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L RESUMEN,

La reproduccion de los mamiferos es un proceso complejo regulado per el sistema
neuroenddcerino, el hipotalamo a través de neuropéptidos estimula la liberacion de las
hormonas gonadotropicas, éstas a su vez intervienen directamente en el funcionamiento de
las gdénadas, las cuales ticnen una doble funcién de formar y madurar los gametos, asi
como de sintetizar las hormonas esteroides. En el ovario maduro es bien conocido el
papel de la hormona foliculo estimulante (FSH) sobre el crecimiento y la maduracion
folicular, su principal accion es promover la proliferacién y la diferenciacion de las
células de la capa granulosa, sin embargo se tiene poca informacion sobre el efecto de esta
hormona en el ovario prefolicular. El objetivo de este trabajo es identificar las
subpoblaciones cclulares del ovario embrionario que proliferan por efecto de la FSH, a
través de la evaluacion de su indice mitotico que lo definimos como el nitmero de mitosis
por unidad de area, para la corteza y la médula (20,000u%), en e! caso del epitelio
superficial éste se reporta en un perimetro de 2000, se contaron las mitosis de las células
epiteliales, las ovogonias, las células somaticas y las células perilacunares en los animales
testigo y tratados con FSH. Los embriones de pollo tratados recibieron 2UIL de FSH
humana (Fertinorm HP), el efecto de la gonadotropina se estudié por periodos de 3 horas
entre las 12-24 horas y a las 36 horas posteriores a la aplicacion de 1a hormona. Todos los
embriones fueron sacrificados a los 14 dias de incubacién, dos horas antes del sacrificio se
trataron con 10 ug de Colcemid. Los resultados muestran que ia hormona foliculo
estimulante aumenta el indice mitdtico de las células del epitelio superficial, de las
ovogonias y de las células somaticas de la médula subcortical; mientras que las células
perilacunares no presentan cambto en su indice mitético. Cada tipo celular mostrdé un
liempo propio para su division, las células epiteliales lo hacen entre 15 y 18 horas
posteriores al tratamiento con FSH, las céjulas somadticas de la médula subcortical se
dividen entre las 15 y 21 horas post-tratamiento mientras que las ovogonias lo hacen a las
24 horas. Podemos concluir que la FSH induce proliferacién en las células del epitelio
superficial, asi como en las células somaticas y las ovogonias en el ovario del embrion de
pollo de i4 dias de incubacion.



L INTRODUCCION.

El mecanismo por el cual se determina €] sexo de los individuos ha sido objeto de
especulaciones cientificas desde los tiempos de Aristoteles, éstas consideraban en primera
instancia a los factores ambientales como el calor, la nutricion, la constitucidn fisica de
los organismos y la edad. Estas ideas prevalecieron hasta principios de este siglo, y
gracias al redescubrimiento de las leyes de Mendel y los trabajos de McClung (1902)
acerca del cromosoma sexual, se establecieron las bases para la comelacion entre la
determinacion del sexo y la informacion genética; es hasta 1923, cuando Painter
demuestra citologicamente la existencia de los cromosomas X y Y (Page y col., 1987).
Actualmente, se sabe que tanto los factores ambientales como los genéticos pueden
intervenir en la diferenciacion sexual en diferentes especies, por ejemplo en los insectos,
el sexo se determina mediante el niimero de cromosomas presentes, y en algunas especies
de cocodrilos y tortugas, el sexo se establece de acuerdo a la temperatura a que estdn
expuestos los huevos durante un periodo determinado del desarrolio embrionario. En los
vertebrados amniotas el sexo se establece genéticamente y no esta influido por cambios
medioambientales (Gilbert, 1997).

I1.1 Determinacion del Sexo en Mamiferos.

La determinacion del sexo en mamiferos se establece a nivel cromosdmico, en el
momento de la fertilizacion y no esta influenciada por cambios medioambientales. El
cromosoma Y induce la formacion del testiculo, desarrollandose el fenotipo masculino; en
la ausencia de dicho cromosoma la gonada se diferencia a ovario, y como consecuencia se
establece el fenotipo femenino (Schafer y Goodfelow, 1996).

En el cromosoma Y se produce el factor determinante del testiculo (Testis-Determining
Factor 6 TDF) el cual organiza el desarrollo de la génada indiferenciada hacia testiculo,
este gen que codifica para el TDF se encuentra en el brazo corto del cromosoma Y,
especificamente se localiza en la region sexual del mismo (Gilbert, 1997). Estudios de
genética molecular han identificado este gen como el SRY (Sexual Region of Y), que
actaa sobre las células somiéticas de la cresta genital. La expresién transitoria del gen
SRY sugiere la activacion rapida del destino de una célula en otra. El SRY inicia ia
diferenciacion de las células de Sertoli, las cuales son el primer tipo celular de los futuros
testiculos. Dos genes que son importantes también en la diferenciacion y funcion de las
células de Sertoli son el gen SOX9 y el SF-1, factor esteroidogénico-1. El gen SOX9 se
expresa en las céiulas de Sertoli durante el desarrollo del embrién de ratén y la
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inactivacion de este gen por mutacién en humanos da como resultado mujeres XY. El gen
SF-1 también se¢ expresa en las células de Sertoli y se piensa que activa la expresion del
gen de la hormona anti-Miileriana (AMH). Esto demuestra que la determinacion del sexo
en el macho esta controlada por un complejo mecanismo de expresidn génica (Wemer y
col., 1996).

La diferenciacién del ovario en mamiferos se pensaba que era de forma pasiva, segun Jost
(1953) el fenotipo femenino era independiente del sexo genético, ya que en ausencia de
gonadas los embriones de congjo presentaban este fenotipo. Asi, el desarollo en
mamiferos se realiza ¢n la direccién femenina a menos que la presencia del cromosoma Y,
especificamente el gen SRY, induzca la formacién del testiculo. Actualmente se especula
que el gen Daxl -miembro de la superfamilia de receptores nucleares de huérfanos-,
interviene en la determinacién del sexo hacia la formacién del ovario, este gen se
encuentra en la region del cromoesoma X (Xp2l1), la duplicacion de esta region del
cromosoma X en humanos da como resultado a una mujer XY, La expresion de este gen
durante el desarrollo gonadal del raton esta asociado con la formacién del ovario y tiene
una regulacion negativa en la diferenciacion det testiculo. La mutacién en el gen Dax] en
humanes muestra que no es necesario para ¢l desarrollo del testiculo. Las propiedades del
gen Dax] sugieren que es importante en la determinacion del ovario y podria ser por lo
tanto, antagonista de la accion del SRY (Swain y Loveli-Badge, 1997). Sin embargo en
estudios recientes realizados en ratones mutantes con deficiencia del gen Dax1, se observo
que no afecta el desarrollo del ovario y la fertilidad en las hembras pero en machos se
observa un dafio severo en la espermatogénesis, lo que sugiere que en mamiferos el Dax1
podria regular la funcién de las células de Leydig y Sertoli durante el desarrollo testicular
(Yuycol, 1998).

IL1.2 Desarrollo Gonadal.

El establecimiento de la linea germinal es uno de los primeros procesos que
suceden a la activacion del huevo. En los vertebrados superiores, las célutas germinales
primordiales (CGP's) migran desde su sitio de diferenciacion inicial, hasta la region
urogenital donde se formardn las génadas (Gilbert, 1997). Hahnel y Eddy (1986)
mostraron por inmuhistoquimica que las CGP's se encuentran al inicio del desarrollo
embrionario en el epiblasto, Ginsburg y col. (1990) localizaron esta region en el
mesodermo extraembrionario justo por detras de [a linea primitiva en embriones de ratén
de 7 dias. Las CGP's migran del mesodermo extraembrionario hacia el embrign, primero
al mesodermo de la linea primitiva y posteriormente hacia el endodermo a través de la
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alantoides. Una vez que las CGP's alcanzan la regién de 1a cresta genital, son rodeadas por
las células del mesénquima que forman el primordio gonadal, en la region ventral del
mesonefros.

Las células mesenquimaticas y mesoteliales incrementan su actividad proliferativa cuando
las CGP's colonizan el primordio gonadal, posteriormente se inicia el deposito de la
lamina basal y éstas se agrupan para formar los cordones sexuales. La goénada
indiferenciada, en este momento se compone de tres tipos celulares: las células
germinales, las células aportadas por el epitelio celémico que recubren las crestas
gonadales, y las células intersticiales derivadas del mesénquima de las mismas. El
primordio gonadal tiene dos opciones de desarrollo, puede formar ovario o testiculo, estd
diferenciacion determina el desarrollo sexual del individuo (Georges v Wilson, 1994 y
Merchant, 1991).

En el humano el primordio gonadzl aparece durante la 4% semana de gestacién y
permanece indiferente hasta la 7°. semana; durante este estado indiferente, el epitelio de la
cresta genital prolifera y se introduce en el tejido conectivo. Las células epiteliales
forman los cordenes sexuales que rodearan a las CGP's que migraron durante la 6%
semana de gestacidn hacia la gonada. Si el sexo cromasomico del individuo es XY, los
cordones sexuales continian su proliferacion hasta la 8. semana de gestacion
extendicndose a través del tejido conectivo. Los cordones se unen unos con otros,
formando una red que en su porcidn distal, recibe el nombre de "rete testis". Los cordones
testiculares pierden contacto con el epitelio superficial y estin separados de éste por una
matriz extracelular, la tinica albuginea. Durante el desarrollo fetal, algunas células del
mesénquima del testiculo se diferencian a células intersticiales o de Leydig, las cuales
sintetizan testosterona y las células de los cordones testiculares se diferencian a células de
Sertoli, que secretaran AMH (Gilbert, 1997).

