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RESUMEN.

En el presente trabajo se determind la participacién de los segundos

mensajeros o sus analogos en la respuesta proliferativa inducida por la hFSH en
gonadas de aves con 13 dias de desarrollo embrionario, Para ello se realizaron
cultivos primarios de células de ovario izquierdo, ovario derecho y testiculo de
embriones de pollo. Las génadas fueron disociadas con tripsina (0.025%)
contadas y sembradas (500,000 células) sobre membranas de policarbonato
flotando en medio minimo esencial modificado por Dulbecco, adicionado con
db-AMPc (1 mM), genisteina (20 M), forskolin (0.2 pM), PMA (61.7 ng/ml) y
las combinaciones de estos farmacos con hFSH (0.5 Ul/ml). A todos los grupos
se les agregd 0.1 pCi de *H-Timidina. El agregado celular fue incubado durante
60 horas en una atmoésfera de 5% de CO, vy 95% de aire, y la proliferacién celular
fue valorada cuantificando la timidina incorporada a los cultivos celulares.
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las células de ovario
izquierdo solo responden a la genisteina con un incremento de 38% en relacién
al grupo testigo. Sin embargo las mezclas del PMA con hFSH, incrementan el
fendémenc proliferativo un 32% en relacién al grupo control. En las céluias de
ovario derecho la incorporacién de timidina no incrementé con ninguna de las
sustancias empleadas (db-AMPc, genisteina, forskolin o PMA). Al realizar las
combinaciones de estas sustancias con la hFSH la respuesta proliferativa
incrementé con genisteina, PMA y forskolin, un 31%, 38% vy 57%
respectivamente. Sin embargo, las células testiculares no respondieron a
ninguno de estos firmacos. En una segunda serie de experimentos disefiados para
determinar  si la genistefna en el ovario izquierdo estimula la proliferacién
celular por unirse al receptor de 17p-estradiol, o lo hace al inhibir la
fosforilacién de tirosinas cinasas, se emplearon inhibidores especificos de estas
enzimas como son herbimicina A (900 nM), lavendustina A (150 uM) y tirfostin
23 (50 uM). En las células de ovario izquierdo de los tres inhibidores, la
lavendustina A y el tirfostin 23 estimularon la divisién celular un 33% y 29%
en retacién al grupo testigo. Las combinaciones de las sustancias con la hFSH
se incrementaron con los dos férmacos, siendo mayor la respuesta con
lavendustina A (70%). En el ovario derecho ninguna sustancia aumenté la
incorporacién de timidina, perc la mezcla de lavendustina A conm hESH
incremento el estimulo proliferativo 34% y en el testiculo solo la herbimicina A
aumentd la divisién celular (40%). Con estos resultados se puede concluir que
las células del ovario derecho no responden a estimulos que incrementen la
replicacion del DNA, debido a la atrofia del érgano. En cambio en las células
del ovaric izquierdo, la proliferacidén celular no esta regulada por las vias
intracelulares de la proteina cinasa A y proteina cinasas C, pero si por la
inhibicién de las proteinas tirosinas cinasas. En el caso del testiculo, solo la
herbimicina A induce la divisién celular, por lo que solo alguna isoforma de las
proteinas tirosinas cinasas participan modulando la proliferacién celular en esta
gbnada.
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INTRODUCCION.
DESARRGLLO BEL CVARIC.

En las aves hay un desarrollo unilateral del ovario y del oviducto. en donde
el ovario izquierde continua su crecimiento v se convierte en el ovario funcional:
en cambio el ovario derecho crece hasta el dia 9 de desarrolle embrionario vy
posteriormente inicia un proceso de regresidn para convertirse en un rudimento
no funcional en el nacimiento (Gilbert, 1971; Teng y Teng, 1977; Ukeshida y
Fujimoto, 1991; Nakabayashi y cols, 1998).

Los mecanismos por los cuales ocurre la regresion del ovario derecho no se
han definido. pero se atribuye una distribucidn asimétrica de las céiulas
germinales primordiales (CGP), por lo que hay una mavor cantidad de CGP en el
ovario izguierdo apartir del tercer dia de incubacién (Jones. 1978). Se ha
demostrado también que [a expresidon de la enzima citocromo P450 aromatasa se
encuentra en la médula del ovario derecho e izquierdo, sin embargo el gen que
codifica el receptor de 173-estradiol se expresa solo en el epitelio germinal. el
cual [ormaré la corteza gonadal. En la génada derecha se produce 17B-estradiol
pero al no encontrarse receptores en la porcidn cortical la gdénada no recibe
estimule hormonal y como consecuencia no prolifera esta region (Nakabayashi y
cols, 1998).

El ovario derecho a los 13 dias de desarrollo embrionario, muestra en su
superficie un epitelio germinativo. Debajo de este se encuentra la médula,
constituida por cordones de células esteroidogénicas. que se caracterizan por
presentar abundantes gotas de lipidos en su citoplasma. Los ovocitos forman nidos
dentro de la médula v algunos de elios se encuentran alrededor de esta, sin formar
la corteza gonadal. Ademas se encuentran los conductos lacunares, los cuales
estdn rodeados de una capa de células epiteliales ctibicas (Fig. 1).

A diferencia del ovario derecho, el ovario izaquierdo sigue su desarrollo

normal. debido al crecimiento del tejido epitelial, acompafiade por un incremento
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del estroma y de [a vascularizacién. Conforme avanza el desarrollo su disposicién
va cambiando hasta presentar dos regiones topograficas bien definidas la corteza
v la médula. separadas por teiido conectivo. A los 13 dias del desarrollo
embrionario la corteza muesira nidos de ovocitos primarios los cuales muestran
division celular, rodesados por pequeflas células que pueden ser células
prefoliculares (Fig. 2).

En la porcidon medular hay corcones de células indiferenciadas y cordones
de células esteroidogénicas (Fig. 2). Las células indiferenciadas tienen como
funcidn secretar 17p3-estradiol y son las células que responden al estimuio
proliferative ante la presencia de la hormona foliculo estimulante humana (hFSH)
a los 18 dias de incubacion (Alvarez-Ferndndez, 1994; Veldzquez y cols. 1997).
En relacidn a las células esteroidogénicas, no forman cordones celulares v no
muestran las caracteristicas tipicas de células secretoras de estrogenos, va que
presentan pocas gotas de lipidos en su citoplasma. En la porcién mis interna de la
médula se encuentran los conductos lacunares rodeados de una sola capa de
células epiieliales que van de cubicas a cilindricas. Ademds hay una mavor
cantidad de vasos sanguineos en comparacién a la regidn cortical (Fig. 2).

En el nacimiento las células esteroidogénicas intersticiales se caracterizan
por formar islotes de tamafio variable y forma irregular, su citoplasma presenta
mitocondrias con crestas tubulares, reticulo endoplasmatico liso (REL) vy
abundantes gotas de lipidos en su citoplasma. Ademés se encuentran rodeadas por
una ldmina basal discontinua, que puede ser reemplazada por fibras de colagena y
prolongaciones de fibroblastos.

Los cordones formados por las células pobremente diferenciadas, se
encueniran rodeados por una ldmina basal continua. Estas células tienen poco

citoplasma. una formea redonda u ovoide con organelos principalmente

polirribosomas y cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (RER).

3§
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Fig 1. A Corte semifino de ovario dereche con 13 dias de desarrolio embrionario,
donde se observa la porcién medular constituida por cordones de células
esteroidogénicas(CS) y conductos lacunares (CL). 400 x

Fig. 1.B Corte semifinc a mayor aumente de ia porcidn medular con nidos de
células esteroidogénicas y ovogonias (OV). 1000 x
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El nicleo presenta eucromatina y un nucléolo prominente. Otra
estructura  epitelial observada, es el sistema lacunar rodeado de una ldmina
basal continua. Los organelos citoplasmaticos y las caracteristicas nucleares de
estas células son similares a las células pobremente diferenciadas {Gonzélez del
Pliego y cols, 1988). Las estructuras epiteliales no se encuentran distribuidas
uniformemente en la médula ovarica. En la médula subcortical se localizan
cordones de céluias poco diferenciadas, pequefios islotes de células
esteroidogénicas y algunos canales lacunares. Mientras que en la médula interna
se observan un mayor numero de cordones de células esteroidogénicas y de
canales lacunares, por lo tanto los cordones de células peco diferenciadas no se

locaiizan en la médula profunda (Gonzalez del Pliego vy cols, 1988).

DESARROLLO DEL TESTICULQ.

El primer evento que lieva a la diferenciacidn testicular parece ser la union
de las células germinales a las células somaticas (las futuras células de Sertoli)
para formar los tibulos seminiferos. Sin embargo, diferentes experimentos donde
se inducen mutaciones ¢ irradiaciones de las células germinales primordiales
indican que las células germinales no son necesarias para iniciar este proceso
(Kretser y Kerr, 1988).

El epitelio celémico comienza a proliferar, la porcidn medular se
desarrolla v lo que corresponde a la corteza se transforma en la tunica albuginea
(Kofman- Alfaro y cols, 1982}, Los cordones sexuales se separan del epitelio
celdmico por los arreglos producidos del mesénquima y de los vasos sanguineos
que inducen la compactacién de los cordones testiculares. El traslade de los
cordones sexuales a la regién medular de la gdénada es un movimienio
morfogenetico que implica cambios en la  adhesividad de las células

epiteliales y un depédsito activo de las moléculas que forman la ldmina basal
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Fig. 2. A.- Corte semifino de ovario izquierdo con 13 dias de incubacidn,
donde se observan dos regiones la cortical v medular, separadas por tejido
conectivo. La porcién  cortical (C} esta constituida de ovocitos (OV) y
células prefeliculares.

B.- En la médula (M) hay nidos de células poce indiferenciadas (C1 ) v
cordones de células esteroidogénicas (CE)} con conductos lacunares {CL}. 400x
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(laminina y coldgena principalmente) {(Moreno-Mendoza v Merchant-Larios,
1997).

Alrededor de los cordones testiculares se establecen las céiulas peritubulares,
de origen mesonéfrico. que se aplanan en forma paralela a la ldmina basal, las
cuales estdn en contacto con la superficic basal de las células de Sertoli.
Ultraestructuralmente se caracterizan por tener reticulo endoplasmético rugoso
(RER) muy desarrollado v en el espacio extracelular adyacente a estas. material
fibrilar como coldgena y fibronectina. Las células peritubulares tienen como
funcién proporcionar la integridad estructural de los tubulos, secretar proteinas
que regulan algunas funciones de las células de Sertoli y sintetizan la matriz
extracelular {colagena tipo 1. proteoglicanos y fibronectina), junto con las células
de Sertoil (Skynner. 1991, Merchant- Larios v cols, 1993: Saez, 1994; Moreno-
Mendoza y Merchant- Larios, 1997).

