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RESUMEN

En el testiculo de los vertebrados se sintetizan hormonas, factores de crecimiento y algunas
proteinas que participan en los diferentes procesos que se llevan a cabo durante el
desarrollo gonadal; un grupo importante de estos compuestos lo constituyen las hormonas
gonadotropas sintetizadas en la adenohipdfisis, bajo la accién de factores liberadores
producidos en el hipotdlamo; estas hormonas son la foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH), la primera interviene en el desarrollo, crecimiento y
funcionalidad de las células de Sertoli en el testiculo, estimulando la sintesis de diversas
proteinas y hormonas esteroides, particularmente 17B-estradiol. Por otra parte, la LH
regula la secrecién de testosterona por las células de Leydig y contribuye en el desarrollo y
maduracién de éstas células somdticas testiculares. Ambas hormonas intervienen
activamente en la diferenciacién gonadal y en las multiples funciones que se realizan en el
testiculo.

La accién de estas hormonas sobre el crecimiento y proliferacién celular en el testiculo
embrionario de las aves ha sido poco estudiada, pero se sabe que en este proceso ademads
del estimulo hormonal, es necesaria la presencia de algunos otros elementos, como factores
de crecimiento para que se realize la divisién celular. El objetivo del presente trabajo fué
evaluar el efecto proliferativo inducido por las hormonas hFSH (humana de alta pureza),
rFSH (recombinante), hCG (gonadotropina coriénica humana) con actividad luteinizante y
17B-estradiol en el testiculo embrionario de las aves. Para lo cual se obtuvieron testiculos
de embriones de pollo de 18 dias de incubacién, que se disociaron mecanico-

enzimaticamente, obteniéndose una poblacién mixta testicular y a través de gradientes de



metrizamida se purificaron cinco subpoblaciones testiculares (F1 a F5), estas al igual que la
poblacién mixta fueron sembradas sobte membranas de policarbonato y cultivadas con
medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM), adicionado con FSH, hCG o
17B-estradiol de acuerdo al grupo experimental de que se trat6; a todos los grupos se les
agregd 0.1 pCi de timidina tritiada para evaluar el indice proliferativo. Los cultivos se
incubaron durante 60 horas a 37°C en una atmésfera de 95% de aire y 5% de COa.

Se observé que los cultivos celulares de poblacién mixta testicular, tratados con hFSH y
fFSH  respondieron al estimulo hormonal incrementando significativamente la
incorporacién de timidina marcada, mientras que la hCG y el 17B-estradiol no son
inductores de la divisién celular; el efecto proliferativo de la FSH, se observa a partir de las
36 horas de cultivo, alcanzando el nivel méximo de incorporacion a las 60 horas.

La subpoblacién de mayor densidad (F5) fué la que presenté un mayor estimulo
proliferativo, mientras que la respuesta observada en F3 y F4 fué menor; las fracciones de
menor densidad (F1 y F2) no respondieron a la FSH.

Con el empleo de técnicas de mictoscopia electronica de transmisién, barrido y
autoradiografia, observamos que el testiculo de embriones de pollo de 18 dias de
incubacién, esta cubierto por una gruesa capa fibrosa, bajo la cual se observaron cordones
testiculares que presentan células de Sertoli de gran tamafio con varios nucledlos, asi como
células germinales; las células pericordonales rodean los cordones, mientras que en el
intersticio se encontraron células de Leydig con sus caracteristicas inclusiones lipidicas. La
autoradiografia comprobé morfolégicamente los resultados obtenidos con la técnica de
incorporacién de *H-timidina, demostrados por la precipitacién de granulos de plata en el

nicleo celular de algunas subpoblaciones testiculares.




La aportacién del presente trabajo, fué demostrar que la hFSH, asi como la rFSH inducen
de manera selectiva la proliferacién celular en algunas subpoblaciones celulares del
testiculo embrionario de las aves, mientras que la hCG y el 17B-estradiol no participan en

tal evento.



INTRODUCCION

El desarrollo ontogénico de las génadas, asi como las multiples funciones que se llevan a
cabo en ellas, se realizan por la interaccién de diversos procesos y tipos celulares que
finalmente organizan todos los elementos moleculares, morfoldgicos y funcionales para
constituir una gonada estructural y metabdlicamente madura,

El inicio de estos procesos de diferenciacion del tejido gonadal, esta determinado por el
establecimiento del sexo genético de un organismo durante la fecundaci6n, formandose
dos tipos de embriones con diferente contenido cromosémico. El embrion hembra posee
dos cromosomas X, convirtiéndose en el sexo homogamético; mientras que los embriones
masculinos tienen un cromosoma X y uno Y constituyendo el sexo heterogamético
(Ohno,1981).

Una vez determinado el sexo genético, las células germinales primordiales que se originan
en la pared del saco vitelino, migran hacia las crestas urogenitales en donde se establecen,
iniciandose la formacién de las goénadas caracteristicas de cada sexo, estos Organos
tempranamente, atraviesan por un periodo de génada indiferenciada, debido a que no hay
diferencias morfolégicas entre ambos sexos, en esta etapa pueden identificarse tres
componentes principalmente:

1) células germinales primordiales, 2) mesénquima de la cresta urogenital y 3) una cubierta
de tejido epitelial ( Wilson y cols. 1981).

DIFERENCIACION DEL TESTICULO

Una vez establecidas las células germinales primordiales en las crestas urogenitales, se
inicia la diferenciacién histolégica de la génada, aunque se ha observado que aln en
ausencia de células germinales o en presencia de un bajo ndmero de ellas, se lleva a cabo la

reorganizacién del tejido mesenquimatoso presente en las crestas (Merchant,1975) . Bajo la



influencia del factor determinante del testiculo Sry (del brazo corto del cromosoma Y, que
abarca una region de 35 kilobases), la génada se diferencia a testiculo (Carlson, 1994); el
epitelio celémico comienza a proliferar, mientras que la regidn medular inicia su
organizacién estructural (en el ovario es la region cortical) y empiezan a constituirse los
primeros cordones seminiferos (Ohno, 1978) (figl); los cordones sexuales se separan del
epitelio celémico debido a la invasién de mesénquima y vasos sanguineos que modifican el
arreglo de estos cordones, ahora denominados “cordones testiculares”; estas estructuras se
desplazan y establecen en la region medular de la génada como resultado de un movimiento
morfogenético que implica cambios en la adhesividad de las células epiteliales y un activo
depbsito de las moléculas que forman la ldmina basal ( laminina y colagena principalmente)
(Moreno y Merchant, 1997); los primeros cordones en diferenciarse son los que se
encuentran en la periferia y también son los primeros en vascularizarse, mientras que las
células germinales se situdn dentro de los cordones por accién de las células de Sertoli, las
células que quedan en el intersticio degeneran (Escalante y Merchant,1992).

Alrededor de los cordones testiculares, se establecen células miodes peritubulares, que se
aplanan en forma paralela a la Jdmina basal y estas células intervienen en la formacion de
las membranas basales. A nivel ultraestructural estas células se caracterizan por tener un
reticulo endoplasmico rugoso muy desarrollado, y en el espacio extracelular se presenta
gran cantidad de material fibrilar como colégena y fibronectina (Paranko y cols. 1983).

Las células de Sertoli que se encuentran dentro de los cordones testiculares, se encargan del
soporte fisico de las células germinales primordiales y de la sintesis de hormona
antimulleriana (HAM), que estimula la regresion de los conductos de Miiller bajo la accion
conjunta de la testosterona y dihidrotestosterona secretadas por las células de Leydig, con la
regresién de estos conductos, no se desarrollan estructuras del tracto genital femenino

como las tubas uterinas, el itero y la parte superior de la vagina.
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La HAM es un miembro de la familia de los factores de crecimiento transformante (TGF{)
y es la primera sustancia secretada por las células de Sertoli durante su diferenciacion
(Moreno y Merchant, 1997). En el ratén la HAM es detectada en testiculos fetales por
hibridaci6n in situ a los 12 dias postcoito (dpc) y su expresién no depende de la presencia
de células germinales primordiales (Miinsterberg y cols. 1991). La secrecidn de HAM por
las células de Sertoli puede estar regulada por el factor Sry, que probablemente se exprese
en estas células, participando en su diferenciacién e interviniendo en las funciones que se
realizan durante el desarrollo testicular. En génadas fetales de rata se encontrd que “el Sry
interactua con los promotores de HAM y la enzima P450 aromatasa y se ha propuesto que

la regulacién de estos dos genes directamente controlan la diferenciacién de la génada hacia

testiculo” (Moreno y Merchant, 1997).
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Fig.1 Resumen de los principales fenémenos que intervienen en el establecimiento de la gonada masculina en
los mamiferos (Gilbert, 1985).



Una vez constituidos los cordones testiculares, fuera de elios se encuentran células del
estroma que se diferencian originando varios tipos celulares: células mioides, fibroblastos,
endotelios y células de Leydig; estds uitimas sobresalen de los tipos celulares del estroma
debido a que son las principales productoras de testosterona. Estas células se diferencian
después del establecimiento de los cordones testiculares, comienzan a presentar
mitocondrias con crestas tubulares, inclusiones de lipidos en su citoplasma y reticulo
endoplasmico liso bien desarrollado. El origen de estas células se encuentra ain en

discusién y se explicard mas adelante.

Papel del mesonefros

Durante la diferenciacién gonadal, las génadas de ambos sexos mantienen una estrecha
relacion con el mesonefros, por lo que se cree que esta estructura participa en la
diferenciacién gonadal, ya que se postula que las células somaticas se derivan del mismo (
Witschi, 1951), aunque la teoria méds aceptada es la que propone su origen a partir de
células del mesénquima (Satdn, 1985; Pelliniemi, 1980). A través del cultivos de organos,
en donde se observo la diferenciacion gonadal en presencia o ausencia del mesonefros, se
encontré que la diferenciacién de las principales células sométicas, células de Leydig y de
Sertoli es independiente de la presencia del mesonefros. Sin embargo, la formacién de los
cordones testiculares depende de la presencia de células provenientes del mesonefros.

Se encontrd que células mioides y endoteliales, de origen mesonéfrico, son necesarias para
la organizacién de los cordones testiculares. Bstudios mas recientes con cultivos de
organos, en donde se colocaron gonadas indiferenciadas en contacto con mesonefros de
embriones transgénicos, que expresan el gen Lac-Z de origen bacteriano, el cual tiene como
caracteristica que las células que lo contienen al ser incubadas en un sustrato de x-gal

producen un color azul, permiti6 observar que células tefiidas provenientes del mesonefros



migran hacia la génada y a nivel ultraestructural se demostré que algunas de estas células
tienen la capacidad para diferenciarse en células de Leydig (Moreno y Merchant, 1997).
Con lo anterior, la propuesta sobre el origen mesonéfrico de estas células, tiene algunas
pruebas a su favor, pero otros autores recientemente proponen que algunas de ellas se
derivan del mesénquima (Saez, 1994), por lo que tal vez estas células tengan un origen
dual.

Durante las primeras etapas de la diferenciacion sexual, la participacién de factores de
crecimiex;to tales como ¢l TGF; (factor de crecimiento transformante p), EGF (factor de
crecimiento epidérmico), hormonas hipofisiarias y gonadales son de vital importancia para
el desarrollo morfolégico y funcional de las gonadas caracteristicas de cada sexo (Carison,
1994). Ademés de estos elementos quimicos, también las interacciones celulares (células
somdticas-células germinales) tienen un papel importante, asi como los cambios que
presentan las propias células a lo largo del desarrollo gonadal; es asi, que se cree que las
células de Sertoli en el caso del testiculo, pierden paulatinamente su adhesividad al
progresar el desarrollo gonadal, lo cual es importante para el establecimiento normal de las
células germinales dentro de los cordones seminiferos (Escalante, 1992); también ambos
tipos celulares son esenciales para la regulacidn de la gametogénesis en estado aduito
(Steinberger, 1971; Dorrington y Armstrong, 1979; Skinner, 1991) y las células somaticas
contribuyen a la formacidn de un microambiente fisico y quimico 6ptimo para las células
germinales. A pesar de la importancia de ambos grupos celulares, algunos estudios in vitro
indican que el establecimiento de una gonada se puede lograr con un niimero reducido de
células germinales primordiales (McCarrey, 1978, 1979 y 1982; Merchant 1975,1979), lo

cual nos indica, que la diferenciacién gonadal es un proceso complejo en el que existen aun



interrogantes acerca de la importancia de las interacciones entre los diferentes tipos

celulares que constituyen el testiculo.

TESTICULO DE AVES

Los testiculos en las aves son érganos pareados que estdn situados entre la base de los
pulmones y el segmento intermedio de los rifiones. Aunque estan préximos a los sacos
aéreos, su temperatura es la misma que la del resto del cuerpo (41-43°C), por lo que la
espermatogénesis en las aves no se lleva a cabo a una temperatura inferior a la corporal
como en el caso de algunos mamiferos.