Si la diferenciacién es hacia ovario, el primordio gonadal no presenta cambios
estructurales  evidentes entre la 6% y 14°. semanas de gestacién, excepto por un
incremento en el nitmero de células sométicas y de células germinales. En la 78, semana
de gestacion, se observa una proliferacion acentuada de las células germinales en la
porcion distal de los cordones sexuales primordiales, que se ubican contiguos al
mesonefros, més estrechamente en la parte basal del ovario (Satoh, 1991). Durante la 8
sernana de gestacion, los cordones sexuales primordiales degeneran; sin embargo, el
epitelio celémico produce nuevamente una serie de cordones sexuales, los cuales no
penetran profundamente en el mesénquima, sino permanecen cerca de la superficie del
ovario, por lo que se les denomina cordones sexuales corticales, estos cordones rodean a



las CGP's formando las células de la capa granuiosa, las células del mesénquima se
diferencian para formar las células de 1a teca (Gilbert, 1997).

Durante la 13* semana de gestacién, se observa un crecimiento del ovario, formando en la
porcién basal tejido intersticial, llamado médula. Los cordones sexuales primordiales se
fragmentan en pequefios racimos celulares, formando una “rete ovarii”. Los cordones
sexuales corticales corren por debajo del epitelio superficial, que esta casi completamente
rodeado por la lamina basal (Satoh, 1991).

Las primeras células en diferenciarse en el ovario son las ovogonias que se transforman en
ovocitos primarios al iniciarse la meiosis, éstos inducen la fragmentacion de los cordones
sexuales corticales y la formacion de los foliculos, en torno a los cuales se diferencian las
células esteroidogénicas de la teca interna (Gilbert, 1997).

En la 14* semana de gestacion, las ovogonias detienen su proliferacién al iniciar la
profase de la primera division meidtica. El namero de las células germinales del ovario
queda limitado en la vida fetal, en contraposicion con las espermatogonias que mantienen
su capacidad proliferativa durante toda la vida reproductiva del individuo.

Los ovocitos y ovogonias que se encuentran en el ovario fetal humano son
aproximadamente siete millones y pasan por un proceso de muerte celular programada
(apoptosis), de manera que al momento de nacer, la nifia tendra alrededor de 2 millones de
ovocitos en sus ovarios y al llegar a la adolescencia contard con 400 mil ovocitos. Entre el
quinto y sexto mes de gestacion, en los ovarios se inicia el proceso de foliculogénesis. El
namero de foliculos se reduce a la mitad aproximadamente entre la infancia y la pubertad
por el proceso de atresia folicular; de manera que los ovocitos que llegan a ser ovulados en
ta vida reproductiva de una mujer son alrededor de 400 (Larsen, 1997).

I1.3 Diferenciacion Gonadal en Aves.

Las aves han sido ampliamente usadas en investigacién, ya que presentan la
capacidad de revertir de sexo si se manipulan con hormonas esteroides o se inhibe la
sintesis de estrogenos, es por esta razon que se consideran buenos modelos experimentales
en la mvestigacion de la diferenciacién sexual en vertebrados, sin embargo no es el dnico
grupo que presenta esta capacidad de revertir el sexo por accion de las hormonas
esteroides (Nakabayashi y col,, 1998, Elbrecht y Smith, 1992), Desde 1935 ya se
consideraba que los tratamientos hormonales administrados a tos embriones de pollo
gjercian una marcada influencia en la diferenciacion de las gonadas (Wolf v Ginglinger,
1935); esta idea dio origen a una serie de trabajos posteriores que plantearon como



hipotesis que la diferenciacién hacia la formacién del ovario se debia a la secrecion
temprana de estrogenos por la gonada indiferenciada (Weniger, 1991).

Algunos de los genes que intervienen en la determinacién y diferenciacion de la génada en
mamiferos (AMH, SOX9, SOX3, WTI, SF1 y Daxl) se presentan tambi¢n en aves, en
embriones de pollo la expresion algunos de estos genes mostraron dimorfismo sexual
durante el desarrollo gonadal, mientras que otros se expresan de forma similar en ambos
sexos. El gen que codifica para la AMH se expresa en ambos sexos, previo a la
diferenciacion gonadal y durante ésta, con niveles mas altos en machos que en hembras.
La expresion del gen SOX9 es especifica en machos, su regulacién esta modulada a la alta
por los transcritos de la AMH. La expresién del SOX3 es previa a la expresion del SOX9,
y su regulacién a la alta se observa en ambos sexos al comienzo de la diferenciacion
sexual, y disminuyen durante el desarrollo. El gen WT1 se¢ expresa en ambos sexos,
mientras que la expresién del SF1 es alta durante el desarrollo de ovarie en comparacion
con la del testiculo. Los transcritos del Dax]1 se observan en ambos sexos, pero con una
expresion ligeramente mds alta en el desarrollo de ovario (Smith y col., 1999).

La gonada esta compuesta por célutas del epitelio celdmico, células mesenquimatosas del
primordio gonadal y células germinales primordiales (CGP’s). En los reptiles y en las
aves, las CGP’s se derivan de las células del epiblasto que migran hacia la creciente
germinal, en este lugar se multiplican las CGP’s. Desde el intestino primitivo son llevadas
por el torrente sanguineo y salen de la circulacién por diapedesis para colonizar la cresta
genital (Gilbert, 1997).

Las génadas en las aves se forman mediante cordones sexuales primarios cubiertos con un
epitelio superficial. Después del 3% dia de incubacidn (d.i.), la mayoria de las CGP’s han
alcanzado el epitelio de la cresta genital. A lo largo de la regién dorsal se distribuyen en
grupos irregulares y son rodeadas por células mesenquimdticas. La cresta genital se
encuentra claramente aislada del drea del mesonefros por medio de vasos sanguineos y
células mesenquimdticas., Al cuarto dia de incubacion, la cresta genital se observa como
una protuberancia de la cavidad celémica, el epitelio superficial tiene un grosor de 3 a 4
células y es continuo en muchos puntos con las c€lulas epiteliales interiores. Las
fotomicrografias obtenidas en este momento del desarrolio sugieren que, el tejido epitelial
crece por la proliferacion de las células del epitelio superficial y por la incorporacién de
células mesenguiméticas localizadas en la proximidad del epitelio superficial (Merchant,
1991). Este patron de desarrolio toma nuevas direcciones dependiendo del sexo genético
y la posicion lateral de la goénada en las hembras. La diferenciacion gonadal en las
hembras es morfolégicamente asimétrica, mientras que en los machos, se desarrolla en
forma simétrica con dos testiculos funcionales (Scheib, 1983).
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En el embrién de pollo, las hembras presentan asimetria gonadal, sélo el ovario izquierdo
es funcional mientras que el derecho involuciona después del dia 10 de incubacion. La
diferenciacién del ovario comienza en el 6% d.i., el ovario izquierdo tiene una corteza
bien desarrollada derivada del epitelio superficial (conteniendo las células germinales y
ceélulas epiteliales alargadas) y la médula, en la cual se desamrollan estructuras con
apariencia de cordones compuestos de fibroblastos, algunas células germinales y un gran
namero de células intersticiales. Al tiempe de la eclosién, el ovario contiene un millén o
mas de ovocitos; sin embargo, hay una considerable reduccién en el nimero de ovocitos
dentro de las primeras semanas posteriores al nacimiento. Los ovocitos se localizan
predominantemente dentro de la corteza ovarica, pero hay remanentes en la médula
{Johnson, 1590),

11.4 Hormonas Gonadotroépicas

La reproduccién de los mamiferos y por lo tanto la funcién gonadal estin
controladas por }as hormonas hipofisiarias, que se unen con sus receptores especificos en
el ovario y en el testiculo para regular la esteroidogénesis y la gametogénesis.

La hipéfisis, debido a su interrelacion con el sistema nervioso central, regula el
funcionamiento de la génada y sincroniza los eventos del proceso reproductivo en
respuesta a seiiales de! medio externo e interno. El hipotilamo, a través de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), controla la sintesis y secrecion de las hormonas
hipofisiarias gonadotropicas; la Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) y 1a Hormona
Luteinizante (LH); éstas a su vez regulan directamente el funcionamiento de la génada.
Ademas durante la gestacion de los primates y 1os equinos, se sintetiza en la placenta otra
gonadotropina indispensable para ¢l mantenimiento del embarazo llamada Hormona
Gonadotropina Coridnica (CG) (Hsueh y col., 1984).

Las gonadotropinas LH, FSH, CG junto con la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH),
constituyen una familia conocida como hormonas glucoproteicas. Estructuralmente estas
hormonas son complejas, tienen un peso molecular entre 28 y 38 kDa y estin formadas
por dos subunidades de cadenas polipeptidicas o y B, unidas de manera no covalente.
Ambas cadenas son sometidas a modificaciones pos-traduccionates mediante la adicién de
oligosacaridos; mientras que fa subunidad o es idéntica en las 4 glucoproteinas y es
codificada por un sélo gen, la cadena B proviene de genes diferentes y es la que le confiere
la especificidad tanto biolégica como inmunolégica a la hormona. La subunidad a
humana esti compuesta de 92 residuos de aminodcidos con una homologia entre las
diferentes especies del 80-85%. Las subunidades B varian en tamafio; la FSH, LH, CG y
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TSH humanas tienen 111, 114, 145 y 112 residuos aminoacidicos, respectivamente. La
asociacion entre la subunidad o y B es indispensable para la expresion de la actividad
biolégica de {as hormonas glucoproteicas, ya que cuando se encuentran separadas no
presentan ninguna actividad bioldgica (Para una revision, ver: Ulloa-Aguirre y Timossi,
1998).

