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I. RESUMEN

Se estudic la distribucidn del receptor de progesterona (RP) en el ovatio de
pollos recién nacidos, usando la técnica indirecta de inmunoperoxidasa para microscopia
foténica. Para la localizacién del RP se utilizé el anticuerpo monoclonal Let 81 que se
une a la region amino terminal del RP del pollo. Ademas, se estudio el efecto de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH), sobre la
expresion del RP en las diferentes subpoblaciones celulares del ovario del pollo recién
nacido, cuando son administradas durante el desarrollo embrionario en tres dosis de
refuerzo los dias 13, 15 y 17 de incubacion.

El RP se detectd unicamente a nivel nuclear. La inmunoreactividad se localizé en
las células del epitelio germinal, células germinales, células intersticiales y células
epiteliales de los canales lacunares profundos. El mayor nimero de células e intensidad
de la inmunotincion para el RP se localizd en las células del epitelio germinal, células
germinales y céfulas de los canales lacunares profundos, mientras que las células
indiferenciadas no presentaron inmunoreactividad.

Después del tratamiento con la FSH, aumenté el nimero de nucleos
inmunoreactivos ¢ intensidad en las células intersticiales de los cordones medulares y se
observé una induccién de la inmunoresctividad en las células indiferenciadas. En
cambio, la LH provocd una disminucion en el numero e intensidad de la
inmunoreactividad de las células intersticiales.

Se concluye que varias poblaciones celulares del ovario prefolicular de} polio
recién nacido son céfulas blanco a la progesterona ¥ que las hormonas gonadotrépicas
participan en la regulacion de la expresion del RP en las células esteroidogénicas
medulares del ovario.




. INTRODUCCION

APARATO REPRODUCTOR DE LA GALLINA

El aparato repreductor de la gallina al igual que en la mayoria de las aves, estd
formado dnicamente por un ovario y un oviducto izquierdos funcionales, el ovario y
oviducto derechos degeneran durante el desarrolio embrionario y quedan como
rudimentos {Mc Lelland, 1992; North y Bell, 1993). El ovario se localiza en la parte
superior de la cavidad abdominal unido a la pared dorsal del cuerpo por el ligamento
mesovérico, ademas se apoya en el extremo anterior del rifién izquierdo, en estrecho
contacto con la glandula suprarrenal (Fig.1).

Fig. 1.. Localizecion del aparato reptoductor de 1a gallina. Modificado de Hoffmann-Valker (1969).

El ovario se compone de una corteza externa y una médula interna. La corteza
estd rodeada de una capa de tejido conjuntivo llamada tinica albuginea que a su vez estd
recubierta por un epitelio germinal que contiene a los foliculos, los cuales protegen a los
6vulos (Sturkie, 1965). La médula contiene tejido conjuntivo, vasos sanguineos y
linféticos, nervios y tejido intersticial (Alamargot, 1982).
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_ El oviducto es un tubo muscular mucoso, que se abre en la cavidad abdominal
cerca del ovario; el otro extremo desemboca en la cloaca. En el oviducto en actividad se
reconocen cinco segmentos bien marcados: infundibulo, magnum, istmo, Utero y vagina
(Alamargot, 1982) {Fig. 2).

Ovario

Infundibulo
Orviducto

Magnum

Fig. 2. Aparato reproductor de la gallina en puesta. Modificado de Sauveur (1992).

Desarrolio embrionario del aparato reproductor

Al comienzo del desarrollo embrionario del pollo se forman dos engrosamientos
longitudinales en el epitelio mesodérmico que reciben el nombre de crestas urogenitales
(Ede, 1975; Balinsky, 1978; Houillon, 1978). La mayor parte del epitelio de las crestas
ufogenitales estd formado por células que se parecen a las células del epitelio del
peritoneo, y en menor grado, estdn formadas por otro tipo de células llamadas células
germinales primordiales (CGP), que darén origen a las ovogonias (Balinsky, 1978). Las
CGP no se originan en las crestas germinales, sino que provienen del saco vitelino
(endodermo extraembrionario), de ahi migran y al tercer dia de incubaci6n llegan a las
crestas germinales y se intercalan entre las células del epitelio peritoneal que, a partir de
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este momento, recibe el nombre de epitelio germinativo (Houillon, 1978). A su llegada a
las crestas germinales, las CGP se acumulan en la misma proporcion en ambas génadas,
pero 2 medida que el embrion se desarrolla, ¢l incremento de las CGP se hace de 2a 5
veces mds rdpido en la gonada izquierda. Con la llegada de las células germinaies
primordiales ocurre un primer crecimiento de los cordones sexuales primitivos
(Balinsky, 1978). En este momento se consideran gonadas indiferenciadas y se
componen de dos partes funcionalmente distintas, la corteza (constituida por el epitelio
germinativo) y la corteza (constituida por los cordones sexuales). La corteza tiene la
potencialidad de dar lugar al tejido ovarico; mientras que 1a médula puede dar origen al
tejido testicular. Sin embargo, la génada izquierda difiere de la gonada derecha pues, la
gonada izquierda tiene ambos componentes (corteza y médula) lo que la hace
sexualmente bipotencial, mientras que la génada derecha sélo tiene la porcion medular y
residuos de corteza debido a la acumulacion asimétrica de las CGP, por lo tanto es capaz
de originar exclusivamente testiculo (Ede, 1975). En este periodo, las gonadas
indiferenciadas se localizan en la region anterior dei mesonefros (rifion secundario) y se
encuentran conectadas a éste mediante los conductos mesonéfricos (conductos de
Wolff), que son una homologia de los tubulos seminiferos (Ede, 1975; Houillon, 1978).
La diferenciacion sexual comienza entre €l quinto y el séptimo dia de desarrollo
embrionario (Ede, 1975; North y Bell, 1993). Se lleva a cabo gracias a la accion de
hormonas, cuya produccién depende del sexo genético. En ausencia de las hormonas no
se lleva a cabo la diferenciacién ni el desarrollo (Austin y Short, 1982). Las hembras en
las aves son el sexo heterogamético (ZW), mientras que los machos son el sexo
homogamético (ZZ). Cuando el animal esta genéticamente predeterminado a set hembra,
las hormonas inducen a que la génada izquierda prosiga su desarrollo, en tanto que la
gonada derecha involuciona, sobre todo porque €l ovario izquierdo normal inhibe el
desarrollo de la gonada derecha mediante la secrecion de estrégenos (Ede, 1975;
Houillon, 1978; Garcia et al., 1995). La diferenciacion de la gonada izquierda forma un

ovario que se caracteriza por.
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e un primer crecimiento de los cordones sexuales primitivos con potencialidad
masculina, que después abortan y son absorbidos, provocando la aparicion de
lagunas. Con este el interior de a gonada se llena de mesénquima poco compacto
atravesado por vasos sanguineos.

s un segundo crecimiento de los cordones sexuales, y a veces un tercero, del que resulta
la formacion de un epitelio germinativo grueso, al tiempo que la médula de la gonada
se reduce. Las células germinales de los cordones del segundo crecimiente se
desarrollan dando lugar a ovogonias. ,

s una reduccion de la capa del mesénquima llamada albuginea ovirica que separa los
dos crecimientos y ta degeneracion de los conductos mesonéfricos (Houillon, 1978).

Durante el periodo de diferenciacién sexual se desarrolia el conducto de Miiller
izquierdo, que es un tubo abierto que dara origen al Unico oviducto, en tanto que el
conducto derecho degenera persistiendo solo un vestigic que desemboca en la cloaca

(Ede, 1975; Houillen, 1978). También se lleva a cabo la diferenciacion de las células

germinales primordiales que comienza hacia el octavo dia del desarrollo embrionario.

