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RESUMEN

Se saba que la hormona foliculo estimulante (FSH} promueve la
divigidén celular y Lla esteroidogénesis en cultivos celulares
primarios de ovarics prefoliculares de embricnes de pollo de 18
dfas de incubacidén (Pedernera y cols, 1988, Veldzquez y <ols,
1997} . En este trabajo se determind si el estimulo de la divisidn
celular producido para la FSH se modifica al asociar diferentes
subpoblaciones de c¢élulas somdticas y germinales del covario
embrionario; por lo cual se emplearon ovarios izqulerdos de
embriones de pollo de 18 dias de incubacién, los cuales ae
disociaron con tripsina al 0.25% durante 20 minutos; la reaccidn se
detuvo con inhibidor de tripsina y la suspensién celular obtenida
se separd a través de dos gradientes de densidad con Metrizamida
del 0-20% a partir de los cuales se obtuvieron cuatro
subpoblaciones celulares:

a) células esteroidogénicas tipicas (F1),

b) ovocitog primarios (F2),

c) y Q) principalmente cé&lulas prefoliculares y somadticas

epiteliales poco diferenciadas (F3 y F4).

Después de esto se realizaron cultivos con las subpoblaciones para
ver cémo respondian en condiciones basales y tratadas con hFSH. Los
cultives se realizaron sobre membranas de policarbonato
incubandolos durante 60 horas en una atmésfera de 95-5% aire-C05 a

37¢¢ en Medioc Minimo Esencial modificado por Dulbecco (DMEM)
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adicionando ademds a los grupos tratados {(a las subpoblaciones por
separadc ¥y a las mezclas de éstas) 0.5 U.I/m) de hFSH (Fertinorm)
y 0.1 |K£i de [3H] -timidina a todos los grupos (tanto basales como
tratados) . Pogteriormente se cuantificd la timidina incorporada a
las células cultivadas. De los resultados obtenidos se observéd que
la fraccién F4 es la {dnica que responde a un estimuleo de hFSH con
una mayor incorporacidén de [3H}—timidina; basandonos en esto se
empled dicha fraccién en combinacién con las demds fracciones (F1,
F2 y PF3), las cuales fueron sembradas bajo las mismas condiciones
que los cultivos anteriores. Los resultados muestran que no hubo
una modificacién en la incorporacién de [PHltimidina por la
asociacidén de F4 con Fi o con F3, en cambio, al asociar los
ovocites primarios (F2) con la subpoblacién F4 se observd una
inhibicién en la incorporacidn de [°H] -timidina, tanto en
condiciones basales como estimuladas por hFSH. Estos resultados
sugieren que los ovocitos primarics (F2) estdn liberando un factor

que inhibe la divisién celular de la fraccidén F4, gque son las

células que wAs responden ante el estimulo de la hFSH.



INTRODUCCTION,
GENERALIDADES DEL OVARIO ADULTO DE AVES.

El ovario es el 6rgano principal del aparato reproductor
femenino, es una estructura par en la wmayor parte de los
vertebrados; presenta dos funciones esenciales gque son la
produccién de gametos y la produccién de hormonas esteroides
sexuales.

Durante el desarrcollo embrionario, las aves presentan dos
ovarios con sus respectivos conductos de Miller, que desembocan en
una cloaca (Weichert, 1981). Pero en la mayor parte de las aves se
da un fendmeno particular, el cual consiste en que fdnicamente el
ovario y oviducte izquierdos son funcionales en condiciones
normales, aungue como reflere Gilbert (1971}, ‘“existen algunas
especies salvajes, como las aves de presa y el Kiwi, que presentan
anbhos ovarios funcionales; en estos casos sdlo el oviducto
izgquierdo es funcional".

El ovario de las gallinas es un drgano que va de redondeado a
poligonal, de aspecto arracimado y de consistencia fragil. Esta
localizado en el extremo cef&lico de los rifiones y unido a la pared
somidtica por el mesovario; su tamafio depende del estado funcional,
variando entre el de una avellana hasta el de un huevo. El color
dominante eg amarillentc con matices rosados O grisidceos ©sCUros.
En el ovario de la gallina se distingue una regidn cortical o
externa plagada de foliculos en diferentes etapas de desarrcllo
embebidos en el estroma y otra medular o interna la cual contiene

vagsos sanguinecs, nervios y misculo liso; estén separadas por una



densa capa de tejido conective (Hoffmann, 1969}.

Al hacersge el corte de un foliculo maduro {Fig. 1) se distinguen

las siguientes estructuras:

a)
D)

<)

d}

&)

h)

i)

Cvocito

Membrana vitelina, limita al vitelo contenide en el ovocito
Zona radiada, regién de contacto entre el ovocito y el
foliculo formada por finag prolongaciones de las células de
la granulosa

Membrana perivitelina, zona acelular posiblemente secretada
por las células de la granulosa

Capa granulosa, células que rodean al ovocito, inicialmente
durante el desarrollo estdn presentes varias capas, después,
cuande el ovoeito ha ¢recido, es una gola capa de células
aplanadas

Membrana basal, separa la capa granulesa de la teca interna,
formada por glucoproteina y fibronectina

Teca interna, es una cdpsula compacta que contiene uwna regidn
interna de células fusiformes con nidcleo oval y fibras de
coldgena, una zona media de fibroblastos y una externa de
células vacuoladas (bahl, 1971)

Teca externa, es mads ancha y mas laxa que la anterior y
consiste de varias capas de fibroblastos interdispersos con
las fibras de collgena, misculo liso y células epiteliales
indiferenciadas (Herndndez-Vertiz y cols, 1993)

Tejido conectivo, que junto con misculo liso cubren al

foliculo
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Un epitelio germinal rodea a la masa [folicular. Cada foliculo
presenta un tallo folicular gue le une a la pared corporal. A
diferencia de los mamifercs, en aves no se forma el cuerpo liteo y

no existe un antro folicular ({(Tienhoven, 1983).

Tallo folicular

Granulosa

Tejido conectivo
Teca interna

t
Capa perivitelina Teca externa

Cé&lulas intersticiales

Membrana basal

Estigma

Lamina basal

Granulosa
Capa perivitelina

Zona radiada

Fig. 1. Representacidén esquemitica de un foliculo de ovario

adulto de ave {(tomado de CGilbext, 1971)
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Ademéds se distinguen de los mamiferos, por la jerarquizacidn en
el tamafio de los foliculos; los wds pequeflos son de color blanco y
su tamafio estd entre 2-5 mm de didmetro, los gue van de 6-35 mm de
didmetro son de color amarillo y se clasifican en orden creciente
de tamafio siendo la numeracidn decreciente (folicules
preovulatorios) F6, F5, F4, F3, F2 y Fl1 (Gilbert, 1971).

Entre las principales hormonas gue produce el ovario estdn los
esteroides. Se ha determinado a través de una serie de estudios
realizados en aves, gqué hormonas esteroides se secretan en las
capas de la granulosa y de la teca. TLas células de la granulecsa
secretan progesterona (Huang y cols., 1979), las de la teca interna
producen testosterona, y la teca exberna estradiol, proponiéndose
un modele tricelular para la esteroidogénesis folicular en aves
{Pedernera y cols., 1988, Porter. y cols., 1989 y MNitta y cols.,

1991) .

DIFERENCIACION Y DESARROLLO GONADAL

Witschi (1956), propuso que el establecimiento de una gbnada
indiferenciada en el embrién de polle, es un proceso gque incluye un
doble desplazamiento de células en diferentes direcciones, las que
forman la médula bajan del blastema mesoné&frico, las de la corteza
suben del epitelio celdmico. Otros autores proponen que este
fendmeno es resultado de proliferaciones consecutivas del epitelio
celdmico, que primerc originan la wmédula y después la corteza. En
cambio, Merchant-Lariocs (1978} propone que las gdnadas se forman a

partir de un blastema gonadal, el cual es una condensacidén de
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mesénquima (originarid tejido conectivo, vascs sanguineos y tejido
intersticial esteroidogénico) y células del epitelio celdmico
(contiene a las CGP rodeadas por células scmidticas precursoras de
las células de la granulosa o Sertoli).

En el embridén de pollo, al 3er dia de vida embrionaria, las
células germinales primordiales (CGP) provienen del endodermo
extraembrionaric y migran hacia la c¢resta gonadal a través del
torrente sanguinec (diapedesig); se acumulan simétricamente en
cada génada (derecha e izguierda) del embrién, conforme continta el
desarrollo ewbrionario; el nimeyo de células aumenta de 2 a 5 veces
més rapidamente del lado izquierdo gue del derecho. Al séptimo dia,
la diferenciaciétn sexual de la gbdHnada es definitiva (Sauveur,
1992) .