IL.5 Funciones de la Hormona Foliculo Estimulante.

La principal funcion de la FSH es la regulacién del crecimiento y maduracion
folicular en las hembras y la espermatogénesis en los machos adultos.
La FSH estd involucrada en varios procesos como la maduracién folicular, prevencién de
la atresia folicular, aromatizacién de andrégenos, produccién de inhibina y activina
(hormonas proteicas que suprimen o estimulan, respectivamente, la secrecion de la FSH),
proliferacién de células de la granulosa v la induccién de sintesis de receptores de LH
entre otros {Scheele y Schoemaker,1996).
La FSH promueve la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa, lo cual
conlleva al desarrollo del foliculo ovdrico v a la sintesis de estrégenos, asimismo,
incrementa la produccion y acumulacion del liquido folicular y aumenta el nimero de
receptores de LH (Yen y Jaffe, 1993). La LH potencia el efecto de la FSH en la
promoci6n del desarrollo de los foliculos, particularmente durante sus estadios finales. La
FSH induce la expresion del gen que codifica para la enzima P4504r, lo cual da como
resultado la sintesis de estrogenos a partir de los ardrogenos producidos en las células de
la teca interna bajo el estimulo de la LH, por lo que conforme el foliculo madura, se
produce una cantidad cada vez mayor de estrogenos. Ambos, la FSH y el estradiol,
ejercen una accién mitogénica estimulando aiin mas la proliferacién de las células de la
granulosa y promoviendo el incremento del namero de receptores de FSH en las células
blancos (Yen y Jaffe, 1993).

I1.6 Receptor de 1a Hormona Foliculo Estimulante.

El receptor de |2 FSH se expresa en las células de la granulosa del ovario y en las
células de Sertoli en el testiculo, en donde estimula la foliculogénesis y la
espermatogénesis (O'Shaughnessy y col., 1996). Este receptor junto con el de la LH y el
de la TSH, pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas que se unen a
nucledtidos de guanina, llamadas proteinas G. Al suceder esta accién, estimula la



activacion de la adenilato ciclasa ¢ incrementa el AMP.. Los receptores acoplados a
proteina G se caracterizan por tener una region extracelular amino-terminal muy extensa,
una porcién con 7 dominios transmembranales, y una regién intracelular carhoxilo-
terminal (Johnson y Dhanasekaran, 1989). El dominio extracelular es responsable de la
unién de la hormona y esta region puede funcionar como antena que une la hormona,
mientras que la activacién del receptor y la generacion de la sefial intracelular dependerdn
de los elementos estructurales presentes en los dominips transmembranales e
intracelulares (Misrahi y col., 1993). Los 7 dominios transmembranales estan conectados
entre si por tres asas intracelulares y tres extracelulares, La region intracelular es la
porcién encargada de activar la sefial de fransduccién en estos receptores de
glucoproteinas, Las asas intracelulares, en especial la tercera asa y la region carboxilo-
terminal, son las porciones responsables del acoplamiento del receptor con las proteinas
G, y por lo tanto estin involucradas en 1a estimulacién de distintas vias de activacién (Para
una revision, ver: Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998).

La proteina G es una estructura heterotrimérica formada por 3 subunidades laa, la § y la
¥. En su forma no activa, la subunidad o esta unida al difosfato de guanina (GDP), El
cambio de GDP por una molécula de trifosfato de guanina (GTP) promueve la disociacion
de la subunidad a del complejo B-y. La subunidad o activa (unida al GTP) asi como el
complejo By, son los responsables de 1a modulacién de la actividad de distintos efectores
intracelulares, como las adenilatociciasas, las fosfolipasas y los canates membranales para
diferentes iones. La hidrélisis del GTP por una GTPasa provoca la reasociacion de la
subunidad a con el complegjo PB-y y la subsecuente inactivacion de la proteina G
{Gudermann y col, 1995).

El principal mecanismo de accién de las hormonas glucoproteicas es a través de la via del

AMP.-PKA (cinasa de proteinas A). Cuando ta LH/CG, la FSH y la TSH se unen a su
receptor especifico se activa la proteina G estimuladora, que tiene como consecuencia la
activacton de la adelinato ciclasa; cada molécula de ciclasa, cataliza la conversion de un

niimero elevade de moléculas de ATP en AMP; el cual funciona como un efector

alostérico que activa a las proteinas cinasas, dependientes de AMP;, éstas a su vez
fosforilan y activan a varias proteinas enddgenas las cuales regulan una gran diversidad de
procesos celulares (Richards, 1994).

Los receptores de las hormonas glucoproteicas también pueden estar acoplados a proteinas
Gq/1} que activan a la fosfolipasa C-f (PLC-P), enzima que cataliza la hidrélisis de
polifosfoinositoles a inosito! trifosfato y diacilglicerol; éstos son mensajeros intracelulares



que inducen la activacion de cinasas de proteinas C (PKC), la liberacion del calcio
intracelutar y probablemente también la entrada del calcio extracelular, to que origina ia
activacion de enzimas cinasas dependientes de calcio. También el receptor pucde regular
directamente los canales de iones, modulando €] transito de éstos a través de la membrana
celular. Para la FSH, algunos estudios recientes comprucban que la activacion del
receptor de FSH recombinante de rata también origina el incremento de [a hidrélisis de los
fosfoinositoles (Para una revisidn, ver: Ulloa-Aguirre y Timossi, 1998).

La unién de la FSH a su receptor ocasiona la activacién de la adenilato ciclasa con la
subsecuente activacion de la PKA, pero también ocasiona un incremento de calcio, lo cual
es un efecto independiente de la PKA.

El gen del receptor de FSH ha sido secuenciado en algunas especies, incluyendo al
humano, y se ha encontrado que consiste de 10 exones y 9 intrones; los primeros nueve
exones codifican la regién extracelular del amino-terminal y el exon 10 codifica para la
region transmembranal y la carboxilo terminal. La region amino-terminal extracelular
para las hormonas glucoproteicas tienen un tamafio de 348, 333 y 398 residuos de
aminoécidos para los receptores FSH, LH/CG y TSH de humano respectivamente (Heckert
y col., 1992).

El receptor a FSH se ha encontrado en baja concentracién en otros tejidos que no son
gonadales, pero esta expresién adin no es clara por lo que se continiia investigando su
significado biologico (Luboshitzki y col., 1997; Beau y col., 1998).

I1.7 Ciclo Celular.

El ciclo de divisién celular es el medio fundamental a través del cual todos los
seres vivos se reproducen; éste comprende un conjunto ordenado de eventos que culmina
con el crecimiento de la célula y su division en dos células hijas.

En eucariontes el ciclo celular se divide en cuatro etapas: Gl1, S, G2 y M; la fase Gl,
quiere decir “Gap 1 (intervalo), en G! las células se preparan para el proceso de la
replicacién del ADN y es en esta etapa donde las sefiales mitogénicas inhibitorias del
crecimiento pueden marcar una pausa dentro del ciclo celular o bien salir de este (Johnson
y Walker, 1999). La fase Gl tanto en levaduras como en las células de mamiferos, es
punto importante de control; en las primeras se llama inicio, y en las células de mamiferos
se llama punto de control G1 {Alberts, 1996).

La fase S (Sintesis) es la etapa en la cual ocurre Ia sintesis del ADN nuclear. El intervalo
entre el final de la sintesis del ADN y el principio de la mitosis se denomina G2, durante
el cual la célula se prepara para el proceso de mitosis; G2 es otro punto de contro! del
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ciclo celular. La fase M representa fa Mitosis, en la cual los cromosomas replicados son
segregados y ocurre la citocinesis formando dos células hijas. Ademas de las fases G1, §,
G2 y M, encontramos el término GO el cual es utilizado para describir a las células que
han salido del ciclo celular y entran en un estado de reposo especial, donde pueden
permanecer durante dias, semanas o incluso afios antes de volver a proliferar (Johnson y
Walker, 1999).

La duracién del ciclo celular cambia mucho de un tipo de célula a otro, por ejemplo los
embriones de mosca tienen los ciclos celulares mas cortos que sc conocen, cada uno dura
solamente 8 minutos, mientras que el ciclo celular de las células del higado de un
mamifero puede durar mas de un afio; sin embargo, €l ciclo celular tipico de una célula de
mamifero dura aproximadamente 24 horas. En la mayoria de las células, toda la fase M
dura 1 hora aproximadamente, lo cual es una pequefia fraccién comparada con la duracién
total del ciclo celular. La duracion de las fases del ciclo celular varian en tiempo, en la
mayoria de los casos estudiados la variacion mas grande ocurre durante G1 (Alberts,
1996).