En este periodo las CGP se transforman en ovogonias, las cuales sufren repetidas

divisiones mitoticas dando lugar a los denominados ovocitos primarios que son células

diploides, éstos ya no se dividen, solo aumentan de tamafio. En el momento del
nacimiento, el niicleo det ovocito primario se encuentra en la fase de paguiteno de la

profase meidtica (cuando los cromosomas homodlogos se estan entrecruzando y

presentan enroscamiento en espiral), para evolucionar lentamente a la fase de diploteno

(cuando los cromosomas homélogos ya se estan separando y solamente permanecen

unidos en los quiasmas o puntos de entrecruzamiento) en la que permanecen meses o

incluso afios. En el animal sexuaimente maduro, aproximadamente 24 hrs antes de fa

ovulacién, el ovocito primario sufre en el interior del foliculo la primera division de
maduracion, que es un proceso de division reduccional, dando lugar a un ovocito
haploide denominado ovocito secundario, con la consecuente expulsion del primer
corpiisculo polar. Posteriormente se produce la ovulaciéon por la ruptura de las paredes

del foliculo maduro a nivel del estigma, gracias al estimulo de la hormona luteinizante,




Introdyceidn

La segunda division de maduracién (con la correspondiente expulsién del segundo
corpusculo polar) tiene lugar en el infundibulo, tras la fecundacion (Alamargot, 1982;
Sauveur, 1992). En las aves los foliculos que degeneran no dan origen al cuerpo luteo
como en los mamiferos (Mc Lelland, 1992).

Ovario prefolicular

El tracto genital dei pollo, al final del desarrollo embrionario y cerca de la
eclosion ya es asimétrico, siendo unicamente funcionales el ovario y el oviducto
izquierdos (Houillon, 1978). El ovario en el nacimiento esta constituido por una corteza
y una médula bien definidas {(Sauveur, 1992) y se pueden distinguir las siguientes
subpoblaciones celulares: células intersticiales o esteroidogénicas, células germinales,
células epiteliales indiferenciadas, células prefoliculares y fibroblastos (Alvarez-
Fernandez et al., 1995). También se pueden encontrar vasos sanguineos y elementos del
sistema lacunar. Las células esteroidogénicas de los cordones medulares presentan
abundantes gotas de lipidos en su citoplasma y forman cordones de talla irregular en la
médula, en los que penetran nervios (Gonzilez-Moran et al., 1985, Gonzalez del Pliego
et al., 1988). Las células germinales se localizan principalmente en la corteza, aunque
algunas se llegan a encontrar en la médula, presentan un nicleo grande y en su mayoria
son ovocitos primarios que se encuentran en la fase de paquiteno de la profase I, por lo
cual son evidentes los cromosomas (Gonzalez-Moran et al., 1985; Alvarez-Fernandez et
al., 1995). Las células epiteliales indiferenciadas se localizan entre los grupos de células
intersticiales en la médula ovarica (Gonzilez del Pliego et al, 1988), tienen escaso
citoplasma y un nicleo grande con uno o mis nucleolos {Gonzalez-Moran et al., 1985,
Gonzalez del Pliego et al., 1988, Alvarez-Fernindez er al., 1995) éstas originan las
células de ia teca de los foliculos (Narbaitz y De Robertis Jr., 1968). Las células

prefoliculares se localizan en la corteza ovérica entre los ovocitos y tienen un nicleo
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ovoide con uno o mds nucleolos (Alvarez-Ferndndez ef ai., 1995). Los vasos sangufneos
se encuentran en la médula (Alamargot, 1982) al igual que el sistema lacunar delimitado
por células epiteliales (Gonzdlez-Morén ef al., 1985; Gonzélez del Pliego et al., 1988)
(Fig. 3).

Wi 4—— Epitelio germinal
Célula pregranul

COR Célula germinal
primordial

Nide de CGP's

Lamina basal

Cordén de células
intersticiales

M —
o S Canal lscunar

[T Cétulas

indiferenciadas

MEDULA

Fig. 3. Esquema que muestra Ia histologia del ovario izquierdo det pollo recién nacido, donde (CGP’s) son
ias células germinales primordiales.

A partir de la 5" semana de vida del embrién aparecen una serie de estrias que
aumentan en nimero y en profundidad, el tejido medular se desarrolla hacia el exterior y
la distinci6n entre la médula y la corteza se va haciendo cada vez mis dificil. A medida
que tiene lugar el desarrolio de los foliculos, la corteza va adquiriendo un aspecto més
granuloso (Sauveur, 1992).
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Ovario folicular

Hacia las 24 semanas de edad, la gallina es sexualmente activa y su ovario sufre
muchos cambios como consecuencia de la sintesis de hormonas esteroides (Sauveur,
1992). El ovario aumenta de peso 11 dias antes de la puesta del primer huevo, porque se
desarrollan de 4 a 6 foliculos entre los miles que se encuentran en él, por estimulo de la
FSH. Por lo tanto, se observan sobre la superficie del ovarto, foliculos de diferente
tamafio y desarrollo que te dan al ovario aspecto de racimo de uvas grande y amarillento
(Ede, 1975, Garcia ef al, 1995). En la gallina se encuentran entre 25 000 y 100 000
foliculos ovaricos pero aproximadamente 1 500 van a madurar y los demas suffiran una
atresia lipidica (Alamargot, 1982). La distincion entre la médula y 1a corteza en el ovario
desaparece. Los foliculos mas desarrollados estan suspendidos del ovario por un
pediculo por donde penetran de 2 a 4 arterias que forman una red capilar densa alrededor
de la membrana basal (Sturkie, 1965) y su estructura es la siguiente:

* una capa perivitelina acelular, segregada por la granulosa,

* una capa monocelular llamada granulosa,

* una capa basal,

e dos tecas, una interna y oira externa, que contienen células intersticiales,
e una capa de tejido conjuntivo (salvo en la zona del estigma) y

» un epitelio superficial (Sauveur, 1992).

Durante la ovulacion, las paredes del foliculo se rompen en el estigma que s una
zona escasamente irrigada por donde se libera al ovocito (Mc Lelland, 1992).

Esterovidogénesis

El ovario de la gallina secreta, bajo el control de las hormonas gonadotropicas,

tres tipos de esteroides sexuales: estrogenos, androgenos y progesterona (Sauveur, 1992,
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North y Bell, 1993; Garcia ef al, 1995). Los principales esteroides liberados son el
17B-estradiol y la progesterona y en menor grado androstenediona y testosterona
(Ruckebusch ef al., 1994). También son liberados otros factores no esteroidales como
aminas biogénicas, prostaglandinas, factores inhibidores miillerianos, inhibina, relaxina
y factores de crecimiento. La esteroidogénesis, sin embargo, comienza desde el
desarrollo embrionarioc del pollo. Por ejemplo, se han detectado androgenos,
17B-estradiol y estrona en las génadas indiferenciadas de ambos sexos hacia el dia 3 de
incubacion, asi como la produccion activa de progestinas, androgenos y estrogenos en el
tejido ovarico diferenciado entre los dias 6 y 8 de incubacion. En el suero sanguineo del
embridn se detecta testosterona y 17B-estradiol entre los dias 5.5 a 7.5 de incubacion,
mientras que los estrogenos conjugados se acumulan en el fluido alantoico por el dia 8.
A la vez, se han detectado enzimas como la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa en los
cordones medulares del ovario, entre el segundo vy cuarto dia de incubacion, antes de la
aparicion de células secretoras caracteristicas y de la diferenciacion ovarica; esta
enzima, al igual que la AS-Ad-isomerasa catalizan la conversion de pregnenolona a
progesterona (Johnson, 1990).