Las céluias del epitelio interno, denominadas células de Sertoli. se encuentran
dentro de los cordones testiculares. su origen no se cenoce sin embargo
Witschi (1951) propone que derivan del mesonefros. En el testiculo embrionario
de rata estas células presentan un nicleo con muy poca heterocromatina en
comparacion a otras células somdticas. por lo cual conticnen primariamente
eucromatina. poseen abundantes poliribosomas, aparato de Golgi que carece de un
namero apreciable de vesiculas o vacuolas condensadas asociadas con 12 sintesis
de proteinas y una cantidad limitada de RER. Lo cual indica que las proteinas
producidas son secretadas después de su sintesis. Presentan una forma columnar
con extensiones citoplasmdticas en la porcién apical y lateral. Otra caracteristica
de ellas es que forman la barrera hemato-testicular, por uniones ocluyentes entre
{as Provecciones ubicadas en la regidn basal de las células de Sertoli.

Funcionan come células de soporte para las células germinales vy
sintetizan  la hormona antimulleriana {(HAM) que induce Ia regresidn

de los  conductos de Muller evitando que se formen las
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trompas de falopio, Gtero y la porcién superior de la vagina (Gilbert, 1971,
Moreno-Mendoza y Merchant-Larios, 1997). Estas células solo proliferan
durante la vida fetal y neonatal, al iniciarse la espermatogénesis la mitosis se
detiene (Orth, 1982, 1984; Kretser y Kerr, 1988). Tienen como funcidén sintetizar
estrégenos en el testiculo inmaduro, sin embargo son incapaces de sintetizar
androgenos para aromatizarlos y liberarlos. La actividad de la enzima aromatasa
es dependiente de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la edad del animal,
ya que las células aisladas de ratas de 10 a 20 dfas de desarrollo embrionario
producen 17B-estradiol con testosterona (T) exodgena, sin embargo a los 30 dias
las células pierden la capacidad de sintetizar esirogenos en la presencia o
ausencia de FSH o dibutiril AMPc¢ (Orth, 1984; Dorrington y cols, 1993).
Alrededor de los cordones testiculares las céiulas del estroma se
diferencian para formar las células peritubulares, antes mencionadas,
fibroblastos, endotelios y células de Leydig ( Merchant- Larios, 1975; Kretser y
Kerr, 1988). De estos tipos celulares las células productoras de esteroides en el
testiculo son las células de Leydig, que aparecen en el intersticic después del
establecimiento de los cordones seminiferos. Su origen no ha sido aclarado, ya
que algunos autores proponen que derivan del mesenquima (humanos y cerdos) o
del mesonefros (conejos, humanos, ratones y ovejas) (Kretser y Kerr, 1988).
Estas células solo proliferan durante ctapas tempranas del desarrolio gonadal
probablemente por diferenciacion de las células del estroma (Saez, 1994). Sus
funciones son reguladas por la hormona Iuteinizante (LH), gue estimula la
sintesis y secrecién de androgenos. Las células de Leydig presentan
caracteristicas morfoldgicas de células productoras de esteroides como som:
abundante reticulo endoplasmatico liso (REL), mitocondrias con crestas tubulares
¢ inclusiones lipidicas. Una vez diferenciadas presentan alta actividad de 38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HDS) y fosfatasa alcalina en la membrana

plasmética (Kretser y Kerr, 1988).
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TESTICULC EMBRIONARIO DE AVES.

El testiculo de embidn de pello con 13 dias de incubacidn. esta rodeado por
un epitelic celomico de lipo cuabico, debajo de este se encuentran los cordones
testiculares constituidos por dos tipos celulares, las células de Sertoli y las
espermatogenias. Las espermatogonias se caracterizan por ser grandes, redendas,
de citoplasma claro, nticleo esférico y cromatina laxa. Las células de Sertoli, las
cuales ocupan la mayor parte del cordon, presentan una forma irregular y un
nucleo de cromatina laxa con varios nucléolos. La periferia de los cordones
testiculares. esta rodeada por las células peritubulares cuya forma es alargada con
un nlcleo de cromatina laxa y uno o varios nucledlos. En el intersticio hay tejido
conectivo laxo con fibroblastos, células de Leydig v algunos vasos sanguineos.
Las células de Leydig forman grupos de células, ias cuales presentan un nucleo
excéntrico con uno o mas nucicolos y un citoplasma vacuolado eosindfilo, con
pocas inclusiones lipidicas en ei citoplasma (Fig. 3).

SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES DURANTE EL DESARROLLO
GONADAL.

Las funciones de las gonadas, masculina y femenina, son ia produccion de
hormonas y de gametos viables para Ja fecundacién. Ambas funciones son
reguladas. por hormonas producidas por las propias gonadas v la hipofisis.
Dentro de ias hormonas sexuales sintetizadas por cl ovario vy testiculo, sc
encuentran los estrégenos (17f-estradiol, estrona). andrdgenos (testosterona,
androstenediona) y progestdgenos {progesterona. pregnenolona).

Estas hormonas son producidas por las gonadas de las aves desde etapas
muy tempranas del desarrolic embrionario, ya gue se les atribuye {a diferenciacidn
morfolégica en hembras o machos, dependiendo de la region que prolifere
(cortical o medular) en la gonada indiferenciada (Nakabavashiy cols, 1998). En
los animales jovenes determinan la expresidn de los caracteres  sexuales

secundarios. asi como el color de las plumas, la cresta. el depésito de
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grasa corporal, el desarrollo de 6rganos accesorios y la conducta sexual (Sturky y
Opel, 1976).

Por immunofluorescencia e histoquimica se ha observando que los
androgenos como los estrogenos, son sintetizados a partir de los 3.5 dias de
desarrollo embrionario en las células intersticiales de la médula gonadal, lo cual
indica que una diferenciacidén funcional precede 2 la diferenciacién morfolégica
(Woods y Podczaski, 1974; Woods v Erton ,1978; Tanabe y cols, 1986).

El ovaric izquierdo entre los dias 7.5 y 18 de desarrollo embrionario
produce principalmente 17B-estradiol vy estrona (E,). Los niveles de E, en
plasma alcanzan un valor miximo en el dia 13.5 de incubacidn y permanecen
estables hasta el dia 17.5 de desarrollo, mientras que la concentracién de 178-
estradiel se incrementa gradualmentie con la edad embrionaria (Woods y Brazzil,
1981). El ovario derecho al igual que el izquierdo, sintetiza 17p-estradiol y
estrona, pero debido al proceso de involucion presenta un pico de secrecidn a los
5.5 dias de desarrollo y a los 13.5 dias los niveles ya no son detectables. En
cambio en el testiculo entre los dias 7.5 y 18 de incubacidn el testiculo secreta al
medio de cultivo progesterona, testosterona (T), dehidroepiandrosterona
(DHEA), dehidrotestosterona (DHT) y estrona (E;) (Guichard y cols, 1977;
Woods v Erton, 1978).

También se han determinado las enzimas esteroidogénicas, con
precursores radioactivos, en el ovario izquierdo y el testiculo con 9 y 15 dias de
incubacién. Se ha demostrado que la actividad de Ia enzima 3-8 hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33- HDS) es igual en ambos sexos. Sin embargo la actividad de
las enzimas 17w- hidroxilasa, C-17, C-20 liasa y la aromatasa, es mayor en el
ovario izquierdo durante todas las etapas  embrionarias estudiadas. En el
testiculo la actividad de las enzimas 17w -hidroxilasa y C-17, C-20 liasa

incrementa entre los dias 13 y 15, ademés la ruta de biosintesis de andrdgenos
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] 0 A4, dependiendo del sustrate pregnenolona o

s¢ efectha por la via A
progesterona (Nakamura y Tanabe, 1972; Imataka y cols, 1988).

La sintesis de estas hormenas es auténoma en las primeras etapas del
desarrollo embrionario, ya que al realizar una hipofisectomia las células
gonadales se desarrollan de manera normal hasta ¢l dia 13. Después de esta
fecha se reduce el peso gonadal y la actividad esteroidogénica disminuye, por lo
que se concluye que a partir de este momento las hormonas gonadotropas (FSH

v LH} son necesarias para la sintesis de hormonas esteroides, estableciéndose

asi el gje hipttalamo-hipéfisis-gonada (Woods y Weeks, 1969; Woods y Erton,
1978).

Fig. 3 Corte Semifino de testiculo con 13 dias de desarrollo embrionario, que
muestra cordones testiculares constituidos por células de Sertoli (CS) v
espermatogonias (ES). En la periferia de los cordones testiculares se localizan
células peritubulares {(CP) y en el tejido intersticial, grupos de células de Leydig
(CL) con pocas inclusiones lipidicas. 1000 x

10
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VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR,

Las células de los cucariontes son entidades altamente organizadas que
poseen la capacidad de recibir y procesar la informacién presente en su micro
ambiente. El flujo de informacidon y la selectividad de la misma se debe a
receptores localizados en sus células blanco. Cuando el mensaje primario es una
sustancia hidrosoluble no puede atravesar la fase hidrofobica de la membrana
plasmatica y en consecuencia la informacion debe ser traducida al interior de la
célula. Esto se obtiene debido a las propiedades de los receptores, los cuales
actian como los traductores de la sefial extracelular, uniendo el mensajero
extracelular, y convirtiendo este fendmeno en una o mas sefiales intracelulares
que modifican la funcion de la célula.

A pesar de la gran diversidad de mensajeros extracelulares, las vias de
sehalizacion intracelular conocidas son muy pocas, entre ellas se encuentran la
via de activacion de la proteina cinasa A (PKA), la via de la proteina cinasa C
(PKC) y la via de las proteinas tirosinas cinasas (PTK) las cuales fosforilan a los
aminodcidos serina, treonina y tirosina respectivamente, para producir una

respuesta celular (Lewin, 1994; Soria y Arias, 1997).

VIA DE SENALIZACION INTRACELULAR DE LA PROTEINA CINASA
A (PKA).