Mucho de lo que se conoce acerca de la regulacion de la transicién de una célula a través
del ciclo celular, ha sido aportado por estudios de genética y bioquimica, teniendo como
modelo experimental a las levaduras; uno de los primeros genes que s¢ identificaron en
levaduras como regulador del ciclo celular fue cdc2/cdc28. La activacidn de este gen
requiere ia asociacion de una subunidad reguladora, ltamada ciclina, la cual recibe este
nombre ya que sufre un ciclo de sintesis y degradacién en cada ciclo de divisién celular.
Las ciclinas son el principal medio de la regulacién del ciclo celular (Schafer, 1998).

En las levaduras el gen cdc2/cdc28 genera una o dos cdks, en contraste con las células de
mamiferos se han identificado nueve cdks (referidas como cdks1-9) y por lo menos 6
ciclinas, llamadas ciclina A, B1, B2, C, D1, D2, D3, E, F, GI, G2, H, L K, Tl y T2
(Johnson y Walker, 1999). Recientemente se descubrié una nueva ciclina N, que tiene
semejanza con la ciclina E, por lo que se sugiere que el nombre que reciba sea el de
ciclina E2 {Cuadro 1) (Para una revision, ver: Hinds, 1999).

No todas las ciclinas y las cdks funcionan como reguladores del ciclo celular, ya que se
han identificado otras funciones para ambas come ia regulacién de la transcripeion, la
reparacion del ADN, la diferenciacién y 1a apoptosis (Johnson y Walker, 1999).
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Cuadro 1, Ciclinas y asociacidn con CDK'’s descritas en mamiferos *.

Ciclinas Asociacion CDK Funcidén
A Cdkl (ede2), edk2 > Entrac.ia y transif:ién ala fase S’
» Anclaje dependiente del crecimiento
Bl1, B2 Cdk2 » Salida de la fase G2 y M
» Regulacién transcripcional.
C Cdis » Transicién de la fase GO a S.
D1, D2, D3 Cdk4, ¢dké » Transicién de la fase G0 a S,
E,E2 Cdk2 » Transicion de la fase Gl a S.
F No se conoce » Transicion de la fase G2 a M
G1, G2 Cdks > Enrespuesta a DNA daiiado.
» Activacion de cdk.
H Ck7 » Repulacion transcripcional.
» Reparacion DNA.
1 No se conoce No se conoce
K No se conoce » Regulacion transcripcional
» Activacion Cdk’s.
T1,T2 Cdk9 » _Regulacién transcripcional

*Johnson y Walker, 1999; Hinds, 1999

En todos los seres vivos las ciclinas se multiplican por medio de un proceso finamente
coordinado, este proceso depende de una combinacion especifica de factores de
crecimiento para regular selectivamente la proliferacion de cada uno de los diferentes
tipos de células que conforman a un organismo. Ademas de la regulacién del crecimiento
y divisién celular estos factores pueden controlar la proliferacion, la sobrevivencia, la
migracion o el funcionamiento de las células, como es el caso del factor de crecimiento
semejante a la inswlina I (IGF-I), que estimula la sobrevivencia celular, el metabolismo y
colabora con otros factores de crecimiento estimulando la proliferacion celular (Alberts,
1996).

La regulacion del ciclo celular puede ser a nivel de la actividad de las edk’s por medio de
moléculas inhibidoras de cdk (CKI), estas moléculas son reguladores negativos que
detienen el ciclo celular en G1, mediante la unién del complejo ciclina-cdk o inhibiendo la
actividad de dicho complejo. Existen dos familias:
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1} La familia CIP/KIP actia sobre muchos complejos ciclina/cdk y hasta sobre
aigunas cinasas sin relacion algin con las cdk’s. Los miembros de esta tamiha
[CVWAFUSDUICAPIORICINdSS (1)1} que se piensa juega un papel
importante en la progresién normal del ciclo celular. Otros miembros de esta
familia son el p27°®! (p27) y el p57¥*2 (p57). El p27 ha sido implicado como
mediador de algunas sefiales inhibitorias de crecimiento, mientras que ¢l gen
del p57 es asociado con céncer.

2} La familia INK4, sus miembros son: p16™** (pl6), p15™&® (p15), p18TKee
(p18), y el p19UNK4d (p19); estas proteinas de interacci6én especifica con cdk4 y
cdké, pero no con otras, la unién de INK4 impide la asociacién de estas cdk’s

con la ciclinas de tipo D (Johnson y Walker, 1999).
La proliferacién celular depende de fa regulacion de unas células con otras y con ia matriz
extracelular, de tal forma que se mantengan el nimero de cétulas y su organizacion

son: el p2

espacial,

Una de las técnicas mas empleadas para medir la proliferacion celular que ejercen los
factores de crecimiento y algunas substancias sobre las poblaciones celulares es la del
marcaje del DNA cuando se esta sintetizando, la marca puede ser radioactiva en forma de
timidina-’H, o quimica generalmente en forma de bromodeoxiuridina (BrdU), un analogo
artificial de la timidina. Los nucleos celulares que han incorporado estos compuestos en
la fase S, se reconocen mediante autorradiografia o afiadiendo anticuerpos anti-BrdU.
Otra técnica es la del citofluorimetro de flujo, basada en la cantidad de DNA contenido en
las células; estas células se tifien con etidio, el cual al unirse al DNA fluoresce, por la
tanto la cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de DNA de
cada célula (Baserga, 1990).

Ademas de los factores de crecimiento existen otras substancias que tienen efectos
proliferativos como es ¢l caso de las hormonas (Rao y col., 1978),

I1.8 Hormonas Esteroides con Relacion al Ciclo Celular.

Las hormonas esteroides son fundamentales en ¢l desarrollo del ovario, regulan la
expresion génica y el ciclo celular actuando de manera independiente o en colaboracion
con otros factores de crecimiento v ciclinas que afectan la proliferacién y diferenciacion
celular. En el ovario adulto el estradiol, la FSH y la'LH son esenciales para el crecimiento
de los foliculos y su diferenciacion a cuerpo liteo. Estas hormonas actdan a través de una
via especifica de receptores intracelulares. El estradiol tiene un efecto mitogénico sobre
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las células de la granulosa de mamiferos (para una revision, ver: Robker y Richards,
i598D). _

El estradiol incrementa la transcripeion de las ciclinas E y D2 y produce una regulacion a
la baja del p27, ambos eventos simultineos resultan en un aumento de la proliferacion
celular. Ademds la FSH también se eleva la transcripcion del ARNm de 1a ciclina D2
(Sicinski y col., 1996, para una revision, ver: Robker y Richards, 1998b).

En los tumores mamarios dependientes de estradiol se ha observado la sobreexpresion de
la ciclina D1, que conlleva a un incremento en la actividad de la cdk4 y cdk2, asi como
una disminucién en los inhibidores de ciclinas. La ciclina D1 parece unirse directamente
al receptor de estradiol para la activacion de genes especificos. En neoplasias uterinas el
estradiol induce la expresion de las ciclinas D1, D3, E y A. En el ovario humano la ciclina
D1 tiene una expresién muy baja no asi la ciclina D2, la cual presenta una sobreexpresion
del ARNm de la ciclina D2 de hasta 20 veces mds que en el ovario normal y una muy baja
expresion de la ciclina D1 en estos tumores. Los efectos individuales del estradiol y la
FSH indican que cada hormona puede regular diferentes puntos en el ciclo celular y
pueden utilizar mecanismos paralelos (Sicinski y col., 1996; Robker y Richards, 1998a).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el ovario adulto la hormona folicule estimulante actia sobre el crecimiento y la
maduracién folicular, promoviendo la proliferacion y diferenciacion de las células de la
capa granulosa, Sin embargo, en el ovario embrionario prefolicular se tiene poca
informacién del efecto de esta hormona. El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto
proliferativo de la FSH sobre las diferentes subpoblaciones celulares que conforman el
ovario embrionario a través de la evaluacion de su indice mitético. El embrién de pollo es
un modelo que permite abordar este problema.

I HIPOTESIS

5i la FSH participa en 1a embriogénesis del ovario estimulando el ciclo celular, una
exposicion temprana del embridn de pollo a la FSH favorecera la proliferacion de las
células ovaricas.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar e} efecto proliferative de la administracion de la hFSH en las subpoblaciones
celulares del ovario del embrion de pollo de 14 dias de incubacion.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Ewvaluar el indice mitdtico de las células del epitelio superficial y de las ovogonias en
la corteza ovarica del embrion de pollo de 14 dias de incubacion, expuesto

previamente por 12, 15, 18, 21, 24 y 36 horas a la hFSH en los grupos testigo y tratado.

2. Evaluar el indice mitético de las células somaticas y perilacunares en la médula

yuxtacortical del ovario embrionario de pollo de 14 dias de incubacion, en grupos
testigo y previamente expuesto a hFSH por 12, 15, 18, 21, 24 y 36 horas.

3. Comparar el indice mitdtico de las subpoblaciones de las células ovaricas del embrion

de potlo de los grupos testigo y tratados con hFSH a las 12, 15, 18, 21, 24 y 36 horas
pos-aplicacién de 1a hormona.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Animales

Los embriones de pollo se obtuvieron a partir de huevos fértiles de gallina raza White
Leghom, BabCock B-300 adquiridos en ALPES, S. A, (Aves Libres de Patdgenos
Especificos, Tehuacan, Puebla). Los huevos se colocaron en incubadora Jamesway dentro
de los primeros 5 dias posteriores a la postura a 37.8 °C con circulacion de aire forzado y
un 80% de humedad relativa. Se seleccionaron los huevos embrionados por ovoscopia,
100 embriones por experimento.

