Yen y Jaffe. 1891)

RECEPTORES PARA FSH.

La FSH de aves tiene un peso molecular de 38000 Kd (Kristhnan, 1991), sus
receplores se encuentran en la membrana plasmastica lanto de las células
granulosas de ovanos madurcs e inmaduros como en las células de Sertoli del
lesticulo (Dormrington y Armstrong, 1979).

Csaba y cols (1980), han postulado que durante el desarrollo fetal y posnatal de
los vertebrados hay  una maduracién de los receplores de FSH, LH y TSH; por lo
ague hay una gradual progresién de union de una forma no especifica a una
especlfica.

En el caso de las aves se encontrd que enlre los dlas 6.5 - 11.5 de incubacién no
hay un reconocimienlo especifico para el receplor, sin embargo, ai inicio del dia 12.5
yalo hay (Woods y cols, 1991).

En estudios realizados en ovarios de mamiferos se ha visto que la respuesta a la
FSH cambia con el desarolio folicular, Richards (1994) sefiala que puede ser por la
cantidad de receptores la cual disminuye en los foliculos que no son seleccionados
para seguir creciendo o que en las células se producen diferentes lranscritos de
adenilato ciclasa como de protelnas G y que no todas estas isoformas pueden ser

aclivas en cada asladio del desarrollo para producir o ho una respuesla ante la FSH.

SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES.

Las gonadas de las aves producen hormonas sexuales {estiégenas,



androgenos y progestagenos). En los adultos estas  hormonas  patticipan  en  1a
expresion de fos  cardcteres sexuales secundarios (crecimiento de fa cresta, forna y
cofor de las plumas), el desarrollo de drganos accesorios y el comportamiento. En la
etapa embrionana se han defindo come las causantes de la  diferenciacion
morfologica en hembras y machos, segun la porcion gdnadal que se desamolle
(Woods y Erton, 1978)

Se ha demostrado que fa produccion de estas hormonas se inicia desde etapas
muy tempranas del desarrollo, Woods y Weeks (1868)  demostraron fa presencia
de la enzima AS-38- hidroxiesteroide  deshidrogenasa (A5-38-HSD) en 1a cresta
genital de embriones de  aves con dos dlas de desarrolio.

Woods y Podczaski en (1974), por medio de inmunofluorecencia
histoquimica encontraron que fos androgenos son fas primeras hormonas sexuales,
que se sintetizan a jos 3.5 dins de desarroliv. Sin embargo en estudios posteriores
Woods y Eron (1978), encueniran quo también ios esirégenos se sintetizan en esta
misma edad. Lo cual quiere decir que 3 dias antes de la diferenclacién morfoidgica
{ovario y testiculo), la génada tiene la capacidad de producir hormonas sexuales.

El ovario izquierdo de fos 7.5 a 18 dias de desarrolfo sintetiza principalmente 178~
estradiol y estropa. £l ovaric derecho al igual que el lzquierdo, sintetiza 17R-
estradiol y estrona, pero debido al proceso de involucién Unicamente presenia
un pico de secrecién a los 5.5 dlas de desaiollo y alos 13.5 dias los niveles que
presentan no son datectables.

El testiculo de los 7.5 a 18 dias produce principalmente testosterona (T),
dehidroeplandrosterona (DHEA) y estrona (E1)(Guichard y cols, 1877).

Ademas de las gonadas también las glandulas suprarrenales participan en la
produccidn de hormonas estercides principalmente testosterona durante el desamollo

embrionario (Tanabe y cols, 1978).



La sccrecion de estas hormonas  en 'as aves ecld requlada por ¢l eje hipotalamo
- adenchipdfisis - goénada (HAG), sin embargo, cadz componente es
independiente hasta el dla 135 del desamollo embrionario, momento en el cual
inician una funcién integradora, teniendo comao consecuencia un aumento en el tamario

de la gdnada, paso y grado de diferenciacion histolégica (Wooeds, 1987).

RUTA DE BIOSINTESIS DE LAS HORMONAS ESTEROIDES,

El nombre de esteroide, deriva de la palabra gnega estereos = sdlido, ya que
los esteroides constituyen la fraccion sélida residual que permanece después de la
saponificacién de las grasas animales. Prasenta un nicleo quimico constituldo por
diecisiele dlomos de carbono distribuidos en tres anillos ciclohexanos (A, By C) y un

ciclopentano (D), llamada ciclo pentanoperhidrofenantreno (Hall, 1588).

BIOSINTESIS DE COLESTEROL.

El colesterol es al precursor comin de lodos los esteroides y  puede ser
lomado de tres fuentes diferentes; a) incorporade de la sangre a patir de las
lipoproteinas circundantes, ) como colesterol almacenado bajo la forma de ésteres
enlas inclusiones de lipidos del ciloplasma y c) por medio de la sintesis d¢ "novo"” a
partir de acetato.

Tanto en el ovario como en el testiculo, el colestera! circulante en lipoprotelnas es
ol mas utilizado para la sinlesis de hormonas esteroides y dependiendo de la especie
van a emplear lipoproteinas de baja densidad o lipoprotelnas de alta densidad (Hall,

1988).

GIOSINTESIS DE PREGNENOLONA.

El colesterol es hidroxilado en la posicién 22 - 20, lo’ que peimite el corte de Ia



cadena lateral formando fa pregnenolona (C21) y aldehido isocaproico. EI sistema
enzimatico que calaliza esla reaccion se localiza en la membrana intema
milocondrial, esun complejo multienzimético formado por ires componentes:

a) £l citocromo P-450 protelna do tipo hemo que hidroxiia y que puede cortar las
Uniones C - C, b) flavoproteina, flavina adenina dinucleétido (FAD) y ¢} una
proteina hemo que sirve como acameadora de electrones enfre  jos olros dos
componentes. La reaccion necesita tres moles de NADPH y Oy por mol de

colestero! transformado a preghenolona.

METABOLISMO DE LA PREGNENOLONA,
L.a pregenenolona es convertida a progesterona por el complejo  enzimatico
3R-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A5-4 isomerasa. La enzima wtiiza NAD*

como aceplor de electrones y es irreversible hajo condiciones fisioldgicas.