En el ovario de pollos recién nacidos se encuentran al menos dos subpoblaciones
de células esteroidogénicas; una de estas poblaciones son las células esteroidogénicas
de los cordones medulares que metabolizan progestinas a androgenos, las otras son las
células epiteliales indiferenciadas que aromatizan androgenos a estrogenos (Pedemera
et al., 1988; Alvarez-Fernandez er al., 1995). En el ave adulta la sintesis de estrogenos
esti asegurada principalmente por el segundo y el tercer foliculo de mayor tamafio. La
méxima capacidad esteroidogénica requiere de la interaccion de las células de la
granulosa y de 1a teca y esta sintesis es regulada por hormonas gonadotrépicas. Las
células de la teca producen de manera principal androgenas, los cuales pasan por
difusion a las células de la granulosa, donde se transforman en estrgenos por la accion
de la enzima aromatasa. (Ruckebusch et al., 1994).
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SISTEMA NEUROENDOCRINO

Todas las funciones reproductoras estdn reguladas por la interaccion entre los
sistemas nervioso y endocrino. Asi, algunas regiones del encéfalo reciben infornaciones
sensoriales del organismo y del ambiente, luego las transmite al hipotilamo y éste a su
vez las transmite a la hipofisis, que es la glandula que tiene gran influencia sobre la

fisiologia del ovario mediante )a liberacion de hormonas (Fig. 4).

Telencéfaio

Quiasma dptico Cerebelo
Hipotilamo
Eminencia mo;dia
Médula oblongada
Hipdfisis

Fig. 4. Cavidad craneana de la gallina (corte sagital). Muestra 1a localizacién del hipotdlamo y de
1s hipOfisis (componentes del sistema neurcendocrine). Tomado de Hoffimann-Valker (1969).

Hipotdlamo

El hipotilamo se encuentra en la zona mds ventral del diencéfalo, forma el piso
del tercer ventriculo y queda situado por encima de Ia hipéfisis. Comprende 2l quiasma
6ptico, al tuber cinerium, a los cuerpos mamilares y a la eminencia media (Cunningham,
1992). El hipotilamo contiene células neurosecretoras (los nucleos supradpticos,
paraventriculares ¢ infundibulares); sus axones forman ciertos haces de fibras (los haces
supradptico-hipofisiario, paraventriculo-hipofisiario y tubero-hipofisiario), los cuales

tienen ramas hacia la eminencia media. La mayor parte de las fibras del haz supradptico-
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hipofisiario terminan en el l6bulo posterior de Ie hipofisis (Sturkie, 1965). El hipotalamo
es ¢l centro de mando de un gran nimero de vias de control dentro del sistema
auténomo. Produce hormonas fiberadoras de gonadotropinas (GnRH) que coordinan la
secrecion de hormonas de la hipéfisis, entre las que se encuentran las hormonas
gonadotropicas (Smidt y Eliendorff, 1972; Cunningham, 1992).

Hipdfisis

La hipofisis es una glandula que estd situada en la depresion del hipotalamo en
forma de silla de montar del hueso esfenoides (silla turca), inmediatamente por detrés
del quiasma 6ptico y en posicion ventral respecto del hipotalamo. Se halla rodeada por la
dura madre compacta y bien vascularizada que forma una cubierta hacia la parte dorsal,
atravesada solamente por el pedinculo hipofisiario y los vasos sanguineos (Sturkie,
1965; Smidt y Ellendorff, 1972).

La glandula comprende un 16bulo anterior llamado adenohipéfisis y un i6bulo
posterior {neurohipéfisis), separados por una capa de tejido conjuntivo (Cunningham,
1992). Tanto el I6bulo anterior como el lobulo posterior son de origen ectodérmico
(Sturkie, 1965). La adenohipofisis estd formada por dos porciones: la pars distalis y la
pars tuberalis. En las aves no existe la pars intermedia como en los mamiferos (Sturkie,
1965; Smidt y Ellendorff, 1972; Cunningham, 1992). La pars distalis es la mas grande y
contiene poblaciones multiples de células endocrinas que secretan las hormonas tropicas
hipofisiarias (Mc Donald y Pineda, 1991). La pars tuberalis consiste en proyecciones
dorsales de células a lo largo del tallo infundibular. Funciona principaimente como un
andamio para la red capilar del sistema porta-hipofisiario (Mc Donald y Pineda, 1991).

Las principales hormonas producidas por la adenohipofisis aviar son las
siguientes: hormona del crecimiento (GH, también llamada somatotropina), prolactina
(PRL), estimulante de la tiroides (TSH), foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) y
adrenocorticotropica (ACTH) (Sturkie, 1965; Cunningham, 1992).
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La neurohipofisis esta formada por la pars nervosa, por el tallo infundibular y la
eminencia media (Hardy, 1992). Se origina del infundibulo del cerebro y permanece
sujeta al hipotilamo por el talio neural; esta formada por tejido nervioso y mantiene su
inervacion directa de los micleos hipotalamicos. (Mc Donald y Pineda, 1991).

Eje hipotilamo-hipéfisis-génada

Las funciones reproductivas estan gobernadas bor la correlacion fisiolégica de
los sistemas nervioso y endocrino (Smidt y Ellendorff, 1972). El hipotilamo regula la
actividad adenohipofisiaria por medio de informaciones neurales y hormonales. Sus
neuronas sintetizan hormonas liberadoras de gonadotropinas(GnRH), las cuales son
transportadas por los axones y liberadas en la eminencia media, dentro de los capilares y
llevadas por el sistema porta hipofisiario a células endocrinas especificas en la
adenchipéfisis, en donde estimulan la liberacién de hormonas gonadotrépicas (Smidt y
Ellendorff, 1972; Mc Donald y Pineda, 1991, Cunningham, 1992). Las hormonas
gonadotropicas (FSH y LH) controlan la esteroidogénesis ovérica (Cooke ef al., 1996).
Ahora bien, las hormonas ovaricas ejercen un control de retroalimentacion tanto positiva
como negativa; el mas importante es la inhibicién por retroalimentacion negativa, en el
cual hay un gran aumento en la concentracion de las hormonas ovdricas que tienden a
frenar la produccion de las hormonas gonadotropicas que estimulan su aparicion,
mediante la interaccion de las hormonas oviricas sobre las células neurosecretoras del
hipotdlamo y en menor grado sobre la adenohipofisis (Yen y Jaffe, 1991) (Fig. 5). Enel
hipotilamo suprimen la produccion de hormonas liberadoras de gonadotropinas
(GnRH), por lo cual se inhibe la liberacion de gonadotropinas por parte de la hipofisis y
con esto cesa el estimulo del ovario para la produccion de hormonas (M¢ Donald y
Pineda, 1991; Cunningham, 1992). También existen los sistemas de retroalimentacion
positiva, aunque son mucho menos frecuentes que los de retroalimentacién negativa. De
esta manera el eje hipotalamo-hipofisis-gonada es un sistema que permite el contro} de
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las funciones reproductoras, lo cual incluye {a maduracion y regulacion del sistema
reproductor (Cunningham, 1992). Sin embargo este eje comienza a ser funcional durante
el desarrollc embrionario sélo a partir del dia 13 - 13.5 de incubacion en machos y dia
14 en hembras (Woods, 1987). Por lo tanto antes de la formacion del eje hipotalamo-
hipéfisis-génada el desarrollo de la gonada es independiente de la hipofisis. Su
desarrollo depende de las hormonas esteroides producidas de manera autéonoma por el
ovario (Woods er ai., 1981).

. Liberacidn de GnRH en los capilares de la eminencia
— HIPOTALAMO media y transportadas por ¢l sistema poria

l hipofisiario.
Reu-oahmmén Liberacitm de FSH v LH por los gonadotropos de la
negativa por parte de HIPOFISIS adenohipofisis en la circulacion general.

log estercides.

|

OVARIO Liberacién de hormonas esteroides a la circulacion.
I |

Fig, 5. Establecinsiento del eje hipotalamo-hipéfisis-génada en el dia 13.5 de incubacién.