En los estadios temprancs del desarrollo, el embrién de la
hembra presenta dos ovarios, el derecho crece lentamente desde el
8° al 10° dia de desarrollo v conforme transcurre el tiempo sufre
una regresién hasta permanecer en un estado rudimentario alrededor
del dia 15 sin funcién alguna en el nacimiento (Brode,l928};
mientras que el ovario izgquierdo, a partir del 3exry dia de
incubacidn, sigue su desarrollo normal. Las CGP estdn dispuestas en
cordones sexuales entre el estroma; conforme avanza el desarrollo,
su disposicidn va cambiando hasta presentar dos capas: una corteza,
en la cual se localizan nidos de ovogonias y una médula que estd
compuesta por células que contienen gotas de lipidog, células que
carecen de éstas, conductos lacunares y vasos sanguineos (Jones,

1978, Gilbert, 1971). Este ovario prefolicular eg capaz de secretar
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hormonas esteroides a muy temprana edad. Por medio del empleo de
precursores radiactivos, se ha demostrado que en el ovario de
embrién de pollo a log 6 dias de incubacién, ya hay biosinteis de
17f-estradiol, estrona y entre los 7.5 a 18 dias de incubacidn la
secrecidn de otras hormonas (testostercona, dehidroepiandrosterona
[DHEA] v progesterona) (Weniger y Zeis, 1971, Guichard y cols.
1973, 1977b y 1979, Galli y Wassermann, 1972); otrog estudics han
mostrado que la sintesis de andrdgenos y estrdgencs cocurre durante
el 8° y 10° diag (Gilbert,1971). La presencia de andrbgenos,
estrona vy 17%-estradicl se ha Jdemostrade por medic de técnicas
inmunohistoquimicas, inmunofluorescencia, cultive de tejidos,
cultivo de érganos ¥ howogenaizado de gdénadas en embriones de pcllo
de 7.5-18.5 diag de incubacidn (Woods y Brazzil, 1981, Guichard vy
cols., 1977a, Woods y Erton, 1978; Woods y Podczaski, 1974 v Woods
y cols., 1975). Ademas, las gdénadas tienen la capacidad de
responder ante el estimulo de hormonas exdgenas (LH y hCG} y cemo
consecuencia, aumentar la secrecién de 17R-estradiol, fendmeno gue
se observa en embriones de pollo de 7.5-18 dias de incubacidén
{Weniger y Chouraqui, 1988). Al final del desarrollo embricnario,
las cé&lulas que producen esteroides son abundantes y al nacimiento
representan un 18% de la médula {Gonzdlez-Moran y cols., 1985)

En trabajos recientes, se han democstrade, por medio de estudios
morfolégicos, los tipos celulares gue existen en el ovario de
pollos recién nacidos (Gonzdlez del Pliego y cols., 1988). Estas
subpoblaciones celulares pueden separarse a través de gradientes de

densidad; tres de ellas, secretoras de hormonas esteroides, y una
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que corresponde a los oveeitos (Pedernera y cols., 1988, Alvarez y
cols., 1995) (Fig 2). Lag caracteristicas de las células obtenidas
en cada fraccidén pueden resumirse de la siguiente manera:
Fraccidn 1:

*Una densidad de 1.012 g/ml

*C&lulas tipicamente esteroidogénicas, bien diferenciadas

*Encargadas de secretar andrégenos (testosterona)

*Ademds, presentan los complejos enzimdticos: 17¢-
hidroxilasa/C17-20 liasa y la 3BR-hidroxiestercide
deshidrogenasa/ﬂ."_"4 isomerasa {33-HDS)

*Pregentan en su citoplasma gotas de lipidos, reticulo
endoplasmico liso bien desarrollado y mitocondrias grandes
con crestas tubulares

Fraccidén 2:

*Una densidad de 1.037 g/ml

*Corresponde a ovocitos primarios

*Un didmetro de 25 pm o mas

*De forma ovoide, con niiclec excéntricoe

*Su participacidn en la actividad esteroidogénica es nula

Fracciones 3 y 4:

*Una densidad @& 1.055 g/ml (F3) y 1.071 g/ml (F4)

*Células somdticas poco diferenciadas

#Presumiblemente, las fracciones F3 y F4 corresponden a
distintas poblaciones o a células en diferente estado
funcional, ya gue tienen diferente actividad enzimédtica; la

enzima aromatasa es mayor en F4 que en F3 v la 5B-reductasa



estd distribuida en forma homogénea, mientras que la F3
presenta la actividad de 17f-hidroxiesternide deshidrogenasa
{17B-HDS) en forma predominante (Alvarez y cols, 1%95)
*Carecen de inclusiones lipidicas en el citoplasma
*Se caracterizan por contener 3 diferentes subpoblaciones:

{a) C&lulas pregranulosas que tienen reticulo endopléasmico
rugoso, mitocondrias con crestas tubulares y nicleo grande

(b} Células poco diferenciadas con citoplasma escaso, niclea
grande, a veces presencia de reticulo endoplasmico rugoso ¥y de
mitocondrias con crestas lamelares, con nucléolo evidente, y

{c) Fibroblastos con citoplasma egcaso y pocos organelos

GENERALIDADES DE HORMONAS.

La palabra hormona proviene del griego anguino (exgitar o
remover), se trata de un mensajero quimico gue eg secretado en
concentraciones muy pequeflas (micromolar [;,¢I~/1=10"6 M] a picomolar
[pM=10'12 M]) por un tejido en especial y es transportado por la
sangre por medio de proteinas transportadoras, con el propésito de
estimular una actividad bioquimica o fisioldgica especifica
{(Alberts vy cols., 1989).

l.as hormonas son  una  forma  importante de comunicacidn
intercelular que actian modulande la funcidén de tipos celulares
ggspecificos. El mecanismo de comunicacidn se basa en la estructura
y naturaleza de la hormona y sus receptores. También se puede tener
en cuenta su distancia de accidn. A este respecto se consideran

tres variantes:



Fig. 2. Fotografia de un ovario prefolicular donde se observa la
corteza con nidos de ovogonias (o), en la médula la presencia de
células con lipidos (1) y sin lipidos (s), fibroblastos (£},

vasog sanguineos (v) y conductos lacunares (c) {360x) .



a) COMUNICACTION EMDOCRINA: Cuando la wolécula mensajera es
conducida a través del torrente circulatorio hacia tejidos
distantes para ejercer su accidén (corresponde al concepto

cldsico de hormona) .

Pardcrina

o e )

%y % o o
Autdcrina geols ool
<)

o DQD

o0 & & 5 Enddcrina

Torrente cireulatorio . — 4 ¢ ?

”OD Ao 804 Q\’O"au\’ﬁomo\i“abzsu °Q°Aa
o
oﬂﬁu')a‘&og A%Aobaaoﬁoﬁgagnp DojA /gﬂ

Moléculas de hormona a‘zfijfpf'

OAHQ aofkﬂﬁ-c Uoubnﬂgn Q-!).b Oﬂfobcﬂnbonbuoc

[¥] 1y
Do LA Aﬁnb.&an/ oh o/ﬁof-‘lou Oae 6 A °B°Q°Ar_\o°A

@@

Células diana

Fig. 3. Representacién esquemdtica de los diferentes tipos de

comunicacién hormonal a)enddcrino, b)parderino y c)autderino

{tomado de Eckert y Randall, 1990)

b} COMUNICACION PARACRINA: Cuando el agente secretado influye
directamente sobre la funcidén de las células blanco

adyacentes,
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¢} COMUNICACION AUTOCRINA: Cuando las c¢élulas secretan agentes
que ejercen acciones especificas sobre la propia célula
secretora (Eckert y Randall, 1992) (Fig. 3).

Un ejemplo de estos tipos de comunicacién son la serie de
experimentos con los cuales se ha tratado de dilucidar cémo la
comunicacién pardcrina y autdcrina regulan el crecimiento celular
de los foliculos en mamifercs. En estos experimentos, realizados
por Kotsuji y Tominaga en 1994, en donde cultivaron cé&lulag de la
granulosa y de la teca de rata por separado y juntas, encontraron
gue existe una modulacidn reciproca en cuanto a su morfelogia,
estructura, c¢recimiento y funcidn, y ademds gue al tratarlas con
FSH y LH el efecto causado sobre las células es modificado por la
comunicacidn entre ellas.

La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante
(LH), son hormonas GONADOTROPICAS polipeptidicas que scn secretadas
por la adenchipdfisis y su liberacidn estd gobernada por la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH). Se caracterizan por presentar
una subunidad e similar, pero diferente subunidad B la cual
determina la especificidad a nivel del receptor de membrana; estas
subunidades, al encontrarse disociadas, son bioldgicamente
inactivas (Litech y cols., 1977; Pierce and Parsons, 1981} .

Ambag gonadotropinas ejercen funciones a nivel reproductivo; la
FSH actlia principalmente sobre las células de la granulosa en el
ovario, induciendo la aparicién de receptores para ella misma, para
1a LH, el EGF, la prolactina y las lipoproteinas {Dahl y Hsueh,

1988). La LH interactda con las células de la teca y de 1a
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granulosa que junto con la FSH, controlan la diferenciacidn de los
foliculog, la ovulacidén y la esteroidogénesis.