Estos 6rganos se encuentran suspendidos de la parte dorsal de la cavidad abdominal por un
ligamento, el mesorquio, muy cerca de la aorta y de la vena cava (fig.2 ). Estdn envueltos
por dos capas: la primera, delgada y transparente, mientras que la segunda, la albuginea es
de color blanco. En el macho maduro sexualmente activo, los testiculos miden 3.25 a 5.6

cm de largo, 1.6 a 2.9 cm de ancho y unos 2.5 cm de grosor dorsoventralmente.

yona lomocad

Fig. 2. Localizacion de fos testiculos en aves adultas (Sturkie, 1976)
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Fig. 2. Localizacién de los testiculos en aves adultas (Sturkie, 1976)
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Internamente, los testiculos estan constituidos por miles de tibulos seminiferos, cada uno
de los cuales se encuentra rodeado por mesénquima, células mioides peritubulares y células
de Leydig. En el interior de los tibulos pueden observarse células de Sertoli formando una
barrera entre los vasos sanguineos y las oogonias (barrera hemato-testicular) y células
germinales en diferentes etapas de maduracién. Durante el petiodo de quiescencia sexual, el
epitelio germinal esta formado por espermatogonias tipo A y células de Sertoli. Durante el
periodo reproductivo, las espermatogonias tipo A presentan una actividad mitética elevada,
transforméndose en espermatogonias tipo B, posteriormente estas se convierten en
espermatocitos primarios que entran en la primera division reduccional, transformandose en
espermatocitos secundarios que suften la segunda division meidtica, origindndose

espermatidas que entran al proceso de espermioteliosis, en el que pierden gran parte de su

Figura 3. Espermatozoide de Gallus domesticus



citoplasma, formédndose finalmente espermatozoides maduros (Gomar,1982), los
espermatozoides de las aves domésticas, son muy diferentes de los encontrados en
mamiferos, tienen una cabeza larga en forma de lanza, con un acrosoma puntiagudo y una
cola larga (fig.3).

La longitud de la cabeza es de 14my, mientras que la longitud de la cola es de 84mp. Los
espermatozoides son liberados a la luz del tabulo seminifero, migrando hacia la rete testis,
conductos eferentes, epididimo, conducto deferente y vesicula espermética, que se
encuentra en la pared lateral del segmento intermedio de la cloaca o urodaeum.
Epididinmo

El epididimo es una estructura alargada unida al borde dorsomedial del testiculo. En los
gallos de ocho a nueve meses de edad tiene un grosor de 1 mm (Gray, 1937), menor al de
los mamiferos. Su extremidad cefalica estd en intimo contacto con la gldndula adrenal, estd
asociacién es mds evidente en el epididimo izquierdo (Lake,1957). En el epididimo de las
aves puede distinguirse la cabeza, el cuerpo y la cola; la rete testis se extiende desde el
testiculo, dentro de la superficie adyacente de las extremidades craneal y caudal del
epididimo. En un macho de dos meses de edad la rete testis alcanza hasta 70 conductos
deferentes de los testiculos. Estos comienzan como conductos grandes con mucha altura,
recubiertos por epitelio columnar o pseudoestratificado en su mayor parte ciliado (Gray,
1937), se continuan como canales mds estrechos y se reduce su nimero a unos 50
aproximadamente, con un recubrimiento de células ciliadas  columnares
pseudoestratificadas. Finalmente, se abren en el conducto epididimario. El epididimo
contiene cerca de 90 conductos aberrantes, remanentes de sacos ciegos de tibulos
mesonéfricos (Marshall, 1961). El conducto epididimario es muy corto comparado con el

de los mamiferos (Lake,1957), su extremo caudal se continua con el conducto deferente.



Glandulas genitales accesorias

No existe ninguna estructura homéloga a la prostata, vesicula seminal o glandula
bulbouretral de los mamiferos, Lake en 1957, se basé en las posiciones y secreciones pata
indicar que los cuerpos vasculares podrian tener una funcién andloga a las gldndulas

bulbouretrales de los mamiferos.

Vascularizacion

La sangre aferente es drenada por una arteria testicular muy corta qgue proviene de la aorta,
esta arteria penetra directamente en el tejido testicular en donde se ramifica. Las pequefias
venas que van desde el interjor del testiculo hacia la periferia se unen formando varias
venas testiculares sub-albugineas que desembocan en la vena cava (fig.4). No existe
complejo pampiniforme que regule el flujo sanguineo en funcién de la temperatura

testicular (al contrario de lo que ocurre en mamiferos).

Figura 4. Vascularizacién del testiculo de Gallus domesticus. Aoa, aorta; At, arteria testicular principal; Ata,
Arteria testicular accesoria; Vt, venas testiculares; Ae, arteria epididimaria; E, epididimo; Dd, conducto
deferente; Vie, vena cava inferior. (Sturkie, 1976).
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Vias deferentes

Los tibulos seminiferos terminan en la proximidad inmediata del cordén testicular en
donde se conectan con los tibulos de la rete festis, comunicados a su vez con los conductos
deferentes que desembocan lateralmente en el canal del epididimo. Esta estructura se
prolonga por el conducto deferente, muy desarrollado, el cual se extiende a lo largo de 12-
15 cm, hasta desembocar a través de una vesicula espermética, en la pared lateral de
segmento intermedio de la cloaca o urodaeum ( figs. 5 y 6) la cual concluye en una papila
eyaculadora. El conducto deferente por donde tramsitan los espermatozoides esta muy
plegado, de manera que tal vez su longitud real sea superior a Jos 30 cm. Enire las porciones
proximal y distal su didmetro aumenta de 300 a 900 um, a la vez que el espesor de su pared
disminuye de 30 a 15 pm. Por las funciones que realiza puede ser comparado con el
epididimo de los mamiferos, dado que es el lugar de maduracién y almacenamiento de los

espermatozoides.
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Fig 5. Vias deferentes de Gallus domesticus. Los tubos seminiferos del testiculo (T) se interconectan con la
rete testis (RT), la cual a su vez esta conectada por los conductos eferentes (DEF) y finos conductillos (CD)
al canal epididimario (DE), este se prolonga por el conducto deferente (DD). Epididimo accesorio (AE),
paradidimo (P). (Sturkde, 1976),
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Testiculo embrionario de aves

El testiculo de embriones de pollo de 18 dias de incubacién ya presenta una verdadera
tinica albuginea rodeando al testiculo. Entre el epitelio superficial y la regién medular
donde se encuentran los cordones testiculares, se encuentra tejido laxo y material fibrinoide
tal vez constituido de colagena y fibronectina; pueden observarse también algunos vasos
sanguineos y en el intersticio se¢ encuentran células de Leydig con sus caracteristicas
inclusiones lipidicas, algunas de estas células tienden a formar conglomerados (fig.7).
Rodeando los cordones testiculares se encuentran células pericordonales o peritubulares que
mantienen la intregridad de los cordones y participan en la formacién de la lamina basal.
Delimitando los cordones testiculares se obsetva una ldmina basal, y hacia el interior se
encuentran espermatogonias de gran tamafio con citoplasma claro y un nucleo de gran
tamafio con cromatina poco condensada, células de Sertoli de menor tamafio que las
espermatogonias, que presentan un nucleo pequefio en donde pueden observarse varios
nucléolos.

CELULAS SOMATICAS DEL TESTICULO

Células de Sertoli

En el testiculo y en el ovario, las células sométicas proporcionan un microambiente optimo
para el desarrollo de las células germinales. En el testiculo, las células de Sertoli
constituyen el tipo principal de células somaticas, cuyo origen es incierto, aunque se ha
propuesto que se derivan del mesonefros (Witschi, 1951;Byskov, 1981). Estas células
proliferan durante el desarrollo fetal y neonatal, pero cesan la mitosis al iniciarse la
espermatogénesis. Ya establecidas las células de Sertoli dentro de los cordones testiculares,
aumentan de tamafio y emiten prolongaciones citopldsmicas laterales y apicales,
formandose la barrera hematotesticular y comunicédndose intimamente con las pre-

espermatogonias (Knobil, 1988).
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Ultraestructuralmente los nicleos de estas c€lulas poseen poca heterocromatina  en
comparacion con otras células sométicas; principalmente contienen eucromatina. El nacleo
de las células de Sertoli es de tamafio variable, polimorfo en el gallo; su cromatina esta
condensada en pequefios puntos. El nucléolo es poco desarrollado, en ocasiones se
presentan hasta cuatro nucledlos por nicleo de célula de Sertoli. FEl aparato de Golgl esta
bien desarrollado tal vez debido a la elevada sintesis de proteinas, sin embargo, el reticulo
endopldsmico rugoso es €scaso en relacion a la cantidad de proteinas que se sintetizan en
estas células. Carecen de grandes vacuolas y de granulos de secreciéon relacionados con el
aparato de Golgi, no hay evidencias de exocitosis y presentan un nimero pequefio de
vesiculas que se abren en la superficie lateral interna de estas células; estas carateristicas
indican que este tipo celular no libera cantidades significativas de proteinas al lumen de los
tubulos seminiferos, a pesar de que estas células pueden secretar cerca de 100 proteinas

(Bardin y cols, 1

A 1 <
<. 2

988), (tabla 1.).

T i, Ha 9 £ 2

Fig.7. Corte semifino de testiculo de embrién de pollo de 18 dias de incubacion, En el pueden observarse
dentro de los cordones testicuiares, células germinales de gran tamafio (cg), v células de Sertoli que presentan
varios nucléolos en su nicleo (cs). En el intersticto se encuentran células de Leydig con inclusiones lipidicas
(1}

Pyt
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Al parecer estas protefnas no son almacenadas y son secretadas inmediatamente después de
su sintesis. Otra de las caracteristicas importantes de las células de Sertoli es la presencia de
uniones especializadas entre ellas, que mantienen la integridad estructural del cordon
testicular y constituyen el componente epitelial de la barrera hematotesticular.

El ntimero total de células de Sertoli en el testiculo adulto de aves oscila entre 100 y 300
millones por testiculo, un niimero mucho menor que el de las células germinales.

El citoplasma de estés células presenta un elevado contenido de glucégeno y de sustancias
PAS positivas; estas células presentan un reticulo endoplasmico liso muy desarrollado.
Entre las células de Sertoli pueden observarse uniones especializadas tipo desmosomas, las
cuales se cree son formadas bajo accién de la FSH en mamiferos ( Heckert y cols. 1993).
Las células de Sertoli llevan a cabo multiples funciones, son consideradas como las células
“nodrizas” de las células germinales (Griswold,1988), ya que las proveen de un soporte
estructural, suplen sus requerimientos nutricionales a través de la produccién de diversos
metabolitos, principalmete glucosa y lactato, éste ultimo es considerado un metabolito
critico para el desarrollo de estas células (Jutte y cols. 1981; Nakamura y cols. 1981;
Skinner, 1987), producen la hormona fijadora de andrégenos, plasmindgeno activador,
poseen receptores para FSH la cual regula la sintesis de estrégenos; inhibina, transferrina y
ceruloplasmina (protefnas que se unen a metales, hierro y cobre respectivamente),
glucoproteinas sulfatadas 1y 2 ( Fritz, 1978; Griswold, 1988; Heckert, 1993, Carison,

1994 ) (tabla 1).
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PROTEINAS SECRETADAS POR LAS CELULAS DE SERTOLL

| Tabla 1,

Proteina Funcibn

ABP Protefna quese uné a andrégenos

Jahibina la_ﬁ:frména imé inhibe Ia secrecidn fde FSH.

Factores de - R :ff(}-ls"j}, 1GF:§,' FQF,:énAtre' ptrbs '

crecimienty. . LT ‘

Somatomedina Actua sinérgicamente con la FSH

Transferrina Protefna que-transporta hierro

Ceruloplasming Protefna que fransporta cobre

Antigeno H-Y ~ Proteina especifica de machos que se une a
receptores en Ias células de Sertoli. Se eree
participa en I diferenciacién testicular.

Plasmindgeno. ~ © - . Se'ha propuesoque cvts relacionado conta

activador -~ <+ migracion celular-en tefidos nornales. Al pa-.-

: . reeer. facilita fa liberacidn de las espermétidas. .

Clusterina Es'ta‘ib_rqfeiﬂ_a‘ se concéntra en el lumen do los cordones
semtiniferos, su funcidn se descongee,

Testibumina - ¥astiuoturalments esta relacionada con la

albtimina ¥ la alfa-fetoproteina. Responde
a FSH y testosterona. También se encuentra
en Ia hembra.