Los receptores acoplados a proteinas G son activados por diferentes
ligandos (hormonas y factores de crecimiento entre otros), pero todos ellos
posecn caracteristicas comunes, Los receptores son proteinas que se encuentran
constituidas por 450 - 600 aminoécidos, con un peso molecular de 40 000 a 50
000 daltons. Cada uno de ellos presenta siete dominios transmembranales de 20
a 25 aminoacidos cada uno (helices [ — VII}, lo que da lugar a la existencia de 3
asas intracelulares (i1-i3) y a tres asas extracelulares (el-e3) (Bockaert, 1991;

Hepler y Gilman, 1992).
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PROTEINAS G

El receptor hormonal no interactia directamente con el amplificador
(adenilato ciclasa), lo hace indirectamente via transductores, las proteinas G
(Hepler y Gilman, 1992). Las proteinas G forman una familia de proteinas
triméricas, constitufdas cada una por una subunidad o (contiene el sitio de unién
para ¢l guanosin trifosfato y la actividad de GTPasa) y un complejo formado por
las subunidad B y y, fuertemente unidas entre si y solo pueden ser separadas bajo
condiciones desnaturalizantes. Se encuentran asociadas a la membrana
citoplasmatica a través del complejo Py o mediante 4cidos grasos unidos
covalentemente al extremo amino de ciertas subunidades (Alberts y cols, 1994;
Lewin, 1994; Soria y Arias, 1997).

Hasta hace poco se consideraba que la subunidad o era la dnica
responsable de la accién de las proteinas G. Sin embargo evidencias
experimentales indican que el dimero By tienen una funcién relevante en la
transduccion de sefiales. Entre los sistemas efectores sobre los que el dimero By
actlia se encuentran: el canal de K™ presente en tejidos cardiacos, es activado
por receptores muscarinicos, la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C 8 (PLC B ),
la fosfolipasa A, (PLA,) o bien puede actiar por medio de la proteina Ras y
activar a la proteina activadora de mitégenos (MAP) (Clapham y Neer, 1993;
Neer, 1995; Soria y Arias, 1997).

En la via de la PKA participan dos tipos de proteinas G, una estimuladora

(Gs) y otra inhibidora (Gi). Cada una de ellas presenta un ciclo de activacidn, en
el cual el GDP (guanosin difosfato) que esta unido a la subunidad o es sustituido
por guanosin trifosfato (GTP), lo que induce a Gs 2 una nueva conformacién,
que a su vez le permite activar la adenilato ciclasa (AC) y provocar la formacion
de AMPc (Fig. 4). La actividad del complejo Gs-GTP termina con la hidrélisis
del GTP en GDP, lo que constituye la reaccién de cierre. La enzima GTPasa

cataliza esa hidrélisis. La actividad de la GTPasa se inhibe ante la toxina
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producida por el bacilo del célera Vibrio cholerae, la cual prolonga la vida del
complejo Gs-GTP de modo que la célula produce AMPciclico sin cesar, incluso
en la ausencia de una sefial externa que induzca su produccidén. El otro tipo de
proteina G actia de mediador en una transduccidn de tipe inhibidor, la cual es
activada igual gue la Gs, pero inhibe a la adenilato ciclasa (Alberts y cols, 1994,

Lewin, 1994).

ACTIVACION DEL AMPc.

En el siguiente paso de la sefializacidn, la proteina G activa a la adenilato
ciclasa (AC), una proteina transmembranal que se compone de dos dominios de
seis regiones transmembranales cada uno, con los extremos amino y carboxilo en
el interior de la célula.

Se han demostrado la existencia de ocho tipos, de los cuales la AC-T se
localiza solo en tejidos neurales, el tipo II en el pulmdn, el tipo I se encuentra
en mayor abundancia en el epitelio olfatorio y en menor densidad en otros
tejidos. El tipo IV en el cerebro. Los tipos V' y VI se encuentran en casi todos los
tejidos. Los tipos VII y VIII han side aislados de células de linfoma de ratdén y de
cerebro humano (Lyengar, 1993).

Su funcidn es catalizar la conversién de moléculas de ATP en AMPc. Esto
puede ocurrir a una ¢levada velocidad debido a la caida de energia libre que tiene
lugar cuando el ATP rico en energia es convertido en AMPc . Por lo tanto, una
molécula de hormona unida a un receptor por un breve periodo de tiempo puede
determinar la generacidén de cientos de moléculas de AMPc¢ (Fig. 4). Una vez
formado el AMPc es ripida y continuamente desiruide por una o mas
fosfodiesterasas, que lo convierten a 5-AMP (Alberts y cols, 1994).

Los diversos efectos del AMPc son mediados por la proteina cinasa A
(PKA), la cual modifica la actividad de enzimas especificas en diferentes tipos

celulares. La proteina cinasa transfiere un fosfato al grupe hidroxile de los
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residuos serina y treonina. La unién de dichos grupos fosfato regula la funcién de
las proteinas blanco, los cuales pueden ser canales i6nicos y enzimas
reguladoras de la expresion de genes entre otras.

La PKA dependiente de AMPc es un tetrdmero, constifuide de des
subunidades cataliticas {C) y dos reguladoras (R). La unién del AMPc a la
subunidad R causa que se disocie de la subunidad C, la cual puede fosforilar
proteinas especificas o que estas subunidades cataliticas sean translocadas al
micleo donde fosforila a una serie de proteinas nucleares que estimula la

transcripcién de genes como c-fos (Alberts y cols, 1994).

VIA DE SENALIZACION INTRACELULAR DE LA PROTEINA CINASA
C (PKC).

En este caso, al igual que en otras vias de sefializacién intracelular,
ocurre la formacion del complejo agonista-receptor. Dentro de los agonistas se
encueniran: la serotonina, la noradrenalina, la acetilcolina, la oxitocina, la
hormona foliculo estimulante (FSH) y ia hormona luteinizante (LH), entre
otros {Alberts y cols, 1994; Soria y Arias, 1997). Después de esta unidn el
receptor sufre un cambio conformacional para activar a una proteina G, Ggq,
que a su vez activa a la enzima fosfolipasa CB (PLCB) y la activacion se debe
exclusivamente a la subunidad o de 1a proteina G, para producir la hidrélisis de
fosfolipidos (Fig. 5).

El fosfatidilinositol se encuentra en la parte interna de la bicapa lipidica,
el cual es convertido a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) un fosfolipido
inusual que tiene tres fosfatos en lugar de uno. Los fosfatos adicionales derivan
del ATP y son afiadidos en la posicién 4 y 5 del anilio del inositol (Neer, 1995).
L.a hidrélisis del PIP, origina al 1,2 diacilglicerol (DAG) un compuesto
hidréfobico, que permanece en la membrana plasmaética y al inositol [,4,5-

trisfosfato (IP,) una molécula hidrosoluble (Fig. 5). Estos segundos mensajeros
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Fig. 4. Resumen de los principales eventos de activacion de la via de seffalizacién
intracelular de la PKA (Tomado de Darnell y cols, 1994),
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también se producen en respuesta a la activacién de los receptores de las via de
las proteinas tirosinas cinasas (PTK) por la accion de la PLC-y1 (Berridge, 1993,
1997).

También el DAG, puede ser generado por la hidrolisis de fosfatidilcolina
(PC). fosfatidiletanol (PE) e inositol contenido en glicolipidos. Estas reacciones

son catalizadas por otras formas de fosfolipasa C (PLC) y fosfolipasa D (PLD).

INOSITOL TRISFOSFATO (IP;).

El 1P, difunde al citoplasma y se une a porciones modificadas del
reticulo endoplasmatico, denominado calciosoma en células no musculares. en
donde se encuentra su receptor (Fig. 5).

El receptor es un canal iénice formado por cuatro subumdades protéicas
cuyos extremos carboxilo forman la pared del canal. Cuando el IP; se une a sus
receptores estos experimentan un cambio conformacional que origina fa apertura
de!l canal. Dado que la concentracién de Ca™* en reposo corresponde a 100 - 200
nM para el citoplasma y aproximadamente | mM para e} interior del deposito, 1a
apertura del canal conduce a la salida rdpida de iones Ca"™" a favor del gradiente

de concentracion (Berridge, 1993, 1997).

ACTIVACION DE LA PROTEINA CINASA C (PKC).

El DAG, permancce asociado a la membrana plasmaética, v su principal
funcidn es activar una familia de proteinas cinasas en la membrana plasmatica.
las proteinas cinasas C (PKC) (Fig. 5).

Las PKC estan constituidas por una sola cadena polipeptidica cuyo
cxtremo carboxilo corresponde al dominio catalitico, con sitios de union para el
sustrato y para ATP. La otra mitad corresponde al extremo amino, el dominio

regulador que contiene sitios de unién para el Ca'™", Zn'', fosfolipides y DAG /

éster de forbol.
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La familia de las proteinas Cinasas C (PKC) se subdividen dentro de
tres grapos: (1) Los miembros clésicos (@, By y) que son dependientes del Ca™™
y del diacilglicerol, (2) las PKC (8, &, n vy ¢ ) dependientes de Ca " pero no de
diacilglicerol v (3) las atipicas ({A) que no son activadas por el Ca™ y el
diacilglicerol. La activacidén de la proteina cinasa C requiere la asociacion de
la enzima con fosfolipidos de la membrana plasmatica, en particular la
fosfatidilserina (PS). La unién de la PKC y los fosfolipidos es por isteraccion
electrostatica, es altamente cooperativa v es aumentada en la presencia de Ca™
de una manera dependiente de su concentracidn., Cuando estd completamente
activa la PKC forma un complejo cuaternario formado por: fosfolipidos, Ca™,
DAG y la enzima (Alberts y cols, 1994; Jun-Ping, 1996).

Hay moléculas homdlogas al DAG, que tienen la capacidad de activar a
la PKC, un ejemplo de estas son los ésteres de forbol que inducen tumores. El
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) puede sustituir al DAG y activar
directamente la PKC in vitro e in vivo, también parece que incrementa la
afinidad de la PKC por el Ca™ resultando su completa activacién a
concentraciones fisiolégicas de Ca™. Sin embargo los ésteres de forbol son
lentamente metabolizados, por lo que persisien en el tejido por largos periodos
de tiempo en comparacién al DAG y causan la activacién prolongada de la PKC

(Jun-Ping, 1996; Berridge, 1997).
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Fig. 5. Via de sefializacién intracelular de la proteina cinasa C (PKC). El complejo
agonista-receptor activa a la proteina Gg, que estimula a la fosfolipasa C (PLC). La PLC
cataliza la hidrdlisis del PIP, a [Py y DAG. El [P, sale a citoplasma para inducir la
liberacidn de iones Ca™ del reticulo endoplasmatico, en cambio el DAG permanece en
la membrana celular donde activa a la PKC (Tomado de Darnell y cols, 1994).
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VIA DE SENALIZACION INTRACELULAR DE LAS PROTEINAS
TIROSINAS CINASAS (PTK).