La <capacidad gue tiene una célula para responder ante una
molécula de sefializacién extracelular determinada, depende de la
presencia © no de unas proteinas especificas cconocidas como
RECEPTORES. lLa forma en que responde la célula diana ante el
estimulo es alterando las propiedades o velocidades de sintesis de
sus proteinas vya existentes o nuevas. Las moléculas de
seflalizacién, al unirse c¢on su ligando o receptor, forman el
complejo hermona-receptor, el cual se divide en dos clases:

a) Receptores de clase I, log cuales producen cambios en el
metabolismo celular; su accién es lenta y duradera. Presentan alta
afinidad por la hormona, y su localizacidn es intracelular {citosol
o ntcleo) . E1 complejo hormona-receptor activado presenta afinidad
por varics sitios de unidén en el nicleo influyendo sobre la
expresidn génica; a esta clase pertenecen los receptores de las
hormonasg estexoides y tircideas (tiroxina [T4] vy triiodotircnina
[T3t}.

b} Receptores de clase II, se localizan en la wmembrana
plasmética, =se caracterizan por internalizar el complejo hormona-
receptor, su accidn es ripida; presentan alta afinidad vy
egpecificidad. El receptor sgufre cambios conformacionales para
interactuar con otras moléculas gque transmitirdn la seiial al
interior de la célula, que desencadenard procesos metabdlicos
intracelulares por medic de la presencia de segundos mensajercs

ica?*, AMPc, fosfatidilinositidos) (Norman, 1987). Pertenecen a
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esta clase las hormonas polipeptidicas FSH, LH y la hormona
estimulante de la tiroides (TSH), la mayoria de los mediadores

quimicos y los neurotransmisores.

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIARIO-GONADAL

En el embrién de pollo, los componentes del eje hipotalamo-
adenochipdfigig-gbnada (HAG) funcionan de forma independiente
durante su crecimiente, déndose una integracidn posterior entre
ellos. Se ha visto gue la instalacidn del eje H.A.G. se presenta
entre log diag 12 y 13 de incubacién va que a esa edad se establece
el plexo wvascular hipotdlamo-hipofisiario, v se detecta ademis,
inmunocitogquimicamente, la presencia de la GnRH (Woods, 1987).

La secrecidn de gonadotropinas estd controlada por &l cerebro,
quien recibe la informacién del ambiente para regular la secrecidn
de la GnRH. Los cuerpos celulares nerviosocs y las fibras gque
contienen a la GnRH estan localizados en el hipotalamo; este
decapéptido es transportado a la eminencia media del hipotilamo
ventral en donde es liberada al espacio perivascular de capilares
sanguineos, que drenan hacia la adenohipdfisis a través del sistema
porta {Fig 4) para estimular finalmente la liberacién de hormonas
gonadotrdpicas de la adenohipdfisis. Estas gonadotropinas llegan
por via sistémica a su drgano blance, interactdian con sus
receptores de membrana estimulando asi el crecimiento gonadal v la

esceroldogénesis.
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Cuerpos celulares
de GnRH

Nacleo

supraquiasméiiii
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Iobule neural
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Gonadotropa
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Células/de
Prolactina

Hipdfisis anterior

Fig 4. Esquema del posible sitio de regulacidén de la secresién

de la GnRH a nivel hipotalamico {(tomado de Gilbert, 1971).

Ademds de la LE y la FSH hay otros factores gue estimulan el
desarrollo del foliculo y la sintesis de hormonas, entre los cuales
ge encuentran el 17&%-estradicl in vivo, el TGF- (Bendell vy
Dorrington, 1991, Dorrington y cols., 1993}, el IGF-I y el EGF
{Olsson y cols., 1990, Bley y colg., 1992, Roy v Greenwald, 1991}.
Bstos factores de crecimiento, por lo general, potencian el efecto

de la FSH en cultivos_in vitrec de células de la granulosa, ya sea
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de foliculos pequefios o grandes, detectdndose lo anterior por medio

de la incorporacién de timidina tritiada en la sintesis de DNA.

HORMONAS SEXUALES

Dentro del awmplio conjunto de las hormonas comentaremos
brevemente gque las hormonas esteroides (que cowmprenden a las
hormonas sexuales) cuyo nombre deriva del griego estereos (sdlido),
¥ representa la fraccidén sdlida residual gue permanece después de
la saponificacidén de las grasas animales, gon 1lipidos no
saponificables, poco sclubles en agua, solubles en solventes
organicos. Tienen como papel esencial la regulacidén de wvariados
procesos bicldgicos en los mamiferos, como son la presencia de los
caracteres sexuales secundarios, el crecimiento folicular:; la
mayoria de estas hormonas se biogintetizan -en el ovario, el
testiculo y en la gldndula adrenal, también en placenta e higado
fetal empleando al colesterol come intermediario.

Su composicidén quimica comprende una estructura compleja,
conformada por 3 anillos de ciclohexano (A, B, C) ¥ un anillo de
ciclopentano (D) {Ciclopentanoperhidrofenantreno) . Por su
estructura quimica basica las hormonas esteroides (Fig. 5} se

dividen en 5 grupos con base en gu actividad biolégica:

Estrégenos -----------==------- ci8
Andrégenos ~-eew-------m-------- 19
Progestinas naturales --------- c21
Glucorticoides --—-—-=--ec------ c21

Mineralocorticeoides ~---------- - Cc21
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cig ci18

C19-ANDRCSTANO

C18-ESTRANC
cz2i
c20
ci8 ci8

ci9
Ccio
c27

C21-PRAEGNANC

C27.COLESTANOQ

Fig 5. Estructuras bédsicas de las hormonas esteroides:
estrano, androstano, pregnano y colestano (tomado de Hicks y
Diaz-Zagoya, 1988)

Mencionaremos a continuacidén algunas de las funciones de las
hormonas estercides gonadales:

Entre los principales ESTROGENOS naturales encontramos a la
Estrona (ELl), el 17f@-Estradiol (E2) vy el Estriel (E3), gue se
biosintetizan en el ovario, la placenta vy en menor proporcidn en el
testiculo. En mamiferos contribuyen al crecimiento y desarrollo
folicular y uterino; desarrollo de genitales internos y externos y

caracteres sexuales secundarios. En aves interviene en la sintesis
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de precursores de vitelo, movilizacidén de calcio, crecimiento
folicular, del oviducto y sintesis de los componentes de la
albimina.

Los ANDROGENOS (su nombre proviene del griego androg=varén y
gennao=producir), son producidos en el ovario, en las células de la
teca y en las células intersticiales del testiculo. Ejercen una
variedad de acciones inhibitorias v/o estimuladeoras al
interaccionar con sus receptores o sitios de enlace, locaiizados en
el citoplasma de las células diana. En aves intervienen en la
secresién de albtimina en el ldmen, actividad y waduracién de
espermatozoides.

Dentro del grupo de las progestinas estd la PROGESTERONA. cuyo
nombre deriva del latin "pro" {a favor} y de "gestare" {llevar),
gque Jjunto con les estrdgenos, modulan efectes primordiales en el
SNC y en drganos periféricos. En mamiferos, mantiene la gestacidn,
induce la relajacién del wmdscule uterino ¥y disminuye la
excitabilidad del miometric. En aves, pxomuave la sintegis de
avidina, secrecién de albumina, liberacidn de GnRH y liberacidn de

gonadotropinas.

CICLO CELULAR

Se define como el periodo activo de biosintesis y crecimiento
celular durante el cual se forman dos células hijas a partir de la
divigién de una célula madre, teniendo &stas la misma capacidad
para llevar a cabo las miswmas funciones wetabdlicas de la célula

madre y de dividirse. Generalmente el procesc se divide en cuatro
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etapas:

i1} Presintético o gap 1 {G1).- intervalo entre la mitosis y la

sintesis de DNA.
ii) Sintesis de DNA (8).- incorporacidn de precursores del
DNA ¥y gu posterior replicacidn.
iii) Postsintético o gap 2 (G2).- intervalo entre el fin de la
fase S y la iniciacién de la mitosis.
iv) Mitosis (M).- periodo durante el cual los cromosomas se
condensan y se completa la citocinesis.
Las etapas Gl, S y G2 generalmente abarcan un 20% del ciclo celular
y el 10% restante corresponde a la fase M (Fig. 6).

El tiempo de duracién del ciclo celular entre las células de un
mismo tejide varia, incluso en la misma cé&lula al pasar de un
cicloc a otro. Estas variaciones radican en el tiempo gue tarda la
célula en permanecer en @1 (horas o afiog), en donde una célula
postmitédtica entra a un estado de restricecidn {G0), a la cual, si
le llegase el impulso adecuado, la célula saldria de este descanso
v regresaria al ciclo proliferativo (Alberts y cols., 1989).