HORMONAS

Las hormonas son mensajeros quimicos que alteran especificamente las
actividades de ciertos tejidos susceptibles (Organos o células blanco). Son sintetizadas
por tejidos especificos (glandulas) y son secretadas directamente a la sangre, que las
transporta a sus lugares de accién (Stryer, 1990; Cunningham, 1992). Por gjemplo,
pueden inducir el crecimiento, la diferenciacion y/o la alteracion de la actividad
metabélica de las células (Austin y Short, 1982).
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En la actualidad se pueden sintetizar compuestos analogos a hormonas naturales

y se agrupan en dos clases: unos imitan la accion de la hormona, se unen al receptor y

producen la respuesta hormonal, estos son los llamados agonistas. Otros compuestos se

unen al receptor, pero no activan las funciones inducibles por la hormona, a estos
compuestos se les llama antagonistas. Un antagonista unide compite con la hormona

natural y bloquea su actividad fisiologica (Darnell, 1991).

Desde el punto de vista quimico las hormonas pueden clasificarse en cuatro
tipos:

e las hormonas polipeptidicas, que son moléculas grandes (PM 10000 o mas). Son
solubles en agua v no pasan a través de la membrana plasmatica, sino que ejercer su
accion sobre ésta al unirse especificamente a sus receptores. El mecanismo de accién
de estas hormonas implica la formacion de un mensajero secundario intracelular, que
forma parte de una cascada de seflalizacion.

¢ las hormonas esteroides son pequefias moléculas (PM 300); estan compuestas de un
anillo ciclopentanoperhidrofenantrénico como en el colesterol. Son solubles en
grasas y difunden libremente en la mayor parte del cuerpo, asi como a través de la
membrana plasmatica. Ejercen su accion dentro de la célula, controlando la sintesis
de proteinas especificas.

¢ las hormonas catecolaminas y las yodotironinas que son derivados de tirosina.

e las prostaglandinas (Mc Donald y Pineda, 1991).

Sintesis y transporte de las hormonas

Las hormonas proteinicas son sintetizadas como hormonas activas, se almacenan
en granulos dentro de la glindula hasta que se requieren (Cunmingham, 1992). Cuando
son nec;:sarias, se secretan hacia los capilares eferentes y se transportan en €l plasma en
forma soluble (Austin y Short, 1982; Mc Donald y Pineda, 1991), pueden circular en
forma monomérica o polimérica (Cunningham, 1992). Una vez liberadas en la sangre
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tienen una vida media de tan sblo unos segundos o minmutos y son degradadas
rapidamente por proteasas de la sangre v los tejidos (Darnell, 1991).

Las hormonas esteroides se derivan del colesterol y son secretadas de manera
inmediata después de su formacién por difusién simple a través de la membrana celular,
debido a su estructura lipofilica. Por lo tanto, la velocidad de secrecién de las hormonas
esteroides esta controlada de manera estrecha por su velocidad de sintesis. La Unica
forma de almacenamiento de los esteroides dentro de las células, involucra ¢! de una
molécula precursora, el colesterol en forma de éster (Mc Donald y Pineda, 1991,
Cunningham, 1992). Ahora bien, las hormonas esteroides no circulan €n la sangre como
hormona libre sino que son transportadas en el plasma ligadas a proteinas llamadas
portadoras que aumentan su solubilidad en la sangre; asi mismo las protegen de su
metabolismo en el higado. Sin embargo, este enlace limita su difusion a través de los
tejidos v ademas las hace biolégicamente inactivas (Austin y Short, 1982). Para que
puedan ejercer su accién bioldgica deben liberarse de las proteinas portadoras. Hay dos
tipos de proteinas transportadoras: una ¢s 1a globulina de union 2 corticoesteroide (CBG)
también llamada transcortina que une adrenocorticoesteroides y progesterona; la otra
proteina transportadora es la globulina de unién de hormonas sexuales (SHBG}), que une
estradiol y testosterona (Mc Donald y Pineda, 1991).

HORMONAS GONADOTROPICAS

Entre las hormonas secretadas por la adenohipofisis aviar, se encuentran dos
hormonas que tienen una gran influencia en el sistema reproductor femenino y que estin
estrechamente relacionadas. Estas hormonas son la FSH y la LH, son glicoproteinas
producidas por el mismo tipo de células de la pituitaria, los gonadotropos, de aqui que se
les llame hormonas gonadotrdpicas (Austin y Short, 1982; Cunningham, 1992; Cooke et
al., 1996, Sauveur, 1992). Estas hormonas poseen una subunidad & y una B asociadas

por uniones no covalentes (Combarnous, 1988). La subunidad o de todas las
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gonadotropinas es idéntica (e intercambiable) entre las tres glicoproteinas (Stewart ef a/,,
1987). La especificidad biologica depende de la subunidad §, Unica para cada hormona
(Boothby er al., 1981). Las hormonas gonadotropicas son liberadas en la sangre como
multiples isoformas de cada hormona (Cooke ez al., 1996).

El mecanismo de accién de estas hormonas comprende la estimulacién de
receptores en la membrana plasmatica, con la consecuente estimulacion de la célula para
producir mensajero secundario llamado adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que

interviene en la respuesta generada por fa célula.

Hormona folfcuio estimulante (FSH)

La FSH es una glicoproteina que se forma en los gonadotropos (células
basofilas) de la adenchipofisis (Smidt v Ellendorff, 1972). Consta de una cadena « de 92
aa y una cadena f§ de 118 aa (Damnell, 1991). Tiene un peso molecular aproximado de
30 000. Su contenido de carbohidratos es del 27% y de acido sialico 5% (Austin y Short,
1982). Contiene todos los aminoacidos esenciales excepto la metionina. Es facilmente
soluble en agua. A temperatﬁras elevadas es labil. Las enzimas proteoliticas como la
tripsina, apenas atacan a la FSH {Smidt y Ellendorff, 1972). La vida media de la FSH es
de | hora o menos {Yen y Jaffe, 1991).

Las. acciones principales de la FSH son: regular el crecimiento y maduracion de
los foliculos del ovario y la actividad secretora de éste (Sturkie, 1965; Mc Donald y
Pineda, 1991). Se piensa que estimula el desarrollo de los foliculos desde la fase antral
hasta la preovulatoria y produce cambios bioguimicos, como el aumento en el consumo
de oxigeno y la sintesis de proteinas, especialmente en las células de la teca (Austin y
Short, 1982). Desencadena la sintesis de estradiol y progesterona, dos esteroides
cruciales en el desarrolio de las caracteristicas sexuales femeninas (Darneli, 1991). Sin
embargo, la FSH sola no puede llevar el desarrollo del foliculo hasta su estado de

maduracion final, ni la secrecion normal de estrogenos por las células granulosas y
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tecales del ovario. La FSH estimula la divisién mitética de las células de la granuiosa,
asi como la transformacion de las células del estroma en células tecales. En los animales
inmaduros produce una maduracion acelerada de los ovarios, asi como una maduracion

sexual precoz de los animales (Smidt y Ellendorff, 1972).