Las proteinas tirosinas cinasas (PTK) catalizan la fosforilacion de
proteinas con residuos de tirosina y se dividen en dos grupos, el primero de ellos
se caracteriza por presentar un dominio de unién extracelular al que se unen
factores de crecimiento. El segundo grupo de proteinas tirosinas ¢inasas, no estan
asociadas a receptores membranales por lo que carecen de un sitio de unidn al
ligando y su actividad esta asociada a la cara citoplasmatica de la membrana

plasmaética (Hunter y Cooper, 1985; Srivastava, 1990).

PROTEINAS CINASAS ASOCIADAS A RECEPTORES.

Los receptores de tirosinas cinasas (RTK) forman una larga e importante
clase de receptores en la superficie celular a los cuales pueden umirse ligandos
solubles, hormonas proteicas incluyendo insulina y factores de crecimiento (EGF,
PDGF, IGF-I). Todos estos receptores muestran tres regiones, un dominio
extracelular con el sitio de unién al ligando, una a-hélice transmembranal
constituida por aminodcidos hidrofébices, y la parte intracelular que es el
dominio catalitico ya que es el sitio de unidn del ATP, en donde ocurre la
transferencia del y-fosfato a proteinas que tengan residuos de tirosina, asi como a
receptores vecinos por medio de la autofosforilacion (Panyotou y Waterfield,
1963).

Dentro de la familia de receptores de tirosinas cinasas, hay cuatro subclases
las cuales muestran diferencias en sus dominios intra y extracelulares. La
primera subclase es del prototipo del receptor del factor de crecimiento
fibroblastico (EGF), el cudl se caracteriza por presentar dos regiones ricas en
cisteina en la parte externa y una extensién c-terminal en el dominio catalitico el
cual tiene los sitios para que ocurra la autofosforilacién. La subclase II
(receptores para Insulina y el receptor del factor de crecimiento parecido a la

insulina tipo -I) presenta una estructura heterotetramérica {(a,B,) unida por
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puentes disulfuro para formar un receptor dimérico. La tercera subclase es
representada por los dos tipos de receptores del factor de crecimiento derivado de
las plagquetas (o y 8) los cuales en el dominio extracelular presentan 5 estructuras
repetidas parecidas a inmunoglobulinas y una regién con actividad de tirosina
cinasa en el dominio citoplasmatico, a la subclase IV pertenece ¢l receptor del
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), estos muestran las mismas
caracteristicas que los del tercer tipo pero solamente tienen 3 unidades repetidas
parecidas a inmunoglobulinas (Ullrich y Schlessinger, 1990; Panyotou vy

Waterfield, 1993),

ACTIVACION INTRACELULAR DE LAS TIROSINAS CINASAS.

Para que continue la via de seflalizacion hay dos tipos de proteinas
asociadas con el receptor. (1) La proteina adaptadora Grb2, que acopla la
actividad del receptor a otras moléculas de sefializacidn y (2) proteinas que
tienen como funcién fosforilar residuos de tirosina, serina y treonina de
diferentes proteinas.

La proteina GRB2 esta constituida por dos dominios, SH2 y el SH3, los
cuales no tienen actividad catalitica. El dominioc SH2 presenta una secuencia de
100 aminoacidos, tiene como funcién regular las interacciones receptor - proteina
activadora, ya que reconoce secuencias peptidicas que rodean el sitio de
fosforilacidn de las tirosinas. El dominio SH3 es una cadena de 45 aminoécidos,
ha sido identificada en una variedad de proteinas asociadas con el citoesqueleto
(w-espectrina, miosina) y la membrana plasmatica (Koch y cols, 1991), pero
unicamente actia como proteina adaptadora cuando se une a SH2. Por lo tanto
SH2 se une al receptor y los dominios SH3 se unen a la proteina SOS, lo cual
permite la relocalizacion de la proteina SOS del citoplasma a la membrana

plasmaética llevéndola cerca de su sustrato, la proteina Ras (Fig. 6).
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ACTIVACION DE LA PROTEINA Ras.
La proteina Ras es una GTPasa, por lo tanto cuando Ras se une al guanosin
trifosfato (GTP), se activa y forma un complejo con sus moléculas blanco. Las
proteinas que controlan la conversién entre el estado activo (GTP) e inactivo
(guanosin difosfato, GDP) de esta proteina son:
o La proteina GAP (proteina de activacion de la GTPasa) hidroliza el
GTP a GDP, por lo tanto actita como un regulador negativo ya que
retorna a Ras de un estado activo a un estado inactivo (Koch y cols,
1991).
o S0S es un factor de liberacion del nucledtido de guanina (GNRF) que
estimula el reemplazamiento de GDP por GTP. Ademas SOS es la
molécula blance de Grb2 en respuesta a la fosforilacion del receptor de
tirosina cinasa.
La reaccidn de desplazamiento puede ser bloqueada por un inhibidor de la
disociacién de guanina (GDI), por lo tanto mantiene a la proteina en estado
inactivo. La proteina Ras activa, se une al dominio amine terminal de Raf-1 para

activarla (Koch y cols, 1991;Lewin, 1994).

ACTIVACION DE LA PROTEINA Raf-1.

La proteina Raf-! es una proteina citoplasmatica con actividad intrinseca
de cinasa serina/treonina. Muestra tres regiones CR1, CR2 y CR3, la regién
CR! se localiza en la porcién NH; terminal, la cual es rica en residuos de
cisteina y contiene regiones de unidn con el Zinc; el CR2 también se localiza en
la porcién NH;, con una secuencia de solo 14 residuos principalmente
serina/treonina, y el CR3 se encuentra en la porcidon COOH, el cual presenta la
actividad de cinasa (Wood y cols, 1992). Los sitios de fosforilacién de estos
dominios son la Ser43, Ser259 y Ser62. La Ser43 se encuentra en la region CR-

1 tiene como funcién afectar la interaccion de la proteina Raf-1 con Ras
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{Morrison, 1995).

La Ser239 es el sitio de fosforilacién localizado en la region CR2. al no
estar fosforilado induce la maduracién meidtica del ovocito de Xenopus por lo
tanto la fosforilacién de este sitio suprime la actividad de la proteina. La Ser621
se localiza al final del dominic CR3, el cual parece ser importante en la
conformacién estructural del dominio catalitico, sin embargo una mutacién en

este sitio inactiva la enzima (Morrison, 1995).

EL PAPEL DE Ras PARA ACTIVAR A Raf-1.

La proteina Ras-GTP interactiia con Raf-1, lo cual permite la translocacién
de Raf-1 a la membrana plasmaética. Sin embargo la union de Ras a Raf-1 no
estimula la actividad de la proteina Raf-1, pero parece que incrementa la
accesibilidad de esta proteina a su molécula activadora. Los activadores de Raf-1
son varios, entre ellos se encuentra la proteina cinasa C, proteinas serinas/
treoninas aun no identificadas y fosfatasas. La funcidn del activador es liberar el
dominio cinasa de la supresidn ejercida por el dominio amino v de esta manera
la proteina Raf-1 puede activar a su sustrato, la proteina MAPKX (Morrison,

1995).

ACTIVACION DE LA PROTEINA ACTIVADORA DE MITOGENOS
(MAP).

Las MAPK cinasas son fosforiladas sobre los residuos de tirosina/ treonina
catalizados por la proteina MAP cinasa cinasa (MAPKK también conocida
como MEK). Estas cinasas forman una via lineal {lamada la cascada MAPK, la
cual es una via de seflalizacion intraceluiar central que controla la proliferacidn.
diferenciacion y el desarrollo embrionaric tempranc, por la expresion de factores
de transcripcién ¥ proto-oncogenses como c-myc, c-jun y c-fos {Davis. 1993;

Darnell y cols, 1994).

De estas proteinas solo las MAPK sufren reacciones de fosforilacién en el
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citoplasma y son translocadas al nticleo (Fig.6). La franslocacién ocurre por dos
mecanismos, difusion pasiva y transporie activo, por 1o que proporcionan una
union fisica de las vias de seflalizacién intracelular entre el niicleo y el

citoplasma (Fukuda y cols, 1997; Adachi y cols, 1999).

FUNCIONES DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)
DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIQO.

El ovario y el testiculo son homdlogos en estructura y funcion, en la
produccion de gametos y en la regulacidn de la esteroidogénesis. Ambos se
caracterizan por depender de las gonadotropinas preducidas en la hipofisis (LH y
FSH) para llevar a cabo sus funciones. La hormona foliculo estimulante (FSH) es
esencial para el desarrollo sexual normal, en el ovario de los mamiferos asi
como el de las aves, regula la secrecidn hormonal v la maduracién
de las células somaticas asociadas a la gametogénesis (células de Sertoli y
células granulosas). Estimula la actividad de la enzima aromatasa permitiendo la
conversion de androgenos a estrogenos (Dorrington y Amstrong, 1979;
Yoshimura y Tamura, 1988). Sin embargo, la FSH requicre la interaccién de
muitiples factores de crecimiento (factor de crecimiento. de insulina tipo I (IGF-
1), el factor de crecimiento transformante tipo f (TGF-B), factor de crecimiento
transformante tipo o (TGF-u) y el factor de crecimiento fibrobisstico (FGF)) asi
como moduladores autocrinos o paracrinos, los cuales pueden inhibir o actuar de
manera sinérgica con la FSH para potenciar sus efectos (Dorrington y cols, 1988,
1993). Durante algunas c¢tapas del desarrollo embricnario de las aves (8, 10, 13,
15y 18 dias) la hFSH induce la proliferacidn celular de cuitivos primarios de
ctlulas de ovario izquierdo, ovario derecho y testiculo; sin embargo, la respuesta
en cada gonada es diferente. El ovario derecho sélo responde en los dias 8, 10 y
13 de incubacidn, lo cual concuerda con la regresién del organo. El ovaric

izquierdo, es la gbénada que presenta mayor proliferacién celular entre los dias
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Fig. 6. Via de sefializacién intracelular de las proteinas tirosinas cinasas (PTK)

(Modificado de Darnell y cols, 1994).
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8, 10 y 13, sin embargo no responde al tratamiento hormonal. En el caso del
testiculo siempre existe respuesta al tratamiento hormonal, presentandose dos
picos de proliferacién a los 8 y 18 dias. Asi mismo la hFSH estimula la
secrecién  de hormonas esteroides al medio de cultivo, con una secrecién
preferencial de testosterona y 178-estradiol por el ovario izquierdo en todas las
edades estudiadas (Solis, 1996; Pedernera y cols, [999).