Por experimentos realizados con cultive de fibroblastos
empleando come factores la disminucidn de suero, la deficiencia de
nutrientes, el aumento de AMPc y el aumento en la densidad celular,
se observd gque las células que estdn en etapa G0 disminuyen su tasa
de crecimiento celular y la sintesis de DNA, ademds de la sintesis
de RNA vy proteinas. Se detectd que las células en etapa GO son
figsicldégicamente diferentes de las gque se encuentran en fase G1,

pero la etapa de quiescencia no es un estado gradual de deterioro,
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34cd02
CLND P2%  coxe
CLNB
CLNA
cde?
p34

Fig. 6. Representacidn de los diferentes factores promotores
del ciclo celular entre los que se encuentran diferentes

tipos de ciclinas (tomado de Zentella, 1993)

es decir, gue estas células en etapa G0 son metabblicamente activas
mostrandoc aumente o disminucién en un nGmero de procesos
bicquimicos especificos. Al recibir la sefial apropiada, hay una
reactivacidén en la transcripeldén del RNA, seguido de un incremento
en la sintesis de nuevas moléculas necesarias para la salida de la
etapa 80 y el avance hacia la G1 (Stein y Lian, 1992).

pentro del ciclo celular, existen otros sistemas de regulacidn
los cuales se encuentran restringidos a cilertas etapas del ciclo.

Entre &stos encontramos complejos formados a través de la
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asociacién de las ciclinas y de las proteinas cinasas dependientes
de ciclinas {(Cdk}. Las ciclinas son proteinas activadoras que se
sintetizan y degradan de forma ciclica en cada divisién celular,
ademds se enlazan a las Cdk controlando su capacidad para agregar
grupos fosfato a ciertas proteinas en una etapa especifica del
cicle. Las Cdk se encargan de fosforilar proteinas gque contengan
residuos de serina y treonina.

Existen & tipos de ciclinas (A a la F), 1las cuales se combinan
por lo menos con 5 Cdk (1 al 5), que son codificados por genes de
la familia ¢DC2, siendo la Cdk2 la wds activa en las principales
etapas del ciclo celular (Gi y S). Las Ciclinas A y B, se expresan
durante G2 y M, la Ciclina D, responde al estimulo de factores de
crecimiento proliferative (HGF, PDGF, FGF e IGF) durante la fase
temprana de Gl, y Ciclina E, marca la transicién de G1 a S.

Existe un factor formade por 2 proteinas con actividad cinasa

una cdc2 (p34cdc2)‘

que presenta un estado de fosforilacidn
trangitorio (p34€9¢2)_p durante G2 y una ciclina, la cual es una
proteina que se acumula por sintesis continua durante la interfase
y es destruida durante la fase M (Zentella, 1993) (Fig. €} . Entre
estas proteinas reguladoras se encuentran dos genes asociados a
tumores, c-myc vy RB, la primera se transcribe antes de iniciar S
aumentandc transitoriamente entre Gi y 8; ademas se han
identificado cambios en el estado de fosforilacién de RB, que pasa
de un estado menos fosforilade (RB-OH), el cual es capaz de retener

a la célula en Gi, a uno de fosforilacidn (RB-P} en donde esta

inactivo, permitiéndole a la célula pasar a § (Fig. 6).
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FACTORES DE CRECIMIENTO
1os factores de crecimiento polipeptidicos {FCP) forman parte de
una gran clase de woléculas hidrofilicas de sefializacidn
extracelular que constituyen una parte importante del sistema
endéerine; al unirse a receptores especificos en la superficie
celular, regulan una diversidad de fuanciones celulares {activacién
de genes, duplicaciédn de DNA, sintesis de proteinas) desencadenadas
por la activacién de sefiales intracelulares (AMPc). Individualmente
pueden expresarse en una gran variedad de células manifestando
actividad en un range considerable de células y tejidos blanco

(Stein y Lian, 1992).

Log FCP pueden ser considerados como una mezcla de los tres
tipos de comunicacién hormonal: enddcrina, pardcrina y autdecrina.

Los FCP actdan de manera sinérgica y secuencial para promover la
proliferacidn de las células en cultivo no transformadas e iniciar
la respuesta mitdgena. Los FCP interactiian con los receplores de
enltace especificog de la membrana; estos receptores gse han
identificado con actividad de tirosina-cinasas, conteniendo cada
unoc tres diferentes regiones estructurales:

i) un dowminio enlace-ligandc extracelular

ii} un dominio hidrofébico transmembranal,

iii) un dominio intracelular hidrofilico, que contiene un
dominio cinasa altamente conservado en el cual reside la
actividad tirogina-cinasa.

La importancia de este ultimo dominio radica en que es

indispensable tanto para la actividad mitogénica de los receptores
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como para los eventos celulares tempranos inducidos por el enlace
de ligandos a receptores {Stein y Lian, 1992).

Al interactuar el FCP c¢on su receptor y activarse este Ultimo,
opera por medio de la sefial de transduccidén proteina tirosina-
cinasa, estimuldndose la formacidén de segundos mensajeros, guienes
traducen la sefial mitégena de la membrana celular al interior de la
¢&lula. Al interaccionar el FCP con su receptor, pueden activarse
dog vias (Stein y Lian, 1992 y Roskoski, 1996):

1} Se da la fosforilacidn de proteina cinasa que activa el ciclo de
la proteina activadora de la GTPasa ras.

2} Hay cawbios alostéricos por fosforilacidn de la fosfolipasa C,
que activard el cicle de la proteina activadora de la GTPasa ras,
Ambas favoreceran la operacidén de factores de transcripeidn que
modularin el metabolismo intracelular.

La proliferacién celular (la diferenciacidén y la expansidn
clonal) de las poblaciones celulares y las respuestas fisioldgicas,
no estdn reguladas s6lo por un FCP, sino por la accién de miltiples
FCP gue actdan en puntos discretos durante la expansidn de los
linajes celulares resultantes, ademds la accidn de estos FCP
depende del estado de diferenciacidn de las células blanco (Stein
y Lian, 1992},

Las células son susceptibles al estimulo de factores
que se han dividido en dos tipos (Fig. 7):

a) De Competencia: permiten a la célula alcanzar una etapa de

competencia, en la cual =se reinicia su entrada al cicilo

celular, Gl; pero son incapsces de hacer que 1la célula
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continite con el ¢iclo, (EGF, PFDGF y FGF)

b) De Progresidn: son adquellos que inducen a la célula para

que continie de G1 a 8 (Insulina e IGF-I)

En cambio existen factores antiproliferativos los cuales inducen
un blequeo en la fase Gl tardia provocando gque las células se
detengan y no continden con el cicle celular [factor de crecimiento
transformante (TGF-P), interferdn ¥ (INF-y), particularmente el
factor de necrosis tumoral-o (TNF-o v la interleucina 1 (IL-1)
estd restringida a la parte tardia de G1].

A continuacién se presentan algunas caracteristicas de algunos
de los factores de crecimiento gque posiblemente intervengan en al
proliferacidn de las células ovaricas:

1.~ FACTOR DE CRECIMIENTCO EPIDERMICC (EGF). Es un mitdgeno en
gran variedad de tejidos epidérmicos y no epidérmicos {(granulosa)
Suprime la induccidn de receptores a LH dependientes de FSH en
cultivos de células granulosas libres de suero. Puede modular el
crecimiente ovarico por disminucién de la biosintesis de estrdgenos
en la granulosa {Hsueh y cols., 1984).

2.- FACTOR DE CRECIMIENTC DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF}. Aumenta
el estimulo de FSH en la formacidn de receptores para LH in vitro,
para la produccién de progesterona, tal vez por el incremento en la
sengibilidad de las células granulosas ante FSH y AMPc (Hsueh vy
cols., 1984).

3.- FACTORES DE CRECIMIENTO INSULINICO (IGF-I, IGF-IT}. Los
receptores del IGF-I se han encontrado en la granulosa, por lo cual

el IGF-I ejerce un efecto estimulador en la egteroidogénesis de
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Fig. 7 Esquema del cicle celular con sus diferentes fases M,

GlL, G2 y S. Y los FCP que permiten ¢ inhiben la continuacidn

del ciclo celular (tomado de Zentella, 1993)
dichas cé&lulas; la demostracién de la accidn del IGF-I a nivel de
teca y granulosa sugiere posiblemente una regulacién paréacrina o
autécrina (Hsu y Hammond, 1987). Pueden promover el crecimiento y/o
diferenciacién de células ovaricas, ¥y el qgue su accidn predomine
depende de la naturaleza de las células y la presencia de factores
moduladores.

El sistema IGF ovaricc integra una respuesta en la hormona ante
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la produccién local de las IGF. Las gonadotropinas, estercides
gonadales y factores de crecimiento producides lecalmente, pueden
regular el sistema de IGF a este nivel ({(Hammond y cols., 1991} .