(Tomado de Knobil y Neill, 1988)

Funciones de 1as células de Sertoli

Barrera hematotesticular

Las uniones presentes entre las células de Sertoli contribuyen a la formacién de la barrera
hematotesticular. Ademas de ser una barrera fisica, también existen diferencias moleculares

entre varios compartimientos, que indican la formacién de una barrera quimica. Existe
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evidencia de que la composicién del liquido que se encuentra dentro de los tibulos
seminiferos y de la rete testis es muy diferente de la sangre y linfa testicular, las células de
Sertoli secretan liquido dentro de los tibulos seminiferos que contiene cinco o siete veces
més potasio que el encontrado en la rete testis, y dos a tres veces mds que en el suero
(Mufly y cols. 1985). La produccién de este liquido intratubular por las células de Sertoli
es regulada por la FSH; por otra parte, el inicio de la secrecién de este liquido en la luz de
Jos tibulos seminiferos se da cuando los primeros espermatozoides son liberados para
transportarse (con ayuda de este fluido) del testiculo al epididimo donde finalmente
maduran. Una de las funciones de la barrrera hematotesticular es la de mantener un
gradientes de iones, pequefias particulas y proteinas entre la sangre y el liquido intratubular
(Bardin, 1988).

Secrecion de proteinas y otros productos

Las células de Sertoli llevan a cabo la sintesis de cerca de 100 proteinas (Knobil, 1988). La
proteina transportadora de andrégenos (ABP), fué una de las primeras en descubrirse. Esta
proteina es una glucoproteina dimérica con un peso molecular nativo de 85,000; esta
compuesta por dos tipos de mondémeros con pesos moleculares aproximadamente de 45,
000 y 41, 000, estos mondmeros son llamados pesado (H) y ligero (L) de acuerdo a su
desplazamiento electroforético en geles de SDS-poliacrilamida. Las funciones que se cree
realiza esta proteina son:

a) transporte de testosterona a las células de Sertoli.

b) transporte de andrégenos para mantener niveles altos de estas hormonas esteroides en los

tiibulos seminiferos y el epididimo.
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Proteinas que transportan metales

Ya ha sido comprobada la sintesis y sectecién de proteinas transportadoras de metales por
las células de Sertoli (Skinner y Griswold, 1980; Skinner y Griswold,1983; Wrigth y cols.
1981). Estas proteinas son la transferrina y la ceruloplasmina que tranportan hierro y cobre
respectivamente, se cree que estas son tranportadas hacia las células germinales. La
transferrina sin embargo, es necesaria ﬁara el crecimiento de las células de Sertoli, tal vez
actua como un agente mitogénico especifico para este tipo celular, independientemente de
su actuacién como transportador de hierro (Bardin y cols,1988). Algunas investigaciones
indican que la transferrina en ausencia de hierro no presenta una actividad promotora del
crecimiento (Pérez-Infante y cols. 1986).

Plasmindgeno activador

La actividad de esta enzima es estimulada por la FSH y el dibutyryl AMPc in vitro. Se cree
que esta proteina esta relacionada con la restructuracion tisular y con procesos de migracion
celular en tejidos normales. En el tejido gonadal puede contribuir a la liberacidn por las
células de Sertoli de espermdtidas maduras, e intervenir en la migracién de las células
germinales en su mayoria espermatocitos en fase de preleptoteno, del compartimiento basal
2 1a luz de los tibulos seminiferos interviniendo en las uniones celulares entre las células de
Sertoli, produciendo su separacién y la consecuente liberacién de las células germinales
(Bardin, 1988).

Factores de crecimiento

En las células de Sertoli se sintetizan diversos factores de crecimiento que tienen multiples
funciones en el tejido gonadal, se mencionan algunos de ellos:

El factor de crecimiento tipo insulinico-1 (IGF-1) es producido por células de Sertoli,
células de Leydig y células germinales de ratas inmaduras (Hansson y cols. 1989). La

produccién de este factor es regulada por las hormonas hipofisiarias, LH y FSH. Aunque se
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ha comprobado un leve efecto mitogénico sobre las células de Leydig, una de las funciones
principales de este factor es la de regular las funciones de las células de Leydig
diferenciadas (Khan y cols. 1992). El pretratamiento de células de Leydig porcinas con IGF-
1 estimula la produccién de AMPc y testosterona in vitro (Bemier y cols. 1986; Perrard y
cols. 1987; Benahmed y cols. 1987).

Factor de crecimiento transformante B (TGFpB). La familia de estos factores de
crecimiento contienen generalmente cinco distintas proteinas diméricas, pero sélo tres de
eflas( Pi, B2 y PB3) son expresadas en mamiferos. Estas proteinas son parte de una
superfamilia de proteinas relacionadas estructuralmente que incluyen inhibina, activina,
hormona antimulleriana, el gene decapentapiégico de Drosophila y ¢l gen Vgl de ranas
(Massague, 1990; Burt y Paton, 1992). EI T GFp se une a tres tipos de receptores de
membrana, el 53K (tipo ), 75K (tipo I) y el 200-400K (tipo III). Estudios recientes han
determinado el papel de cada uno de estos tipos de receptores, el receptor tipo III, también
conocido como betaglicano, no actua directamente en la sefializacién del TGFP, sin
embargo, se une particularmente a TGFB2. EIl receptor tipo II, aumenta la sensibilidad
celular al TGEP vy disminuye las diferencias biolégicas entre las isoformas de TGFB
(Lépez-Casillas y cols. 1993). Los receptores tipo I contienen dominio treonina-serina
cinasa, se unen a TGF pero requieren del receptor tipo I para la inhibicién de la sefial de
crecimiento (Wrana y cols. 1992). Finalmente el receptor de tipo 1, el cual requiere del tipo
II para su transporte a la superficie celular parece modular los efectos del TGFp sobre la
expresion de junB y algunos componentes de la matriz extracelular (Chen y cols. 1993).
Este factor de crecimiento ha demostrado tener propiedades multifuncionales, actuando
como agente inhibitorio o estimulatorio de la diferenciacién celular (Massague, 1990;

Sporn y Roberts, 1992). Estudios in vifro indican que este factor es secretado por células de
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Sertoli y células peritubulares de rata (Skinner y Moses, 1989) y células de Sertoli de cerdo
(Benahmed y cols. 1988). Andlisis por inmunoblot de medio condicionado de células de
Sertoli y peritubulares de rata indican que los tres TGFps, son secretados por ambos tipos
celulares (Mullaney y Skinner, 1993). Este factor de crecimiento tiene una importante
actividad mitogénica; la secrecién de estrégenos particularmente 17p-estradiol estimula la
sintesis de TGFP el cual actua junto con la FSH desencadenando una respuesta mitogénica
en células de Sertoli de ratas (Dorrington, 1993).

Factor de crecimiento fibroblastico

Este factor es miembro de una familia que incluye el FGF 4cido, FGF basico, FGF del
sarcoma de Kaposi y factor de crecimiento de queratinocitos, entre otros. Todos ellos se
encuentran distribuidos en diversos tejidos y presentan multiples funciones, incluyendo la
estimulacién de la multiplicacién celular y la diferenciacién de las células derivadas del
mesodermo  embrionario, neuroectodermo, crecimiento neuronal y angiogénesis
(Gospodarowicz, 1990). El receptor para FGF es una proteina glucosilada con una cadena
simple transmembranal, un dominio citopldsmico tirosin-cinasa y dos a tres dominios
extracelulares tipo inmunoglobulina (Partanen y cols. 1991; Werner y cols. 1992).

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento transformante-c
(TGFa), Estos factores pertenecen a una familia de glucoproteinas que poseen seis residuos
de cisteina separados por un némere variable de aminoécidos (Carpenter, 1987; Fisher y
Lakshmanan, 1990). El EGF y el TGFa son los principales miembros de esta familia
relacionados con el desarrollo en mamiferos. Existen estudios contradictorios sobre ¢l tipo
celular que secreta este factor, aunque en estudios recientes utilizando anticuerpos

especificos, se demostré la presencia de EGF en células germinales posmeidticas y en
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células de Sertoli (Radhakrishnan y cols. 1992). Por otra parte, el RNAm para TGFo. se

expresa en cultivos de células peritubulares y de Sertoli (Skinner y cols. 1989).

Algunos otros factores secretados por las células de Sertoli se muestran en la siguiente

tabla;

Tabla 2. Principales factores producidos for lps testiculo que setuan en Ias células'da Leydig .. o

Factor

Factor estimulatorio
dela espermatogénesis €S
Factor inhititoric de

la tspermatogénesis o5
difetenciacién - -
1GF-1 CRyCL

TGFp s ¢S5, CRyCL
EGF/TGFo €5, CG, CP,_ CL -
FGF €S, CG, CP, CL.
PDGF - LL -
Infiibina/activina %, CL
esteroidogénesls '

esteroidogénesis

Interleucina-f -

diferenciacion o
ABP - Cs, L.
Endotelina C8

Sitio de producéion

C8,CLL M- .

" RiAm, prefefna’

REY , . Celulasde Leydik
Evidendia Regulacidn Recaptor ‘ Efecto
proteina T FSH ND T esteroidogdriesis
proteina - ND 4 funciones de
RNAm, proteina TFSHenCS + 1 funciones de diferenciacion
RNAm, protelra 4 FSH en CS + M diferenciacion y. mitosis
RNAm, proteind ) ? # T esteroidogénagis
:  funlones de diferentiscion
- RNam,proteina  :© T.FSH enCS &+ .. Jfanciones dé diferenciacitn
rotelna P ORGealL Ak U |
RNAm, proteliia T PSHeuCS - - ND ' ighitbina T
: 1 hCGen CL activina
7 RiNAn, proteina + LPS en CS + _funciones de
" RMAmM, protéina + % esteroidogénesis
- 4 FSHen C8 #  Tosteroidogénesis

GC, células germinales, CS, células de Sertoli; CL, células de Leydig, CP, células peritubulares; M,macrdfagos, MD, no determinedo;

PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas,; TNF g, factor de necrosis tumoral;

Células de Leydig

Las primeras descripciones sobre la histologia del tejido intertubular testicular fueron

realizadas por Leydig en 1850, quien reportd que en este espacio se encontraban masas

celulares que presentaban vacuolas con lipidos. Afios més tarde se descubriria que estos

lipidos contenian esteres de

colesterol (Ciaccio, 1910; Lotz y Jaffe, 1924) que son

utilizados como sustrato para la sintesis de hormonas esteroides en el testiculo (Loisel,

1902; Ganfini, 1902), identificandose mas tarde, la testosterona como principal esteroide

sintetizado en las células de Leydig ( David y cols, 1935; Gallagher y Koch, 1929).
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Aunque las células de Leydig fueron identificadas en mamiferos a la mitad del siglo
diecinueve, no fué hasta los afios 60’s cuando se demostré que estas células eran el mayor
productor testicular de andrégenos. El origen de las células de Leydig es incierto, se cree
que provienen del mesénquima (Christensen, 1975; Pelliniemi y Niemi, 1969) o de células
que se derivan del mesonefros (Wartenberg, 1983; Moreno y Merchant, 1997). Estas células
sélo proliferan durante etapas tempranas de la diferenciacién gonadal y durante su
maduracién adquieren ripidamente una morfologia caracteristica de células productoras de
esteroides, con abundante reticulo endoplasmico liso, mitocondrias con crestas tubulares e
inclusiones lipidicas (Knobil, 1988).

Las células de Leydig tipicas de los mamiferos son células epitelioides de tipo poliédrico
que poseen un nticleo tinico excéntrico de forma esférica o vesicular ( Johnson, 1970).

En etapa fetal, las células de Leydig en mamiferos inician la produccién de testosterona
cuando se han diferenciado morfolégicamente, a los 15.5-16.5 dias en roedores. Estas
células son muy activas esteroidogénicamentg, a pesar de que su volumen es menor que en
estado adulto, la produccién de hormonas esteroides por célula es cinco veces mayor que en
el adulto, se cree que esta elevada produccién de hormonas esteroides se debe a la presencia
de una poblacion especial de éstas células, morfolégicamente distintas a las células de
Leydig adultas (Huhtaniemi, 1994), la elevada secrecién de testosterona ¥
dihidrotestosterona principalmente, tal vez se encuentren relacionadas con la aparicion de
los caracteres sexuales primarios en el embrion (Saéz, 1994). Una caracteristica cualitativa
de las células de Leydig fetales, es que forman actimulos en lugar de dispersarse en el
espacio intersticial como en el adulto. En 1994, Huhtaniemi, propuso un modelo en el cual
las precursoras de las células de Leydig, carecen de los componentes necesarios para la
sintesis de hormonas esteroides, como enzimas, receptores para LH y no contiencn

organelos caracterfsticos de este tipo de células; al avanzar el desarrollo embrionario las
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células precursoras van adquiriendo los elementos celulares y metabolicos para llevar a
cabo su funcion caracteristica (fig. 8).

Otras caracteristicas de las células de Leydig diferenciadas, es que presentan una alta
actividad de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, NADPH, NADH, fosfatasa alcalina en la
membrana plasmética y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. Las funciones de estas células
estan reguladas por la hormona hipofisiaria LH, la cual estimula la sintesis de andrégenos y
a su vez, estos esteroides regulan la sintesis de un factor pardcrino, el PModS, sintetizado
por las células peritubulares (Norton, 1994) y también por algunos factores liberados por las

células de Sertoli (Saéz, 1994).