BIOSINTES!IS DE ANDROGENOS.

El factor que limita la blosintesis de andrégenos como en otros  drganos que
secrelan andrégenas es la 17« -hidroxilasa: un complejo enzimatico de C-17-20 liasa.
Se localiza en el reliculo endoplasmaético liso, este sistema es un citocromo P-450
que requiere NADPH y oxigeno molécular. La reaccién puede utilizar pregnenolona o
progesterona como sustrato, resultando ta formacidn de; dehidroeplandrosterona
(DHEA) o androstenediona  respectivamente.

Para la formacidn de estos productos se utilizan dos vias allernas la 5-ene-30-

hidroxi (A 5) y a 4-ene-3-oxo ( 44 ), sin embargo, el uso preferencial de una u ofra via

varia de especie a especie.



BIOSINTESIS DE ESTROGENOS.

Tanto la androsteneidona como la testosterona son convertidas a estrégenos
(estrona y 17f-estradioi) por un  complejo enzimatico localizado en la membrana del
reticulo endoplasmatico liso. Este complejo enzimdlico es denominado aromatasas,
cataliza la remocién del  grupo  metil del C-10 come d&cido férmico  seguido
de un reordenamiento de el anillo A a una estructura aromatica. La reaccién

requiere NADPH y 3 moles de O3 (Fig. 1) (Hall, 1988),
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Fig 1. Ruta de biosintesis de las hormonas esteroides (Tomado de Hsueh y Adashi,
1984).



DIFERENCIACION GONADAL.

Para el establecimiento de la génada indiferenciada en las aves. Witschi (1956)
(trabajo referido por Janes, 19768) establece que parte del blastema mesonéfrico, que
no es utilizado enfa formacion de los lubulos y corpisculos renales, va a formar la
corteza adrenal y la médula de la génada. Apoyan también esta hipotesis estudios mds
recientes realizades en embriones de pollo, que llegan a la conclusién de que 1a médula
gonadal se origina del blastema mesonéfrico (Carlon y cols, 1983; Carlon y Stahl,
1985).

Aungue Wilschi (1956) también visualiza el establecimienio de una génada
indiferenciada como un proceso que involucra un doble desplazamiento célular en
direccidn opuesta: las células medulares descienden al blastema  mesonéfrico y
las células corticales ascienden al epitalio celdmice. Olros autores han interpretadn
¢l establecimiento de una génada indiferenciada como resultado de dos
proliferaciones  consecutivas del epitelio celémico: el primero forma la méduta y el
segundo la corteza (Willier,1939; Benolt, 1950; Gallien, 1973. trabajos referidos por
Jones, 1978). Postericrmente se determind que a los 3.5 dias de incubacion
varias células germinales primordiales aicanzan el epitelio celomico. La zona genital
es aislada por vasos sanguineos y células mesenquimales del drea mesonéfrica, a
su vez el epitelio es cubierto por una ldmina basal pasando por aqul tanto las
células germinales primordiales como las células somiticas. Los grupos de céiulas
que se localizanen la superficie intema del epitelio no estén rodeadas por la ldmina, lo
cual les permite moverse y formar un puente. En el cuatio dia de Incubacién la regién
genital es proyectada hacia la cavidad celémica, la superficie epiteliat es de 3 a 4
células de grosor, no hay formacién de fa lamina basal en la parte intermedia del
tejido epitelial en crecimiento por lo que estd en contaclo directo con las células
mesenquimales.

Hay una organizacién de cordones epiteliales internos, los cuales son llamados
coidones medulares, Incrementandose la aclividad mitética en el epilefio y en las

células mesenquimales.



Apartir de este mornento dependiendo de fa region génadal que se desarrolle se

origina a un macho o una hembra (Jones, 1978).

FORMACION DEL TESTICULO.

Los eventos morfogéneticos que se flevan acabo durante 1a diferenciacion sexual
del testiculo son producidos por la presencia de las CGP en el epitefio celémico de la
cresta genital. Al unirse las CGP al epitelio celdmico forman los cordones epiteliales, los
cuales migran desde la superficie del testiculo hasta los cordones medulares. En este
momento la médula crece y la corteza se hace estéril (Jones, 1978).

Los testiculos son drganos pareados de diferentes tamafios pero ambos
funcionaies, rodeadas por la tinica alhuginea. Internamente ei testiculo queda formado
por los tubos seminiferos, cada tubo presenta una sola capa de células formada por
dos poblaciones celulares las células de Sertoli y las espermatogonias. Las células de
Sertoli tienen forma de columnas alargadas y estdn unidas por la parte proximal a la
membrana basal alcanzando en su parte distal la iuz del tubo,

Cada célula de Sertoil esta unida con su célula vecina por medio de uniones
ocluyentes, las cuales evitan la difusidn de sustancias dentro del espacio intercelular.
Las células germinales se unen a las células de Sertoli por medio de tres tipos de
uniones: 1) desmosomas, 2) uniones con hendidura, (nexos) que tienen como
funcién servir como vlas para la difusién de metabolitos y iones y por tltimo 3) las
espermatidas emiten proyecciones dentro del citoplasma de las células de Sertoli
(Ritzén y cols, 1969).

Entre tos cordones sexuales se forma el tejido intersticlal  donde hay tejido
conectivo con capilares sanguinecs, vasos linfdticos y las células de Leydig
secretoras de hormonas esteroides que presentan caracterislicas esteroidogénicas
como son reticulo endoplasmatico liso bien desarrollado y mitocondiias con crestas

tubulares.



Enlas aves durante las primeras cinco  semanas de edad los lubos  seminiferos
inician su organizacidn y comienza la mullipkcacidn de las células germinales.

En la sexta semana aparece el espermatocito primario y en las siguentes 2-3
semanas aumenta la mitosis y se incrementan las capas espermatogoniales.  El
espermatocito  secundario  esta formado en la décima semana y espermatides
inmaduras (espermatozoides inmaduros) se encuentran en los lubos seminiferos
cerca de fa doceava semana (Sturkie, 1968).

La puberiad en el gallo doméstica dura de 8-10 semanas (de ias 16 a 24 semanas
de edad), se caracleriza por una fase de rdpido crecimiento testicular y por la

terminacion de {a espemalogénesis.