4.- FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE (TGF). El TGF-«¢ junto
con el EGF parecen ser inhibidores con respecto a muchas funciones
de la granulosa, incluyendo la produccién de estrégenos y la
gintegis de receptores para LH; en cambio, actla sinérgicamente con
la FSH para aumentar la diferenciacién de la granulosa, ademas de
aumentar la actividad aromatasa estimulada por la FSH, la
produccién de progestercna, la formacidn de receptores para LH ¥y
EGF. Al ser producido por la teca, puede actuar come factor
autéorino para controlar su propio crecimiento y diferenciacidn, y
como un factor paricrine para regular el crecimiento |y
diferenciacién de la granulosa. La poca cantidad producida por la
granulosa también puede actuar como factor autdcrino. Ademés, su
produccién por la teca y la granulosa puede influir en el
crecimiento y diferenciacién celular del ovario como un factor

pardcrino y/o autéerino (Skinner y cols., 1987)
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JUSTIFICACTON.

Se sabe que la gdénada de aves tiene la capacidad de secretar,
desde edades muy tempranas, tanto estrdgenos como andrégenos, ¥y que
esta capacidad es continua hasta después del nacimiento {Guichard
y cols., 1977a, Woods, 1973, Woods v Brazzil, 1981}.

La secrecién de estradiol y testosterona se encuentra regulada
por la FSH y la LH. En estudios donde se ha empleado el cultivo de
células de la granulosa de mamifercs y aves, se ha comprobado que
la FS8H se encuentra involucrada en la sintesis de proteinas,
induccién de receptores para FSH y LH, en la esteroldogénesis y en
la divisién celular (Hsueh y cols., 1984).

Se ha demostrado que el ovario prefolicular estd integrado pox
cuatro diferentes subpoblaciones celulares (Pedernera y cols., 1988
v Alvarez y cols., 1995), de las cuales tres presentan actividad
esteroidogénica, y que el ovario prefolicular tiene la capacidad de
responder al estimulo de la FSH aumentando la densidad celular y la
secrecién de estradiol y testosterona. Por tode lo antes mencionado
no propusimos investigar si existe regulacidén sobre la
proliferacién celular entre las subpoblaciones, vy si esta

requlacién se ve modificada por la accidén de la FSH.
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CBJETIVOS.

El ORBJETIVO GENERAL del presente trabajo fue dJdeterminar la
influencia de la hFSH sobre la proliferacién celular de las
diferentes células ovaricas y al asociar diferentes subpoblaciones

celulares del ovario de embriones de polle de 18 dias de

incubacién.

Del anterior se degprenden los siguientes OBJETIVOS
PARTICULARES :

a) Estudiar el efecto de ta hFSH sobre la proliferacidn en
cultivos primarios de células ovaricas disociadas
(Poblacién Mixta)

b) Definir el efecto de la hFSH sobre la proliferacidn de
subpoblaciones celulares obtenidas a través de gradiente
de densidad.

¢) Determinar el efecto de la hFSH en la proliferacidn de
cultivos primarios por la asociacidn de subpoblaciones

celulares de ovario de embriones de pollo
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MATERTALES Y METODOS.

MATERIAL QUIMICO:

El medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM) vy
Tripsina {1:250) fueron obtenidos de Grand Island Biological Co.
(Grand island, N.Y.)}. El inhibidor de tripsina, la albimina sérica
bovina (BSA), la Metrizamida, el dodecil sulfato de sodic y la
gonadotropina coriénica humana (hCG] se obtuvieron de Sigma
Chemical CO. (St. Louis, Mo). La hormona feolicule estimulante
humana (hFSH) de orina de mujeres postmenopdusicas (Fertinorm HP)
se obtuvo de Serono de México (México, D.F.). Las cajas de cultivo
v las membranas de policarbeonate con poro de 1.0 fn y 35 mm de
didmetro se obtuviercn de Costar {Cambridge, MA), la timidina
[methyl-3H] (2.0 Ci/mmol) y el liquido de centelleo (Aquasol II) se

obtuvieron de NEN DU PONT (Boston, MA).

MATERIAY. BICLOGICO:
Log embriones de pollo de 18 dias de incubacidn (Babcock B300)

fueron obtenidos de huevo fértil ALPES-II (Tehuacan, Pue.).

OBTENCION DE SUBPOBLACICNES.

Los ovarios izquierdos de embriones de pollo de 18 diag de
incubacidén fueron disecados en condiciones estériles, se lavaron
dos veces con solucién salina balanceada (SSB) libre de caZ* Y
Mg2+; posteriormente se disociaron mecanico-enzimaticamente con
solucién de tripsina (0.25%), en un bafic con agitacidn constante

(90 ciclos/min) durante 20 minutos a 37°C. Para detener el efecto
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enzimatico, se les agregd inhibidor de tripsina (0.50 %)
resuspendiendo con una pipeta de 10 ml. Se filtré a través de una
malla de nylon colocdndose en un tube cdnico y centrifugdndose a
1000 rpm a 24°C durante 10 minutos (Centrifuga refrigerada Sorvall
RT6000, Du Pont). Se decantd el scbrenadante y el botdn celular se
reguspendi® con DMEM + 0.1% BSA. Se repitidé el procedimiento 2
veces mas, obteniéndose una poblacidn mixta (PM} la cual contiene
células c¢on y sin lipidos, ovocitos, células somidticas
indiferenciadas, fibroblastos y células sanguineas.

la suspensién celular resultante se sembrd en un gradiente
continuo de metrizamida (0-20%); se centrifugd a 3200 rpm durante
22 minutos. Posteriormente, se colectarcn las subpoblaciones desde
la parte superior del gradiente, obteniéndose 4 bandas:

a) células tipicamente esterocidogénicas (F1),

b} ovocitos primarios (F2),

c} célulasg prefoliculares (F3), v.

d) células somdticas indiferenciadas (F4) {(Fig. 8),
las cuales se lavaron y se resuspendid cada fracceidn con DMEM -+
0.1% BSA . Por separado las fracciones F2 y F4 se sembraron en un
segqundo gradiente (0-20%) para obtenerlas con mayor pureza. 3e
colectaron y lavaron como ge describidé anteriormente. Después se
hizo el conteo celular en una cémara de Neubauer, la wviabilidad
celular de las poblaciones obtenidas (PM, F1, F2, F3 y F4) se
evalud con azul tripano (Tennant, 1964).

CULTIVOS CELULARES.

Una vez realizado el conteo, se prepararon las cajas de Petri
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para cultivo (35x10 mm), colocando en cada caja DMEM + 0.1% BSA y

2 membranas de policarbonato, formandose log giguientes grupos:

F,I e | YT

N~
R B ?

F3 il 4 S

BATH| ----Fa
N
1
:
Eritrocitos

Fig. 8. Esquema de la localizacidn de cada fraccidén dentro del
gradiente de densidad de metrizamida (0-20%)

Para los grupos testigo se colocaron 600,000 c¢élulas de PM vy las
subpoblaciones F1, F2, F3 y F4 por separado adicionande al medio
0.1 poi [3H] -timidina.

Para los grupos tratados se empied el mismo procedimiente

agregando al medio hFSH (1.0 UI/ml) y 0.1 KCi [3H] -timidina.
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Sé cultivaron 600,000 cé&lulas de PM agregandose al medio cuando
fue necesario las siguientes hormonas 17-fi-estradiol (diguelta en
10l de etancl}, hCG, hFSH y rhFS8H (1.0 UI/ml).

Se hizo una curva dosis-respuesta de hFSH de la subpoblacidn F4.
Habiendo obtenido la dosis media efectiva (DEgg= 0.06 UI/ml), se
realizaron cultivos con las mezclas de las siguientes
subpoblaciones:

Para los grupos testigo FLl+F4, F2+F4 y F3+F4 200,000 céls. +
400,000 céls. respectivamente adicionando al wmedio 0.1 MCi 3m] -
timidina.

En los grupos tratados se utilizaron las mismas proporciones
celulares agregando hFSH (1.0 UI/ml) y 0.1 pCi (?H]-timidina al
medioc

Se incubaron durante 60 horas a 37°C en una atmdsfera de 95 % de
alre v 5% de CO,. Una vez transcurrido este tiempo se cuantificd la

incorporacidn de [34] -timidina.

TECNICA DE INCORPORACION DE [3H]-TEIMIDINA.

a) 8e desechd cuidadosamente el medioc de cultive con una
micropipeta de 5000 Ml hasta donde fue posible y se procurd no
mover la membrana con el botén celular. Se tomdé la membrana con
mucho cuidado vy se colocd en un vial perfectamente limpio.

b) Se agregaron cuidadosamente, por las paredes del vial 2 ml
del fijador Metanol (Merck)-Acide acético (Merck}) ({3:1) de tal
manera gque cubriera la membrana y se dejd reposar durante 15

minutos a temperatura ambiente,
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¢) Se elimind el fijador y se agregaron 2 ml de A&cido
tricloroacético (TCA) (Merck) frioc al 10%, colocdndese una hora a
4°C sin mover; se descartd el TCA, ¥
d) Se agregaron 400 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 2%,
se taparon los viales y se incubaron durante 30 minutos a 60°C.
e) Al transcurrir el tiempo de incubacidn, se sacaron los viales
del bafio, se dejaron a que alcanzaran la temperatura ambiente. A
cada vial se le agregaron 5 ml de liguido de centelleo, se taparon,
ge agitaron en el vértex durante 15 seg., se limpiaron con alcohel
v se colocaron en el contador de centelleo liquide LS 6000 para

cuantificar la radiactividad.