Diferentiated
Leydig cell
Leydig cell Funetionatly determined
precursor Leydig cell pracursors
? ? LEH /
& & T\&
- no steroidogenesis - steroidegenic - LH receptor :
- no LLH receptor enzymes
- no moerphological
differentiation - no morphological ditferentiation

- full LH-stimuiated
steroidogenesis

- fult morphological
ditterentiaton

Fig.8 Esquema del desarrollo de tas células de Leydig en mamiferos. (Propuesto por Huhtaniemi, 1994)

Células de Leydig fetales

El desarrollo ontogénico de las células de Leydig en los mamiferos involucra dos

generaciones de estas células, las de tipo fetal que son responsables de 1a masculinizacion
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adulto de células de Leydig bajo la accién de la LH. Este proceso de diferenciacién
involucra la aparicién y un marcado incremento del reticulo endoplasmico liso,
mitocondrias con crestas tubulares, inclusiones lipidicas y cristales de Reinke, asi como
cambios en la morfologfa del niicleo (Mancini y cols. 1963; Prince, 1984).

Observaciones histolégicas y ultraestructurales sugieren que la mayor parte de las células de
Leydig fetales degeneran y algunas son tranformadas en células de Leydig adultas (Tsai-
Morris y cols. 1985; Roosen-Ruge, 1959; Kuopio y cols. 1989). Los factores que regulan la
regresion de las células fetales durante la vida fetal tardia en la rata son desconocidas, y
debido a la falta de evidencias claras que expliquen lo antetior, se ha planteado la idea de
que este proceso de degeneracidn es controlado por factores paracrinos o autocrinos (Saez,
1994).

Células peritubulares

Las células peritubulares derivadas del mesénquima, se encuentran rodeando y contribuyen
en el mantenimiento de la integridad estructural de los titbulos seminiferos. Estas células
son sitios de accién de andrégenos y se cree participan en la regulacion de estos en la
funcion testicular (Verhoeven,1979); se ha demostrado que estas células producen un factor
parécrino, el PModS (Skinner y Fritz, 1985,1986) bajo la accién de andrégenos, los cuales
modulan la funcién de las células de Sertoli in vitro (Mullaney y cols., 1994). Dos formas
de este factor han sido purificadas, el PModS-A y PModS-B ambos relacionados estructural
y fancionalmente (Skinner y cols, 1988). Este factor producido por las células peritubulares,
junto con los andrégenos y las gonadotropinas hipofisiarias, coordinan la espermatogénesis

y otras funciones testiculares.
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INTERACCIONES CELULARES

El mantenimiento y control de la diferenciacién y fisiologia normal del testiculo, asi como
la realizacion de la espermatogénesis requiere de la interaccién de los distintos tipos
celulares que constituyen la génada y de otros elementos como las hormonas hipofisiarias
LH y FSH. Se ha determinado que el papel de las células somaticas, es proveer a las células
germinales de los elementos necesarios para su desarrollo y maduracién, sin embargo, se
desconocen algunos aspectos de cémo se realiza esta funcién y también el papel que juegan
las interacciones entre las células germinales-somadticas, células de Leydig, Sertoli y
peritubulares.

Algunos estudios in vitro han mostrado que diversos factores producidos en el testiculo
pueden actuar sobre las células de Leydig, regulando la esteroidogénesis o bien sus
funciones y su sensibilidad a la accién de las hormonas luteinizantes, LH y hCG; también
varias proteinas v factores de crecimiento liberados por las células de Sertoli, pueden
influir negativa o positivamente en las funciones realizadas por las células de Leydig, es asi
que la endotelina, el factor de crecimiento tipo insulinico-I (IGF-I) y la inhibina actuan

positivamente sobre las funciones de las células de Leydig, mientras que la activina, la
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desconocen algunos aspectos de cémo se realiza esta funcién y también el papel que juegan
las interacciones entre las células germinales-somdticas, células de Leydig, Sertoli y
peritubulares.

Algunos estudios in vitro han mostrado que diversos factores producidos en el testiculo
pueden actuar sobre las células de Leydig, regulando la esteroidogénesis o bien sus
funciones y su sensibilidad a la accién de las hormonas luteinizantes, LH y hCG; también
varias proteinas y factores de crecimiento liberados por las células de Sertoli, pueden
influir negativa o positivamente en las funciones realizadas por las células de Leydig, es asi
que la endotelina, el factor de crecimiento tipo insulinico-I (IGF-I) y la inhibina actuan

positivamente sobre las funciones de las células de Leydig, mientras que la activina, la
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proteina acarreadora de esteroides y algunos factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante (TGFB), la interleucina-1 y el factor de crecimiento fibrobldstico
(FGF), entre otros, actuan en forma negativa (fig, 9); otros factores liberados por las células
germinales, como el factor de necrosis tumoral-o. actua negativamente sobre las células de
Leydig, mientras que el IGF liberado por las células de Leydig, actua positivamente sobre
ellas mismas (Saez, 1994). En las interacciones entre las células somaticas es claro, que la
regulacién de sus funciones se da a distintos niveles, desde la intervencion de Jas hormonas
liberadas por la hipé6fisis, LH y FSH, con la consecuente liberacién de hormonas y factores

de crecimiento en la génada, hasta la sintesis de proteinas in situ, que van a actuar sobre la

misma célula que las produjo.
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Fig. 9. Representacién esquemética de los factores producidos en el testiculo que regulan positiva (+) o negativamente {-), las funciones
de las células de Leydig ( tomado de Saéz, 1994)
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Todas estas relaciones celulares-moleculares, son iniciadas por un determinado factor que
desencadena toda una reaccién en cascada. La FSH por ejemplo, actua en la diferenciacidn
de las células de Sertoli, estas células junto con las células peritubulares poseen receptores
para los andrégenos sintetizados por las células de Leydig, estos andrégenos, son utilizados
a su vez, por las células peritubulares pata secretar el factor pardcrino PModS (Norton y
Skinner, 1992; Notton, 1994), este factor es transportado a las células de Sertoli, donde bajo
la accién de la FSH, se sintetiza la proteina transportadora de andrégenos, tranferrina y
lactato, estos Gltimos son metabolitos utilizados para la nutricién y el desarrollo normal de

las células germinales Norton y cols. 1994; Mullaney y cols., 1994} (fig. 10).

LH FSH

transferrina
andrdgenos O PModS - CELULAS
- — GERMINALES
receptor }' lactato
LEYDIG célula peritubular a Sertoli -
sndrégenos

Fig. 10. Representacion esquemética de las interacciones celulares que se llevan a cabo para la formacidn de lactato y tranferrina,
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Otro ejemplo de la importancia de las interacciones celulares moleculares, se da en la
produccion de hormonas esteroides y probablemente en el proceso de proliferacion celular.
En las células de Leydig bajo la accidn de la LH, se estimula a la adenilato ciclasa, la cual
produce AMPc a partir de ATP, este segundo mensajero ¢s utilizado para transformar el
colesterol en andrégenos, estas hormonas esteroides son transportadas hacia las células de
Sertoli. Bajo la accién de la FSH se va a inducir la actividad de las enzimas P450
aromatasas que se encargan de la tranformacion de andrégenos en estrogenos ,
principalmente 17(3- estradiol, el cual estimula la formacién de TGFp que junto con la FSH

desencadena el proceso de divisién celular en mamiferos (Dorrington y cols. 1993) (fig. 11)

CELULA DE LEYDIG CELULA DE SERTOLI
LH FSH
[ #R FSH-R
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ATP " ATP  AMP
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coiesterol andrbgenos

‘ csce \

Pregnenolona
i \
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" n

- RN esirigenos
n " andrbgenos ]
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MITOSIS DE

CELULAS DE SERTOLI

Fig. 11. Papel de 1a FSH en la proliferacién celular, Dosrington, 1993
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ESTEROIDOGENESIS TESTICULAR

Los principales esteroides producidos por el testiculo son los andrégenos, y dentro de ellos
la testosterona. Aunque se habia propuesto que los tibulos seminiferos contribuian en la
produccién de andrégenos, se ha demostrado que dos de las enzimas que intervienen en la
biosintesis de testosterona, el citocromo P-450 scc y la 3p-hidroxiesteroidedeshidrogenasa/
5-ene-4-ene-isomerasa (3p-HSD) no estan presentes en los tibulos seminiferos ( Rouiller y
cols. 1990; Pelletier, 1992). Todos los androgenos testiculares son producidos y secretados
por las células de Leydig; el principal precursor de las hormonas esteroides en general es el
colesterol el cual se encuentra almacenado en la forma de inclusiones de lipidos dentro de
las células de Leydig, este sustrato puede ser sintetizado de novo a partir de acetato o bien
provenir de lipoproteinas circulantes de aita y baja densidad. La utilizacién de estos
sustratos depende de la especie de que se trate, es asi que en ¢l cerdo, las células de Leydig
utilizan lipoproteinas de baja densidad ( Benahmed y cols. 1983), mientras que en la rata se
utilizan preferencialmente lipoproteinas de alta densidad ( Chen y cols. 1980).

Existen evidencias de que las lipoproteinas de baja y alta densidad, se unen a un receptor
en la membrana celular, este complejo es internalizado y degradado en los complejos
lisos6micos, liberandose colesterol. Este compuesto obtenido de la sangre, se almacena en
el citoplasma como ésteres de colesterol. El equilibrio entre los esteres de colesterol y el
colesterol libre depende de dos enzimas, la colesterol ester sintetasa (ACAT) y la colesterol
transferasa (fig.12).La enzima que contribuye a la formacién de colesterol a partir de
acetato es la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa. La cantidad de colesterol
libre originado de sus tres fuentes principales, va a depender de la regulacién hormonal y de

su propia cantidad (Strauss Il y cols. 1981).
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Fig 12, Esquema de la hiosintesis de colesterol y de su bictransformacion a pregnenolona, en el recuadro se encierran los principales
pasos metablicos que ocurren en [a mitocondria { Ceoperacién celular en 12 biosintesis de hormonas esteroides en: Comunicacion

Neuroendderina, 1993)

El primer paso en la esteroidogénesis testicular es la conversién de colesterol a
pregnenolona, la cual se lleva a cabo en la mitocondria, esta transformacion esta regulada
por la P-450scc. La pregnenolona puede transformarse en dos compuestos, por dos
diferentes vias de biosintesis, en una es transformada a progesterona por accién de la 3p -

HSD. La actividad de deshidrogenasa y de isomerasa no han podido ser separadas en
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células de mamiferos, por lo que se considera que una sola proteina tiene ambas funciones
(Pedernera, 1993). La reaccion es itreversible en condiciones fisioldgicas y requiere de
NAD+ como aceptor de electrones. La segunda via en la transformacién de la pregnenclona
es en la que se produce 170~ hidroxipregnenolona o 17a hidroxiprogesterona bajo la
aceién de la 17 hidroxilasa/17-20 liasa (P450c) que tiene la funcién de hidroxilar en el C17
y cortar fa unién C-C en la unién 17-20 (fig.13). Esta enzima es microsomal y requiere de
NADP y sélo FAD como transportador de electrones. los sustratos de esta enzima pueden
ser pregnenolona y progesterona y sus productos son dehidroepiandrosterona (DHEA) o
androstenediona respectivamente, ambos son andrégenos C19 (Saez 1994). Finalmente la
DHEA puede ser transformada a androstenediona por accion de la 3 HSD, la cual también
interviene en la tranformacién de androstenediona a testosterona y estrona a estradiol (Saez,
1994).