Metodologia
La administracion de la hormona se realizd mediante la técnica de camara falsa que
permite mover la cAmara de aire hacia la parte media del huevo para poner al embrién en
contacto coen la soluciones que se van a aplicar. La técnica consiste en hacer una
perforacidn en la cAmara de aire y cortar un pequeiio tridngulo en la parte media lateral del
huevo; la porcidon expuesta de la membrana papiricea se humedece con agua estéril para
facilitar la separacion de la membrana corioalantoidea. Posteriormente con un bulbo de
latex se succiona en el orificio de la camara de aire para que descienda el embrion,
separandose de la membrana corioalantoidea. Una vez que el embrion descendid, se retira
la membrana papirdcea con pinzas de punta fina, y ambos orificios son sellados con cinta
adhesiva transparente.  Se seleccionaron los embriones en los que descendid
correctamente la membrana corioalantoidea, y se dividieron en dos grupos:
1) Grupo experimental: embriones que recibieron 2UI de FSH humana (hFSH,
Fertinorm HP, Serono), en 27ul de solucién fisiolégica sobre la membrana
corioalantoidea a las 12, 15, 18, 21, 24 y 36 horas antes del dia 14 de incubacién que
es cuando se llevo acabo la diseccidn.
2) Grupo testigo: embriones que recibieron 27ul del vehiculo, sobre la membrana
corioalantoidea a las mismas horas que el grupo experimental.
Después de la administracion de las soluciones se continud con la incubacion.
Con el objetivo de detener el ciclo celular en metafase y después de la aplicaciéon de la
hFSH, se suministraron 5ug de Colcemid a cada embrién de 14 d.i. en 50p! de solucién
esténl dejando actuar esta substancia por dos horas mas, hasta el momento del sacrificio.
El colcemid se une a tas moléculas de tubulina evitando su polimerizacién, impidiendo la
formacion del huso mitdtico. Los animales se sacrificaron por decapitacion; el ovario
izquierdo fue disecado y procesado con la técnica histologica de rutina, se tifié con
hematoxilina y eosina de acuerdo al apéndice 1.
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Morfomertrria
La morfometria se realizo en los cortes del ovario de 115 animales, un corte por embrion.
Se utilizé el objetivo de 6.3x de un microscopio dptico Zeiss en el estudio morfométrico.
Con una camara de video adaptada al ocular se captd la imagen del ovario; la sefial se
envié a un monitor de alta resolucién conectado a una microcomputadora. Para la
realizacién de las mediciones se utilizé el software de digitalizacion de imagenes IMAGE
PRO PLUS IL
El indice mitdtico se determind relacionando el nimero de figuras mitdticas en metafase
por unidad de area; las zonas medidas fueron:

a) El epitelio superficial.

b) La corteza.

c) La médula yuxtacortical.
En el epitelio superficial, se midid el perimetro total del ovario, la medicién del area
ocupada por la corteza y la médula yuxtacortical se hizo mediante el trazado manual de
contornos, y fue calculada en forma automatica por el paquete. Para determinar el limite
entre la corteza y la médula yuxtacertical se tomé como base una linea imaginana entre
ambas zonas, que se localiza por debajo de los macizos celulares que conforman los
cordones de ovogonias conocidos como “nidos”. Para establecer el limite entre la médula
yuxtacortical y la profunda, los parametros considerados fueron para ta primera zona, la
presencia de un tejido mas densamente poblado y escasos espacios lacunares, los cuales
generalmente son de tamaiio pequefio. En contraste, la médula profunda se caracteriza por
presentar una menor densidad celular y espacios lacunares de mayor tamafioc y mas
abundantes en niimero, caracteristicas que nos permiten diferenciar ambas zonas. Cabe
aclarar que para el célculo del drea de la médula, se resté el drea ocupada por los espacios
lacunares presentes.
El niimero de figuras mitoticas se cuantificod en los cortes con el objetivo de 40x. Las
subpoblaciones ovaricas estudiadas fueron:

a) Células del epitelio superficial.

b) En la corteza, los nidos de ovogonias.

d} En la médula se tomaron en cuenta dos subpoblaciones celulares: las células

somdticas y las células que se encuentran alrededor de los espacios lacunares,
llamadas células perilacunares
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Las células en mitosis se determinaron de acuerdo a los siguientes criterios:
1) Ausencia de la membrana nuclear.
2} Forma estrellada de los cromosomas, que alcanzan en la metafase el maximo
grado de condensacidn.
3) Forma redondeada y mayor tamaifio de las células en mitosis.
Para la corteza y la méduia el indice mitético (IM) se reporta en una drea correspondiente
a 20,000p%, como el nimero de figuras mitdticas que se pueden encontrar en dicha area.
Para el epitelio superficial se reporta €l IM en un perimetro de 2000p.

Andlisis EFstadristico

El indice mitético promedio obtenido para las células epiteliales, germinales
{ovogonias), somaticas y perilacunares, fue sometido a un analisis de varianza wtilizando
la prueba de Duncan, con el programa SAS (Statistical Analysis System).



El ovario del embrién de pollo de 14 d.i., ya estd organizado en compartimentos
celulares bien diferenciados que permiten distinguir el epitelio superficial, la corteza y la
médula (Figura 5A). El epitelio superficial es de tipo citbico simple y cubre la superficie
ovarica; en algunas zonas se aprecian ligeras depresiones de éste hacia la corteza, dindole una
apariencia plegada. Delimitando el epitelio y la corteza se encuentra una membrana basal
entre ellos.

Por debajo del epitelio superficial se encuentra la corteza formada principalmente por
ovogonias, las cuales se distinguen facilmente por ser las células de mayor tamaiio en este
compartimento, son redondeadas, con membrana plasmatica bien definida, su nicleo es
generalmente central, redondo de cara abierta y en su interior se observan uno o dos nicleolos
(Figura 6B y 6C). Las ovogonias se encuentran en cordones de células llamados “nidos de
ovogonias” delimitados por una membrana basal; dentro de estos nidos las ovogonias estan
muy juntas, entre ellas no se observan espacios de tejido conectivo (Figura 6B y 6C).
También en la corteza se observa otro tipo celular menos abundante que el anterior, llamadas
células pregranulosas, estas células se encuentran rodeando a los nidos de ovogonias
generalmente presentan forma fusiforme, con un citoplasma mas claro que el de las
ovogonias. Entre los nidos de ovogonias se distinguen otros componentes de tejido conjuntivo
laxo, escasos elementos fibrilares, fibroblastos y matriz extracelular asi como vasos
sanguineos de pequefio calibre que en su interior llevan los eritrocitos nucleados de forma
ovoide, tipicos de las aves.

La porcion mds interna del ovario esta ocupada por la médula en la que se distinguen dos
zonas: la médula yuxtacortical y la médula profunda; la primera se caracteriza por presentar
mayor cantidad de elementos celulares que corresponden a células somaticas, €sta presentan
una forma redondeada, son de gran tamafio, tienen un citoplasma de apariencia esponjosa
probablemente debido a la presencia de organelos implicados en la sintesis de hormonas
esteroidogénicas y sus precursores, presentan un solo nicleo de posicion central y de cara
abierta. Entre estas células poco diferenciadas y principalmente cerca de la médula profunda,
se encuentran unos espacios de tamaifio variable llamados espacios lacunares, rodeados por un
epitelio de células perilacunares que va de tipo plano a cibico simple en los espacios de
menor tamafio, en los lacunares de mayor tamafio se observa un epitelio cibico, estas células
perilacunares tienen un citoplasma 4cidofilo con un selo ricleo de posicién central en €l cual
se evidencian generalmente un nucleolo. Dando sostén a estos elementos hay escaso tejido
conectivo laxo, formado por fibroblastos, y sus productos fibrilares, matriz extracelular y
elementos vasculares (Figura 5A y 5C).
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Lz médula profunda »¢ caiacictiza put preseniar abundantes espacios iacunares de mayor
tamafio que los presentes en la médula yuxtacortical, Jimitados por el mismo tipo de epitelio
lacunar y escasas células somdticas entre estos espacios, los cuales son muy evidentes en
ctapas embrionarias y se reducen al nacimiento.

Dentro de los compartimentos descritos se seleccionaron las células del epitelio superficial,
las ovogonias, las células somdticas y las perilacunares para evaluar el efecto profiferativo de
la FSH, considerando como parametro de evaluacion el indice mitético.

Epitelio Superficial

Como se observa en la tabla 1, las células del epitelio superficial de! ovario de embriones de
pollo de 14 d.i. previamente expuestos por 12 h a la accién de la FSH no modifican
significativamente el valor del IM. Sin embargo si los embriones se exponen por 15 h a la
hormona, el IM de las células del epitelio superficial casi se duplica con respecto al grupo
testigo. Este tipo celular presenta su maximo aumento a las 18h de exposicion a la hormona
en el grupo tratado (Figura 5B). Después de este tiempo, no se observaron cambios
significativos en el IM en los tiempos estudiados (Figural).

Ovogonias

En las ovogonias el valor del IM no varia significativamente en los animales testigo y tratados
con hFSH entre las 12-21 h ni a las 36 horas posteriores a la aplicacion de esta hormona
(Tabla 1). Como se puede apreciar en la Figura 2, el maximo niimero de ovogonias en mitosis
se da solo a las 24 horas de exposicion a hFSH y la diferencia es estadisticamente significativa
comparada con el grupo tratade. En la Figura 6B, se pueden apreciar la gran cantidad de
mitosis presentes en los nidos de ovogonias en la corteza ovdrica.