ANALITSIS ESTADISTICO
Para determinar las diferencias significativas entre los grupos
basales respecto a log tratados con FSH se empleé la prueba de
andlisis de varianza (ANOVA} cowpletamente aleatoria con dos
criterios de clasificacidn aceptande come significativo a p<0.005,

gsequida de la prueba de Tukey con una p=<0.Cl.
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RESULTADOS.

Log resultados se evaluaron en funcidén de la incorporacidn de
timidina tritiada ({3H]-timidina) por los grupos control y los
tratados c¢on hFSH, comparando entre 81 a los diferentes grupos
celulares: PM, las subpoblaciones F1, F2, F3 y F4, asi como a las
mezclas de estas subpoblacicnes.

CURVA. DOSIS-~RESPUESTA

Se realizd una curva dosis-respuesta de hFSH en la fraccidn 4
(concentraciones: 0.007, 0,015, 0.03, 0¢.06, 0.12, 0.25, 0.5 v 1.0
UI/ml) para determinar la mejor dosis de respuesta de esta fraccidn
para la hFSH, encontrandose que el mejor rango de respuesta estl
entre las concentraciones 0.03 a 0.12 UI/ml, por io cual se tomd a
la dosis 0.06 UI/ml como la dosis efectiva media (DESO) de hFSH.
(Fig. 9). Bl realizar la prueba de regresién lineal se obtuvo un
coeficiente de correlacidn de 0.967,

TRATAMIENTOS HORMONALES

En la figura 10, se observa el comportamiento de los cultivos de
la poblacidn mixta ante diferentes tratamientos hormonales,
detectandose que las ¢élulas tratadas tanto con hFSH y rhFSH son
las que tienen una mejor respuesta ante esta hormona, ya que las
otras dos hormonas (hCG, E2) no superaron la incorporacidén que
presentd el grupo control. En la grifica los asteriscos indican las
diferencias estadisticas significativas en los tratamientos con

FSH.
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CURVA TEMPORAL

La curva temporal (Fig. 11) muestra el comportamiento de los
cultiveos celulares al cuantificar la incorporacion de [3H]Atimidina
frente al estimulo de la FSH, detectdndose un incremento paulatino
en la curva, a las 36 horas se observa un incremento importante gue
se mantiene hasta las 60 horas. Observamos que hay diferencias
estadisticas significativas (marcadas por asteriscos) en los grupos
tratados de las 36 a las 60 horas.

SUBPOBLACIONES CELULARES

De los resultados obtenidos observamos gque en 1los grupos
testigo, la incorporacién més importante de [%H] -timidina se
detectd en las subpoblaciones 3 y 4 siguiéndele, la poblacién mixta
(PM} . Por otra parte las subpoblaciones 1 y 2 fueron las que
incorporaron menor ¢antidad de [3H]~timidina durante el cultivo
(Fig. 12).

En los grupos tratados el comportamiento fue diferente; la
subpoblacién gue presentd una mayor incorporacién fué F4 seguida
por PM y F3. En cambio, las subpcblaciones Fl y F2 fueron las que
menor cantidad de [H]-timidina incorporaron, presentandose
diferencias estadistica significativa en la PM y en la subpoblacidén
F4 (marcadas por asteriscosg) (Fig. 12}).

MEZCLA DE SUBPOBLACIONES CELULARES

Al comparar los resultados de la incorporacién de [3Hj~timidina
en condiciones basales, de las mezclas de F4 con las subpoblaciones
Fl, F2 y F3 respectivamente, se observd que la incorporacidn de

[3H]—timidina en condiciones basales por la PM fue mayor a la
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incorporacién de las mezclas de las subpoblaciones (Fig.12), siendo
la mezcla F2+F4 la que quedd por abajo de las demda mezclas. Al
comparar los resultados de las mezclas bajo tratamiento vemos un
resultade interegante en la wezcla de F2+F4, la cual incorpord
menor cantidad de [3H]—timidina, siendo la mezcla Fl+F4 la que

inclusc quedd por arriba de PM.

ANALISIS ESTADISTICO

La prueba de andlisis de varianza y la de Tukey mostraron que el
andlisis realizado a las subpoblaciones celulares Fi, F2, F3 vy F4
no tratadas presentaron una diferencia significativa con una
p<0.0001 al igual que los grupos tratados. Con respecto a las
mezclas de las subpoblaciones F1l+4F4, F2+4F4 y F3+F4 las no tratadas
no pregentaron diferencias, en cawmbic, en los tratados =i se

encontrd una diferencia significativa (p<0.0001).
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DISCUSION

Para este trabajo se utilizé la técnica de incorporacidn de
[3H] -timidina es un indicador apropiado de la divisidén celular,
debido a gue 1lia [3H] -timidina se integra a la cadena de DNA al
realizarse la sintesis de ésta (Alberts y cols., 19%989). Esta
técnica no se considera inespecifica en este trabajo, debido a que
sirve como un indicador de la duplicacién de material genético o de
la divisidn celular.

por otra parte, al cultivar gdnadas indifervenciadas sobre
membranas de policarbonato permitid la formacidén de acimulos
celulares, que equivale a un cultivo de Srganos, ya que se favorece
la interaccién celular entre las diferentes subpoblaciones que
forman a la poblacidén mixta (PM) o a las subpoblaciones por
separado.

El empleo de los gradientes de densidad nos permitidé obtener a
las subpobklaciones celulares que integran al ovaric izguierdo del
embrién de polleo con un alto grade de pureza.

De log resultados obtenidos con este modelo, observamos dJue la
hFsH favorece la proliferacién celular en las subpoblaciones,
gsiendo su respuesta diferente en cada una de ellas.

Los resultados de la incorporacidn de 13gl -timidina obtenidos
del cultivo de la PM y de las diferentes subpoblaciones (F1, F2, F3
y F4) por separado tanto en los grupos basales y tratados
concuerdan con lo obtenido por Veldzquez y cols (1997), que la PM
y F4 son las que mejor responden ante este estimulo de la FSH.

Al comparar lLos resultades de las mezalas de las subpoblaciones,
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observamos que el resultado mds interesante fue el obtenido por
F2+F4 en donde se observa un decremento de la incorporacidn de
(®H] -timidina, de donde supcnemos gue esta disminucién en F4 fue
debida a que posiblemente F2 esté secretando alguna{s) sustancia(s)
desconocida(s) hasta el momento la(s) cual(es) estdn inhibiendo la
divisidn celular.

Al comparar nuestros resultados con experimentos similares
realizados en distintas especies de mamiferosg (xrata, ratdn ¥
cerdo), los nuestros wuestran un comportamiento difevente, vya que
en mamiferos se empled el complejo celular cumulus-ovocito y se
encontréd gque el ovocito in vitro secreta un factor facilitador del
desarrollo (FFD) de las células del cuwmlus. Se han realizado
experimentos en donde se ha empleado este complejo intacto y gin el
ovocito (ovocitectomizado}, se ha tratado con FSH, EGF y medio
condicionado de ovocitos en diferentes etapas de desarrollo,
observindose que este FFD promueve el desarrollo vy diferenciacidn
del complejo cumulus-ovocito, ademds también interviene en la
estercidogénesis inhibiendo la produccidén de progesterona Yy
estimulando la secregidn de estradiol y progesterona, empleando un
mecanismo independiente (Buccione y cols., 1290, Vanderhyden vy
cols., 1990, Vanderhyden y cols., 1992, Vanderhyden y cols., 1993a,
vanderhyden y cols., 1993b, Vanderhyden y cols., 1995) .

Tomando en cuenta gque Fl1 secreta testostercna y muy poco
egtradiol y F3 y F4 secretan estradiol y muy poca testosterona
(Pedernera y cols., 1988 y Fernandez y cols., 1995%), para completar

este trabajo es importante saber qué tanto se veria afectada la
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secrecidén de hormonas por la mezcla de las subpoblaciones F2+F4,
para asi determinar hasta que grado estd regulando la subpoblacién
F2 a la F4.

Lafs) sustancia(s) que esté(n) secretando F2, esté (n) inhibiendo
la divigién celular de F4; es posible que esté(n) actuando a nivel
pardcrino. Entre estas gustancias secretadas estd el TGF-£ que como
refiere Skinner vy cols. (1987) inhibe la proliferacidn de las
células epiteliales, el EGF estimula la incorporacién de [3H] -
timidina por la granulosa, pero este efecto se ve inhibido por el
TGF-&. Por otro lado, el TGF-R+FSH promueven la actividad de la
aromatasa, la regulacién en la formacidn de receptores para EGF y
la expresién del receptor para LH en la granulosa.