Al realizar gradientes continuos de metrizamida, en el ovario izquierdo de
18 dias de desarrolic embrionario se obtienen cuatro subpoblaciones celulares, de
las cuales la tinica que responde a la hFSH con un incremento en la incorporacién
de timidina fue la fraccidon F4 (densidad 1.071 g/ml). Bn el ovario de pollo
recién nacido estd fraccion esta constituida por células pregranulosas v células
epiteliales pobremente diferenciadas, las cuales secretan 17B-estradiol y tienen
actividad de aromatasa (Pedernera y cols, 1988; Alvarez-Fernandez y cols, 1994;
Velazquez y cols, 1997).

En el testiculo de los mamiferos la FSH induce la maduracién de los tubos
seminiferos y la espermatogénesis.Sin embargo, el mantenimientc de Ila
espermatogénesis requiere de la participacién de andrégenos los cuales son
sintetizados en las células de Leydig ante el estimulo de Ia hormona luteinizante
(LH) ( Dorrington y Amstrong, 1979; Orth, 1982, 1984).

La utilizacién de la FSH in vive, durante el desarrollo embrionario de las
aves, produce un incremento en el nimero de células de Sertoli asi como una
mayor densidad de los tubulos seminiferos, esto concuerda con el efecto que la
FSH produce en el desarrollo gonadal de los mamiferos (Orth, 1982; Gonzdlez-
Morén, 1997). La FSH también actla indirectamente sobre las células de Leydig,
ya que al cocultivar celula de Leydig con céiulas de Sertoli se produce un

remento en el numero de receptores a LH y se aumentan los niveles del
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JUSTIFICACION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los mamiferos se ha demostrado que las gonadotropinas (LH y FSH),
para llevar a cabo la esteroidogénesis, estimulan la proteina adenilato ciclasa lo
que ileva 2 un incremento intracelular de 3°-3° adenosin monofosfato ciclico y de
la proteina cinasa A, ademds aumenta la accidén de algunas vias alternas como
son la movilizacién de Ca™™ y los segundos mensajeros derivados de la hidrdlisis
de los fosfoinositidos {1,2-diacilglicerol y el inosito!l trisfosfato) (Davis y cols,
1987; Leung y Steele, 1992; Peluso y cols, 1993; Richards, 1994; He y cols,
1995).

En las gonadas de las aves durante el desarrollo embrionario hay poca
informacién sobre cuales son los mecanismos intracelulares que se activan
cuando la FSH se une a su recepfor membranal, ya que al presentar desarrolio
unilateral del ovario y oviducto, el ovario izquierdo presenta mayor proliferacién
celular en cultivos de poblacién mixta; sin embargo, no responde en los dias 8,
100y 13 al tratamiento hormonal (hFSH). En cambio, el ovario derecho
incrementa la incorporacidn de timidina hasta el dia 13 y en los dias subsecuentes
(15 y 18} nc responde a la hormona debido a la atrofia del érgano. A diferencia
de los ovarios, el testiculo presenta un estimulo proliferativo inducido por la
hFSH hasta de un 50% en todas las edades estudiadas (8, 10, 13, 15 y 18 dias de
desarrollo embrionario) (Solis, 1996; Pedernera y cols, 1999) .

Por lo cual es importante determinar si son diferentes las vias de
sefializacién intracelulares que modulan la proliferacién celular en el ovario
izquierdo, ovario derecho y testiculo a los 13 dias del desarrollo embrionario,
momento en el cual no se ha establecido aln el eje hipotdlamo — hipéfisis -
génada. Sin embargo es probable que en esta etapa del desarrollo las células
esteroidogénicas ovdricas posean receptores para hFSH, ya que se ha demostrado
un incremento en la secrecidn de 17B-estradiol y testosterona inducido por esta

hormona gonadotropa (Pedernera y cols, 1999).
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OBJETIV OS.

o Determinar la participacion de los segundos mensajeros y/o
sus andlogos, asi como la posible via de sefializacidn
intracelular que es utilizada en la divisién celular modulada
por la FSH en el ovario derecho y testiculo de embrion de

polle con 13 dias de desarrollo embrionario.

¢ Determinar si la ausencia de la respuesta proliferativa
inducida por hFSH en el ovario izquierdo esta regulada por la
proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC) y/o

proteina tirosina cinasa (PTK).
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS.
MATERIAL BIOLOGICO.

Los huevos fértiles de pollo de la clase Leghorm blanca Babcock B-300
fueron adquiridos de la granja avicola Alpes II S A. (Tehuacan, Puebla) ¢
incubados a 37.8°C durante 13 dias. Se determin¢d la edad exacta de los

embriones por medio de las tablas de Hamburger y Hamilton (1951).

REACTIVOS.

Se utilizaron 4cido acético concentrado (CH, COOCH), acido tricloro
acético (CCL3 COOH), carbonato de sodio (Na HCO,), cloruro de sedio (NaCl),
cloruro de potasio (KCL) y metanol adquirides de Merck, México S.A. El
dodesil sulfato de sodic y ¢l fosfato de potasio (K, HPO,) se obtuvieron de
Baker S.A. de C.V. México. La albumina serica bovina, el azul tripano, el dimetil
sulfoxido (DMSO) v el inhibidor de tripsina se obtuviéron de Sigma Chemical
CO (St. Louis MO USA). La Hormona Foliculo Estimulante humana (hFSH)
Fertinorm HP se obtuvo de Serono de México. S.A, 1 mUI es equivalente a 14
ng de hFSH con 2 pg de hLH (Ulloa - Aguirre y cols, 1995) v la Hormona
Foliculo Estimulante recombinante humana (hFSHr) se obtuvo de Organon
Kloosterstrat. Holanda. N, V. El liquido de centellec (Aquasol-2) v la *H
Metil-Timidina se obtuvieron de NEN Research Products (Boston, MA). Las
cajas de cultivo y las membranas de policarbonato con poro de 1.0um y 335
mm de didmetro se obtuvieron de Costar (Cambridge, MA ). El Medio Minimo
Esencial Modificado por Dulbencco (DMEM) vy la tripsina se compraron a Gibco
BRL.Grand Island. N.Y. USA.

INHIBIDORES DE PROTEINAS CINASAS Y SEGUNDOS MENSAJERQOS.
El N°, 2°-O- dibutiril 3": 5 adenosin monofosfato ciclico (db-AMPc), el

forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) , el forskolin, la genisteina, la herbimicina
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A, la lavendustina A y el tirfostin 23 se compraron a Sigma St Louwis MO

USA.

METODOS.

Se utilizé el ovario izquierdo, ovario derecho y los testiculos de embriones
de pollo con 13 dias de desarrollo embrionario para realizar culiivos de
poblacidén mixta. Una vez que las génadas tenian la edad requerida se realizd la
diseccion y obtencion de estas, de manera estéril en una campana de flujo
laminar. Las génadas se colocaron empleando una pipeta serolégica en una caja
de petri con medio de cultive y se lavaron con esta misma solucién.

Posteriormente, las génadas se colocaron en un tubo cdnico con tripsina
(0.25%) disuelta en solucion salina balanceada libre de Ca™ y Mg™™ (SSB) (ver
apéndice) durante 15 minutos a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de
aire para realizar una disociacién mecénico-enzimatica. Después de este tiempo,
se resuspendio el tejido y se agregd a la suspensidn celular inhibidor de tripsina
{0.50%) disuelto en medic minimo esencial modificado por Dulbecco
suplementado con albimina sérica bovina (1.0 mg/mi) (DMEM - BSA).

Las células obtenidas fueron centrifugadas por 10 minutos a 200 x g, se
eliminé ¢} sobrenadante y el botdn celular fue resuspendide y lavado dos veces
mas con DMEM-BSA, entre cada lavado se eliminé el sobrenadante.

Al botén celular se le agregd de 3 a S ml de medio de cultivo segin la cantidad
de tejido, v se determind la viabilidad celular por medio de la técnica de
exclusion de azul tripano el cual mostrd un 90% de viabilidad después de la
disgregacién celular (Tennant, 1960). Posteriormente, las células se sembraron
en membranas de policarbonato (I um de didmetro de poro y 13 mm de didmetro)
flotando sobre 2 ml de DMEM en cajas de cultivo estériles de 35 x 10 mm. Al
medio de cultivo se ie agregd los segundos mensajeros o sus andlogos: Dibutiril

3'-5"Adenosin Monofosfato ciclico (dibutiril-AMPc) que estimula la proteina
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cinasa A (PKA), forskolin que activa a la adenilato ciclasa, el éster de forbol
PMA un compuesto homélogo al diacilglicerol (DAG) que activa a la proteina
Cinasa C (PKC) y la genisteina, un fitoestrégeno que se une al receptor de
estradicl ¢ inhibe a la proteina tirosina cinasa (PTK). Como inhibidores
especificos de las PTK se emplearon: herbimicina A, lavendustina A vy tirfostin
23. Los grupos formados con las células del ovario derecho, ovario izquierdo y

testiculo se distribuyeron de la siguiente manera:

GRUPCS  MEDIO DE NUMERO DE hFSH SEGUNDOS

__ CULTIVO CELULAS _ .. - MENSAJEROS -

BASAL OMEM + BSA 500 000 células’ ‘ o

TRAT}\_DOS,’ DMEM + BSA 500 uoo celulaaﬁ,—_:é; hFSH (0.5 Uimi)
DMENM + BSA 500 000 ce'u!asj hFSHr (0.5 Ulimi) : . .
DMEM+BSA 500 900 osluias | Dibutiril-AMPG {1 ) |
DMERM + BSA 500 oao células. _ HFSH(2.5 Ulimi) ‘D;bmmi-AMPc (1mrv1)' |
DIMEM + BSA 500 000 celulas ) | gemstema (20 ;.LM)
DMEM + BSA 500 000 células hFSH(0.5 U¥m!) gemstema (0 pm
DMEM + BSA 500 m)u células PMA (61.7 ng)

 DMEM + BSA 500 mm celulas  .' hFSH(0.5 Ul/ml) PMA (m 7 ng)

DMEM + BSA 500 ooo celulas 5’]’ “mqughn @ zuwn)
DMEM + BSA - 300 000,ceiulas hFSH{C.5 Ul/m!) Vforskolln (0 ?pM)
DMEM + BSA 500.000 céuulé@s h ,ﬂavendustmaA (15051!\!1)
DMEM + BSA 500 000 cé!ulés ’I hFESH{0.5 Gl/mi) Iavend{ustmaﬁ& {1 50§JM)'
DMEM + BSA 500 000 células .herbi@qciqa A (9000M) |
DMEM + BSA 500 Oﬂd‘ﬁéguiag . hFSH(0.5 Umi) he‘i"h'imicir);a Af(gdqun?
DMEM + BSA 506 60_0 célpil,as‘ “tirfostin 23 I(Sﬂ L!M): :
DMEM + BSA 500 000 céiulas  hESH(0.5 Umi) tirfosiin 23 (sc‘pMj;.