TESTICULO ADULTO.

El peso del testiculo adulto constituye cerca del 1% def peso  total del cuerpo.
Ef epitelio del tubo seminifero deja de estar formado por una sola capa de células y
se convierte en un epitelio maltiple, que representa los diferentes estados de
desarrollo de los espermatozoides, ocupa de un (5 a 90% del peso total del

testiculo y cada tubo tiene un didmetro de 150 a 200 um. (Johnson, 1986)

ESPERMATOGENESIS.

La transicion de las células germinales primordiales, mitdticamente
aclivas, a espermatozoides maduros recibe el nombre de espermalogénesis, la cual
se divide en tres fases principales: Multiplicacién mitética, meiosis y espermiogénesis.
A) Multiplicacion mitética y meiosis.

Las células germinates  primordiales llegan a la  cresta  genitat def
embrién y es hasta la madurez, tiempo en el cual los cordones sexuales forman

los tubos seminiferos y el epitefio de  los tubos se diferencia en las células de

Sertoli.



Después de llegar a 1a gonada las células gemunales primordiales se  dividen
en espermatogonias tipo Aq. Ag, A3 y A4, espermmalogonia intermedia y finalmente en
espermatogonias tipo B Las cuales se dividen mitdticamente para generar los
espermalocitos primanos (Balinski y Fabian, 1983).

Los espermatocitos primarios entran a dos divisiones meiclicas para generar 4
espermatidas haploides (Fig. Il).

B) En la espermiogenesis se da la diferenciacion de las células espermaticas, ya que
hay una condensacion de Ia cromating, se forma la cabeza espermatica y la vesicula
acrosomal cubre la cabeza de la espermétida. El centrosoma do la espermatida
después de la segunda divisién meiolica queda formade por dos centriolos, uno que
es necesario durante la divisidn celutar en el huevo fecundado y el segundo origina ¢l
filamento axial det flagelo, también es utilizado para fjar el anillo de milocondrias

(Gilbert,1991).

ESPERMATOZOIDE MADURO,

El espermalozoide estd formado por: fa cabeza cilindrica curveada (12.5 um
largo), pieza media (4 pm largo) y la cola ¢ flagelo (60 pm largo). En el extreno
anterior de la cabeza esta el acrosoma que tiene una forma cénica y mide 1.75 ym
de largo por 0.5 ym de ancho cuya funcién es capacitar al espermatozoide para
penetrar através de las membranas del évulo (Lake, 1971).

La parte media tiene la base del flagelo y alrededor estdn las mitocondrias que
son portadoras de enzimas oxidatlvas y enzimas responsables de la fosforilacion
oxidativa las cuales aportan la energla para el movimiento del flagelo.

Por dltimo se encuentra el flagelo o cola que es la paite mas larga del
espermatozoide que tisne como funcidn provocar el desplazamiento. Formado por
9 filamentos externos y dos centrales constituidos por tubulina (Balinski y Fabian,

1983; Gilbert, 1991).
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Fig. Il. Corte de un tubulo seminifero, que muestra la interaccion celular entre las
células de Seifoli y las células germinales. Mostrando las diferentes etapas del

desarrollo de los espermatozoides (Gilbert, 1991).
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FORMACION DEL OVARIO.

El desarollo asimético de los avanios es una caracteristica de las especies de
aves, el ovario izquierdo continia su crecirniento y se convierte en el ovario funcional
de la ave, sin embargo, el ovario derecho crece hasta el noveno dia de incubacién y
después inicia un proceso de regresion para convertirse en un rudimento no funcional
al nacimiento (Teng y Teng, 1977).

No se han definido los fendmenos que estan asociados con la  regresion del
ovario derecho, pero se atribuye una distribucion asimétrica de las células germinales
primordiales, por lo que hay  una mayor cantidad en el ovario izquierdo que en el
derecho apartir del tercer dia de incubacién (Jones, 1978).

También se ha demostrado que cuando el ovaiio derecho es estimulado con la
hormona gonadotropica corionica (hCG) hay una mayor produccion de AMPc, al cual
se le atribuye un importante pape! en la regresién del drgano ya que en los ratones
con linfoma celular la muerte célular es provocada por los altos niveles de AMPc
(Teng y Teng, 1977).

Esencialmente el desarrollo del ovario se inicia en el tercer dia de incubacién
cuando las células germinales primordiales y las células mesenquimales son
incorporadas en el epitelio germinal. Durante el sexto y séptimo difa de incubacion los
cordones sexuales primarios fonman la médula y en los dias siguientes se forma la
corteza. A los diez dias la corteza muastia cordones corticales constituidos por
ovogonias y/o ovocitos y en la médula se desarrollan cordones de células
secreloras de esteroides, asl como un sistema lacunar caracteristico de la génada
femenina ( Carlon y Stahl, 1985).

En el nacimiento, ia corteza ovérica esté constituida por las células gemminales las
cuales se observanen forma aislada o organizados en conglomerados. Entre los

ovocitos se encuentran las células prefoliculares que van rodeandolos poco a poco



hasta formar la capa de la granulosa en el adulto. |.a médula queda constituida por
cordones celulares rodeados por la ldmina basal y un sistema lacunar. Presenta dos
tipos celulares 1) Células estereidogenicas tipicas que tienen mitocondrias con crestas
tubulares, reticulo endoplasmatico liso y gotas de lipidos en el ciltoplasma. y 2) células
poco diferenciadas tienen un niclen esférico u ovoide con un nugleolo prominente,

citoplasma escaso y pocos oiganelos ( Gonzatez del pliego y cols, 1488).

OVARIO MADURO.

Cerca de las 18 3 20 semanas de edad Ia gallina es sexualmente acliva, su
peso ovarico incremenia de 04 g a 2.0 g Tiempo desputs hay wun rdpido
incremento en el peso (40 a 60 g), este aumento es debido al desarrollo folicular, sin
embargo, al eliminarlos lacorteza y lamédula solo pesan 6 g (Gilber, 1971).