Células Somaticas

En la Tabla 2 se condensan los resultados obtenidos para las células somaticas de la médula
yuxtacortical entre las 12 y 36 horas de exposicion a la hFSH; desde las 15 horas y hasta las 21
horas, el IM de las células somdticas esta significativamente aumentado en los embriones
tratados con FSH; como se aprecia en la Figura 3, el miximo incremento del IM se obtuvo a
las 21 horas, y en ia Figura 5C se puede observar la gran cantidad de mitosis en las células
sométicas de los cordones medulares.
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Células Perilucunares
Como ya se menciond, el segundo tipo celular estudiado en la médula yuxtacortical fue el de

las células perilacunares, en las que el valor del indice mitético no se modifico
significativamente en ninguno de los tiempos estudiados, como se observa en la Figura 4.
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Tabla 1. Indice Mitotico"* de las subpoblaciones celulares del ovario embrionario de pollo en la corteza ovarica.

* P<0.05% con la prueba de Duncan. Se reporta el IM de cada grupo como la media + d.e.

::&8 mitético = No. de figuras mitéticas en 2000 p

*[ndice mirético = No. de figuras mitéticas en 20,000 p 2.

23

Exposicién Epitelio Superficial | Ovogonias

a FSH

(horas) Testigos n FSH n Testigos n FSH a
12 501037 4 699+ 136 7 1.28+0.29 4 1.42 £0.27 7
15 544 +190 6 10.29+3.17* 8 1.10 £0.35 6 1.30 0,29 3
18 6.76 £ 1.89 6 11.48+3.96* 10 0971045 6 1.14 £ 0.25 10
21 6.88 £2.55 11 735+ 246 9 1.14 £0.59 R 095+036 9
24 8.34 £ 507 22 7.0114.14 20 1.59+0.83 22 236+1.21* 20
36 8911452 6 10.51+£4.90 6 1.23+0.29 6 1.24 £ 0.36 aﬂb




Tabta 2. Indice Mitotico' de las subpoblaciones celulares del ovario embrionario de pollo en la médula

yuxtacortical.
Exposicién Células Somiticas Células Perilacunares
a FSH
(horas) Testigos n FSH n Testigos n FSH n
12 1.69 + 0.40 4 2.34 £0.57 7 0.60£0.18 4 0.51+0.25 7
15 1.65 £ 0.66 6 3.71+057* 8 0.53+023 6 0.99+0.57 8
18 201+ 1.34 6 3.48+0.57* 10 0.64+032 6 0.92 +0.38 10
21 268126 11 4.64+192% 9 0.53+0.25 11 083+0.18 9
24 323134 22 3.91 +1.4i 20 0.80 £0.59 22 1331103 20 |
36 2.83+ 061 6 299+1.12 6 0611013 6 0.74 £ 0.31 6
R ﬁﬁﬂ

* P<0.05% con la prueba de Duncan. Se reporta et IM de cada grupo como la media £ d.e.

lindic;e mitdtico = No. de figuras mitdticas en 20,000 | 3
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indice Mitético de tas Células del Epitelio Superficial.

*
=
k=
w
£
ob
8
3
=
12 Horas 15 Horas 18 Horas 21 Horas 24 Horas 36 Horas
O Testigos 5.01 5.44 6.76 6.88 8.34 8.91
MFSH 6.99 10.29 11.48 7.35 7.01 10.51

Figura 1. Las células del epitelio superficial incrementan su proliferacién por efecto de la hFSH a las 15 h

teniendo su efecto maximo a las 18 h posteriores a la aplicacion de la hormona. P< 0.05%.
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No. de mitosis en 2 x 107
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indice Mitético de las Ovogonias en la Corteza Oviérica
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12 Horas

15 Horas

18 Horas

21 Horas

24 Horas

36 Horas

O Testigos

1.28

1.1

0.967

1.14

1.59

1.23

B FSH

1.42

1.3

1.14

0.96

2.36

1.24

posteriores a la aplicacién de esta hormona. P< 0.05%.
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Figura 2. La hFSH incrementa significativamente la proliferacion de las ovogonias de la corteza a las 24 h




indice Mitético de las Células Somaticas en la Médula Ovérica

5§
4.5+
44 * *
My
"2 3.5+
.
~ 34
5
2 2.5
2 S b
E 2- : Eh
. i
3 1.5-/
£ !
i+
o.s-/
o ;
12 Horas 15 Horas 18 Horas 21 Horas 24 Horas 36 Horas
O] Testigos 1.69 1.65 .01 2.68 3.23 2.83
MFSH 2.34 3.71 3.48 4.64 3.91 2,99

Figura 3, Las células soméaticas de la médula ovérica presentan un incremento en la proliferacién alas 15h, 18 h v

21 h posteriores a la aplicacion de 1a hFSH. P< 0.05
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indice Mitotico de las Células Perilacunares en la Médula Oviarica
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O Testigos 0.6 0.53 0.64 0.53 0.8 0.61
B FSH 0.51 0,99 0.92 0.83 1.33 0.74
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Figura 4. En las células perilacunares de la médula ovérica no se observa el efecto proliferativo de hFSH.




#igura 3. Cortes histologicos del ovario de embrién de pollo de 14 dias
de incubacion. A) Ovario de un embrién testigo, se observa la region
cortical (€) v la médula yuxiacortical (M). B) Figuras mitdticas en cl
epitelio superficial (ES) dul ovario de un animal tratedo con FSH durante
18 horas (). C) lmagenes de mitosis cn las células sométicas medulares
del ovario de un embrién expuesto a FSH durante 21 horas (#) (400x).



Flgura 6. A) Microfotogratia del ovario de embrién de poilo de 14 dias
del grupo testigo. B) A nivel cortical, se observan imagenes de mitosis en
tos nidos de ovogonias (ov), 24 horas después de la aplicacion de la
hormona (M) (400x). () Amplificacion de ia region cortical donde sc
muesiran las figwas mitbticas on Jas ovogonias 1 M) (1000x).



VII. DISCUSION.

En el presente trabajo se evalué el indice mitdtico como indicador de la
proliferacién celular inducida por la hormona foliculo estimulante. Entre las poblaciones
celulares del ovario del embridn de pollo que respondieron al tratamiento con FSH con un
aumento en su indice mitdtico, encontramos a las células del epitelio superficial, que
aumentaron su indice mitético 15 horas después de la aplicacion de la gonadotropina,
teniendo su efecto maximo a las 18 horas. Otra poblacién celular del ovario que
incrementé su indice mitotico fue la de las células somaticas de la médula yuxtacortical,
éste se observo entre las 15 y 21 horas posteriores a la aplicacion de la FSH. En la
corteza, las células que mostraron un incremento en su indice mitdtico fueron las
ovogonias, las cuales respondieron 24 horas después de la aplicacion de la FSH.
Finalmente las células que no mostraron ningiin cambio fueron las células perilacunares
que rodean a los espacios lacunares de la médula yuxtacortical.

El indice mitotico se evalud sobre cortes histolégicos obtenidos de ovarios incluidos en
parafina, en donde se contaron el niimero de figuras mitéticas por unidad de drea de cada
poblacion, lo que nos permitid estimar la densidad numérica de este evento. Para no
sobrestimar el némero de nicleos por unidad de area se tomo en cuenta el grosor de los
cortes que fue de 5 = 2. Los cortes fueron hechos aproximadamente al mismo nivel del
ovario, con la finalidad de medir una superficie representativa del mismo. Se midié un
drea suficiente como para observar por lo menos un promedio de 25 de mitosis por
compartimento celular en cada individuo. El indice mitOtico se estimé sin una previa
sincronizacion de las células ovaricas, ésta se realiza en el caso de cultivos celulares y por
tratarse de un estudio ir vivo se trabajd con células no sincronizadas.
El indice mitdtico se usa fundamentalmente en cultivos celulares para evaluar ¢l efecto de
algin compuesto por medio del contec del nimero de células en mitosis en un promedio
.de 1000 células (Baserga, 1989). Este método se ha aplicado en cortes histologicos en
donde, al igual que en los cultivos celulares, se realiza el conteo celular para observar en
un drea determinada el incremento en el indice mitético durante ¢l desarrollo embrionario

{Hughes, 1963; Hess y col.,,1999). Otros métodos con los que puede ser evaluada la
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proliferacidn celnlar <on la autnradiografia con timidina tritiada, la ine

ornoracidn de
Bromodeoxiuridina {BrdU) y la evaluacion de las células en fase S det ciclo celular
utilizando la citometria de flujo, estos métodos han sido aplicados en nuestro laboratorio
como complemento de este estudio, pero escapan al alcance de esta tesis.

El efecto proliferativo que observamos con el tratamiento con FSH coincide con lo
descrito por otros autores en ovarios embrionarios y adultos. En embriones de pollo
tratados con FSH a los 13 dias de incubacion se observd en el ovario izquierdo un
incremento en el namero de células somaticas y germinales, cuatro dias después del
tratamiento con la hormona, este efecto proliferativo de hFSH sobre las células ovaricas
fue confirmado por el aumento en el porcentaje de células en fase S del ciclo celular
(Méndez-Herrera y col., 1998). Efectos similares fueron obtenidos en cultivo de células
oviricas de embriones de pollo de 8-18 d.i., en donde la hFSH recombinante estimulé la
sintesis de ADN, activando la proliferacion celular y la esteroidogénesis (Veldzquez y col.,
1997, Pedernera y col. 1999), Sin embargo en los trabajos arriba mencionados no se pudo
diferenciar el tipo celular que proliferaba por efecto de fa FSH, por esta razén el aporte de
este estudio es el de identificar los tipos celulares que responden a la hormona foliculo
estimulante en el ovario embrionario.