La conversién de andrdgenos a estrégenos es regulada por la P450 aromatasa la cual esta
localizada en los microsomas. La reaccién de aromatizacién utiliza 3 moles de oxigeno y 3
electrones donados por el NADPH mediante la P450 reductasa (Fishman y Goto, 1981;

Thompson y Siiteri, 1974).
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Fig13 Representacion esquemitica de la esteroidogénesis testicular:(1) P450sce; (2) 3p-hidroxiesteroideshidrogenasa A¥a' (3p-
HSD): (3) 17u-hidroxilasa/1 7-20 liasa (P450 a ), (4) 178-hidroxiesteroidedeshidrogenasa; { 5) aromatasa (P450 arom),
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EVENTOS ENDOCRINOS INICIALES
Concluida la diferenciacién morfolégica de la goénada, la funcionalidad de la misma
también ha sufrido cambios graduales. Durante el desarrollo gonadal temprano, las
hormonas hipofisiarias FSH y LH tienen un papel secundario en la produccion de hormonas
esteroides, estas gonadotropinas estdn presentes en la bolsa de Rathke en el embrion de
pollo a los 4.5 dias de incubacién, (Gasc y Sar,1981; Woods y cols. 1985) mucho antes del
establecimiento del eje hipotdlamo-hipéfisis, el cual se establece hasta el dia 12 de
incubacién (Thommes y Russo, 1959; Doskocil, 1970; Daikoku y cols. 1974; Stritesky y
Rychter, 1977).
Esto nos indica que la hipéfisis es capaz de sintetizar gonadotropinas, antes de que se
establezca comunicacion vascular con el hipotalamo. El hipotdlamo por su parte, también es
auténomo durante el desarrollo embrionario temprano (Mikami y cols. 1973; Daikoku y
cols. 1974). La presencia de hormona liberadora de LH (LHRH) se ha demostrado
inmunocitoquimicamente a los 5.5 dias en el infundibulo y a los 7.5-8.0 dias en la
eminencia media anterior (Woods y cols.1985) mientras que la LH esta presente en la
circulacién el dia 10.5 (Woods y Thommes, 1984; Woods y cols. 1987).
Por otra parte, la sintesis de hormonas esteroides, regulada por las hormonas hipofisiarias
en etapas avanzadas del desarrollo embrionario, es independiente de estas en su inicio, la
sintesis de 17pB-estradiol y andrégenos se inicia desde los 3.5 dias del desarrolio en aves
(Weniger, 1968, 1971; Woods, 1974, 1978), mientras que el eje hipotdlamo-hipofisis-
génada, no se establece sino hasta el dia 13.5 de incubacién en machos y 14.5 en
hembras (Gilbert 1971; Woods y cols. 1981).

Todo lo anterior nos indica que cada una de las estructuras que constituyen el eje

hipotdlamo-hipdfisis-génada son capaces de funcionar en forma independiente durante el
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desarrollo temprano, por lo que la diferenciacién gonadal ( Fugo, 1940;Vogel, 1956,
Woods,1969) y la sintesis de hormonas esteroides (Woods, 1969;1977 y 1983), son eventos
inicialmente auténomos, regulados tal vez, por factores de crecimiento de origen
extragonadal o secretados por la génada misma (Erickson, 1994).

Desarrollo del eje hip6fisis-gonada

Fugo en 1940 fué el primer investigador que demostrd la relacién de la hipdfisis con el
crecimiento y desarrollo gonadal del embrién de pollo; él observé que las gonadas de
embriones de pollo hipofisectomizados entre las 33-38 horas de incubacion, presentaban un
desarrollo normal hasta el dia 13, en dias posteriores no observé aumento en el tamafio,
peso o grado de diferenciacién histologica (Woods,1987). Afios mas tarde, se corroborarén
los resultados de Fugo vy se determino ademds, que después del dia 13 de desarrolio, no se
presentaba un incremento de colesterol, principal precursor de hormonas esteroides, en las
gonadas de embriones decapitados, por lo que el desarrollo gonadal y la sintesis de
hormonas sexuales fué afectado; sin embargo, el efecto de la decapitacién fué parcialmente
invertido por la administracién de gonadotropinas (Vogel, 1956,1957).

La regulacion inicial de las gonadotropinas en la sintesis de andrdgenos testiculares, fué
demostrada por Woods (1977a y b), se determiné por inmunocitoquimica, que después de
la decapitacion, los embriones de pollo presentaban un decremento en los andrégenos
testiculares en el dia 13.5 de incubacién, los niveles normales de estos se restablecieron
cuando se transplanté la adenohipéfisis o LH en la membrana corioalantoidea (CAM).
Datos mds directos sobre 1a regulacion pituitaria de la funcién testicular, cuantificando los
niveles plasméticos de testosterona por radioinmunoandlisis (RIA) después de una
hipofisectomia y después de la adicién de LH o de un transplante adenohipofisiario a la
CAM, demostraron que la sintesis y secrecién de testosterona por el testiculo en el
embrién de pollo, estd bajo control hipofisiario desde el dfa 13.5 de incubacion,
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estableciéndose el eje adenohipofisiario-testicular en este tiempo (Woods, 1983). Después
del dia 13.5 de incubacién se presenta un decremento en los niveles plasmaticos de LH y
testosterona en embriones intactos (no hipofisectomizados), sugiriendo que durante este
periodo también inicia un sistema de retroalimentacién negativa que afecta los niveles tanto
de LH como de testosterona. Se encontré que las hormonas esteroides y sus metabolitos, se
unen a complejos neuroendderinos que regulan la sintesis de gonadotropinas,
estableciéndose sistemas de retroalimentacién positiva y negativa,  Se realizaron
investigaciones en donde se demostré que en embriones de pollo de 10 dias de incubacion,
el estradiol tritiado se une a nticleos hipotaldmicos ( Martinez-Vargas y cols. 1975) y el
estradio! y la dihidrotestosterona se unen a las células que sintetizan LH en la pars distalis
en embriones de 12 dias de incubacién (Gasc y cols. 1980), estableciéndose asi la
importancia de las hormonas esteroides en la regulacién de la unidad hipotdlamo-
hipefisiaria.

REGULACION DE LA FSH EN EL TESTICULO

Las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) son necesarias para la
reproduccién en machos y hembras, regulando directamente el desarrollo y funcionamiento
de las células sométicas caracterfsticas de cada gonada; células tecales y de la granulosa en
el ovario, células de Sertoli y de Leydig en el testiculo. Las células sométicas de ambas
gonadas crean un microambiente Optimo para las células germinales, cubriendo los
requerimientos fisicos y metabolicos necesarios para su desarrollo normal y para que se
lleve a cabo la gametogénesis (Dorrington y Armstrong, 1979). Este microambiente esta
determinado por la sintesis y secrecién de estrogenos, andrégenos y progestagenos, asi
como factores de crecimiento, entre otros (Well y Gilbert, 1984; Hsueh y cols., 1984).
Ambas hormonas hipofisiarias son liberadas por el estimulo de la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRI), la cual es producida en ¢l hipotalamo bajo el estimulo de factores
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REGULACION DE LA FSH EN EL TESTICULO

Las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) son necesarias para la
reproduccién en machos y hembras, regulando directamente el desarrollo y funcionamiento
de las células sométicas caracteristicas de cada génada; células tecales y de la granulosa en
el ovario, células de Sertoli y de Leydig en el testiculo. Las células somaticas de ambas
gonadas crean un microambiente 6ptimo para las células germinales, cubriendo los
requerimientos fisicos y metabdlicos necesarios para su desarrollo normal y para que se
lleve a cabo la gametogénesis (Dorrington y Armstrong, 1979). Este microambiente esta
determinado por la sintesis y secrecidn de estrégenos, andrégenos y progestigenos, asi
como factores de crecimiento, entre otros (Well y Gilbert, 1984; Hsueh y cols., 1984).
Ambas hormonas hipofisiarias son liberadas por el estimulo de la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH), la cual es producida en el hipotdlamo bajo el estimulo de factores
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hormonales, nutricionales y estacionales (Warren, 1983). Los factores liberadores
sintetizados en el hipotdlamo actuan sobre la adenohipdfisis, estimulando la sintesis y
secrecion de FSH y LH, las cuales viajan a través del torrente circulatorio a sus organos
blanco.

En el testiculo la regulacién endécrina realizada por éstas hormonas hipofisiarias, esta
determinada por su accién en sus células blanco; las células de Sertoli poseen receptores
para FSH y proveen de un soporte estructural y bioquimico a las células germinales en
desarrollo, bajo la accién de estd hormona se sintetizan estrogenos y en etapas tempranas
de la diferenciacién gonadal se produce la hormona anti-mulleriana la cual ejerce su efecto
degenerativo en los conductos de Miiller. Por otra parte la LH actua sobre las células de
Leydig estimulando la produccién de andrégenos, particularmente testosterona, necesarios
para la diferenciacién gonadal y la realizacion de la espermatogénesis( Huang y cols., 1979;
Ritzhaupt y Bahz, 1987). Los andrégenos estimulan a su vez a las células peritubulares que
se encuentran rodeando a los tibulos seminiferos (Verhoeven, 1979), liberando un factor
parécrino, el PModS el cual esta involucrado en la produccién de lactato por las células de
Sertoli (bajo accién de la FSH), que es utilizado preferencialmente como sustrato energético
por las células germinales (Jutte y cols. 1981; Nakamura y cols. 1981). La FSH en el
testiculo, también participa en el establecimiento de la barrera hematotesticular,
estimulando la presencia de uniones comunicantes entre las células de Sertoli, con lo cual
se constituye esta barrera, por otra parte, esta hormona es esencial para el inicio de la
espermatogénesis. Se ha propuesto que la accién de la FSH sobre la espermatogénesis,
resulta de la estimulacion de las células de Sertoli para producir diversas proteinas, como la
proteina transportadora de andrégenos, plasmindgeno activador, transferrina, glucoproteinas
sulfatadas 1 y 2 y un nimero importante de mitogenos y factores de crecimiento (Fritz y

cols. 1978; Griswold y cols. 1988). La adquisicién de cierto nimero de caracteristicas
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morfolégicas de células de Sertoli maduras, como los patrones de condensacion de la
cromatina, el desarrollo de grandes nucléolos y el aumento en la cantidad de reticulo
endoplasmico liso, también parecen necesitar de la accién de la FSH (Solari y Fritz, 1978)

NATURALEZA DE LA FSH

En las aves la FSH tiene un peso molecular de 38000 Kd (Krishnan y cols, 1992), esta
hormona junto con la LH, hCG y TSH son hormonas glucoproteicas que poseen dos
cadenas peptidicas muy similares o y B ricas en enlaces disulfuro (Pierce y Parsons, 1981),
la subunidad o es comin a las cuatro hormonas (Tager, 1974) y posee de 90 a 96
aminoacidos, mientras que Ia subunidad B de 115 a 121, esta Gltima, se cree interviene en
la funcién bioldgica especifica de cada hormona. Cada subunidad estd glucosilada en
residuos especificos. Se han determinado dos tipos de enlaces glucosidicos, el N-
glucosidico de las subunidades o y B, el cual se establece entre el grupo amino de la
asparagina y el azticar N-acetilglucosamina y corresponde a un complejo biantenario (hCG)
o triantenario (FSH), con un centro de manosa y ramificaciones que terminan en galactosa-
4cido sidlico o galactosa sulfato. el enlace o-glucosidico se encuentra en la subunidad 3 de
la hCG y se establece entre el grupo OH de la serina y el azicar N-acetilgalactosamina. Para
la FSH se han determinado dos sitios de glucosilacién en la subunidad y cuatro para toda la

hormona (Ryan y cols. 1988).

1a funcién de los carbohidratos en estas glucoproteinas estd relacionada con su vida media
y su actividad biolégica (Carranza, 1996}, es asi que la separacion de carbohidratos a traves
de exoglucosidasas in vivo, produce la pérdida de la actividad biolégica de la FSH, no
afectandose la unidn a su receptor; mientras que la elininacién de los carbohidratos de la
subunidad o, produce un aumento en la unién a los receptores y la hormona sin

carbohidratos (desglucosilada), se comporta como un antagonista de su propia actividad
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(Ryan, 1988). En estudios in vifro la desglucosilacién no afecta la actividad bioldgica de la
hormona (Chappel y cols. 1983; Ulloa y cols. 1986), con lo que se sugiere que los
carbohidratos, como el 4cido sidlico, tienen una funcién protectora contra la degradacion de
la FSH (Pierce y Parsons, 1981). Por otra parte, la conducta en un gradiente de pH y la
sobrevivencia de las diferentes isoformas de FSH en la circulacién, dependen de la
cantidad de cargas negativas en sus residuos terminales (4cido sidlico o residuos
sulfatados) unidos a la estructura de oligosacéridos que se enlazan al nucleo proteico de
la hormona (Ulloa y cols. 1995).

Los receptores de estas glucoproteinas son miembros de una familia de receptores
acoplados a proteinas G (Parmentiar, 1989; Sprengel, 1990), en este grupo se encuentran
los receptores o y B adrenérgicos (Kobilka y cols. 1987a y b), los receptores D1 yD2 de
dopamina (Dal Toso y cols, 1989; Sunahara, 1990), diferentes receptores muscarinicos y
rodopsina (Nathans y Hogness, 1983) . Los receptotes para las hormonas FSH, LH, hCG y
TSH presentan una cadena simple de polipéptidos que forman siete o hélices que
constituyen los segmentos transmembranales. El receptor para la FSH, as{ como el de las
otras hormonas glucoproteicas, poseen un dominio extracelular muy grande, 348,333 y
398 aminoacidos para FSH, LH/ACG y TSH respectivamente. El dominio extracelular de
los receptores de estas hormonas, presentan aproximadamente entre el 40 y 45% de
similitud en su secuencia de amino4cidos, los cuales estdn organizados en series repetitivas
de 25 residuos ricos en leucina (Vassart y cols. 1991). Se ha propuesto que estas regiones
repetitivas de leucina son importantes para las interacciones proteina-proteina principales
en 1a unién hormona-receptor. Por otra parte, los dominios transmembranales en estas
hormonas, presentan cerca del 70% de secuencias homdlogas y tienen una homologia

importante en esta region con otros miembros de la familia de receptores acoplados a
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proteinas G . La regién intracelular, de menor tamafio que la extracelular, por su parte,
termina en un grupo carboxilo. EI ADNc para el receptor de FSH en mamiferos, fue

codificado por Sprengel y cols. (1990) determindndose que posee 675 aminodcidos (fig.14).