En los animales adultos a difetencia de los jovenes, se encueniran los follculos en
diferenles elapas de desarrollo, los cuales maduran de manera ciclica para ser
ovulados.

E! foliculo esta constituide por seis regiones (de adentro hacia a fuera) : (a) la
membrana vilelina, (b) membrana granulosa, (c) leca interna, (d) teca externa, (e)

tejido conectivo derivado del estroma ovérico y (f) epitelio germinal (Gilbert, 1871).

MEMBRANA VITELINA,

L.a membrana vitelina es lo membrana primaria del ovocito, deriva del ovacito y esta

formada de pequefias redes de fibras.

CELULAS GRANULOSAS.
El oocito primordial esté cubierto por las células foliculares  planas, las cuales
muestran poco desarrollo de organelos y  RNA (Callebaut, 1975; Graya, 1976

Trabajos referidos en Jones, 1978), algunos cuerpos lipidicos compuestos de

fosfolipidos y trigliceridos.



El govocite de tamato  inteimedio tiene células foliculares largas debido al
desarrollo  de  organelos y citoplasma con un ndcleo ovoide. En les foliculos
vitelogénicos el epitelio cambia de pseudoestratificado a una sola capa de células
planas, el cual se ve acompafado poruna alteracidn en la forma de las céluias de
cotumnares a cubicas (Well y Gilbert, 1984). La estructura pseudoestratificada del
epilelio folicular se observa como una adaplacién a las demandas del rapido
crecimiento del ovocito.

Las funciones que se le atribuyen a las células foliculares en et ovario  son
secretar lipidos, glucégeno, protelnas, RNA y posiblemente DNA para nutrir al
oocito, entre olras. Estas  conclusiones se basan principaimente sobre
consideraciones de sus caracteristicas citoldgicas, autoradiagréficas e histoguimicas.

Lta manera como alraviesan estas moléculas la membrana de las células

foliculares y del avocito es por difusidn, pinocitosis y fagocitosis (Jones, 1978).

TECA FOLICULAR.

La membrana basal es una barrera de permeabilidad selecliva que separa a las
células de la teca interna y las células granulosas.

La teca estd formada porlas células estromaticas, fibras de colagena, vasos
sanguineos y capilares. La vascularizacidn y la coldgena aumentan progresivamente
con el crecimiento del foliculo, apartir de este momento las fibras de coligena
forman paquetes con un arreglo concéntrico por lo que se puede
dividir  anatomicamente a esta capa en células de ia teca interna y células  de la
teca externa.

Las células de la teca interna se dividen en tres capas la primera contienen fibras
de colagena, la segunda fibroblastos y la ultima es una capa vacuolada (Lillie,

1952)(citado en Gilbert, 1971).



La mayoria de las células de la teca intema son intersticiales, conocidas
como células esteroidogénicas  desarrollando reticulo endoplasmadtico liso y
mitocondrias con crestas tubulares. La teca externa estd compuesta principalmente de

fibroblastos y tejido conectivo. (Hiroaki y cols,1991)

TEJIDO CONECTIVO DERIVADO DEL ESTROMA OVARICO
El foliculo es cubierto por tejido conectivo que contiene musculo liso  derivado del
estroma ovérico y finalmente toda la masa folicular esta rodeada por el epitelio

germinal (Fig. lit).
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Fig. Hil. Esquema de las diferentes partes que componen a un foliculo maduro

(a) estructura del oocito- células granulosas (Gilbert  1979)



CICLO CELULAR.

L.a proliferacion celular estd requlada por una serie de eventos moleculares y
celulares que permiten que fa duplicacion del material genetlico y la divisien celular
ocurra de manera coordinada, fa cual puede ser acelerada o frenada en diversos
estadios del desarrollo, por factores de crecimienta y hormonas (Zentella, 1993).

El ciclo de vida de una célula somatica tiene como finaidad generar dos células
hijas idénticas con una capacidad genética equivalente a 13 célula madre. Cada ciclo
esta formado por ia interfase y la mitosis (Lewin, 1994).

Lainterfase es dividida asuvezenGq, Sy Gy

1) La fase Gy inicla cuando la célula termina la mitosis, en la cual hay

sintesis de RNA y protelnas pero no hay replicacion de  DNA.

2) Lafase S (sIntesis) se caracteriza porque ocurre ia replicacion del  DNA.

3) Lafase Go o segunda fase de reposo, precede a la mitosis.
La mitosis o fase M al igual que la interfase es un proceso continuo que se
dividde en cuatro elapas secuenciales: profase, metafase. anafase y telofase. En
1a cual ocurre la divisidn nuclear y produce dos nticleos hijos iguales

Para que una célula pueda pasar de una fase del ciclo celular a otra necesita un
sistema de regulacion. Entre los factores que regulan este sistema se encuentran dos
familias de protelnas: Protelna kinasa dependiente de ciclnas (Cdk) que fosforila
proteinas en residuos de serina y treonina. La segunda es una familia de proteinas
aclivadoras denominadas ciclinas que se unen a las Cdk y conlrolan la habilidad
para fosforilar proteinas especificas en una fase particular del ciclo celular.

Las ciclinas son llamadas asl por que ellas sufren una sintesis y degradacién de
manera ciclica en cada divisién celular (Alberts y cols, 1994).

Las ciclinas A y B son ciclinas mitoticas que llevan a la céiula de la fase de Gpa M.



Los eventos que llevan a la célula dentro de fa mitosts, son una acumulacion gradual
de ciclinas durante G las cuales se unen a las Cdhk formando un comple;o conocido
como faclor de promocién de la fase M (MPF) que es carsctetistico de  todas las

células eucarontes.

CAMBIOS PROVOCADOS POR EL MPF.
£l MPF produce cambios radicales tanio directos como indirectos.

1) Los cambios directos producidos se deben a ia fosforilacion de  componentes
arquitecturales de la célula, por ejemplo en la membrana nuclear fosforila residuos
de serina provocando un rompimiento de la membrana y como consecuencia
la liberacion de los cromosomas. Otra molécula que fosforila directamente son las
histonas, se cree que esla fosforilacion ayuda a la condensacion de los
Cromosomas.