A todos los grupos se les agregd 0.1 pCi de *H-Timidina y se incubaron a

37°C en una atmésfera de 5% de CO2 y 95% de aire. Después de 60 horas de cultivo
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se valoro la division celular por medio de la técnica de incorporacioén de timidina.

TECNICA DE INCORPORACION DE TIMIDINA.,

1) Se colocd la membrana de policarbonato con el botén celular en un vial.

2) Se agregd sobre la membrana de pelicarbonato 3 ml de metanol - acido acético

3:1 {v/v) y se dejé durante 15 minutos a temperatura ambiente,
3) Se eliminé el fijador y se les agregé 3 ml de acido tricloro acético (TCA) frio al
10%, colocandose una hora a 4°C.

4) Se elimino el TCA.

5) Se agregd 400 pl de dodesil sulfato de sodio (SDS) al 2% se taparon los viales y

s¢ incubaron a 60°C durante 30 minutos.

8} Se sacaron ios viales del bafio, se dejé que alcanzaran la temperatura ambiente v
a cada vial se le agregé 5 ml de liquido de centelleo, se taparon, se agitaron con un
vortex y se limpiaron con alcohol.

7} Se cuantificé la timidina trittada incorporada a las células en un contador de

centelleo liquido (Beckman LS 6500).

ESTADISTICA.

A los resultados se les realizo un analisis de varianza de un factor v las
pruebas de Tukey y Duncan (P<0.05), para determinar las diferencias significativas
entre los grupos testigo con respecto a los tratados, en cada una de las gdnadas

estudiadas,
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RESULTADOS.

En este trabajo se determiné la participacion de dibutiril-AMPc, forskolin,
PMA e inhibidores de tirosinas cinasas (lavendustina A, herbimicina A, tirfostin
23 v genisteina) como posibles moduladores de las vias de sefializacién
intracelular utilizadas por la hFSH, en la proliferacion celular de gonadas de

aves con 13 dias de desarrolio embrionario.

OVARIO TZQUIERDO.
Las células de ovario izquierdo cultivadas por 60 horas mostraron la mayor
incorporacion de *H-Timidina en comparaciéon con el ovario derecho y el

testiculo. Las células al ser tratadas con los fdrmacos dibutiril-AMPc, PMA y
forskoli
embargo la proliferacién se incrementé significativamente (38%) cuando la
genisteina se agregd en el medio de cultivo.

La hormona foliculo estimulante humana (hI'SH)} no aumento la
proliferacion celular. Sin embargo, al mezclar PMA con hIFSH se potencio el
fendmeno proliferativo uﬁ 32% en relacidn al grupo control. Las células tratadas
con genisteina y hFSH, incrementaron su proliferacién un 3% con respecto a
las células tratadas solo con genisteina, lo cual indica que no ocurre una

potenciacién de la proliferacién celular cuando el farmaco se mezcla con la hFSH

(Fig. 7).

OCVARIO DERECHO.

El ovario derecho presento la menor incorporacién de *H-timidina en
comparacién a las celulas de ovario izquierde y testiculo. Las céiulas al ser
tratadas con  dibutirii-AMPc, genisteina, PMA y forskolin no presentaron
diferencias significativas con respecte al grupo testigo. En cambic la hFSH

potencis la proliferacidn un 50% en relacidn ai grupo control.

[93)
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Los farmacos  genisteina, PMA vy forskolin mezclados con hFSH
incrementan la incorporacién de *H-Timidina 31%, 38% y 57% en comparacion

a las células tratadas con hFSH (Fig. ).

TESTICULO.

Los cultivos de agregados testiculares sembrados por 60 horas, no
incrementaron su proliferacion celular al ser tratados con genisteina, PMA,
dibutiril-AMPc o forskolin, Sin embargo cuando se trataron las células con
hFSH fue évidente un estimulo en la proliferacién celular hasta de un 40%, en
respuesia al tratamiento hormonal.

La combinacién de los tratamientos (farmacos y hFSH) potencid la
proliferacion celular, con respecto al testigo (dibutiril-AMPc con FSH 18%,
genisteina con hFSH 31%, forskolin con FSH 30% y PMA mas hFSH 23.6%)
pero no con respecto a la hFSH sola (Fig. 9) .
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Fig. 7. Graficas que indican la cantidad de *H-Timidina incorporada al cultivo de
celulas de ovario izquierdo tratadas con hFSH y segundos mensajeros. De estos
farmacos el Gnico que indujo proliferacién celular fue la genisteina. Sin embargo
la combinacién de los farmacos con la hFSH se potencio solo con PMA. La barra
representa la media + ES de 6 experimentos separades, cada uno por
cuadruplicado. {* indica diferencia significativa en relacidn al grupo testigo y **
indican diferencia significativa con respecto al grupo tratado con hFSH (P<
0.05).

34



RESULTADOS

§
;

AQION GE TIMIBINA (CPMeoan 500 CoLnpay

LR

M EIRPY

AOH BE TIMIDINAG (CPM2506000 CRLULASH

T JU R AL

I
s

L

OVARIO DERECHO

AP0
SAGON
STEERI
TEROON
Tl = *
a0 S
AT A
0000 - gﬁg@;“‘ - = =
DI ﬁﬁﬁﬁﬁ%ﬁﬂ
NN
Iy | i N "“‘i* X
o
el 3
o o = ] ¥
= 4 = 2 A S
m & =R o i 8
& = o i
B m =
=
LESTAININ
SR -
00
REGEINTR R
A ” * %
SO000 e 3k PR
- b o
TRACT - x
PO S i IER—
S0 Qb\ ]
> NN
& wd =
z P ® O w2 < s %
= B, o % B 2 m =R
s £ f & .o R By o
&3 2w I ]
B = =
=

Fig. 8. Graficas de incorporacién de *H-Timidina en cultivos primarios de
ovario derecho con 13 dias de desarrollo embrionario. En las cuales se puede
observar que la hormona (hFSH) incrementa la proliferacidn celular, pero los
farmacos dibutiril-AMPe, genisteina, PMA vy forskolin no aumentaron la
proliferacién celular. La barra representa la media + ES de 5 experimentos
separados, cada uno por cuadruplicado (¥ indica diferencia significativa en
relacion al grupo testigo y ** indican diferencia significativa con respecto al

grupo tratado con hFSH (P< 0.05).
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Fig. 9. Grificas de incorporacién de timidina en culiivos primarios de testiculo
cultivados por 60 horas, que muestran un incremento en la proliferacién celular
inducida por hFSH. Sin embargo la proliferacion celular no es evidente con
ninguno de los farmacos empleados (dibutiril-AMPc, genisteina, PMA,
forskolin). La barra representa la media = ES de 6 experimentos separados, cada
uno por cuadruplicado. El asterisco indica la significancia estadistica (P<0.05).
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INHIBIDORES DE PROTEINAS TIROSINAS CINASAS (PTK).

En una segunda serie de experimentos para determinar si la genisteina en
el ovario izquierdo de embridén de pollo con 13 dias de incubacidn, estimula la
proliferacién celular por unirse al receptor de estradiol o lo hace al inhibir la
[osforilacién de proteinas tirosinas cinasas (PTK), se emplearon inhibidores
especificos de las PTK: la herbimicina A, la lavendustina A y el ti}.;}fostin 23.

De estos farmacos se realizd una curva dosis respuesta de tirfostin 23 con
una concentracion de 30,25y 125 uM en las células del ovario izguierdo, ya
que la dosis reportada en la bibliografia (100 uM) induce la muerie celular en el
modelo experimental utilizado en el presente trabajo, con un efecto maximo a una
concentracién de 50 uM vy una dosis efectiva ( ED.,) de 28.3 uM/ml (Fig. 10).
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Fig. 10. Curva dosis-respuesta de tirfostin 23 (50, 25 v 12.5 uM ) en células de
ovario izquierdo cultivadas por 60 horas. El efecto maximo se encontrd a una
concentracion de 50 uM con una dosis efectiva { DE 55) de 28.3 uM/mi. Cada
punto representa la media £ ES de 3 experimentos separados, cada uno por
cuadruplicado.




RESULTADOS

Ademas, se realizé una curva temporal en células de ovario izquierdo, para
determinar la toxicidad del tirfostin 23, encontrandose que el tirfostin solo
necegsita 12 horas en el medio de cultivo para incrementar la incorporacién de
Timidina, induciendo la muerte celular a las 60 horas de cuitivo (P<0.005) (Fig.

).
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Fig. 11. Curva temporal de tirfostin 23 (50 uM/m]l) en células de poblacién mixta
de ovario izquierdo. En la que se puede observar que 12 horas después de
agregado el fairmaco ocurrio un aumento de la proliferacidn celular. Se encontrd
ademds que a las 60 horas el tirfostin 23 es tOxico para las células de nuestro
modelo. Cada punto representa la media + ES de 3 experimentos separados, cada
uno per cuadruplicado. El asterisco indica la significancia estadistica (P<0.05).
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OVARIO IZQUIERDO

Los inhibidores de PTK incrementaron la incorporacién de timidina con
respecto al grupo control (tirfostin 23 (20%), genisteina (23%) y lavendustina A
(33%).

La hFSH HP (Serono) y la hFSHr (Organon), no incrementaron la
incorporacion de timidina con respecto al grupo testigo.

Al realizar las combinaciones de los inhibidores con hFSH se potencié la
proliferacion celular con lavendustina A (70%), genisteina (58%) vy tirfostin 23

(23%), en relacién a las células tratadas con hFSH HP (Fig. 12).

OVARIO BERECHO.
En el ovario derecho ninguno de los inhibidores de proteinas tirosinas
vendustina A y herbimicina A) indujeron divisién celular. En cambio
la mezcla de lavendustina A adicionada con hFSH incrementé la proliferacion
celular (34%), con respecto al grupo tratado con hFSH solamente.
Sin embargo la herbimicina A v la genisteina al ser mezcladas con la hFSH

solo producen diferencias significativas cuando se compararon con el grupo

control (P<0.05) y no con el grupo que recibio solo hFSH (Fig. 13 ).

TESTICULO

En el testiculo €l tnico inhibidor de PTK que indujo un incremento en la
incorporacion de timidina fue herbimicina A (40%).

Las células tratadas con hFSH HP (Seronc) y hFSHr (Organon)
incrementaron la divisién celular comportindose de la misma manera las dos
(P<0.05).