Exon 2 (24 az)
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Fig, |4, Representacion de la estructura proteica del receptor para FSH. (Heckert y cols, 1993).

Se ha propuesto que en el desarrollo embrionario y posnatal de las génadas, se lleva a cabo
un proceso de maduracién de los receptores para las hormonas hipofisiarias LH, FSH y
TSH, por lo que la especificidad del complejo hormona-receptor en los vertebrados es
variable durante el proceso de diferenciacién gonadal (Csaba y cols., 1980, 1981).

En las aves se ha determinado que en el periodo comprendido entre los 6.5 a 11.5 dias de
incubacién no hay un reconocimiento especifico del receptor a la FSH, determinandose

este hasta el dia 12.5 del desarroflo embrionario (Woods y cols., 1991). La respuesta a la
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FSH no solo depende de la presencia de un receptor funcional a nivel membranal, sino que
cambios en el mecanismo de transduccién, por ejemplo a nivel de isoformas de la adenilato
ciclasa, pueden dar como resultado cambios en la respuesta a la FSH (Tang y Gilman, 1992;
Richards, 1994).

PROLIFERACION CELULAR EN LAS GONADAS

La proliferacién celular, es uno de los diversos procesos que se realizan durante ¢l
establecimiento y desarrollo embrionatio, determinando la formacién de los diferentes
componentes estructurales del embrién, incluyendo su tamafio y forma. Este proceso no se
lieva a cabo en forma azarosa, sino que se encuentra regulado por diversos factores, algunos
de ellos aun desconocidos.

Uno de los factores que participa en la regulacién de los procesos de proliferacién celular es
la hormona FSH liberada en la adenohip6fisis. Se ha demostrado que esta hormona actua
sobre las células de Sertoli estimulando su proliferacion a través de un mecanismo que
inicia con el acoplamiento de esta glucoproteina con su receptor en la membrana celular,
una vez formado el complejo hormona receptor, se estimula la subunidad estimuladora de
las proteinas G, la cual a su vez estimula a la adenilato ciclasa, con la consecuente
formacién de AMPec, este segundo mensajero es utilizado para activar el sistema enzimatico
de las aromatasas, transformando los andrégenos provenientes de las células de Leydig, en
estrbgenos principalmente 17p-estradiol, esta hormona esteroide es un agente mitogénico in
vivo en células de la granulosa en ovario de rata (Dorrington, 1993); mientras que in vitro
no posce esta actividad. En cultivos celulares, el estradiol participa en la proliferacion
celular, pero en forma indirecta estimulando la secrecién de TGF-B por células de la
granulosa de rata. Este factor, junto con la FSH desencadenan la respuesta proliferativa de

las células granulosas en el ovario.
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En distintos vertebrados, se ha determinado, la importancia de la FSH en la proliferacion
celular dei testiculo y se ha comprobado en algunos, el esquema propuesto por Dorrington
en 1993, Se demostrd que en células de Sertoli de cerdo y de rata la, FSH aumenta la
divisién celular, produciendo un aumento en la secrecidon de 17B-estradiol y TGFp
(Benahmed, 1988 y Dorrington, 1993) (fig.11), mientras que en las aves se demostr6 que la
proliferacion celular es estimulada por la FSH en cultivos de células de ovarios y testiculos
embrionarios de 18 dias de incubacién. En estos estudios se observd un incremento
significativo en la incorporacién de SH-timidina en cultivos expuestos a la FSH; sin
embargo, el estradiol y una hormona de accion luteinizante, la hCG no estimularon la
actividad proliferativa de éstas células (Veldzquez y cols. 1997; Solis, 1996). En otros
vertebrados, se observé la importancia de 1a FSH en la proliferacion de espermatogonias, a
través de su accién sobre la células de Sertoli ( Kohtaro y Shin-Ichi, 1995), con lo que se

hace evidente también, la importancia de las interacciones celulares en el funcionamiento

gonadal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El efecto proliferativo de la FSH en gonadas en desarrollo, ha sido poco estudiado
comparativamente con el efecto que producen las hormonas gonadotropas en la induccién
de la esteroidogénesis. Sin embargo, se ha demostrado que las células granulosas de
mamiferos responden al estimulo de la FSH en la divisién celular (Pennibaker y Herman,
1991, 1992; Peluso y cols., 1991; Bley y cols., 1992; Delidow y cols., 1992; Dorrington y
cols., 1993). Ademas, esta hormona, producé actividad mitética en las células de Sertoli en
los primeros estadios de desarrollo testicular, la cual disminuye con la edad en los
marmiferos (Dorrington y cols., 1993).

En el caso del testiculo de las aves en etapa embrionaria, es importante estudiar en que
momento del desarrollo las hormonas gonadotropas antes mencionadas, participan
induciendo divisién celular y/o esteroidogénesis.

La utilizacién de un modelo in vitro, la obtencidén de subpoblaciones celulares con alto
grado de pureza, por medio de gradientes (ie densidad y el uso de técnicas de
autoradiografia, permitirfan determinar la participacién de la LH y la FSH en el crecimiento
y diferenciacién celular del testiculo. Ademds, estos resultados aportarfan informacion
sobre el papel que tienen las diferentes subpoblaciones celulares, que constituyen el
testiculo embrionario de las aves, como posibles reguladoras de la proliferaciéon cerslular,
puesto que durante el desarrollo del testiculo del embrién de pollo, es muy evidente desde
el punto de vista ultraestructural, la interaccién de las células peritubulares con las células
de Sertoli (Pedernera y cols., 1980). Ademés recientemente se ha demostrado la presencia
de un factor pardcrino, secretado por las células peritubulares de mamiferos, que regula la

funcion de las células de Sertoli in vitro (Norton y cols., 1994), hasta el momento se
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desconoce cual es la importancia de esta interaccién durante la morfogénesis del testiculo y

como participan las gonadotropinas en ia misma.

OBJETIVOS

*Cuantificar el efecto in vitro de la FSH y la hCG sobre la sintesis de DNA vy la
proliferacién celular, en el testiculo del embrién de pollo de 18 dias de incubacién,

utilizando la técnica de incorporacién de timidina tritiada.

*Caracterizar la respuesta a la FSH por medio de curvas dosis-respuesta y curvas

temporales de respuesta.

*Comparar el efecto de la FSH, la hCG y el 17p3- estradiol sobre la proliferacion celular en

el testiculo del embrién de pollo.

*Identificar la o las subpoblaciones celulares del testiculo que responden al estimulo
proliferativo inducido por la FSH por medio de gradientes de densidad y técnicas de

autoradiografia.
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MATERIALES Y METODOS
Material biolégico. Embriones de pollo de 18 dias de incubacién fueron proporcionados
por la granja avicola ALPES (Puebla, Méx.).
Material no biolégico. El medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM), la
tripsina y el inhibidor de tripsina fueron obtenidos de Grand Island Biological Co. (Grand
Island, NY). La albimina sérica bévina (BSA), duodecyl sulfato de sodio (SDS) y la
gonadotropina coriénica humana (hCG) y el 17B-estradiol se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis MO). La hormona foliculo estimulante (hFSH) obtenida de
mujeres postmenopatsicas (Fertinorm HP), fué provista por Serono de México, 1mUI es
equivalente a 14ng. de hFSH con 2 pg de hLH, (Ulloa-Aguitre y cols. 1995). La hormona
foliculo estimulante recombinante humana (thFSH) también fué provista por Serono
(Gonal-F, Serono). la timidina tritiada (2.0 Ci/mmol) y el liquido de centelleo (aquasol-
2000) fuéron provistos por NEN DuPont (Boston, MA).

REACTIVOS

Acido acético concentrado ( Merck, México, S.A.)
Acido tricloro acético (Merck, México, S.A.)
Albtimina sérica bovina (SIGMA, St. Louis, USA No. Cat. A-7888)
Azul tripano (SIGMA, St. Louis, USA No. Cat. T0776)
Bicarbonato de sodio NaHCOQ; (J.T. Baker S.A. de C.V. México)
Cloruro de potasio KCI (Merck, México, S.A.)
Cloruro de sodio NaCl (Merck, México, S.A.)

Duodecil sulfato de sodio (SIGMA, St. Louis, USA)
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Hormona foliculo estimulante humana (Serono de México, S.A de C.V.)
Hormona foliculo estimulante recombinante (Gonal-F, Serono)
Gonadotropina coriénica humana ( SIGMA, St. Louis, USA)

Inhibidor de tripsina (SIGMA, St. Louis, USA No. Cat. T-9128)
Liquido de centelleo (Beckman, U.S.A.)

Metanol ( Merck, México, S.A.}

Metrizamida (SIGMA St. Louis, U.S.A. No. Cat. M-3383)

Timidina tritiada (DUPONT, NEN products No. Cat. NET027A)
Tripsina (GIBCO, Grand Island, N.Y. USA)

DMEM (GIBCO No. de Cat. 430-1600EB)
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Cultivos de células testiculares

Se utilizaron aproximadamente 80 testiculos de embriones de pollo de 18 dias de
incubacién para cada cultivo. Las génadas fueron extraidas en condiciones estériles y se
colocaron en una caja de Petri con soluci6n salina balanceada libre de calcio y magnesio
(5.8.B.). Una vez obtenidos todos los testiculos, se sometieron a una disociacidén mecanico-
enzimatico con una solucién de tripsina (2.5 mg/ml) durante 20 minutos a 37°C. Despues
de este tiempo, se resuspendi6 el tejido y se agregd un volumen equivalente de inhibidor de
tripsina (Smg/ml) para detener la reaccién enzimatica. La suspension celular se filtr6 en una
malla de nylon, para eliminar tejido conjuntivo y restos de tejido no disociado.
Posteriormente las células se colocaron en un tubo cénico de 50 ml y se centrifugaron a
1000 r.p.m. durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se eliminé el sobrenadante y se
agregd medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM), adicionado con
alblimina sérica bovina (BSA); se resuspendié el boton celular y se centrifugdé nuevamente
a la misma velocidad y por el mismo tiempo para eliminar residuos de inhibidor de tripsina.
Este procedimiento se repitié dos veces maés. Al botén celular se le agregaron 1.5 ml de
DMEM + BSA. Aproximadamente el 25% de las células se utilizarén para poblacién
mixta y el resto se sembré en un gradiente de metrizamida 0-20% para obtener
subpoblaciones celulares testiculares.

Poblacion mixta

A las células utilizadas para poblacién mixta, se les determiné la viabilidad celular a
través de las técnica de exclusion del azul tripano (Tennant, 1964). Una vez verificado un

porcentaje mayor del 90% de viabilidad, se sembraron 5 x 10° células sobre una membrana
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de policarbonato suspendida en DMEM + BSA en cajas de Petri para cultivo de 35 x 10
mm de didmetro (se colocaron dos membranas de policarbonato por caja).
Las diferentes hormonas vy las dosis utilizadas en los grupos experimentales, se presentan en

el siguiente cuadro:

GRUPO

1. Grupo control (DMEM +BSA)

2. DMEM + BSA + hFSH (0 5 Iﬂfml) (hFSH hmﬁana)

3. DMEM + BSA + thSH (ﬁ 5 Ui{fml) (thSH recombmante)
4, DMEM +BSA + hCG (ﬁ.s Uif‘nﬂ)

5. DMEM + BSA + Estradiol (2 x 10° M)

Para determinar la dosis efectiva 50 (DEso) de la hFSH, se realizé una curva dosis-

respuesta, con las siguientes dosis de la hormona (cuadro 2):

Cuadro 2. Dasis utlhzadas de hFSH en cuitwos de celulas testmulares
DOSIS BE hFSH
Grupo control ,(DMEM +BSA)
a)2 Ulml _ ) 0.062 Ul/ml.
b).1 U/ ml. 20031
s T h)0.015 ¢
dy0.25 * 1} 0.007
ey 0.125 : ~ pooo3 ¢
- - . o ~ R)O;OOI F13
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También se realizé una curva temporal para poblacién mixta testicular; los tiempos

utilizados se presentan a continuacién (cuadro 3):

Cuadro 3. . -CURVA TEMPORAL
| Grupo sontrol hFSH 0.5 Uvml)» 7

P R 2k

S e

C48n - 48k

60h S ... 60k

A todos los grupos experimentales se les adicion6 0.1 pCi de H-Timidina para cuantificar
su incorporacién y se incubaron a 37° C en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO2
durante 60 horas; los cultivos utilizados para la curva temporal se incubaron durante 24,
36, 48 y 60 horas en las condiciones ya mencionadas.