2) En los cambios indirectos fosforila a otras proteinas kinasa que actuan en
una cascada alterando el estado de la céiula.

Las ciclinas son destruidas por proteolisis en la transicion de melafase a3 anafase,
permitiendo que la célula pueda salir de la  mitosis (Lewin, 1994).

Al igual que las ciclinas mitdticas exislen otras que actian en olras elapas del
ciclo como es el caso de las ciclinas D (CLN D) que se expresa en respuesta a la
estimulacion con factores de crecimiento en la fase temprana de G1 y la ciclina E

(CLNE) que indica la transicion de G1 a § (Zentella, 1993).

FACTORES DE CRECIMIENTO.
Algunas hormonas polipeptidicas tienen aclividad de factores de ciecimiento, por
que puedaen acelerar o frenar la divislon celular y la sintesis de DNA.

Estas hormonas pueden ser: endocrinas, paracrinas o awtocrinas Las prineras son
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las hormonas cldsicas, las cuales ron secretadas por cdiulas localizadas en una parle
del cuerpo y alraviosan largas distancias para interaccionar con sus células blanco,
las hormonas paracrinas operan a cortas distancias y estimulan a sus células vecinas
y las hormonas autocrinas que tienen la capacidad de regular a las células que las
producen (Norman y Litwack, 1987).

Lo factores de crecimiento pueden ser agrupados en base a sus efectos sobre [a
proliferacicn célular, los que ia favorecen (EGF, FGF, PDGF, Insulinay IL-2}y
los que‘lnhiben (TGFB, TNF-a y la IL-1). Los factores proliferativos sélo estimulan a la
célula en G4, sin embargo, sstos factores se dividen en factores de competencia
los cuales la confieren a la célula la capacidad de entrar de nueve al ciclo flendo de
Gg a G1y los de progresion que ayudan a |a célula para que pase de la fase de Gy a
S (Zentella, 1993).

FACTORES PROMITOGENICOS.

FACTORES DE COMPETENCIA,

- Factor de crecimiento derivado de fas plaquetas (PDGF) es un  polipéptido de
dos cadenas con un peso miolécular de 30000 a 35000 dallons.
Sa le slribuye un papel mitogénico aunque se ha encontrado que su estimuto no es
suficiente para provocar slintesis de DNA y divisién célutar.
Provoca migracion céiular, sintesis de protelnas y sintesis de ésteres de colesterol.
En el ovario incrementa el estimulo de ia honmona foliculo estimulante y con ello la

formacion de receplores de LH, “in vilro", aumenta la  produccién  da

progesterona.

- Factor de crecimienlo epidérmico (EGF) fue aislado originalmente como una
fraccién de un extracto de glandula submaxilar en raton. Estd constituido por una sola

cadena polipeptidica de 6045 Da., estabilizada por tres puentes disulfuro.
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La fosfonlacion producida por 1a unién del ligando con su receptor produce la
activacion de protelnas, como la proleina ras que parece estar asociada al
estimulo mitogénico. £n las células  granulosas  ovadricas suprime la induccion
de receptores de LH dependientes de FSH, disminuye los precursores utilizados en
la biosintesis de estrégenos por inhibicion de los andrégenos en las células tecales o

intesticiales e incrementa a maduracion del oocito in vitro ( Hsueh y Adashi, 1884).

- Factor de crecimiento fibroblastico (FGF) se han encontrado dos  formas, la
forma bésicay écida.
El FGF basico tiene un peso molécular de 43000 Da, es un agente que posea
actividad milogénica en células derivadas del mesodermo y neuroectodermo. La
fonma dcida (15000 a 16000 Da.) induce la proliferacidn de células endoteliales.
En el ovario de la rata Inmadura modula la estereidcgénesis ya que inhibe la sintesls de
estradiol @ incrementa la blosIntasis de progesterona ante el estimulo de la FSH , por lo

tanto puede desarrollar las funciones del cuerpo luleo (Baird y Hsueh, 1981).

FACTORES DE PROGRESION.

- La Insulina afecta el metabolismo de los carbohidratos, Ilpidos, nucleétidos y amino
dcidos. A parle de la insulina se encontraron dos factores de crecimiento el IGF- y el
IGF-Il los cuales tienen un 45% de homologla a la insulina. El IGF estimula la
replicacidn de las células granulosas o la citodiferenciacion celular (Hammond y cols,

1991).

- Interleucina 2 (IL-2) induce la praliferacién de linfocitos T (en la etapa G tardla
las células T producen y secretan IL-2 necesaria para que la célula entrea S y
se divida). Laregulacién del crecimiento por IL-2 es inespecifica ya que estimula

a cualquier célula que tenga receptores para I1.-2.
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La 1L.-2 humana tiene una sola cadena polipeptidica con peso molecular de 15000 Da.

(Stites, 1988).

FACTORES ANTIMITOGENICOS.

- El Factor de crecimiento transformante (TGF) se clasifica en dos tipos, TGF-a
que se une al receptor del EGF y el TGF-B el cual no se une a este receplor.
Ei TGF-§ es un dimero de dos polipéptidos (35000 Da) unidos por puentes disulfuro,
inhibe de manera reversible [a proliferacion de células derivadas de varios origenes
embrionarios. Frena la  proliferacién célular en la fase tardia de G4, por la
disminucidn en la {ranscripcidén de c-mycyla aclivacién continua de la  proteina
codificada por el gen RB. Las células tecales producen TGF-R que regula el
crecimiento y diferenciacién de las células granulosas e inhibe la estimulacion de el

EGF en las células granulosas (Dorrington y cols, 1988).

- Inferferén lipo Il o inlerferén inmune, es producido durante reacciones
inmunolégicas por linfocitos T, con un peso molécular de 20000 a 25000 Da. Presenta
diferenles efectos celulares pero el principal es Ia inhibicidn de la proliferacién celular

(Zentella, 1993).



JUSTIFICACTION

La sinlesis y secrecidn de hormonas esteroides han sido cuanlificadas por
radioinmunodanalisis e inmunocitoquimica desde etapas muy tempranas del desarrolle gonadal
da las aves (Woods y Erton, 1978, Woods y Podczaski, 1978, Woods y Weeks, 1969 y Woods
y cols, 1991) y se sabe que las hormonas gonadotiopas LH y FSH participan en este proceso
(Teng y cols, 1982).