Hormona luteinizante (LH)

La hormona luteinizante es una glicoproteina globular que se forma en los
gonadotropos de ia adenchipofisis (Smidt y Ellendorff, 1972). Consta de una cadena o
de 92 aa y una cadena [} de 115 aa (Damell, 1991). Tiene un peso molecular de 28 000 a
30 000 (Smidt y Ellendorft, 1972). Su contenido de acido sialico es de 1.4% (Austin y
Short, 1982). Contiene todos los aminoacidos esenciales, a excepcién de triptéfano
(Smidt y Ellendorff, 1972). Es soluble en agua. En forma considerablemente pura y en
reaccion préxima a la neutralidad, es mas estable que la FSH. La tripsina, la
quimiotripsina o las carboxilasas reducen la actividad de la LH y la oxidacion con
peryodato o con agua oxigenada, destruyen su actividad biolégica (Smidt y Ellendorfy,
1972). La vida media de la LH es de una hora o menos (Yen y Jaffe, 1991).

La LH es responsable del desarrollo del ovario, de la secrecion de hormonas
esteroides por el ovario y sobre todo de la ovulacién. Sin embargo, la accion ovulatoria
de la LH es diferente de su accion esteroidogénica y se controla de una manera muy
distinta. (Sauveur, 1992).

Después de que los foliculos han ajcanzado cierto tamafio, por efecto de la FSH,
la LH provoca la secrecién de estrogenos por parte de las células granulosas y tecales.
En el estadio final del desarrolio folicular, la importancia de la FSH pasa a ser
secundaria y por ultimo, se produce la ovulacién por efecto de 1a LH, la cual en aves se
incrementa de 6 a 8 horas antes de la ovulacién (Sturkie, 1965; Smidt y EllendorfY,
1972). El aumento de la liberacién de la LH por parte de la hipofisis, responsable de la
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ovulacién, es producido por una retroalimentacién positiva del estradiol sobre el
‘ hipotilamo, que causa una descarga de la GnRH (Austin y Short, 1982).

La LH puede aumentar Ia produccion de progesterona en el ovario, la cual a su
vez influye en la funcién de otras células. También estimula la sintesis de esteroides en
todos los tipos celulares del ovario (la teca, la granulosa y las células intersticiales). Su
accion principal es estimular 1a conversion del colesterol en pregnenolona. Después de la
administracién de LH el ovario se vacia de colesterol (y de acido ascorbico) que se
moviliza para aumentar la sintesis de esteroides. La LH también induce un aumento en
la circulacion del ovario (efecto hiperémico). Al proporcionar un mayor abastecimiento
de ciertos metabolitos necesarios, la hiperemia probablemente es una parte integral del
mecanismo de accidn de las hormonas tropicas en sus "organos blanco” (Austin y Shert,
1982).

La LH actia en las células esteroidogénicas del ovaric regulando las
concentraciones locales y periféricas de las hormonas esteroides. También participa en
la ovulacién, causando la ruptura del foliculo preovulatorio y la liberacion del 6vulo
{Yeny Jaffe, 1991).

Accitn confunta dela FSH y Ia LH

La FSH y la LH ejercen un efecte sinérgico en el desarrolio y en la ovulacion de
los foliculos ovaricos; sin embargo, la FSH juega una funcion mas dominante durante el
crecimiento de los foliculos, mientras que la LH predomina durante la fase final de la
maduracion del folicule a través de la ovulacién (Cunningham, 1992). Aun cuando la
FSH y la LH son compuestos notoriamente diferentes, no siempre se pueden diferenciar
de forma perfectamente clara por sus funciones pues, en cierta medida, pueden ser
reemplazadas entre si, y por otra parte, sdlo en estrecha colaboracién son completamente
eficaces (Smidt y Elendorff, 1972). Sinergisticamente provocan secrecion de
estrogenos, maduracion de los foliculos y la ovulacion (Mc Donald y Pineda, 1991,
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Yen y Jaffe, 1991). El ciclo sexual femenino parece estar regulado por los cambios en la
proporcidn existente entre ambas hormonas y no tanto por las cantidades absolutas de
FSH y LH (Smidt y Ellendorff, 1972),

HORMONAS OVARICAS

El ovario de las aves, bajo el control de ias hormonas gonadotropicas secreta los
tres principales tipos de esteroides -sexuales: androgenos, estrogenos y progesterona
{Sauveur, 1992).

Esteroides

Son pequefias moléculas (PM ~300) que se componen de un anillo
ciclopentanoperhidrofenantrénico como el colesterol, las diferentes hormonas esteroides
difieren en la composicion de sus cadenas lateraies, entre éstas se¢ encuentran los
androgenos, los estrogenos y las progestinas (Austin y Short, 1982). Son solubles en
grasas y se difunden libremente en la mayor parte del cuerpo, pudiendo atravesar la
membrana plasmatica (Mc Donald y Pineda, 1991). Su vida media en el plasma es de
horas, el tiempo de accion es de horas o dias. Sus receptores pueden ser citosolicos o
nucleares, su mecanismo de accion es mediante el control de la transcripcion y
estabilidad del ARNm (Darnell, 1991).

Las hormonas esteroides tienen una influencia importante en el comportamiento,
aungue también juegan un pape!l fundamental en la diferenciacién y maduracion de los
gametos, del desarrollo del aparato reproductor y el establecimiento de los caracteres
sexuales secundarios (Austin y Short, 1982). Los esteroides actian como agenies
autocrinos, ya que actuan sobre las células en las cuales se producen; o como agentes
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paracrinos, que influyen en las células adyacentes y como hormonas transportadas por

medio de la circulacion a células blanco remotas (Ruckebusch et al, 1994).

Estrégenos

Son hormonas sexuales femeninas que promueven el desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias (Kimball, 1986). Son los responsables del
desarrollo, mantenimiento y cambios del tracto genital de la hembra, de las
caracteristicas sexuales secundarias, asi como de la conducta, del metabolismo del calcio
y grasa en las aves (Austin y Short, 1982, Mc Donald y Pineda, 1991). Estin
relacionados con el crecimiento celular e hiperplasia (Ruckebusch et al., 1994).

Los estrogenos se secretan en pequefias cantidades en las suprarrenales y en los
testiculos, asi como en las células tecales y granulosas del ovario (Austin y Short, 1982).
La forma biolbgicamente mas activa de los estrbgenos estd representada por et 17-p-
estradiol, seguido de la estrona y el estriol. Son los reguladores mas activos de la
secrecion de gonadotropinas en ambos sexos (Smidt y EllendorfY, 1972).

Participan en el control de practicamente todas las fases de formacion del huevo
como en el crecimiento del oviducto, sintesis de las proteinas y de los lipidos de la yema
en el higado, el transporte sanguineo de las lipoproteinas y del calcio, asi como su
deposito en el foliculo, la sintesis de las proteinas de ia clara en el magnum, el
comportamiento de ovoposicion y aparicion de los caracteres sexuales secundarios
{Sauveur, 1992)

Progesterona

Al igual que todas las hormonas estercides juega un papel importante en la

diferenciacién tisular durante la maduracion sexual de los animales. Tiene control sobre
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las actividades celulares implicadas en el crecimiento del oviducto y en la sintesis de
ciertas proteinas del albumen; en este Gltimo caso, actda en sinergismo con los
estrogenos. Controla los ritmos de ovulacién y de ovoposicion o puesta y regula el
movimiento del huevo por el oviducto (Sauveur, 1992; Ruckebusch et al., 1994). La
progesterona proviene en su mayor parie, de la gramulosa del foliculo preovulatorio y en
menor medida, del foliculo postovulatoric (Austin y Short, 1982). También se produce
durante el desarrollo temprano del embrién (Tanabe ef al, 1986), pero no se conoce
bien su accion biclogica en esta etapa. Se piensa que podria tener un papel
morfogenético en la diferenciacion tisular, no sélo en la diferenciacion sexual del tracto
urogenital. También se cree que podria participar en la regulacion de la sintesis de
esteroides, puesto que las células intersticiales de los cordones medulares son células
blanco de esta hormona (Gasc, 1991).