Por otra parte, el IGF-I, actia como regulador intraovadrice (Hsu
y Hammond, 1987), potenciindose su efecto con la FSH o el AMPc,
sugiriendo esto gue la interaccidén de estas sustancias interviene
en la regulacién de la proliferacién de la granulosa {Hammond y
cols., 1991). Otra sustancia que hay que tomar en cuenta es el EGF
gque aparentemente actiia como un factor autdcrinoe {(Roy y cols.,
1991) . Si tomamog en cuenta estos factores que modulan al ovario,
nos dan la pauta para tratar de dilucidar en nuestyo nodelo qué
sustancias estan involucradas y a qué nivel del ciclo celular
posiblemente estén actuando y =i existe algin tipo de regulacidn,
va sea pardcrina o autécrina.

En este trabajo no se cuantificd el nimero de cé&lulas obtenidas
al final de cada cultivo; de haberse hecho hubiéramos podido

reafirmar que hubo divisién celular de cada una de las
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subpoblaciones ante el estimulo de la hFSH como suponemos dque
ocurrit con los datos obtenidos a través de la incorporacién de
(3H] -timidina. Al mismo tiempo haber corroborado la inhibicién de
1a divisién celular en F4 provocada por F2. Posteriormente, se
mejorard la técnica para la abtencidn de las células a partir de
los cultivos.

Quizds se trate del gimple contacto entre log dos tipos
celulares (F2 y F4), que induzeca que dentro de la "maguinaria”
interna de F4 se inicie posiblemente una actividad de <tipo
autécrine. Este tipo de interaccidén celular se ha estudiado in
vitro en las células de la granuleosa y de la teca de mamiferos,
encontrindose que las c¢élulas de la teca secretan TGF-¢, EGF y TGF-
, los dos primeros promueven la proliferacidn de las células de la
granulosa (regulacién pardcrina) y posiblemente regulen el
crecimiento de la teca {regulacidn autdcrinal; en cambio, el TGF- B
inhibe el crecimiento de las células de la granulosa, pero prowueve
su esteroidogénesis (Skinner y cols., 1989 Yy Kotsuji y Tominaga,
1988} .

Con este trabajo corroboramos que el modelo empleado es muy
apropiado para el estudio de los diferentes tipos celulares,
esteroidogénicos en el ovario de aves Yy Su respuesta al
estimularlos con hFSH, ademés que es facilmente manipulable, de un
costo bajo y asi mismo de que se trata de un sistema cerrado &

independiente del ambiente wmaterno.
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CONCLUSTONES

De este trabajo concluimos que:

Las subpoblacicnes F1l y F2 se encuentran en menor
proporcién en relacidén a F3 y F4 en el ovario prefolicular
siendo las primeras subpoblaciones las que mencor regpuesta

proliferativa proporcionan ante el estimulo de hFSH.

La poblacifén wmixta, F3 y F4 presenta una respuesta

proliferativa similar ante el estimulo de la hFSH.

F4 presenta una mayor respuesta proliferativa con y sin
estimulo de la hFSH en comparacién con las otras

gubpoblaciones

F2 inhibe la incorporacién de [(*H] -timidina en la divisidén
celular de F4, posiblemente debido a que F2 esté

gecretando alguna sustancia.



APENDICE

MEDIO DE CULTIVO:

DMEM .. vvireennns 10.0 gr
Alpbdmina bovina...... 0.1 gr
WaHCO3 ..., ..nnn 3.7 gr
Agua bidestilada .... 1000 ml

SOLUCION SALYNA BALANCEADA (SSB) LIBRE DE ca?t y Mg2+:

NaCl ... ... 8.0 gr
KHaPO, v 0.2 gr
KCL . i iie e isas 0.2 gr
NasHPO,4 «ovocnnnnnnn 1.15 gr
Agla bidestilada ..... 1000 ml
Rojo fenol ... ...... 2-5 gotas

SOLUCION DE TRIPSINA:

0.025 gr disueltos en 10 wl de SSB libre de caZt y Mge*t

SOLUCION DE INHIBIDOR DE_TRIPSINA:

0.050 gr disueltos en 10 ml de DMEM

SOLUCION DE _TCA 10%:

TCR v veeteveemniaes 10.0 gr
Agua Bidestilada ..... 100 ml

SOLUCION DE_SDS 2%:

8DS . 2.0 gr
Agua bidestilada .... 100 ml

SOLUCION DE METANOL-ACIDO ACETICO (3:1)

SCLUCION DE _METRIZAMIDA {0-20%);:

Metrizamida ....... 1.4 gr
DMEM .............. 7.0 ml

SOLUCION DE AZUL_TRIPANO:

Azul tripanoc .......... 0.4 gr
Agua bkidestilada ...... 90.0 ml
NaCl ..o 0.81 gr
EoHPO, vonvvi i 0.06 gr

Metil-@H benzoato .... 0.05 gr



47
BIBLICGRAFTIA.

Alberts, B, Bray, D, Lewis, J., Raff, M.,Roberts, K. y Watson, J.
D. (1989). Biologia Molecular de la C&lula. Ed. Omega. Barcelona.
1264 pp.

Alvarez, F.G., Judrez-Oropeza, M.A., Veldzquez, P.N., Gonzalez del
Pliego, M., Méndez-Herrera, C y Pedernera, E. (1995). Newly hatched
chick ovarian cell subpopulations metabolize distinctively
progestin and androgen precursors. Gen Comp Endocrinel. 97, 31-41.

Bendell, J.J. and Dorrington, J. (1991). Estradicl-17 beta
gstimulates DNA synthesis in rat granulosa cells: action mediated by
transforming growth factor-beta. Endocrinology. 128(5) :2663-2665.

Bley, M.A., Simon, J.C., Estevez, A.G., de Asua, L.J. and Baranao,
J.L. (1992). Effect of follicle~stimulating hormone on insulin-like
growth factor-I-stimulated rat granulosa cell deoxyribonucleic acid
synthesis. Endocrinology. 131(3}:1223-1229.

Brode , M.D. {(1928). The significance of the asymetry of the
ovaries of the fowl. J. Morphol. Physiol. 46, 1-57.

Buccione, R., Vandehyden, B.C., Caron, P.J. and Eppig, J.J.
(1990). FSH-induced expansgion of the mouse cumulus ocophorus in
vitro is dependent upon a specific factors secreted by the ococyte.
Dev. Biol. 138(1): 16-25.

Dahl, E. (1971)}. Studies onthe structure of ovarian interstitial
tissue. A comparative study of the fine structure of the ovarian
intergtitial tissue in the rat and domestic fowl. Z. Zellforsch
Mikrosk. Anat. 108(2):275-290

Dahl, K.D. and Hsueh, A.J.W. (1988}. Mechanism of action of FSH in
the ovary. En: Hormones and their actions, Part II. Elsiever
Science Publishers BV. 181-192 pp.

Dorrington, J.H., Bendell, J.J. and Khan, 8.A. {1993) .
Interactions between FSH, estradicl-17 beta and transforming growth
factor-beta regulate growth and differentiation in the rat gonad.
J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 44(4-6):441-447.

Eckert,R., Randall,bP. y Augustine,d. (1990) Fisiologia animal.
Interamericana. McGraw-Hill. Espafia. 1159 pp.

Ende, Y. Tetsumoto, Nagasaki, H., Kashiwal, T., Tamaki, H., Amino,
N. and Miyai, K. (1990}). The distinc roles of alfa and
beta-gubunits of human thyrotripin in the receptor-binding and
postreceptor events. Endocrinology. 127, 149-154.

Galli, F. and Wassermann. (1972). Steroid biosynthesis by testes
and ovaries of 15-day-old chick embryos. Gen. Comp. endocrinol. 19,



48
509-514.

Gilbert, A.B. (1971). 'The ovary. En: Phisiclogy and biochemistry
of the domestic fowl. (Ed} Bell, D.J. and Freeman, B.M. Academic
Press. London. Vol. 3: 1163-1208, 1449-1468 p.

Gonzdlez del Pliego, M, Gonzdlez-Mordn, G and Pedernera, E.
{1988) . Ultrastructure of the ovarian medulla in the newly hatched
chick treated with human chorionic gonadotropin. Cell Tissue Res.
253, 665-8670

Gonzdlez-Moran, @, Gonzdlez del Pliego, M and Pedernera, E.
(1985) . Moxrphological changes in the ovary of newly hatched
chickens treated with chorionic gonadotropin during embryonic
development. Gen. Comp. Endocrinol 59, 162-167

Guichard, A., Cedard, L. and Haffen, K. (1973). Aspect comparatif
de la synthese de steroides sexueles par les gonades embryonnaires
de poulet a differents stades du develcpment (etude en culture
organotypique a partir de precurseurs radiocactifs}. Gen. Comp.
Endocrinol. 20(1):16-28

Guichard, A., Cedard, L., Mignot, Th-M, Scheib, D. and Haffen, K.
(1977a} . Radioimmuncassay of steroids produced by culture chick
embryonic gonads: Differences according to age, sex and side. Gen.
Comp. Endocrinol. 32, 255-265.