Sin embargo, es poco conocido el efecto que tienen ia FSH en el proceso de division celular
en ovarios prefoliculares de aves.

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que el ovario izquierdo de las aves
de 18 dias de desarrolio, responden ai tratamiento con h*SH lograndose un incremento en la
division celular y en la secrecion de 17-8 estradiol y testosterona (Peraita, 1994).

Hasta el momento no se ha delenninado con precisidn en que momento del desarrolio
gonadal de las aves se inicia ia respuesta a la FSH en la division celular y estercidogénesis.

Ademds por las caracterlsticas propias del desarrotio unilateral de! ovario y del oviducto en
las aves se podrian plantear las sigulentes preguntas:

f) LEn qué momento del desarollo embrionario se Inicia la respuesta @ Ia  hormona
foliculo estimulante, en la divisién csiular?.

1) ¢Como es la respuesta a la FSH en un ovario en regresion (ovario derecho) y en un
ovario en desarrollo (ovario izquierdo)?.

1y ¢Cémo es la respussta en un érgano con desarrollo bilateral (testiculo)?.

V) ¢La respuesta a las horinanas gonadotropas e dependiente del establecimiento del

eje Hipotalamo-Hipofisis-Génada?
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OBJETIVOS

- Determinar en que elapa del desarrollo gonadal la hormona foliculo estimulante (FSH)

inicia la proliferacion celular en el ovario prefolicular y en el testiculo inmaduro de aves.

- Comparar la division ceiular anle el estimulo de la FSH en un ovario en regresién (ovario
derecho), en un ovario en desarrollo {ovario izquierdo} y en un drganc con desarrallo bilateral

(tesliculo) a los 8, 10, 13, 16y 18 dlas del desarrollo embrionario.
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MATERIALES Y METODOS,

El material biclégico ( huevos de pollo de la clase Leghorm blanca Babcock 8-300) fue
adquirido de la granja avicola Alpes il S.A. (Tehuacan, Puebia) e incubados en un periodo de 8,
10, 13, 15 y 18 dlas, determinando la edad exacta de los embriones por las tablas de

Hamburger y Hamilton (1951).

MATERIAL QUIMICO.
- Acido Acético concentrado (CH3COOH Glacial) Merck, México S. A.
- Acido Tricloro Acético (CCL4 CO OH). Merck, México SA.
-Albumina Bovina. Sigma, St Louis MO USA.
- Azul Tripano. Sigma, México S.A.
- Carbonato de Sodio (Na HCO3) J.T. Baker S.A de C.V México.
- Cloruro de Sodio (NaCl) Merck, México S.A,
- Cloruro de Potasio (KCI) Merck, México 5.4,
- Dodesil Sulfato de Sodio J.T. Baker S.A de C.V. México.
- Fosfato de potasio (KoHPO4) Baker, México S.A,
- Hormona Foliculo Estimulante (FSHh) Serono de México S.A.
- Inhibidor de Tripsina. Sigma, St Louis MO USA.
- Liquido de Centelleo. Aquasol-2 NEN Research Products. Boston.
- Medio Minimo Esencial modificado por Dulbencco (DMEM) Gibco BRL
Grand Island N.Y. USA.
- Metanol. Merck, México S.A.
- Penicilina- estreptomicina. In Vitro S.A.

-Tripsina. Gibco, Grand Island N.Y.
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METODOS

Se utilizd el ovario izquierdo, ovario derecho y los testiculos de embriones de polle con 8, 10
13, 15 y 18 dlas de incubacion para realizar cultivos primarios. Una vez que las génadas tenian
la edad requerida se realizd la diseccion y obtencién de estas, de manera esterl en una
campana de flujo laminar.

Las gonadas se colocaron con una pipeta (10 ml) en una caja petri con solucidn salina
balanceada libre de Ca++ y Mg++ (SSB) y se lavaron una véz con esta misma solucién para
eliminar el excedente de sangre y tejido mesonefiico. Posteriormente las gdnadas se colocaron
en un tubo cénico con lripsina (0.25%) disuelta en SSB durante 10 min. a 37°C en una
atmésfera de 95% de aire y 5% de CO; para realizar una disociacion mecénico - enzimatica, la
actividad enzimdtica fue delenida agregando a 13 suspensibn celular inhibidor de tripsina
(0.50%) disuelto en Medio Minimo Esencial modificado por Dulbecca (DMEM).

Las células oblenidas se centrifugaron por 10 min. a 1000 rp.m., se les eliming el
sobrenadante y el baldn celular fue resuspendido y lavado dos veces mas con DMEM, entre
cada lavado se elimind el sobrenadants.

Al botén celular se le a agregd de 1 a 5 ml de DMEM (dependiendo de! tarnafia de la
génada) se les determind la viabilidad celular por medio de la técnica de exclusion de azul
tripano (Tennan, 1960).

Posleriormente se sembraron 500 000 células sabre membranas de policarbonato (1 um de
diametro de poro} flotando sobre 2 mi de medio do cultivo.

Los grupos formados para cada una de las génadas (ovario derecho, ovatio izquierdo y

testiculn) quedaron de la siguienle manera:

Grupo conlrol: OMEM + BSA + 500 000 céls.

Grupo tratado;  DMEM + BSA + 500 000 céls. + FSH (0.5 Ulfmi)



A jos dos grupos se los sdicionéd 0.1 pCi de IH-Timidina (100 00Q ¢c.p.m.) y sa incubadron
por G0 horas a 37 °C en una atmésfera do 95% de aire y 5% de CO) para posteriormente

valorar la protiferacion celulsr por medio de la Técnica de Incorporacion de Timadina,

TECKRICA DE COSECHA PARA MEDIR LA INCORPORACION DE
TIKIDINA TRITIADA,

1) Se colocd la membrana de policarbonato con el boton celufar en un vial.

2) Cuidadesamenle se agregé sobre la membrana 2 ml. de fijador (Melanot - Acido Acélico 3:1)
y se dejo durante 15 mlnulos a temperalura ambiente.