?H:
co
HyC
HC
Q
Fig. 6. Molécula de progesterona

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL

Para que una hormona pueda ser captada del torrente sanguineo por las células
blanco, éstas deben tener receptores especificos para cada hormona. Las células que

responden a una hormona determinada se llaman células blanco de ese mensajero
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(Austin y Short, 1982). Un mismo receptor para una hormona puede encontrarse en
diferentes células, sin embargo, desencadena respuestas diferentes (Darnell, 1991).

Cuando la hormona (ligando) se une al receptor, se forma un complejo hormona-
receptor; esta unién provoca que cambien las caracteristicas del receptor, lo que induce
una serie de respuestas por parte de la célula que hacen que cambie su estacio funcional
(Darneli, 1991).

Las células blanco de las hormonas polares o hidrosolubles, como la FSH y la
LH, tienen sus receptores en la superficie de la membrana celular (Lehninger, 1989).
Como estas hormonas no pueden penetrar la membrana celular ni interaccionar con
receptores intracelulares (Lehninger, 1989; Darnell, 1991), la presencia del complejo
hormona-receptor en la membrana plasmatica provoca la formacion, durante un corto
periodo, de un mensajero secundario (Cunningham, 1992) conocido como adenosin
monofosfato 3’5’ ciclico (AMPc) que propaga el efecto de la hormona (mensajero
primario) hacia el interior de la célula (Stryer, 1990) ya sea estimulando o deprimiendo
rapidamente alguna actividad bioquimica caracteristica de la célula (Austin y Short,
1992). El AMPc que se produce permanece en el interior de la cehula, lo que evita fa
estimulacion generalizada de las demas células (Lehninger, 1989). Este tipo de reaccidn
permite a la célula responder en forma répida con efectos inmediatos y de corta duracion
(Darnell, 1991).

Las hormonas liposolubles interactiian directamente con receptores en el micleo
celular formandose un complejo hormona-receptor (Landers y Spelsberg, 1992). Estas
hormonas alteran principalmente el patrén de la expresién génica mediante la fijacion
del compiejo hormona-receptor a regiones reguladoras del ADN. El receptor actia como
factor de transcripcion (Darnell, 1991), activando la produccién de ARNm, el cual es
translocado hacia el citoplasma para alcanzar la maquinaria de sintesis: los ribosomas,
dando lugar a la sintesis directa de proteinas que producen un efecto biologico
(Cunningham, 1992).

Estas hormonas inducen respuestas maés lentas y de mayor durecion en

comparacion con las hidrosolubles (Darnell, 1991).
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Mecanismo de accién de Jas hormonas hidrosolubles

Cuando la hormona hidrosoluble se une al receptor en la membrana plasmatica
(unién de tipo no covalente), éste se activa formandose el complejo hormona-receptor
adquiriendo un cambio conformacional que le permite unirse a la proteina G (Stryer,
1990) que se encuentra unida en la cara interna de la membrana celular (Darnell, 1991).
Esta proteina consta de 3 cadenas polipeptidicas: una cadena « (PM 42 000), una 8
(45 000) y una y (10 000) (Darnell, 1991). Se llama proteina G porque en la subunidad o
puede fijar fosfatos de guanosina (GDP o GTP) (Stryer, 1990). Cuando la proteina G se
encuentra en su forma inactiva las subunidades se encuentran unidas (Ga-GBGy) y
ademas hay GDP unido a la subunidad Ga.. Sé6lo cuando el complejo hormona-receptor
se une a la proteina G se favorece el intercambio de GDP {guanosin difosfato) por GTP
(guanosin trifosfato) en la subunidad «, lo que induce la activacion de la proteina G,
esto provoca la separacidon de la subunidad o de la subunidad GGy, porque se genera
un cambio conformacional. La subunidad Ga—GTP se une entonces a la adenilato
ciclasa que también esta unida en la cara interna de la membrana celular, esta enzima
probablemente sufre un cambio conformacional que le permite catalizar la sintesis de
adenosin monofosfato ciclico (AMP¢) a partir de ATP. El AMPc es el mensajero
secundario que mediard la actividlad de muchas enzimas dependientes de AMPc
llamadas proteina cinasas, fosforilando proteinas especificas que dan el efecto en la
célula. De esta maners se transduce la sefial de la hormona desde que se une al receptor
hasta la formacién del AMPc (Fig. 7). Lo mas importante de esta cascada de reacciones
y de este mecanismo de accion es que la sefial se amplifica considerablemente, porque
cada complejo hormona-receptor activa a varias proteinas G produciendo la conversién
de varios complejos Go-GBGy a Ia forma activa Ga-GTP y cada subunidad Go-GTP
activa muchas moléculas de adenilato ciclasa y cada una de ellas cataliza la conversion
de muchas moléculas de ATP en AMPc. Por lo tanto la fijacion de una molécula de
hormona a su receptor favorece la sintesis de varios centenares de moléculas de AMPc
antes de que la hormona se disocie del receptor. Esto es lo que favorece una respuesta

22




Imtroduccion

rapida de corta duracién cuando se presenta un estimulo. Pero para que la hormona
active a un receptor se necesita una concentracion adecuada de la hormona debido a [a
constante de disociacion del complejo hormona-receptor.

La finalizacion de la respuesta se lleva a cabo en diferentes puntos, por ejemplo
se piensa que la subunidad Go tiene una cierta actividad GTPasa (Stryer, 1990),
hidrolizando el GTP que tiene unido en GDP, cuando esto ocurre ta subunidad Ga-GDP
se disocia de la adenilato ciclasa inhibiendo su accién. Después la subunidad Ga~GDP
se asocia nuevamente a la subunidad GBGv. Pero la finalizacién de ia actividad de la
adenilato ciclasa depende de la velocidad de sustitucion del Ga-GDP por Ga-GTP
comparado con la actividad GTPasa de la subunidad Ga. Otro punto que influye en la
finalizacién de la respuesta es que la sustitucién de Go-GDP por Ga—GTP en la
proteina G disminuye la afinidad del receptor por la hormona; es decir, la constante de
disociacion del complejo hormona-receptor tiende a la disociacién del complejo y al
revés, la hidrdlisis de GTP produce un aumento en la afinidad del receptor por la
hormona incrementando su capacidad de respuesta a cualquier aumento adicional de la
concentracion de hormona. Otro punto crucial de la disociacién de la hormona del
receptor es que se dan procesos de endocitosis en los cuales se internalizan hacia el
citoplasma los complejos hormona-receptor en donde es degradada la hormona por
enzimas lisosomales mientras que el receptor es reciclado hacia la membrana
plasmatica. Por lo cual se necesita un aporte continuo de hormona para mantener la
activacién de la adenilato ciclasa y produccién del mensajero secundario. La hormona
también tiene una vida media que limita su actividad.

Algunas hormonas pueden producir una diminucién en el nivel de AMPc y otras
provocar un aumento. Esta variacién puede tener efectos marcadamente distintos en los
diferentes tipos de células. (Stryer, 1990; Dameli, 1991).
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Fig- 7. Mecanismo de accién de las hormonas hidrosolubles. La activacion de s adenilato ticlasa por ja
unién de una hormona con su receptor estd mediada por la proteina estimuladora G. El AMPe producido por
la activacién de la adenilato ciclasa es utilizado en diferentes procesos celutares. Modificado de Stryer
(1990).

RECEPTORES HORMONALES

Los receptores hormonales son proteinas especializadas capaces de fijar a una
hormona con gran especificidad y una alta afinidad. Los receptores para las hormonas
proteicas se encuentran en la membrana plasmitica de las células blanco y los de Jas
hormonas esteroides se encuentran en gl citoplasma y el nicleo (Lehninger, 1989;
Mc Donald y Pineda, 1991; Cunningham, 1992).