En el ovario adulto la FSH estimula la proliferacion celular, esta hormona actia sobre las
células de la granulosa induciendo su mitosis en etapas tempranas del desarrollo folicular
(Richards, 1994; Scheele y Schoemaker, 1996). Las gonadotropinas inducen la expresién
de genes especificos, los cuales permiten el inicio o la detencién del ciclo celular, asi
como la diferenciacion de la célula. En el caso de la FSH se ha demostrado que aumenta
la expresion de la ciclina D2 en las células de la granulosa de ovaries prefoliculares de
ratas, permitiendo el inicio del ciclo celular; la FSH puede estar involucrada en diferentes
vias de activacion de éste (Sicinski y col., 1996; Robker y Richards, 1998a).

En nuestro modelo experimental en embriones de pollo tratados con FSH a los 14 dias de
incubacidn encontramos que la profiferacion celular del epitelio superficial del ovario se
incrementa por efecto de esta hormona, mostrande un aumento en su indice mitdtico a
casi el doble del presentado en los testigos. En ovarios de ratas inmaduras se observé el

mismo efecto de esta hormona sobre las células del epitelio superficial (Davies y col.,
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1999). Adn mas, en ovarios de humano adulto se ha detectadn la expregidn del recepter
de la FSH en las células del epitelio superficial por hibridacion in situ (Zheng y col,
1996), asi que es posible que dicho receptor se encuentre presente en las células del
epitelio superficial del embrion de pollo. Este efecto proliferativo también podria ser
mediado por el 17B-estradiol, ya que se conoce que el crecimiento y ta diferenciacion del
epitelio superficial depende de esteroides. En experimentos realizados en ovarios
inmaduros de ratas, se observé que el 17B-estradiol regula los niveles de la caderina
epitelial (E-cad), la cual es una glucoproteina transmembranal que une a las células
epiteliales, en los ovarios tratados con el 17B-estradiol se observé que los niveles de
RNAm de la E-cad aumentan, al decrecer los niveles del esteroide o los receptores de este,
se presenta un descenso en los niveies del RNAm de la E-cad, 1o que nos indica que la E-
cad puede ser regulada por el 17P-estradiol en el ovario inmaduro de rata (MacCalman y
col.,, 1994). Dado que la FSH estimula la secrecion del 17B-estradiol en el embridn de
pollo (Veldzquez y col., 1997, Pedemera y col. 1999), podria ser que éste medie el efecto
de la FSH en las células del epitelio superficial promoviendo su proliferacion.

En humanos se ha observade que el desarrollo de la gonada estd relacionado con la
proliferacion y la extensién de los cordones sexuales, asi como la proliferacién paralela
del epitelio superficial (Motta y Makabe, 1982). Se ha observado que existe una
invaginacion de! epitelio superficial para formar dichos cordones, ademas se advierte una
lamina basal com(n entre estas dos estructuras, fo que nos permite inferir que las células
del epitelio superficial contribuyen a la formacion de los cordones sexuales (Jones, 1978).
Las células del epitelio superficial contribuyen con elementos somaticos, algunos de los
cuales se transforman en las células foliculares {Motla y Makabe, 1982); en aves también
se¢ ha propuesto que las células foliculares derivan del epitelio superficial (Callebaut,
1976). Durante la foliculogénesis es notable la proliferacion de las células del epitelio
superficial, ya que éstas aportan clementos celulares para el empaquetamiento de los
ovocitos, formando los foliculos primarios (Duke, 1978),

Experimentos realizados en ratas inmaduras para comprobar cual es el papel de las
gonadotropinas en la proliferacion del epitelio superficial, demostraron que la LH estimula

la secrecion del Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF), el cual promueve la mitosis
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en las células del epitelio superficial, con ese modelo experimental no se detectd el
receptor a LH en dichas células, pero el receptor para et HGF se encontré expresado en las
células epiteliales, por lo que estos datos sugieren que las gonadotropinas estimulan la
expresion del HGF y a través de éste la proliferacion de las células del epitelio superficial
{Hess y col,, 1999). Las células de! epitelio superficial producen el Factor de Crecimiento
Transformante f (TGFf), el cual normalmente actila como un inhibidor de crecimiento en
forma autocrina, pero en ciertas condiciones puede actuar de una forma sinérgica con el
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF). En células normales del epitetio superficial se
expresa el receptor del EGF que es un potente agente mitogénico en cultivos celulares
(Para una revision, ver. Auersperg y col., 1998). Se sabe muy poco sobre los factores que
regulan la proliferacion celular en el epitelio superficial, se ha demostrado que las
gonadotropinas estimulan la proliferacion celular, pero no se ha determinado si éstas
actlian de una forma directa sobre ese tipo celular estimnlando su mitosis, por lo que se
especula que pueden existir otros mecanismos para promover la mitosis, que involucran la
sintesis o secrecion de uno o varios factores de crecimiento.

Los rtesultados que obtuvimos en el epitelio superficial apovan el hecho de que las
gonadotropinas pueden actuar sobre la proliferacidn celular del epitelio superficial del
ovario, incluso apoyando la teoria de la participacién de fas gonadotropinas en la
tumorogénesis ovérica (Davies y col., 1999). En cultivos celulares de tumores ovaricos se
ha observado que la esteroidogénesis estd controlada por la FSH y LH, en estudios de
inmunohistoquimica en cultivos de células epiteliales de ovarios cancerosos se
encontraron células positivas a FSH, las células cancerosas respondieron al estimulo con
FSH incrementando la secrecion de 17(-estradiol y aumentando su proliferacion celular.
Se han encontrado evidencias de que hay una actividad significativa de aromatasa en las
células cancerosas del ovario, la mayoria de las células derivadas de adenocarcinomas
quisticos tienen la capacidad de convertir la androstenediona en estradiol, en algunos
cultivos frescos se ha observado que estas células pueden convertir la progesterona en
androgenos (Wimalasena y col., 1991).

Otro tipo celular que respondié al estimulo con FSH fueron las ovogonias, las cuales

aumentaron su indice mitdtico 24 horas después de la aplicacién de la hormona, Se han
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realizado algunos estudios para conocer cémo y cudndo sucede {a proliferacion de las
céiuias germinales. Hughes (1963) reportd que en embriones de pollo la poblacion total
de las células germinales en la corteza del ovario izquierdo se incrementa cerca de 25
veces entre el dia 9 y 17 de incubacién, este aumento en el nimero de células germinales
esta asociado con la actividad mitética, el nimero méaximo de células germinales se
detecté al dia 17 de incubacién (Méndez-Herrera y col., 1993). En nuestro modelo
experimental observamos un incremento significativo del indice mitbtico de las
ovogontas, Hughes (1963) observé que las células germinales aumentan su proliferacion
entre el dia 13 y 14 de incubacidn, nuestros resultados muestran un incremento mayor que
el presentado en condiciones normales por efecto de la FSH en la proliferacién de las
ovogonias, El aumento de las células epiteliales podria contribuir a la sobrevivencia de
las células germinales durante su desarrollo, produciendo algin factor de crecimiento que
ayude a su sobrevivencia, ademds de cooperar a la formacién de los foliculos primordiales
(Motta y Makabe, 1982). En estudios realizados en embriones de pollo de 17 d.i. tratados
con 17B-estradiol, mostraron que las células germinales no presentaron ningin aumento
en su numero (Méndez-Herrera y col., 1993), también se han realizado estudios con
progesterona en los cuales no se encontrd ningtin efecto significativo sobre nimero de las
células germinales (Figueroa, 1992).

Por lo tanto podriamos proponer que nuestros resultados muestran un efecto especifico de
la FSH sobre las ovogonias por el cual incrementan su indice mitdtico; este estimulo
podria ser de una forma directa ¢ bien mediado por factores de crecimiento. En foliculos
primordiales de humano se demostré que no expresan el receptor ala FSH y a pesar de la
ausencia del receptor los ovocitos continuaban su crecimiento, no es sino hasta la etapa de
ovocito primario cuando se detecta la presencia del receptor a la FSH en las células de la
granulosa (Oktay y col., 1997). El efecto proliferativo de la FSH que observamos puede
ser mediado por factores de crecimiento, como el Factor de Crecimiento de los Mastocitos
(Steel), el cual es requeride para la sobrevivencia de las CGP's tanto in vive como in vitro
(Godin, 1991), estimulando la mitosis de las células germinales. Este factor junto con el
Factor Inhibitorio de la Leucemia (LIF) estimulan la proliferacion de las CGP's in vitro

(Resnick y col.,1992), ayudando a la sobrevivencia en los cultivos celulares. El Sreel es
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un factor de crecimiento. expresado en las células del estroma de la piel, en la médula
espinal y en la génada; en esta iltima se encuentra en grandes cantidades, presenta una
asociacion con e] receptor c-kit, €l cual por hibridacién in situ se ha demostrado que se
expresa €n las células germinales. La citocina LIF inhibe la diferenciacién de las células
madre embrionarias; aln se desconoce el efecto de esta citocina sobre las CGP's, pero se
sabe que actlia como agente mitogénico e inhibe ta diferenciacion celular, ademds que
ayuda a la sobrevivencia de tas CGP’s. Otro factor que promueve la sobrevivencia y la
proliferacién de las CGP's en cultivos celulares es el dcido retinoico (Revisado en: Buehr,
1997).