3) Se elimind el fijador y se les agregd 2 ml. de acido Tricloro Acético (TCA; al 10 % y se
incubaron las celulas a 4°C durante una hora.

4) Se elimind el TCA.

5) Se agregd 400 pi de Dodesit Sulfato de Sodio (SDS) af 2% y se metieron a :ncubar a 60°C
durante 30 minutos. Después se tes adiciond 5 ml de liquido de cenlelleo, se agitaron con un
vortex aproximadamente por 30 sequndos.

6) Se cuantificd la timidina tritiada incorporada al cultivo en un contador de cenlelieo liquido

(Beckman LS 6000 IC) con un 40% da eficiencia.

MICROSCOPIA ELECTRONICA,

Para determinar que lipos celulares constituyen las génadas indiferenciadas se realizd la

tacnica de microscopla electronica de transmisiodn,
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ANALISIS ESTADISTICO.
Se utilizé un Analisis de Varianza completamente Aleatorio de dos factores y 1a prueba de
Tukey (P< 0.01) para determinar las diferencias significalivas entre fos grupos basales con

respacto a (os grupos tratados con FSH.
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RESULTADOS.

PROLIFERACION CELULAR
De acuerdo a los resultados obtenidos se puede apreciar que fa FSH estimula la

divisién celular a través del tiempo de desarrollo embrionario.

Ovarlo Derecho.

Los cullivos celulares de ovario derecho tratados con hFSH de los dias 8, 10y 13
de incubacidn presentaron diferencias significativas (P< 0.01) en la incorporacién de
3H-Timidina con respecto a los grupos basales, nétandose un decremento en la
respuesta al tratamiento hormonal a los 15 y 18 dlas, en los cuales no hubo una

significancia estidistica lo cual concuerda con la regresion del drgano (Fig. 1V).

Ovario lzquierdo,

En el nvario izquierdo encontramos la mayor divisién celular en los embriones de 8,
10y 13 dias de incubacion, reduciendose aproximadamente estos valores en un 40% a
los 15 y 18 dlas. Al ser estimulados con FSH incrementa la respuesta proliferativa a los
18 dias de incubacién, no presentando efecto a los 8, 10, 13 y 15 dias (Fig. V). Porlo
tanto de todas las edades analizadas s6lo a los 18 dias hay diferencias significativas

debidas at tratamiento (P< 0.01).

Testiculo.

En el testiculo hay dos picos de incorporacién de timidina (8 y 18 dias de
incubacion), el primero disminuye graduaimente hasta los 15 dlas, siendo evidente un
estimuio proliferalivo hasta de un 50% sobre la basal en respuesta al tratamientn

hormonal en todas las edades estudiadas (P< 0.01) (Fig. VI).
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DESCRIPCION MORFOLOGICA.

tn el cultivo de agregados celulares de ovario prefolicular se cbservd una
reasociacion celular de la médula ovarica ya que en fa parle inferior hay acumulos de
cordones celulares con caracteristicas esteroidogénicas, cordones celulares con
caracteristicas indiferenciadas y algunos espacios qua no sabemos si sean lacunares o
vasculares, en ef caso de 1a region corlical no se puede apreciar dicho reacomodo (Fig.

Vi),

Qvario Derecho.

De todas las edades estudiadas se seleccionaron fas de 10 dias se desarrollo
embrionario para la caracterizacion morfolégica, ya que este es un periodo critico para
el ovario derecho debido a que esta en involucién a partir del noveno dia de incubacion,
sin embargo, las células cultivadas no muestran indicios de degeneracion celular, las
cuales presentan abundantes mitocondrias, reticulo endopldsmatico y ademas se

puede apreciar la formacion de un conduclo tacunar o vascutar (Fig. VIib).

Qvario lzquierdo.

En el caso del ovario izquierdo a los 10 dias hay cordones celulares
esteroidogénicos poco diferenciados con uniones celulares (desmosomas), abundantes

mitocondrias y nucledlos evidentes (Fig. 1X).
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Fig VIt Microfotogratia de células de ovano prefolicular de embriones de pollo de 18
dias de incubacion cultivadas sobre membranas de policarbonato  durante 60 horas.
Donde se pueden observar acumulos de células esteroidogénicas con inclusiones

lipidicas (AL). ovocilos (OV) y cordones celulates poco diferenciados
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Fig. VIl Micrografia electrénica de ovario derecho con 10 dias de incubacién que
muestra  células  con abundantes mitocondrias (M), reticulo  endoplasmico (RE),
ademds de I3 formacion de un conducto lacunar o vascular, que se encuentra proximo
a un ovocito en migracion. Apesar de que es un organo en regresion a partir del
noveno dia de desarrollb no se observan procesos que indiquen  cambios

degeneralivos en el mismo (3000 X).
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nucleoins  prominentes (NP), espacios intercelulares (EN) y uniones celulares fipo

desmusoma (UC). 7000 X



DISCUSION,

Ef cultivo de agregados celulares de génadas indiferenciadas sobre mebranas de
policarbonato es equivalente a un cultivo de érganos pues se observé una reasoctacion
celular y por lo tanto, las interacciones entre las diferentes subpoblaciones de ovario y
testiculo. Adn cuando el medio de cultivo no fue suplementado con suero bovino fetal
(8. B. F. } las caracterlsticas morfoldgicas de las células cultivadas no mwostraron
indicios de degeneracion celular, ademas el incremento en la incorporacion de timidina
en las ctlulas gonadales nos hace pensar que la fisiologia de los cultivos no fue
alterada

De acuerdo a los resultados que obtuvimos la hormona foliculo estimulanle provoca
la proliferacién celular a través del periodo de desarrollo gonadal, sin embargo la
respuesta en cada génada es diferente. Esto concuerda con los estudios hechos en
mamiferos (Dorrington y cols,1988; Orth, 1984) asl como en el follculo preovulatorio
(F2) de la ave adulta (Yoshimura y Tamura, 1988), pero el estimulo en mamiferos no
esta bien claro ya que en animales inmaduros no hay respuesta a la FSH (Dorrington
y cols, 1988) mientras que en los animales adultos de otras especies donde la
concentracién de FSH es mucho mayor si la hay (Gosporadowicz y Bialecki, 1979).