Al realizar las mezclas de los inhibidores { lavendustina A y herbimicina
A) con hFSH se increment$é la incorporacién de timidina (30% y 47%

respectivamente) en relacién a los grupos tratados solo con hFSH.
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Cuando las células fueron tratadas con genisteina y hFSH aumentd la
proliferacién celular. Sin embargo el incremento fue casi igual al observado
cuando las células fueron tratadas solo con hFSH, y por lo tanto las diferencias
fueron significativas solc cuando estos grupos se compararon con el grupo

control (Fig. 14).
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Fig. 12. Graficas de incorporacién de *H-Timidina en agregados de células de
ovario izquierdo cultivadas por 60 horas, tratadas con inhibidores especificos de
proteinas tirosinas cinasas {(PTK) y la combinacién de éstas con hFSH. De estos
fairmacos la genisteina, la lavendustina A y el tirfostin 23 incrementaron la
proliferacion celular, Al realizar las combinaciones de las sustancias con iz hFSH
se incremento la division celular. La barra representa la media = ES de 4
experimentos separados, cada uno por cuadruplicado. (*diferencia significancia
en relacion al grupo testigo y ** diferencia significancia con respecto al grupo
tratado con hFSH, P< 0.05).
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Fig. 13. Gréaficas que muestran la divisién celular, valorada por la técnica de
incorporacién de timidina, en células de ovario derecho tratadas con inhibidores
especificos de PTK (lavendustina A y herbimicina A) y las mezclas de éstas con
hESH. Las mezclas de genisteina, lavendustina A o herbimicina A con hFSH
produjeron un aumento de la proliferacion celular. La barra representa la media +
ES de 4 experimentos separados, cada uno por cuadruplicado. (*diferencia
significativa en relacién al grupo testigo y ** diferencia significativa con
respecto al grupo tratado con hFSH, P< 0.05).
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Fig. 14. Gréficas de incorporacién de *H-Timidina en células de testiculo
embrionario, estimulados con inhibidores de PTK. De estas sustancias solo la
herbimicina A indujo proliferacion celular. Sin embargo al realizar las mezclas
de los farmacos con la hFSH ocurrio un incremento en la divisién celular en
todos los casos. La barra representa la media + ES de 4 experimentos separados,
cada uno por cuadruplicado. (*diferencia significativa en relacién al grupo

testigo y ** diferencia significativa con respecto al grupo tratado con hFSH {P<
0.05).
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DISCUSION.

En este estudio se traté de identificar los mecanismoes de sefializacidn
intraceluiar que utiliza la hFSH para inducir divisidn celular, para to cual se
utilizaron farmacos que modifican la actividad de los segundos mensajeros v de
las proteinas cinasas (PTK, PKC y PKA) en células de ovaric izquierdo, ovario
derecho y testiculo con 13 dias de incubacidn. Para ello, se realizaron cultives
primarios de células gonadales de aves, sembradas en membranas de
policarbonato por 60 horas en medio de cultivo (DMEM-BSA). Al final del
cultivo las células mostraron una reasociacién celular y por lo tanto, llevaron a
cabo las interacciones entre las diferentes poblaciones celulares. Ademds las
células no presentaron muerte celular, ya que anteriormente se ha demostrado
un incremento en la incorporacién de *H-timidina y en el nimero fotal de céiulas
cuftivadas con hFSH, lo que confirma que la fisiologia de las células no fue
alterada durante los cultivos celulares (Veldazquez y cols, 1997: Pedernera vy cols,
1999).

De acuerdo con los resultados que obtuvimos la respuesta a los
moduladores de la division celular en ambos ovarios es diferente, o que indica
diferentes condiciones {isioldgicas para ambas génadas. En el caso de las células
de ovario derecho al ser fratadas con activadores o inhibidores de las proteinas
cinasas A (AMPc v [orskolin). proteinas cinasas C (PMA) v de las proteinas
tirosinas cinasas (genisteina, herbimicina A y lavendustina A) no auments la
divisién celular probablemente por la involucion del 6rgano, que se inicia en el
noveno dia de desarrollo embrionario (Teng y Teng, 1977). Cuando las células
fueron tratadas con las mezelas de los farmacos y la hFSH se incrementd la
divisidn celular. pero este efecto se debe posiblemente a ia hormona.

Fsta gonada, estimulada 7» vifro con hFSH después de los 13 dias de desarrollo

cmbrionario ya no prolifera (Solis, 1996; Pedernera y cols, 1999} v la sintesis de
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17p-estradiol disminuye. hasta ser no cuantificable en el nacimiento (Woods v
Erton. 1978 Nakabayashi y‘ cots, 1998). Nuestros resultados pueden  ser
comparados con los encontrados en las células granulosas y las células de iz teca
de los foliculos que sufren apoptosis (muerte celular programada) en las cuales
disminuye la sintesis de DNA y se reduce la produccién de estrégenos al
disminuir Iz actividad del citocromo P450 aromatasa (Teng y Teng, 1977; Tilly
v cols, 1992). También estos foliculos muestran una disminucién en el ntimero
de receptores membranales para fas gonadotropinas (FSH y LH). lo cual llevaa
la disminucion intracelular de la adenilate ciclasa y del AMPc (Ritzhaupt v
Bahr. 1987).

Las céiulas de ovario izquierdo no respondieron al estimulo proliferativo
inducido por la hFSH posiblemente (1) debido a que en esta edad exista un pico
proliferativo que evita una respuesta hormonal, (2) a que se forme el complejo
hormona-receptor en la membrana pero no dispare una sefial intracelular ¢ (3)
que algunos de los pasos utilizados en la cascada intracelular estén inhibidos.
Sin embargo. con los resultados en este trabajo nosotros apoyamos la tercera
opcidn va que al utilizar PMA, AMPc vy foskolin las células no se dividieron.
Pero al emplear la genisteina (un inbibidor de las proteinas iirosinas cinasas)
ocurrio un incremento de la proliferacidn de las células ovéricas cultivadas,
aungue no podemos descartar las otras dos alternativas. |

De estos farmacos el dibutiril-AMPc activa a la PKA en el citoplasma y
el forskolin induce la activacion de la adenilato ciclasa en la membrana
plasmatica. por lo que sen utilizados como andlogos de la FSH para activar la
via de seflalizacidn intracelular de la PKA, la cual se ha demostrado que es la via
utilizada en las células granulosas para inducir diferenciacién celular (Peluso v
cols. 1993). En cuanto al efecto del AMPc¢ como modulador de la divisidn

celular varia. ya que depende del tipo celular y del modelo experimental,
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utilizado para que se encuentre una respuesta mitégenica. En el caso de las
céiulas foliculares en el hamster el Br-AMPc. incrementa la sintesis del DNA.
to cual indica que la replicacion inducida por la FSH es regulada por una cadena
ae eventos que implica la unidén de la hormona a su receptor membranal, asi
como la activacidn subsecuente de la adenilato ciclasa y del AMPc (Shyamal v
Greenwald, 1991). En cambio Lavranos y cols (1994) indican que el db-AMPc
(1mM) inhibe el efecto mitogénico e induce diferenciacion celular de las células
granulosas de bovino, lo cual concuerda con los resultados del presente trabajo.
Ademas, las bajas concentraciones intracelulares de AMPc¢  permiten la
expresion de las ciclina E y D2 en la fase G, del ciclo celuiar para que la ¢élula
entre. a la fase de sintesis del DNA (Peluso y cols, 1993; Robker y Richards,
1998).

El éster de forbol PMA es un cancerigeno que activa a la PKC, va que
actua igual que el DAG, a una concentracion de 10 ng/ml. Sin embargo, el DAG
csta presente solo de manera iransitoria en la membrana, en cambio el PMA es
degradado lentamente, por lo tanto la exposicién prolongada a altas dosis puede
inducir el agotamiento de la PKC (Nishizuka, 1986; He y cols, 1995) y hacer
gque esta via ya no responda para inducir proliferacién celular. Probablemente
este hecho ocurrié en el caso del ovario izquierdo va que las células no
presentaron muerte celular durante la exposicion al farmaco, lo cual fue
demostrado por la incorporacién de “H-Timidina. Otro farmaco utilizado en este
trabajo [ue la genisteina, pero el mecanismo intracelular por el cual ejerce su
accidn es poco conocido. va que presenta un doble efecto. Por un lado estimula
la proliferacién celular en células de cdncer mamario (MCF-7) a bajas
concentraciones (10 uM)} a través del receptor de 17B-estradiol. {ormando en el
citoplasma el complejo receptor - fitoestrogeno que es procesado de manera

analoga al estradiol (Martin y cols, 1978; Wang y cols, 1996). También puede
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actuar como un anticancerigeno. inhibiendo la proliferacién celular, a altas
conceniraciones {20 uM ) debido a la inhibicidén de la fosforilacion de las
rrosinas cinasas: pero este efecto es independiente deil receptor de estradiol
{Gomberg y cols, 1993: Brown y cols. 1998). En este trabajo es poco probable
que la genisteina actie de manera andloga al 17f-estradiol, va que se ha
demostrado que esta hormona estimula la protiferacidén celuiar de las células
granulosas in vive (Dorrington y cols, 1993). Sin embargo, cuando las células
granulosas son aisladas y sembradas en presencia de 17f-estradiol no se
estimula la proliferacidn celular (Dorrington y cols, 1993; Luciano y Peluso,
1995).

En una segunda serie de experimentos llevados a cabo en el ovario
izquierdo para descartar el efecto fitoestrogenico de la genisteina se emplearon
inhibidores especificos de las proteinas tirosinas cinasas: lavendustina A,
herbimicina A v tirfostin 23, {os cuales son ademas potentes inhibidores de la
proliferacidn celular y son sustancias que atraviesan la membrana plasmatica.
De estos compuestos la herbimicina A blogquea de manera irreversible al
receptor del EGF v algunas tirosinas cinasas intracelulares (Levitzki v Gazit,
1995). La lavendustina A es un inhibidor competitivo del ATP v el tirfostin 23
es un inhibidor competitivo de la proteina sustrato (Gomberg v cols, 1993:
Levitzk: y Gazit. 1995).