Existen evidencias de que el AMPc puede actuar como agente mitogénico en cultivos de
células germinales {Revisado en: Buehr, 1997), y dado el que mecanismo de accion del
receptor de 1a FSH esta ligado a proteinas G, es posible que la activacién de la adenilato
ciclasa por la FSH, incremente el AMPc por lo que podriamos piantear que el aumento del
indice mitdtico de las células germinales podria deberse al incremento de este segundo
mensajero, que induce la expresion de componentes del ciclo celular, como la ciclina D2
(Sicinski y col., 1996).

Por ultimo podriamos considerar que el incremento de! indice mitético de las ovogonias
por efecto de la FSH puede estar parcialmente mediado a través del 17f-estradiol, ya que
recientemente se ha descubierto que el receptor de estrdgeno se encuentra expresado en
las células germinales en ovarios de pollos recién nacidos (Méndez-Herrera y col., 1999).
Las células soméaticas también respondieron al tratamiento con FSH aumentando su indice
mit6tico a partir de las 15 horas, continuando este efecto hasta las 21 horas. Por técnicas
de inmuhistoquimica en embrienes de pollo entre el dia 6.5 y 19.5 de incubacion se han
detectado células positivas a FSH en el ovario izquierdo. El namero de células positivas a
FSH se incrementa durante el desarrollo embrionario del ovario, a partir del dia 6.5 y hasta
el 11.5 éstas se identifican en los cordones medulares y después del dia 6.5, se observan
también en la corteza ovarica (Woods y col, 1991). En nuestro modelo experimental en
embriones de 14 d.i. observamos que las células que se encuentran en los cordones
medulares, a las que llamamos células somaticas, incrementaron su indice mitético por

efecto de la FSH, lo que coincide con el hecho de que estas células se unen
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especificamente a Ia FSH. Al igual que en nuesiro modelo experimental, en embriones de
potlo tratados al dia 13 de incubacidn se observa en el ovario izquierdo un aumento en el
namero de células somaticas por efecto proliferativo inducido por la FSH (Méndez-
Herrera y col., 1998). Podemos plantear que el efecto que observamos en las céiulas
sométicas en respuesta al tratamiento con FSH puede ser de forma directa ¢ mediado por
el 17p-estradiol. En ovarios inmaduros de pollo se observé que las células poco
diferenciadas de los cordones medulares son productoras del 17f3-estradiol (Pedernera y
col., 1988), estas incrementan la secrecién del 17f-estradiol, asi como 1z actividad de la
aromatasa después del tratamiento con FSH en los ovarios de pollo de 17 d.i. (Méndez-
Herrera y col., 1998).

Se ha descrito que los cordones medulares se insintan alrededor de l1a capa de la granulosa
para formar la teca de los foliculos ovdricos. Adn cuando no se puede concluir sobre ¢l
destino de estas células somaticas se puede postular que esta subpoblacién celular de la
médula ovarica participar4 en la integracién de los foliculos (Gonzalez del Pliego, 1991).
En consecuencia el incremento det indice mitdtico de las células somaticas observado en
nuestro modelo experimental podria favorecer la foliculogénesis.

Las células que rodean a los cordones perilacunares no presentaron ningin cambio ¢n su
indice mitético, es dificil discutir la falta de respuesta ante el tratamiento con FSH ya que
el papel que juegan dentro del ovario, no es claro atn (Callebaut, 1979); s¢ ha estudiado ¢l
origen de estos espacios lacunares encontrandese que algunos de los cordones de la
médula ovdrica se vacuolizan, dando como resultado la formacidn del sistema de
conductos lacunares (Gonzalez del Pliego, 1991). El hecho de que no respondan a la FSH
como las células de los cordones medulares que les dan origen nos permite suponer que
han sufrido un proceso de diferenciacién que las hace refractarias al estimulo
gonadotrépico. Una alternativa que no podemos descartar €s que en nuestras condiciones
experimentales {(dosis, tiempo, edad, etc.), el efecto de la FSH sobre estas células no pudo
ser observado.

Como ya mencionamos la duracion del ciclo celular varia de un tipo celular & otro, en la
mayoria de las células, toda la fase M dura i hora aproximadamente, lo cual es una

pequeiia fraccion de tiempo comparada con la duracion total del ciclo celular (Alberts,
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1996). En este trabajo experimental observamos que las diferentes poblaciones celulares
del ovario del embrién de pollo, presentaron diferentes tiempos en su ciclo celular por
efecto de la FSH, lo que podria interpretarse como que cada tipo cetular presenta su propio
tiempo de divisién celular o bien que posiblemente esta proliferacién diferencial entre tas
poblaciones celulares del ovario sea debida a que es necesario que prolifere primero algin
tipo celular para que induzca la proliferacién de los otros tipos celulares por medio de la
secrecion de factores de crecimiento que promuevan la entrada al ciclo celular. Las fases
del cicto celular varian en tiempo, en la mayoria de los casos estudiados la variacion mds
grande ocurre durante G1 (Alberts, 1996).

En embriones de pollo hembras ha sido detectada FSH plasmaética at 8 d.i., y se observé un
incremento al dia 10 (Rombauts v col., 1993). Ademas se han identificado células
positivas a FSH en ovarios de embriones de pollo entre el dia 6.5 y 19.5 de incubacién
(Woods y col., 1991), y se ha demostrado que la FSH tiene un efecto proliferativo sobre
las poblaciones celulares ovéricas tanto en estudios in vive como in vitro (Velazquez y
col., 1997, Méndez-Herrera y col., 1998, Pedernera y col. 1999), por lo que nuestros
resultados coinciden con lo antes mencionado demostrando que la FSH podria jugar un
papel importante en la embriogénesis del ovario, ya sea actuando de forma directa sobre
las poblaciones cetulares del ovario, mediada por 17B-estradiol o tal vez por medio de la
accion de uno o varios de los factores de crecimiento antes mencionados.

Para saber cual es el papel que desempefia la hormona folicuto estimulante en el
desarrollo del ovario embrionario se requiere identificar la presencia del receptor de esta
hormona ¢n las subpoblaciones celulares del ovario, estudiar el papel que juegan algunos
factores de crecimiento, como el HGF, TGFB, Steel, EGF, en la proliferacién celular y su
relacién con la hormona foliculo estimulante, asi como la regulacién de las ciclinas por la

FSH en el ciclo celular en etapas embrionarias.
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VIII. CONCLUSIONES

La Hormona Foliculo Estimulante incrementa el indice mitético de las células ovdricas del
embridén de pollo de 14 dias de incubacion.

El epitelio superficial del ovario del embrion pollo de 14 d.i. expuesto a FSH, mostré un
incremento significativo en el nimero de figuras mitoticas a las 15 y 18 horas posteriores
a la aplicacién de esta hormona.

Las ovogonias del ovario del embridn de pollo de 14 d.i. aumentan el valor de su indice
mitotico 24 h después de recibir el estimulo con FSH.

En la médula yuxtacortical del ovario del embrion de pollo de 14 d.i. el nimero de mitosis
en las células somaticas de los cordones medulares, aumenta significativamente a las 15 y
18 horas, alcanzando el incremento méaximo a las 21 horas después de la administracién
de la FSH.

Las células perilacunares del ovario embrionario de pollo de 14 d.i. no modificaron el

valor de su indice mitdtico en respuesta a la administracion de FSH, en los tiempos
analizados.

ESTR TESIS Mo apog
SALR OE La L.uglecy
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X. APENDICE1

El ovario izquierdo disectado fue fijado en Bouin por dos horas, pasado este
tiempo se realizaron 3 lavados en alcohol al 30% para eliminar el fijador, posteriormente
se efectud la deshidratacién del tejido en alcoholes graduales concluyendo con la
inclusion en parafina para obtener cortes de Sy de grosor.

Los ovarios fueron procesados con la técnica de Hematoxilina-Eosina, para cortes
de parafina , que consiste en los siguientes pasos:

L.Xilol.................. ..o 10 min,

2. Xitol ....................e oo 10 bafios rapidos.
3. Alcohol Absoluto ................. 10 bafios rapidos
4. Alcohol Absoluto ... .............. 10 baflos rapidos.
5. Alcohol 96° ........................ 10 baflos rapidos.
6. Alcohol 96° ........................ 10 bafios rapidos.
7. Lavar en agua corriente ........... 2 min.

8. Teiiir con Hematoxilina... ......... 3-5 min

9. Lavar en agua corriente ........... 2 min.

10. Alcohol 4cido .................... | bafio rapido.

11. Lavar en agua corriente .......... 2 min.

12. Agua amoniacal .................. 3 bafios.
13.Lavar con agua corriente... ... 2 min

14.Teilir con Eosina ............__.... 0.5-1 min

15. Alcohol 96° ........................ 10 bafios rdpidos.
16. Alcohol 96° ........................ 10 bafios rapidos.
17. Alcohel Absoluto ................. 10 bafios rapidos
18. Alcohol Absoluto .................. 10 baflos rdpidos.
19. Xilol ................................ 10 bafios rdpidos.
20, Xilol .......o.ooo v veevvveeeeen .. 10 baiios répidos.

21. Montar con resina sintética.
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