De esta misma manera en nuestro laboratorio ya se habia demostrado que la
adicion de la FSH al medio de cultivo incrementa el nimero celular y la incorporacién
de timidina en el ovario izquierdo a los 18 dlas de incubacién, esto fue demostiado
utilizando hFSit de alta pureza (hFSH HP) y hFSH recombinante, la cual carece de
accion luteinizante, siendo evidente que ¢l efecto proliferativo se debe ala FSHy no &

fa LH (Veldzquez y cols, 1996 en prensa).
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De las tres gonadas estudiadas (avario derecho, ovario izquierdo y testiculo), la que
presenta una menor incorporacion es el ovario derecho, debido a que es un étgano en
involucién a partir del poveno dla de incubacién que se convierte en un rudimento no
funcional al nacimiento (Teng y Teng, 1977), en el cual no va ocutrir proliferacion de la
corleza ovanca (Gilbert, 1971).
£l ovario izquierdo tiene una mayor proliferacidn celular sin embargo, no responde
en los dias 8, 10y 13 al tratamiento hormonal. Probablemente este fendmeno sea
debido a que en la primera mitad del desarollo, la gdnada es independiente del eje
hipotalamo- hipofisiario (Woods, 1887), por lo cual es pusible Ja sintesls y produccion
de factores autocrinos y paracrinos que modulen su crecimiento, esto ha sido
demostrado en células granulcsas de mamiferos y de aves donde actuan factores
de crecimiento (TGF-f y EGF) para promover la division celular, aunque también se
ha encontrado que el TGF-f aclua de manera conjunta con la FSH y el estradiol para
potenciar el estimulo protiferativo (Dorrington y cols, 1993).

Probablemente la diferente respuesta de la FSH también s2 deba al nimero de
receptores (Ritzhaupt y Bahr, 1987) y su especificidad durante el desarrollo (Woods y
cols,1991) o a diferentes isoformas de adenitato ciclasa pressntes en la diferenciacion
gonadal (Richards, 1994).

En cuanto a la diferenciacion testicular fas céiulag de Sertoli son las células que
tienen mayor proliferacion durante el desarrolio embrionario de los mamiferos (Orth,
1982) ademés son las células efectoras para la FSH (Means y cols, 1980; Dorrington y
Amstrong, 1979; Orth, 1984 y Dormington y cols,1993). De acuerdo con lo antes
mencionado nosotros esperariamos que los dos picos proliferativos que observamos a
los 8y 18 dlas de incubacién fueran de fas células de Sertoli.  Sin embargo
como tenemos una mezcla de todas las poblaciones testiculares, no podemos
asegurar que las células que responden son estas, lo que sl aseguramos es que el

astimulo quo observamos  se debe unicamente alahFSH por lotanto es necesario
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caracterizar las subpoblaciones celulares que constituyen el testiculo, las técnicas que
resultarfan adecuadas para esto son gradientes de densidad y autoradiografia.

El realizar gradientes de densidad tiene vanlajas, ya que se obtienen las
poblaciones celulares con alto grado de pureza que nos indicarlan cuales son las
células efectoras de la hFSH. Ademas se podria determinar, si la interaccion
moroluncional entre las diferentes subpoblaciones celulares, modula fa respuesta
proliferativa como se ha demostiado en el ovario izquierdo de 18 dias de incubacion,
esto serla posible para 15 y 18 dias pero en dlas anteriores (8, 10 y 13) debido al
pequefio volumen de lejido serfa apropiado emplear la lécnica de autoradiografia
complementada con estudios de microscopia eclectrénica para evaluar las
caracteristicas ultraestruciurales de las células blanco de la hFSH.

De acuerdo con todo lo mencionado anteriormente fa FSH estimula ia division
celular, sin embargo no sabemos que cambios provoca en &f ciclo celular, posiblemente
estimula una sincronizacién celular anles de las 36 horas de cultivo ya que en Ias
prinieras horas (3, 6, 12'y 24 ) muy pocas células se dividen (Veldzquez y cols, 1996 en
prensa), por lolanto se necesitan realizar esludios posteriores para delerminar si se

acorta alguna fase del ciclo celular.
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CONCLUSIONES.

- La hFSH estimula la division celular de las gdnadas durante el desarrollo

embrionario.

- El ovario derecho al ser un érgano en involucion sélo presenta respuesta

proliferativa ante la hormona en los dfas 8, 10 y 13 de incubacién.

- El ovario izquierdo no responde en los primeros tres dias (8, 10 y 13) a la
hormona, por lo lapto es posible que su respuesta sea modulada por faclores

autocrinos o paracrinos, o por la cantidad de receptores.

- La hFSH estimula la proliferacién celular en el testiculo en todas las edades
estudiadas, por lo que es importante hacer una caracterizacion morfoldgica de fas

célufas efectoras a esta hormona gonadotropa.

- A pesar de que no se ha establecido el eje hipétalamo-hipdfisis-génada (HHG)
nuestros resultados tndican la presencia temprana de receptores para la hFSH en las
membranas celulares del ovario y del lesticulo, evidenciado por el incremento en la

incorporacion de Timidina sn el piesente modelo,
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APENDICE.

Medio de Cultivo,

........................... 37g¢.
1000 ml.
RojoFenol.................... . 4-5gotas.

Solucidn Salina Balanceada {SSB) libre de Ca*t y Mgt*

Solucién de Azul Tripano.

Azultripano .. .. .. ....400mg
NaCli.ococeieiiees 0.81g.
KoHPOg...ccoovves i 0.60g.

Metil p-hidroxibenzoato.........
Agua bidestilada.................

Tripsina.
0.025g. disuelta en 10 ml de SSB libre de Ca** y Mgtt

Inhibidor de tripsina.
0.050 g. disuello en 10 mi de DMEM.

Metanal - Acido Acético (3 :1)
75 mt de metanot.
25 ml de acido acélico.

Acido lricloroacetico (TCA)
10 g. de TCA en 100 i de agua kidestilada.

Dodesil Sulfato de Sodio (SDS)
2 g. de SDS en 100 ml de agua bidestilada.
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