Subpoblaciones testiculares

Se sembraron células testiculares en un gradiente de metrizamida 0-20% y se centrifugaron
durante 20 minutos a 3200 r.p.m., las fracciones obtenidas se sometieron a tres lavados con
DMEM + BSA para eliminar residuos de metrizamida. Después de los lavados, se verificé
la viabilidad celular con la técnica anteriormente mencionada. Se sembraron S00 mil
células de cada fraccién celular en las mismas condiciones que para poblacién mixta; para
cada subpoblacion testicular se formaron dos grupos experimentales; el grupo control con
DMEM + BSA y los estimulados a los que se les adicioné 0.5 Ul/ml. de hFSH, ambos
grupos se expusieron a 0.1pCi de *H-Timidina y se incubaron durante 60 horas a 37°C en

una atmosfera de 95% de aire y 5% de COs.
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Por otra parte, se determiné la densidad celular de cada fraccién testicular con un
refractometro ATAGO tipo 500.

Trancurridas las 60 horas se cuantificé la incorporacidn de ’H-timidina de los cultivos
celulares de poblacion mixta y subpoblaciones testiculares (ver apéndice).

A los datos obtenidos de poblacién mixta y subpoblaciones testiculares se les realizé un
analisis de varianza y las pruebas estadisticas de Duncan y Tukey con una p< 0.001
Microscopia de Iuz y electrénica

Se realizé la fijacién de testiculos embrionarios de pollos, con glutaraldehido al 2 % en
buffer de fosfatos 0.15 M a pH 7.4 durante 2 horas. Posteriormente las muestras se
sometieron a tres lavados en buffer de cacodilatos 0.15 M a pH 7.4. Después se realizé la
osmificacién con tetradxido de osmio al 1% en buffer de fosfatos 0.2 M a un pH 7.4
durante 1 a 2 horas. Se llevo a cabo la deshidracién con alcoholes graduales y
posteriormente se incluyo en Eppon. Una vez polimerizada la resina, se realizaron los
cortes en un ultramicrotomo manual Porter-Blum, MT-1. Los cortes semifinos de testiculo
se tifieron con azul de toluidina y se observaron por microscopia de luz.

Los cortes finos (de entre 60-90 nm) se contrastaron con acetato de uranilo para
posteriormente observarse en el microscopio electronico de transmisién EM-109 (Zeiss)
Para microscopia electrénica de barrido se realizaron algunas modificaciones a la técnica
general. Después de llevar a cabo la desecacién por punto critico en CO,, algunas muestras
se fracturaron mecénicamente; mientras que otras que se encontraban en alcohol al 70%, se

sumergieron en nitrégeno liquido, se fracturaron y nuevamente se regresaron al alcohol.
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Después se prosiguié con la técnica general para este tipo de microscopia. La observacion
se realizé en un microscopio de barrido modelo DSM950 Zeiss.

Autoradiografia

La técnica de autoradiografla se realiz6 para determinar si existen diferencias en la
actividad proliferativa entre las subpoblaciones celulares que constituyen el testiculo
embrionario de pollos, asi como para reforzar los datos obtenidos a través de la

cuantificacién de timidina tritiada. Ambas técnicas se describen en el apéndice.
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RESULTADOS

Curva dosis respuesta

Se realizé una curva dosis-respuesta para hFSH en cultivos de células testiculares de
embriones de pollo de 18 dias de incubacién, para determinar la dosis efectiva 50 (DES0).
Las concentraciones de hFSH que se utilizaron comprendieron desde 0.003 hasta 2 Ul/ml
de la hormona. Se observé que la respuesta proliferativa se incrementé gradualmente al
aumentar la concentracién hormonal, alcanzando su nivel méximo a 1Ul/ml de hFSH; se

determiné que la DE50 se encuentra entre 0.06 y 0.125 Ul/ml de hFSH (fig.15).
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Fig. 15. Grafica que muestra la curva dosis-respuesta para hFSH vy la incorporacion de *H-timidina durante
60 horas de cultivo, en células disociadas de testiculos de embriones de pollo de 18 dias de incubacién.
Determindndose que la dosis efectiva 50 (DES0) se encuentra entre 0.06 y 0.125 Ul/ml. de hFSH.
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Tratamiento hormonal

Se utilizaron diferentes hormonas, hFSH, thFSH, hCG y 17p -estradiol, como posibles
agentes inductores de la proliferacién celular. Después de 60 horas de cultivo a 37°C en una
atmoésfera de 95% de aire y 5% de COy, se determind la cantidad de timidina incorporada
por las células testiculares en los diferentes grupos experimentales; encontrandose que tanto
la hormona hFSH humana, como la thFSH recombinante humana (0.5 Ul/ml) adicionadas
al medio de cultivo, incrementaron en forma significativa la incorporacién de H-timidina,
con respecto al grupo basal, no se presentaron diferencias significativas entre la hFSH y la

thFSH.
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Fig. 16. Grafica que muestra la incorporacién de *H-timidina del grupo control y los grupos tratados con
hFSH, hiFSH, hCG (de Serono de México y Profasi) y 17p-estradiol (E2). Se observa el importante estimulo
proliferativo que producen ambas hormonas foliculo estimulantes en células testiculares de embriones de pollo
de 18 dias de incubacién. El resto de los grupos experimentales no presentaron diferencias significativas con
respecto al grupo basal.
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Por ofra parte, las células testiculares tratadas con hCG ( 2.0 UV/ml) y 17B-estradiol (200
ng/ml) no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control (fig.16).
Encontréndose que la proliferacién celular en el testiculo embrionario de pollos de 18 dias
de incubacién, es estimulada por la hormona FSH, tarito humana como recombinante,
mientras que la hormona con accién luteinizante (hCG), al igual que el 17B-estradiol, no
participaron en este proceso.

Por otra parte, se realizé una curva temporal de respuesta, en la que se cuantifico la
incorporacién de timidina marcada en los cultivos testiculares a las 24, 36, 48 y 60 horas,

observandose que el estimulo proliferativo fué significativo a partir de las 36 horas (fig.
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Fig. 17. Curva temporal de respuesta para FSH. Se cuantificé la incorporacién de 3H-timidina a las 24, 36,48
y 60 horas. Se observa que el estimulo proliferativo es significativo a partir de las 36 horas de cultivo,
alcanzando su nivel méximo a las 60 horas de incubacién.
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Subpoblaciones testiculares

Con el uso de gradientes de metrizamida se obtuvieron cinco subpoblaciones testiculares
F1 (densidad = 1.068 g/ml), F2 (densidad = 1.090 g/ml.), F3 (densidad = 1.098 g/ml.), F4
densidad = 1.113 g/ml.) y F5 (densidad = 1.129 g/ml) (fig.18), a cada una de estas
subpoblaciones testiculares se les adicionaron 0.5 Ul/mi de hFSH. La incorporacion de *H-
timidina en cada subpoblacién testicular se muestra en la figura 19. Las subpoblaciones F1
y F2 no mostrarén diferencias significativas con respecto al grupo basal, mientras que las
subpoblaciones F3, F4 y F5 incorporaron timidina en forma muy importante en respuesta a
la hFSH, observandose que la mayor cantidad de timidina incorporada se present6 en la

subpoblacidon de mayor densidad, F5 (fig.19).

F1 Fig. 18 . Tubo de gradiente que muestra las subpo-
blaciones testiculares obtenidas a través deun

F2 gradiente de metrizamida.

F3

F4

F5
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MICROSCOPIA

Las observaciones ultraestructurales de testiculos embrionarios de pollos de 18 dias de
incubacién, demostraron cordones testiculares rodeados por una membrana basal y en la
periferia se observa tejido intersticial. Dentro del cordon testicular, encontramos todos los
elementos celulares que lo caracterizan, células germinales de gran tamaifio, con nucleos
grandes de cromatina poco condensada, y multiples mitocondrias en su citoplasma. En la
base del cordon, rodeando una parte de las células germinales, se encuentran células de

Sertoli con niicleos mas pequefios que los encontrados en las células germinales. En la
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periferia del cordon testicular, se encuentran células pericordonales, con nucleos de
diferente forma y tamafio (fig.20)entre los cordones testiculares, encontramos células

secretoras de andrégenos (Leydig) con inclusiones lipidicas y mitocondrias en el citoplasma

(fig.21).

Fie 20 Microgralia electionica de transmisién de testicuio embrionario de pollo de 18 dias de incubacion. Se
observan d wre del cordon oélulas germinales (CG), con mutocondrias en su citoplasma (m) y células de
Sertoli (8). Rodeando ¢l cordon se encuentran células pericordonales (CP). 3000x.



Para establecer la morfologia testicular en tres dimensiones y correlacionarla con o
observado a través de microscopia electronica de transmision, se realizaron observaciones
en el microscopio de barrido. Se encontro que la gonada se encuentra rodeada por una
extensa capa de fibras de tejido conjuntivo, la cual trato de eliminarse con el uso de tripsina
(0.25%) antes de realizar la fijacion del tejido. Bajo la capa fibrosa, no hay una clara
diferenciacién regional a pocos aumentos (fig.22). A mayor aumento, se observaron varios
cordones testiculares y en su interior sobresalen células de gran tamafo, muy posiblemente

células germinales (fig. 23 y 24).

A
@%ﬁ%@

Fig 21.C¢ula de Leydig de testiculo embiionario de pollo de 18 dias de incubacion. En el nucleo pueden
observarse vaiios nuctéolos (n) y en el citoplasma mitocondrias con crestas tubulares (m) e inclusiones
lipidicas {1). 7.000x
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Fiu.22. Micrografia electrénica de barrido de testiculo embrionario de pollo de 18 dias de incubacién. Se

puede observar la gran cantidad de fibras colagenas que forman la capsula y por debajo de la misma, el
estroma propio del testiculo. 200x.
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¥
irgs. 23
su mntenion pueden observarse células de pran lamafo, que probablemente son células de Sertoli {cs) (fig.23) ¥

v 24 i\llLlU"ldlldb clectomeas de barrido. e muestran cordones testiculares embrionarios (c(); en

células germinales (cg) (fip.24). 2000x
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Autoradiografia

Fn los cortes semifinos de cultivos de poblacién mixta testicular a las 60 horas, procesados

para autoradiografia, pueden observarse células que presentan varios grinulos de plata,
mientras que otras no los presentan. Esto nos muestra que los distintos tipos celulares

testiculares que se encuentran en los cultivos incorporan diferencialmente la timidina

marcada (f1g.25 ).

Fig. 25 y 26 Cortes semifinos procesados por la técnica de autoradiografia, que nos demuestran que algunas
subpobiaciones celutares del testiculo incorporan tinidina tiitiada, siendo evidentes por los granuies de plata
depositados en la cromatina nuclear (fig. 25), mienuas que otras subpoblaciones celulares del testiculo no

1esponden al estimulo proliferativo de la FSH (fig. 26) 1250X.
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DISCUSION

Con la determinacién del sexo durante la fecundacion, se desencadenan miltiples procesos
moleculares que intervienen en el establecimiento de una gonada madura. Estos
mecanismos de diferenciacién y proliferacién celular, implican la interaccién de diferentes
agentes quimicos (hormonas y proteinas) y biolégicos (células somdticas-germinales) que
estan regulados a distintos niveles; desde la sintesis de factores liberadores a nivel del
hipotdiamo, hasta las proteinas producidas por las células sométicas que regulan procesos
que se realizan en ellas mismas o en las células germinales. Ademas, los mecanismos que
se llevan a cabo durante el desarrollo gonadal, pueden variar de una etapa a otra; un
ejemplo de esto es la actividad proliferativa de las células de Sertoli durante el proceso de
diferenciacion, es asi, que el indice mitético es elevado durante etapas tempranas del
desarrollo embrionario, disminuyendo a medida que avanza hacia la madurez gonadal
(Orth, 1984),

Gran parte de lo que sucede durante el desarrollo del ovario y del testiculo es regulado por
las hormonas gonadotropas FSH y LH, sin embargo se considera que estas hormonas no
tienen efecto sobre las gonadas en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario en las
aves, ya que el eje hipotdlamo-hipdfisis-génada se establece hasta el dia 13.5 en estos
vertebrados (Woods, 1977). Las gonadotropinas, FSH y LH en el testiculo actian sobre las
células de Sertoli y Leydig respectivamente, estimulando la sintesis de hormonas esteroides,
estradiol y testosterona; en el caso de la FSH, se ha demostrado que regula la produccién

de diferentes proteinas, asi como la formacion de uniones comunicantes que permiten el
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establecimiento de la barrera hematotesticular (Heckert, 1993), ademés de participar junto
con la LH en el proceso de espermatogénesis.