Receptor de progesterona

El receptor de progesterona es miembro de una familia de receptores mucleares
que se unen al ADN y regulan la transcripcion. Su actividad estd regulada
alostéricamente por su unién con la hormona correspondiente (Gémez ef al., 1996;

Willy y Mangelsdorf, 1998). El receptor de progesterona de pollo existe como dos
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isoformas (RP-A y RP-B) con pesos moleculares de 72 000 y 82 000 daltones (da),
respectivamente (Gronemeyer et al., 1987, Conneely et al., 1987). Entre varias especies,
estas dos formas se originan como resultado tanto del procesamiento alternativo del
ARNm, como por la transcripcién de promotores alternos dentro del mismo gen. El
RP-B tiende a ser un activador fuerte de genes blanco mientras que el RP-A puede
actuar como un represor dominante del RP-B, siendo éste el mecanismo por el cual la
célula puede generar respuestas diferentes y puede inducir o reprimir la transcripcion
{Vegeto et al., 1993; Graham y Clarke, 1997).

El receptor de progesterona estd formado por diferentes regiones que han sido
delimitadas por su funcion. Estas regiones se denominan dominios y son cuatro (Fig. 8):
El dominio I es un dominio regulador de la transcripcion, también llamado como
dominio A/B y se encuentra en el extremo amino-terminal; el dominio II es el dominio
de union al ADN; el dominio 111 es el dominio bisagra y ¢l dominio IV es el dominio de
union at esteroide y se encuentra en el extremo carboxilo-terminal.

El dominio 1 es una regién no conservada, evolutivamente es una regidon
hipervariable, se piensa que participa en la regulacion especifica de la transcripcion,
también en la formacion de dimeros del receptor o la formacion de heterodimeros del
receptor con otras proteinas. Este dominio trabaja independientemente de la union del
ligando.

Ei dominic II o dominio de union al ADN es la region mas conservada y contiene
dos motivos {“motifs”) semejantes a dedos de zinc que hacen contactos estrechos con
secuencias nucleotidicas en el ADN, llamados elementos de respuesta a la hormona,
para inducir cambios en la transcripcion. Parece ser que es la Gnica porcién de la
proteina receptora requerida para mediar la transcripcion de los genes de respuesta a
esteroides. Se piensa que el segundo motivo semejante a dedo de zinc interactia con
otras proteinas, como por ejemplo factores de transcripcion para formar heterodimeros.
Otras de sus funciones son el control de la activacion transcripcional y la union
especifica a los elementos de respuesta a esteroides (SRE), asi como la formacion de
homodimeros.
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El dominio HI o regién bisagra contiene una secuencia de aminoécidos bésicos
(argininas y lisinas), cuya secuencia no es altamente conservada. Esta regitn bésica
funciona como seiial de localizacion nuclear. Otras de sus funciones son la activacion de
la transcripcion y la formacion de homodimeros.

Fl dominio IV o dominio de uni6n al esteroide se encuentra focalizado en la
region C-terminal. Es un dominio clave en la regulacion de la actividad transcripcional
del receptor, esta actividad es relativamente independiente de la estructura det receptor.

Se han identificado ciertas subregiones dei dominio de unidn al esteroide que son
responsables de conferirle una funcién de activacion transcripcional (TAF), otra funcion
de este dominio es el de unir al esteroide, de unir a la hsp90; este dominio es altamente
conservado ¢ interviene en la formacion de homodimeros. También funciona como sefial
de localizacion nuclear. (Landers y Spelsberg, 1992; Horwitz ef al., 1996, Graham y
Clarke, 1997).

NH, v
IIE
E
1§ COOR
Zn Zn
I I m v
Dominio Regulad Dominio de unién al Dosigio bi Dominio de uni
ADN al csteroide
1.- Activa la transcripcién 1.- Control de la activacién 1.- Activa la trasscripcion 1.- Unc af egtervide
especifica de genes transcripcional 2.- Une otras proteinas 2.- Une a la hsp90
1.- Region hipervariable 2.« Unidm especifica a los 3.- Formacidn de homodimeros 3.- Muy conservado
3.- Une otros factores elementos do respucsts 4.« Setial de Jocalizacida 4.- Sefial de localizacion
protefnicos. 2 estocoides nuclear nuchear
3.- Altsmente conservado 5.- Formacibn de
4.- Formacién de homodimercs homodimeros

Fig 8 Dominios funciooales del receptor de hormonas esteroides. Modelo que resume las caracteristicas y las
funciopes asociadas con los diferenies dominios dei receptor. (Tomado de Eandersy Speisb_crg, 1992).
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INMUNOHISTOQUIMICA

Es una técnica ampliamente usada en la actualidad para identificar y localizar
antigenos tales como los componentes de células o tejidos. Se¢ basa en reacciones
inmunologicas (interacciones antigeno-anticuerpo) que ocurren continuamente en
nuestro organismo como respuesta a la entrada de algin agente extrafio, las cuales son
altamente especificas. Esta técnica abarca campos de estudio como la histologia, la
quimica y la bioquimica (Gonzalez-Mordn, 1996).

Los antigenos son proteinas o polisacaridos que al no ser reconocidos por el
organismo como propios desencadenan una respuesta inmune (Kalthoff, 1996). Los
anticuerpos son macromoléculas constituidas de 4 cadenas de proteinas unidas por
puentes disulfuro; en general tienen forma de Y, gque cominmenic se vepresenia
invertida. Los anticuerpos tienen la funcidn de reconocer y unmirse a un antigeno
especifico. La regidn de reconocimiento se encuentra en los extremos de los brazos de la
Y; a esta region se le denomina sitio antigénico (Gonzilez-Moran, 1996).

Para que las reacciones inmunologicas sean visibles al microscopio se marca el
anticuerpo con un compuesto que pueda ser visualizado (Kaithoff, 1996) ya sea
formando productos insolubles coloreados o electrodensos (Gonzilez-Moras, 1996).
Asi, por ejemplo se pueden usar compuestos fluorescentes como rodamina (Smith, 1990)
y fluoresceina (Kaithoff, 1996) visibles en el microscopio de huz ultravioleta, también se
pueden usar compuestos diseminadores de electrones como la fernitina y el oro coloidal
usados para microscopia electronica {Gonzilez-Moran, 1996). Otro tipo de marcaje
consiste en el empleo de enzimas estables como Ja peroxidasa (Smith, 1990, Kaithoff,
1996), Ia fosfatasa alcalina y la B-galactosidasa, tanto pars microscopia electronica como
pasa fotonica {Gonzalez-Mordn, 1996).

independientemente det tipo de marca que se utilice, existen dos métodos de
marcar al anticuerpo. Uno es el método directo que consiste en marcar el anticuerpo
primario {anticuerpo que interacciona con el antigeno) (Smith, 1990; Gonzatez-Moran,
1996), pero este método tiene baja sensibilidad y puede alteras Ia especificidad de Ja

27




Introduccitn

reaccidn por esta razon se han desarroliado métodos indirectos que emplean un segundo
anticuerpo (anticuerpo secundario) (Gonzilez-Morsn, 1996). En ¢l método indirecto el
anticuerpo primario no esta marcado. El anticuerpo secundario es el que se marca y se
une al anticuerpo primario como un antigeno (Kalthoff, 1996). Este segundo anticuerpo
se encuentra acoplado a una marca o a una enzima como en el método directo. Gracias al
método indirecto se puede amplificar 1a marca sin riesgo de alterar la especificidad y la
afinidad del anticuerpo primario por lo tanto es mas sensible (Gonzalez-Moran, 1996).

La marca se observa donde esté localizado el anticuerpo secundario. Asumiendo
que el anticuerpo secundario estd unido solo al anticuerpo primario, y que el anticuerpo
primario estd unido inicamente al antigeno de interés, podemos reconocer que el
marcador indica el sitio donde esta localizado el antigeno de interés en la muestra
(Kalthoff, 1996).