La participacién que tienen las PTK como moduladoras de la proliferacion
celular, se ha demostrado con algunos factores de crecimiento como son el EGF, FGF y
PDGF, los cuales se unen a sus receptores membranales que presentan actividad de
tirosina cinasa. Sin embargo, al emplear inhibidores de PTK se abate (a division celular.
En nuestiro caso las células de ovario izquierdo responden de manera contraria ya que
F

por un lado la FSH no estimula la replicacion del DNA, cuando agregamos los

inhibidores especificos de las tirosinas cinasas se incrementa la proliferacién, lo cual
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indica que la divisién celular del ovario izquierdo a los 13 dias de! desarrolie
embrionario esta blequeada cuando las lirosinas cinasas estan activas. Asimismo
nucstros resultados concuerdan con los de otros autores que han reportado que
en las células granulosas de rata, la esteroidogénesis es blogueada por el
tirfostin AGI18, un inhibidor de las tirosinas cinasas {Gomberg-Maool y cols,
1993). Ademds en las células foliculares de cerdo, la produccidn de estrégenos
es aumentada por el TGF-u. Pero la genistelna atenta este efecto, lo cual
sugiere que la esteroidogenesis es un evento dependiente de las tirosinas cinasas
(Gandrade y cols, 1991}, asi como la proliferacion celular en nuestro caso.

En las células testiculares de aves, encontramos que ninguna de las
sustancias empleadas en la primera fase experimentai induce incorporacion de
timidina (AMPc, genisteina, PMA y forskolin). Al emplear los inhibidores
especificos de PTK (iavendusiina A y herbimicina A), solo la herbimicina A
produce un incremento en la respuesta proliferativa en comparacién al grupo
basal v al estimulado con hFSH. Por lo tanto las vias de sefializacidn intracelular
PKA y PKC, posiblemente no son utilizadas como moduladoras de la
proliferacion en las células testiculares. Aunque se ha demostrado que la
hormona produce un incremento en los niveles intracelulares de AMPc en las
células de Sertoli (Dorrintong y Fritz, 1973; Leung y Sieele, 1692). Sin
embargo. como en este trabajo solo se utilizaron algunos farmacos que activan
esta via, se requiere utilizar en estudios posteriores inhibidores y asi descartar
su participacion. En cambio la via de la PTK regula la proliferacién celular ya
que se ha demostrado que el TGF-$ al unirse a su receptor membranal, el cual
presenta aclividad de tirosina cinasa, promueve la division celular en las células
de Sertoli de cerdos inmaduros. Ademas el TGE-B, actlia de manera conjunta
SH

e TT
£on 1 £o

en los mamiferos para promover la incorporacidn de timidina en el

DNA (Dorrintong y cols, 1993).
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Al comparar la respuesta en el ovario izquierdo y testiculo a los
inhibidores de PTK es diferente, va que en el testiculo la herbimicina A es e}
unico que promueve la divisidn celular lo cual se debe a que alguna de las
isoformas de las proteinas tirosinas cinasas deben de ser inhibidas (Levitzki y
Gazit, 1995).

En testiculo el incremento en la incorporacién de “H-Timidina inducido
por la hFSH probablemente se deba a la prolileracidn de las células de Sertoli,
va que se¢ ha demostrado que estas presentan un incremento importante en la
division celular durante el desarrollo embrionario del testiculo fetal y neonatal
en rata (Orth, 1982, 1984); asimismo son las células efectoras para la FSH en
mamiferos (Derringion y Amstrong, 1979; Means y cols, 1980: y Dorrington y
cols, 1993). En el caso de las aves la hFSH i» vive induce un aumente en el
numero de células de Sertoli. un incremento en el didmetro de los tubulos
seminiferos (Gonzdlez-Moran, 1997). También promueve la hipertrofia e
hiperplasia de las células de Leydig y aumenta la respuesta estereidogénica de
las células de Leydig { Saez, 1994; Lecerf y cols, 1993). De acuerdo con lo
antes mencionade nosotros esperariamos que la proliferacidn celular se deba a
las células de Sertoli. Pero como lenemos una mezcla de todas las poblaciones
testiculares. no podemos asegurar que ltas células que responden son estas.

En las células de ovario izquierdo y testiculo se utilizaron dos tipos
diferentes de hormona foliculo estimulante, la hFSH HP (Serono} v hFSH
recombinante, para descartar que el efecto proliferativo observado se deba a la
contaminacion de LH, ya que la hFSH de Serono ImUI es equivalente a 14 ng
de hFSH con 2 pg de hLH (Ulloa-Aguirre y cols, 1995). Llevando a la
posibilidad que la LH actie en las células para inducir incorporacidn de
timidina. A pesar de ello, encontramos una misma respuesta celular en ambos

tratamientos lo cual demuestra la especificidad de la hFSH para inducir
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nroliferacion celular,

Atn cuando la hFSH no produce respuesta preliferativa en las células de
ovario izquierdo de 13 dias de desarroilo embrionario. es importante
caracterizar las subpoblaciones celulares que presentan un alio indice
proliferativo para determinar si son los mismos tipos celulares [os que responden
a los inhibidores v a la FSH en la misma gonada a los 18 dias de desarrollo
embrionario y en pollitas recién nacidas (Pedernera y cols. 1988; Alvarez-
Fernandez, 1994; Veldzquez y cols, 1997).

Para poder demostrar cuales son las células blanco de la hormona y de los
inhibidores de tirosinas cinasas en las células gonadales. las téenicas que
resultarian adecuadas son gradientes de densidad, autoradiografia v
Dibromodeoxivuridina (BrDu). El realizar gradientes de densidad tiene veniajas
¥a que nos permite obtener las subpoblaciones celulares puras para ambas
génadas, pero debido al pequefio volumen de tejido otra alternativa serian las
técnicas de autoradiografia o BrDu complementadas con estudios de microscopia
electronica para caracterizar la ultraestructura celular.

También  se  necesitan realizar mads estudios que nos permitan
demostrar a que nivel de la via de sefializacion de las proteinas tirosinas cinasas
ocurre {a inhibicidn de la proliferacidn celular. Al mismo tiempo, demosirar si la
ausencia de respuesta a la FSH se debe a la activacién de la PKA y/o PKC, para
lo cual seria apropiado utilizar inhibidores de estas vias y determinar si hay una
interaccion de las vias PTK, PKA y PKC para frenar o estimular el efecto

mitogénico.
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COCNCLUSIONES,

o Los mecanismos que regulan la proliferacidn celular en el ovario izquierdo v
derecho son diferentes. va que en el ovario derecho la hFSH produce un
incremento en la incorporaciéon de timidina. Sin embargo. no responden a
ninguna de las sustancias utilizadas como moduladoras de las vias de
seflalizacion intracelular (PKA, PKC y PTK), lo cual puede estar asociado a la

apoptosis.

o [as células de ovario izquierdo no respondieron al estimulo inducido por la
hFSH. Pero la falta de respuesta hormonal nc se debe a la ausencia de
receptores, va que las gonadotropinas en esta edad incremenian la secrecion
de 17B-estradiol v testosterona al medio de cultivo. Ademds, estas células solo
incrementaron la replicacion del DNA con los inhibidores de las tirosinas
cinasas (genisteina. lavendustina y tirfostin 23), lo que indica que las PTK
pueden ser uno de los posibles moduladores que controlan el efecto

mitogénico de la BFSH a los 13 dias de desarrollo embrionario.

e Las vias de sefializacion intracelular PKA y PKC no son utilizadas para
inducir la proliferacién celular en las células testiculares. En cuanto, al efecto
de las PTK se demostrd que participan en la proliferacion celular, pero
debido a que las células solo respondieron a la herbimicina A, consideramos

que alguna isoforma de PTK intracelular se inhibe en estas céliulas.
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APENDICE

APENDICE.

MEDIO DE CULTIVO

Agua Bidestilada..................... 10000
DMEM. ..ot 10 gr
Albumina bovina. .......cccccerneee, 0.1 gr

Se ajusta el pH a 7.4 con bicarbonato de sodio (NaHCO;) al 5% vy se afora a 1000 ml.

SOLUCION SALINA BALANCEADA (SSB) Iibre de Ca v Mg .

NaCL. e 8.0 gr
KELPO, .o 0.2 gr
KCL.iriiiiccie 0.2 gr
NayHPOy v, 1.15 gr
Agua bidestilada.................. 1000 ml
Rojo fenol......ccoeeeirinnnnns 4 - 5 gotas

SOLUCION DE AZUL TRIPANG
Agua bidestilada

............................ 100 ml
Azul tripanc...vveeeieerieiieeee e, 400 mg
NaCl o, 0.81 gr
KoHPO, e 0.60 gr
Metil - p-OH benzoato................... 0.50 gr

TRIPSINA.
0.025 gr por cada 10 ml de Solucién Salina Balanceada libre de Ca y Mg++

INHIBIDOR DE TRIPSINA,
0.050 gr por cada 10 ml de DMEM~+BSA

SOLUCION DE TCA 10%

TCA s 10.0 gr
Agua Bidestilada.................... 100 mi
L. TRRe g
-
SOLUCION DE SDS 2% Toeldl o Smo Siman
SDS . 2.0 gr
Agua bidestilada.........oeoeeniennn.nn. 100 mi
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APENDICE

APENDICE.

ABREVIATURAS UTILIZADAS
AC : adenilato ciclasa
AMPe: 3757 Adenosin Monofosfato ciclico
ATDP. Adenosin trifosfato
BSA: Albumina sérica bovina
Dibutiril-AMPec: db-AMPe
DAG: 1,2-Diacilglicerol
DMEM: Medio minimo esencial modificado por Dulbecco
EGF: Factor de Crecimiento Epidermico
FGF: Factor de Creciento Fibroblastico
FSH: Hormona Foliculo Estimulante
GAP: Proteina de activacién de la GTPasa
GDP: Guanosin difosfato
GDI: Inhibidor de la disociacion de guanina
GTP: Guanosin trifosfato
hCG: Hormona gonadotropina coriénica
1GY¥-1: Factor de Crecimiento semejante a la Insulina -1
IPs: Inositol trifosfato
LH: Hormona Luteinizante
MAP: Proteina activadora de mitdégenos
MAPK: Proteina activadora de mitégenos cinasa
MAPKK: Proteina activadora de mitdégenos cinasa cinasa
PC: fostatidilcolina
PDGF: Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas
PE: fosfatidiletanol
PIP, ; Fosfatidil inositoi 4,5 bisfosfato
PKC: Proteina Cinasa C.
PLA,: Fosfolipasa A
PL.CB: Fosfolipasa C 3
PLD : Fosfolipasa D
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APENDICE

PMA: Formol [2-Miristato 13-Acetato

PKA: Proteina Cinasa A.

PS: fosfatidilserina

PTK: Proteina Tirosina Cinasa

RTK: Receptor de Tirosinas Cinasas

SOS= GNRF: Factor liberador del nucledtido de guanina
SSBE: Solucién Salina Balanceada libre de Ca*™ y Mg™
TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante tipo 3

TGF-a: Factor de Crecimiento Transformante tipo «
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