La actividad proliferativa de ambas gonadotropinas, ha sido poco estudiada, sin embargo,
varios estudios han demostrado que este proceso es regulado particularmente por la FSH
(Heckert, 1993; Dorrington y cols.1993; Barafiao, 1991; Kohtaro,1995), mientras que la LH
no interviene en la division celular en mamiferos. Por otra parte, los trabajos realizados
sobre la accion de la FSH en la division celular se han llevado a cabo en mamiferos adultos
y en menor grado en otros vertebrados. En las aves, el efecto de esta hormona durante el
desarrollo embrionario fué determinado realizando cultivos celulares de ovarios
prefoliculares de pollos de 13 y 18 dias de incubacién, estableciéndose que esta hormona
induce proliferacién celular, mientras que hormonas de tipo luteinizante (hCG) y el 178-
estradiol que es considerado como agente mitogénico in vivo, no tuvieron ningun efecto
sobre la sintesis de ADN en este organo (Solis, 1996; Veldzquez y cols. 1997). También se
logré purificar la subpoblacién ovirica efectora del estimulo proliferativo de la FSH, que
esta constituida por células pregranulosas secretoras de 17p-estradiol (Alvérez-Fernandez y
cols. 1992).

En el testiculo, las células de Sertoli son las efectoras de la accion de la FSH, ya que poseen
receptores para esta hormona y el gene para el receptor, se expresa tmicamente en ellas
(Means, 1974, 1975, 1977, 1978; Fritz, 1978). La FSH en estas células somaticas regula
diferentes funciones, gran parte de las cuales contribuyen a crear un microambiente 6ptimo
para el desarrollo de las céhﬂas germinales en el desarrollo embrionario y para la

realizacién de la espermatogénesis en el adulto. La actividad de esta hormona es regulada
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por AMPc y otros segundos mensajeros como ¢l calcio (Grasso y Reichert, 1989; Grasso y
cols. 1991; Heckert, 1993).

En la proliferacion celular en células de Sertoli de roedores, se ha determinado que la FSH
produce un incremento en los niveles intracelulares de AMPc, lo cual induce la activacién
de las enzimas encargadas de transformar los andrégenos sintetizados por las células de
Leydig en estrdgenos, principalmente 17B-estradiol, el cual como ya se ha mencionado, en
los mamiferos es considerado un importante agente inductor de la mitosis in vivo.

En el presente trabajo, nosotros demostramos 2 través de la cuantificacion de la
incorporacién de 3H-timidina y de técnicas de autoradiograﬁa,' que la FSH incrementa
significativamente el indice proliferativo en cultivos celulares de embriones de pollo y no
observamos efecto alguno de la hCG que posee actividad luteinizante, ni del 17B-estradiol.
Esto nos indica que al igual que en los mamiferos, la FSH participa especificamente en el
proceso de divisién celular y que puede diferenciarse claramente un efecto luteinizante de
uno foliculo estimulante en el testiculo embrionario de las aves, siendo las células efectoras
de tal estimulo proliferativo, las que constituyen la subpoblacion celular de mayor densidad
(F5) obtenida a través de gradientes de metrizamida. La fraccién (F5) muy probablemente
estd constituida por células de Sertoli, aunque no podemos descartar la posibilidad de que
las células peritubulares y/o las intersticiales sean blanco de la FSH.

El 17B-estradiol en nuestro estudio, no demostré estimular la divisién celular, contrario a lo
que sucede en estudios in vivo. Esta hormona esteroide no actua directamente en el
mecanismo de proliferacién celular in vitro, ya que se ha demostrado en células granulosas

y de Sertoli de ovario y testiculo de rata respectivamente, que el estradiol estimula la
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secrecion del factor de crecimiento tansformante beta (TGFp ). La accién de este factor y de
la FSH, inducen un aumento en la actividad de aromatizacién de andrégenos, asi como un
incremento en la divisién celular en las gonadas de rata. La funcién de los factores de
crecimiento en la actividad proliferativa, durante etapas muy tempranas del desarrollo
embrionario es particularmente importante, debido a que afin no existe comunicacion entre
el hipotdlamo, la hipéfisis y la génada, que més tarde regulardn este proceso. Un hecho
interesante, es que existe una actividad proliferativa interespecifica de estos factores, ya que
se ha demostrado que su funcién puede ser estimuladora o inhibitoria, dependiendo de la
especie de que se trate ( Gospdarowicz y Bialecki, 1979; Savion y cols. 1981). Ademas, es
determinante la presencia de factores de crecimiento para la progresion de la fase G1 del
ciclo celular a la fase S, en la que el material genético se duplica para después dividirse
durante la mitosis (Pledger, 1985).

Por otra parte, el estimulo proliferativo de la FSH en testiculos embrionarios de aves in
vitro, se ha establecido a partir de los 8 dias de incubacién (Solis, 1996), antes del
establecimiento del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonada, lo cual nos indica que ya existen
receptores a la FSH en etapas tempranas del desarrollo gonadal en las aves.

En el testiculo embrionario la FSH no actua indistintamente en todas las subpoblaciones
celulares que lo constituyen. Esto se deduce de la diferente respuesta proliferativa que
presentaron las fracciones testiculares. En el presente estudio, con la utilizacion de la
técnica de autoradiografia se comprobaron morfolégicamente estos resultados, al
demostrarse que los precipitados de granulos de plata y sélo se presentaron en algunas

subpoblaciones testiculares.
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Todo lo anteriot nos indica que la accién promotora de la FSH en el crecimiento gonadal de
las aves, depende de ciertos factores de crecimiento e involucra respuestas intracelulares,
como el aumento en las concentraciones de AMPc y otros compuestos que finalmente

estimulan a las células efectoras de esta hormona, para que se lieve a cabo la proliferacion

celular.
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CONCLUSIONES

Ademés de las funciones cldsicamente descritas para la hormona foliculo estimulante
(FSH), como la secrecién de hormonas esteroides, sintesis y metabolismo de protefnas y su
participacion en la formacion de uniones comunicantes entre las células de Sertoli; se ha
demostrado que esta hormona regula el mecanismo de divisién celular en génadas de
mamiferos, estimulando la actividad mitética de células de Sertoli durante el desarrollo
embrionario y en etapa postnatal. En las aves, demostramos que la FSH de alta pureza, asi
como la FSH recombinante, son importantes inductores de la proliferacién celular, en
cultivos de células testiculares de embriones de polio de 18 dias de incubacién, mientras
que el 17B-estradiol, que habia sido descrito como agente mitogénico in vivo, no mostrd
tener actividad proliferativa in vitro; por otra parte, la hormona con actividad luteinizante
hCG tampoco tuvo efecto sobre el indice proliferativo de las células en cultivo; esto nos
sugiere que cada una de estas hormonas juegan diferentes papeles durante el desarrollo
gonadal. Las distintas funciones que se realizan en el testiculo, reguladas por la FSH y la
LH, interactuan en forma tal, que permiten que el tejido gonadal se desarrolle y madure,
logrando llevar a cabo al termino de estos procesos, el establecimiento de la
espermatogénesis, con todos los mecanismos que esta involucra, La accién de la FSH sobre
el proceso de divisién celular, debe realizarse a través de la modificacién del tiempo de
duracién de alguna de las fases del ciclo celular, muy probablemente la fase Gl o etapa
presintética; por otra parte, la accién de esta gonadotropina puede realizarse en forma
independiente o bien en combinacidn con alguno de los factores de crecimiento liberados

extragonadalmente, o producidos en la gonada misma. La formacién del complejo
»
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hormona-receptor en la membrana celular, desencadena miiltiples mecanismos
intracelulares, en los cuales participan segundos mensajeros como el AMPc y el calcio, asi
como la activacién de proteinas cinasas que logran que una sefial extracelular sea
transformada en el interior de la célula y se realize el fendémeno de la division celular en el
tejido gonadal.

Encontramos una respuesta diferencial de las distintas subpoblaciones celulares que
constituyen el testiculo, las fracciones de menor densidad (F1 y F2), no respondieron al
estimulo de Ia hFSH, mientras que las subpoblaciones de mayor densidad (F4 y F5)
respondieron significativamente al estimulo proliferativo inducido por esta hormona. Todo
lo anterior, nos sugiere que no todos los componentes celulares que constituyen el testiculo
de aves de 18 dias de desarrollo, son células efectoras del estimulo proliferativo de la FSH.
El presente trabajo de tesis es ademéds un excelente modelo experimental que puede
utilizarse como un ensayo biolégico para discriminar perfectamente accion luteinizante y
foliculo estimulante, valorado por la capacidad que la FSH presenta como inductora de la

proliferacién celular en el tejido gonadal estudiado.
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APENDICE

TECNICA PARA MEDIR LA INCORPORACION DE “H-TIMIDINA EN CULTIVOS
PRIMARIOS DE TESTICULOS DE EMBRIONES DE POLLO DE 18 DIAS DE
INCUBACION

1). Eliminar el medio de cultivo con una micropipeta hasta donde sea posible (sin mover el
boton celular).

2). Agregar sobre la membrana con el boton celular 2ml. de fijador (metanol-4cido acético
3:1) durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3). Retirar el fijador v agregar 2ml. de 4cido tricloroacético (TCA) frio al 10% a 4°C
durante 60 minutos.

4). Eliminar el TCA

5). Agregar 400 ul de dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 2% e incubar durante 30 minutos a
60°C.

6). Mantener a temperatura ambiente, agregar Sml. de liquido de centelleo y cuantificar la
timidina incorporada en un contador de centelleo liquido.
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TECNICA DE AUTORADIOGRAFIA

1). Toma de la muestra

Se utilizaron células sembradas sobre membranas de policarbonato incubadas durante 60
horas con DMEM + BSA y 0.1 uCi de *H-timidina.

2).Eliminar el medio de cultivo

3). Fijar con glutaraldehido al 2% en buffer de fosfatos durante 60 minutos.
4). Lavar en buffer de fosfatos 0.15 M (3 cambios de 15 minutos cada uno).
5). Osmificar con tetradxido de osmio 60 minutos.

6). Deshidratar en alcoholes graduales

50%..crereeereinrnsenense 1 1avado

T0%.cveeieeisirineainines 1 lavado

80%....cererrreneerernens 10 1EINTLOS

G0%.cccrrrecreririnririnnis 2 cambios de 10 minutos cada uno
100%.0..covveeincirncsres 3 cambios de 15 minutos cada uno
Tolueno.....c.ccusnene 2 cambios de 10 minutos cada uno

7). Infiltracion en resina-tolueno 1:1 (temperatura ambiente) durante 24horas

Resina pura......ccenenes 60°C durante | hora

Resina pura......ceeeeesens 60°C durante 1 hora

8). Inclusién en resina pura 60°C 24horas

9). Una vez polimerizado el bloque, se enfria a temperatura ambiente y se hace una

pirémide truncada para realizar los cortes semifinos,
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APLICACION DE LA EMULSION FOTOGRAFICA PARA LA TECNICA DE
AUTORADIOGRAFIA

En un cuarto obscuro utilizando luz roja o ambar se coloca en bafio maria a una temperatura
de 40-45°C la emulsién en una dilucién 1:1 con agua destilada agitando constantemente

hasta que se diluya.
Poner emulsién diluida en un recipiente (frasco rectangular) para cubrir las laminillas.

Se introduce la laminilla con el corte semifino en el recipiente con emulsién fotografica,
posteriormente se saca y se limpia con una gasa hiimeda la parte posterior {(donde no se
encuentra el corte).

Se colocan las laminillas verticalmente para que se escurran durante 30 minutos en
obscuridad total. Después de este tiempo se colocan las laminillas en una caja negra con un
paguete de silica gel para que absorba la humedad. Se tapa perfectamente la caja y se cubre
con una bolsa negra o papel aluminio y se etiqueta con los datos del tejido y la fecha.

Se guarda la caja en el refrigerador a 4°C durante 10 a 15 dias.

REVELADO (en el cuarto obscuro)

Pasados los 10-15 dias las laminillas se introducen cuidadosamente en un recipiente con
revelador fotogrdfico a 21°C durante 4 minutos.

Introducir las laminillas en agua destilada a 21°C durante 1 minuto.

Introducir las laminiflas en fijador a 21°C durante 4 minutos.
dar otro lavado en agua destilada a 21°C durante 1 minuto (para eliminar el fijador).

Dejar secar las laminillas para posteriormente tefiirlas con azul de toluidina o GIMSA.
Utilizar revelador Kodak D-11, cat. 1464569

TINCION PARA CORTES SEMIFINOS

1. A la Jaminilla se le coloca el colorante cubriendo el corte.

2. Se pone en una parrilla a aproximadamente 80°C hasta que empiece a evaporarse el
colorante formando un halo brilloso en el borde del colorante,

3. Se enftia a temperatura ambiente.

4. Se lava con agua corriente.

5. Se enjuaga con agua destilada,

6. Se deja secar y se monta con resina.

7. Observacion.
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