Guichard, A., Scheib, D, Haffen, K and Cedard, L. {1977b).
Radicimmuncassay of steroid hormones produced by embryonic chick
gonads during organ culture. J. Steroid. Biochem. 8(5):599-602

Guichard, 2., Cedard, L., Mignot, Th-M, Scheib, D. and Haffen, K.
(1979) . Radioimmunocassay of steroids produced by chick embryo
gonads cultured in the presence of some exogenous steroids
precursors. Gen. Comp. Endocrinol. 39, 9-19.

Hammond, J. M., Mondschein, J. §. and Canning, S. F. (1989).
Insulin-like growth factors (IGF”s) as autocrine/paracrine
regulators in the porcine ovarian follicle. Growth Factors and the
Ovary. Serono Symposia, USA, N. Y., Plenum Press. 107-120 pp.

Herndndez-Vértiz, A.,Gonzdlez del Pliego,M.,Veldzquez, P and
Pedernera, E. (1293). Morphological changes in the thecal layer
during the wmaturation of the preovulatory ovarian follicle of the
domestic fowl (Gallug domegticusg). Gen. Comp. Endocrinol. 92, 80-
87,

Hicks, G.J.J y Diaz-Zagoya, J.C. (1988). Bioguimica e Inmunologia.
Facultad de Medicina. U.N.A.M. México. Vel II: 569 pp.

Hoffman, G. y Volker, H. (1969). Anatomia y fisiologia de las aves
domésticas. BEd Acribia. Egpafia. 141-143 pp.



49

Hsueh, A.J.W., Adashi, E.Y., Jones, P.B.C. and Welsh, T.H. (1984).
Hormonal regulation of the differentiaticn of cultured ovarian
granulosa cells. Endocr. Rev. 5, 76-127.

Hsu, C. -J. and Hammond, J. M. (1987). Gonadotroping and estradiol
stimulate inmunorreactive insuline-like growth factor-I production
by porcine granulosa cells in vitro. Endocrinclogy. 120, 198-207.

Huang ES, Kao KJ and Nalbandov AV. (1979). Synthesis of sex
steroids by cellular components of chicken follicles. Biol. Reprod.
20, 454-4¢61.

Jones, R.E. (1978). The vertebrate ovary. Plenum Press. N. Y. 833
PR.

Kotsujli, ¥. and Tominaga, T. (1994). The role of granulosa and
theca cell interactions in ovarian structure and function. Microsc.
Res. Tech. 27, 97-107.

Licht, P., Papkoff, H., Farmer, S.W., Muller, C.H., Isui, H.W. and
Crews, D. (1977} . Evolution in gonadotropin structure and function.
Rec. Prog. Horm. Res. 33, 169-248.

Merchant-Larios, H. {(1978). Ovarian differentiation. En: The
vertebrate ovary. Ed. Richard E. Jones. Plenum Press, N.Y., 48-81

pPP.

Nitta, H., Osawa, Y. and Bahr, J.M. (1991). Multiple sterocidogenic
cell populaticns in the thecal layer of preovulatory follicles of
the chicken ovary. Endocrinology. 129, 2033-2040

Norman, A.W and Litwack, G. (1987). Hormones. Academic Press, Inc.
San Diego. 987 pp.

Olsson, J.H., Carlson, B. and Hillensjo, T. (1990). Effect of
insulin-like growth factor I on decxyribonucleic acid synthegis in
cultured human granulosa cells. Fertil. Steril. 54(6):1052-1057

Pedernera E, Gémez Y, Veldzquez P, Judrez-Oropeza MA, and Gonzilez
del Pliego M. {1988} . Identification of stercidogenic
subpopulations in the ovary of the newly hatched chicken. Gemn.
Comp. Endocrinol. 71, 153-162

Peralta,D.I. Efecto de gonadotropinas sobre la divisidn celular en
cultivos primarios de ovario de embriones de pollo. Tesis de
Licenciatura en Biologia. Facultad de Ciencias. Universidad
Nacional Autdénoma de México. 19%4.

Pierce, J.G. and Parsons, T. (1981). Glycoprotein hormones
gtructure and function. Annu. Rev. Biochem. 50, 465-435.

Porter, T.M., Hargis, B.M., 8ilsby, J.L. and EL Halawani, M.E.



50

{1989) . Differential steroid production between theca interna and
theca externa cells: A three-cell Model for follicular
steroidogenesis in avian species. Endocrinology. 125(1): 109-116.

Roskoski, R. (1996} . Biochemestry. W. B. Saunders Co. USA., 413-435
PP

Roy, S.K. and Greenwald, G.S. {1991). Mediation of follicle-
stimulating hormone action on follicular deoxyribonucleic acid
synthesis by epidermal growth factor. Endocrinology. 129{4):1903-
1908.

Sauveur, B. (1992). Reproduccidén de las aves. Ediciones Mundi-
Prenga. Madrid. 350 pp.

gkinner, M. K., Keski-oja, J., Osteen, K. 6. and Moses, H. L.
(1987) . Ovarian thecal cells produce transforming growth factor-§
wich can regulate granulosa cell growth. Endocrinology. 121, 786-
792.

Stein, G.H and Yanishevsky, R. (1979). Autorradiography. En:
William, B.J. and Ira, H.P. (Eds). Methods in Enzymology Academic
Press, San Diego. Vol. LVIII:279-292 pp.

Stein, G.S. and Lian, J.B. (1992). Molecular and Cellular
Approaches to the Control of Proliferation and differentiation.
Academic Press, Inc. San Diego. 426 pp.

Tennant, J. K. (1964). Evaluation of the tripan blue technique for
-he determination of cell viability. Transplantation. 2, 685-694.

Tienhoven, A.V. (1983). Reproductive phisiology of wvertebrates.
Cornell University Press, London. 1274 pp.

vanderhyden, B.C and Armstrong, D.T. (1990). Developmental pattern

of the secretion of cumulus expansion-enabling factor by mouse
oocytes and the role of oocytes in promoting granulosa cell. Dev.
Biol. 140(2):307-317.

Vanderhyden, B.C., Telfer, E.E and Eppig, J.J. ({19%2). Mouse
oocytes promote proliferation of granulosa cells from preantral and
antral follicles in vitro. Biol Reprod. 46(6):1196-1204.

Vanderhyden, B.C. (1993a). Species differences in the regulation
of cummulue espansion by an oocyte-secreted factor (s). J. Reprod.
Fertil. 98(1):219-227.

Vanderhyden, B.C., Cohen, J.N. and Morley, P. {1993b}. Mouse
oocytes regulate granulosa cell steroidogenesis. Endocrinology.
133{1):423-426.

Vanderhyden, B.C. and Tonary, A.M. {1295). Differential regulation



51

of progesterone and estradiol production by mouse cummulus and
mural granulosa cells by A factor (s) secreted by oocyte. Bilol
Reprod. 53(6}:1243-1250.

Velazquez P, Gomez Y, Gonzidlez del Pliego M, and Pedernera E.
{1991) . Steroidogenic cell subpopulations obtained from the theca
of the preovulatory follicles in the ovary of the domestic fowl.
Gen Comp Endocrinol. 83, 243-248.

Velézquez, P.N, Peralta, D.I. vy Pedernera, E. (1997} .
Proliferative effect in vitro of follicle-stimulating hormone on
the left ovary of the chick embryo. Gen. Comp. Endocrinol.
105(1):40-49,

Weichert, C.K. y Presch, W. (1981). Elementos de anatomia de los
cordados. McGraw-Hill. México. 303 pp.

Weniger, J.P. and Zeis, A. (1571). Biosynthé&se d’oestrogénes par
les ébauches gonadigques de poulet. Gen. Comp. Endocrinol.
16(2) :391-397.

Weniger, J.P. and Chouraqui, J. {1988). Action de LH sur la
secretion d’'ocestradiocl par l'ovarie embryonnaire de poulet en
culture in vitro. Reprod. Nutr. Dev. 28(6A) :1473-1477.

Witschi, E. (1956}. Development of vertebrates. En The vertebrate
ovary. Editado por Richard E. Jones. Plenum Press, N.Y. 1567 p.

Woods, J.E. and Podczaski, E.S. (1974). Androgen synthesis in
the gonads of the chick embryo. Gen. Cowp. Endocrinol. 24(4):413-
423

Woods, J.E., Simpson, R.M. and Moore, P.L. {1975). Plasma
testosterone levels in the chick embryo. Gen. Comp. Endocrinol. 27,
543-547

Woods, J.E. and Exrton, L.H. (1978). The synthesis of estrogens in
the gecnads of the chick embryo. Gen. Comp. Endocrimol. 36(31):360-
370.

Woods, J.E. and Brazzil, D.M. (1981). Plasma 17#-estradiol levels
in the chick embryc. Gen. Comp. Endocrinol. 44, 37-43.

Woods, J.E. (1987) . Maturation of the hipothalamo-
Adenchypophiseal-gonadal (HAG) axes in the chick embryo. The J.
Exp. Zool. Suppl. 1, 265-271.

Zentella, A. (1993). Factores de crecimiente: un balance entre
acelerar y frenar la proliferacidén celular. Mensaje Bioguimico.
Vol. XVILI., UNAM. 1-30 pp.