Las cualidades de esta técnica son que conserva la distribucidn quimica normal y
genera un producto visible e insoluble (Gonzilez-Morén, 1996).

La inmunohistoquimica permite distinguir diferencias funcionales entre distintas
subpoblaciones celulares, reconocer diferentes estadios de diferenciacion de las células,
tipificar a las células, ademas permite distinguir isoformas de componentes celulares,
por ejemplo diferentes formas de un receptor (Syvild ef al., 1996). El perfeccionamiento
de la técnica la ha hecho muy confiable. Se aplica en diagndsticos de patologia humana
y veterinaria (Smith, 1990); por ejemplo, permite la identificacion de moléculas
asociadas a ciertos tumores, la inmunofenotipificacion de cancer (Kell ef ai, 1993,
Montafio, 1995), la identificacion de hormonas en patologia endocrina y la identificacion
de la presencia ¢ produccion de anticuerpos. La confiabilidad de la técnica se debe al
desarrollo de anticuerpos monoclonales (MAbs) que tienen mayor especificidad que los
anticuerpos policlonales que anteriormente se usaban (Smith, 1990).

Actualmente existen varios métodos indirectos de mayor complejidad que
tienden a mejorar la sensibilidad y la especificidad de la reaccion. Dentro de estos
métodos se encuentra la técnica de avidina-biotina ligada 2 peroxidasa que se utilizd en
el presente estudic y que se describe mas adelante. Esta técnica ha dado buenos
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resultados en la identificacion de receptores nucleares hecha por otros investigadores
(Isola et al., 1987b; Salomaa ef al., 1989; Isola, 1990, Gasc, 1991, Syvild et al., 1§96).

Técnica inmunchistoguimica de avidina-biotina ligada a peroxidasa

Es un método indirecto que estd basado en la gran afinidad de la avidina por la
biotina. Utiliza un anticuerpo primario sin marca que se une a un antigeno especifico,
posteriormente se introduce un anticuerpo secundario que estd conjugado con biotina
(anticuerpo biotinilado}, éste reconoce al anticuerpo primario y se une a €l, en el tercer
paso se afiade otro conjugado, el de estreptavidina ligada a peroxidasa. Ya que la avidina
tiere alta afinidad por la biotina, un gran mimero de esireptavidinas van a quedar unidas
a la biotina logrando una gran huella del radio del anticuerpo {mayor sensibilidad). A sa
vez cada estreptavidina tiene unidas varias moléculas de peroxidasa. Tales enzimas
ltevan a cabo una resccidn colorida en un cuarto paso, al ponerlas en contacto con su
sustrato (cromogeno + peroxido de hidrégeno). Las peroxidasas promueven la oxidacion
del cromégeno transfiriendo sus hidrogenos al peroxido de hidrogeno que es reducido
para formar moléculas de agua. Al ser oxidado el cromogeno se produce un compuesto
visible (fig. 9) (Smith, 1990). El crombgeno es una sustancia que produce el color y en
fa técnica de inmunoperoxidasa se pueden usar la 3,3-diaminobenzidina (DAB) o el
3-amino-9 etilcarbazo} (AEC) (Smith, 1990, Gonzalez-Moran, 1996).

Es importante notar que cada peroxidasa unida a la estreptavidina puede catalizar
la reaccidn entre muchas moléculas de diaminobenzidina con perdxido de hidrogeno

(Ha0).

OH
OB | Peroxidasa f
! + R r H:O * R
oH ! li
OH o)
Perduido deo Cromébgeno Precipitado insoluble
hidrégeno y coloride
Fig. 9. Reaccion de oxidacién del cromdgeno por las que s oiran ligadas a fa estreptaviding, con lg

a.;’lGuwodmunmqpmdo mhxbluqueouﬁnuncoluuﬂ en el Jugar de I resocion. (Tomado de Gonzdlez-Morin,
1
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L JUSTIFICACION

Estudios recientes han puesto de manifiesto el efecto que tienen las hormonas
gonadotropicas sobre el desarrolio, diferenciacion y esteroidogénesis del ovario del pollo
recién nacido;, éstos se enfocan en los cambios histoldgicos a nivel de microscopia
fotdnica y electrénica, asi como los cambios hormonales en la sangre. Algunos trabajos
indican que las hormonas gonadotrdpicas regulan la sintesis de hotmonas esterotdes y
que Ja progesterona se encuentra presente en el suero sanguineo de los embriones de
pollos desde etapas tempranas, pero se desconoce su funcidn (Guichard, ef af., 1973,
Tanabe, 1986). Por lo tanto, este rabajo pretende investigar los efectos que tienen las
hormonas FSH y LH al ser administradas en etapa embrionaria sobre ¢l estado
fisiologico del ovario de pollo fecién nacido, con ¢l propdsito de conocer algo mas
acerca de la participacién de las hormonas gonadotropicas durante el desarrollo
embrionario. Nos enfocamos principalmente al efecto fisioldgico de la respuesta a una
hormona importante en el estado adulto que es la progesterona, de la que no se conoce
con claridad su participacién durante la diferenciacién y desarrollo embrionano del
ovario. Sin embargo para entender el papel de la progesterona durante el desarrollo
embrionario también es necesario determinar cuales son las células blanco de la
progesterona en el ovario de pollo en el momento del nacimiento, asi como la regulacion
del RP por parte de la FSH y LH.

30




1V, ANTECEDENTES

Todavia no se conoce con precision como se regula la diferenciacion y el
desarrollo embrionario del ovario del pollo. Sin embargo, se sabe que las hormonas
esteroides son las principales hormonas que intervienen en dichos procesos, cuya
sintesis es independiente en etapas tempranas del desarrollo embrionario, pero a partir
del dia 13.5 de incubacion, la sintesis de esteroides pasa a ser reguiada por las hormonas
gonadotrépicas, debido a2 que se establece la comunicacion del hipotalamo con la
hipofisis al desarrollarse las venas del sistema porta, por lo tanto queda constituido lo
que se conoce con el nombre de eje hipotilamo-hipofisis-gonada (Woods, 1987), de
manera que las hormonas gonadotropicas adquieren un papel importante sobre el
desarrollo ovarico del poilo a partir de este dia. La morfogénesis del ovario se ha
comenzado a entender gracias a los estudios realizados in vivo en los cuales se ha
demostrado que ocurren cambios histologicos en el ovario del pollo recién nacido
cuando son tratados en etapa embrionaria con hormonas gonadotrépicas. Con la FSH se
induce 1a proliferacion e hipertrofia de células, tanto en la corteza como en la médula del
ovario, lo que provoca un desarrollo de los canales lacunares y de los cordones
medulares, asi como el aumento en grosor de la corteza, ademas, existe un incremento
en los niveles de estradiol en suero (Gonzalez-Moran, 1998; Gonzélez-Moran y
Mancilla, 1998). En cambio, con el estimulo de la LH se presentan cambios s6lo a nivel
de la médula, tales como el desarrollo del sistema lacunar y de los cordones medulares,
pero este desarrollo se debe principalmente a la hipertrofia de las células (Gonzalez-
Moran et al., 1985; Gonzilez del Pliego et al,, 1988). Ademas un estudio in vitro usando
la LH demostrd un incremento en la secrecion de estradiol, testosterona y progesterona
(Guichard et al., 1979). Estos cambios morfologicos y hormonales inducidos por las
hormonas FSH y LH administradas en etapa embrionaria hacen suponer que, ademas, se
estan produciendo cambios bioquimicos en las cétulas que afectan su estado funcional,
por ejemplo, se ha visto que el RP se incrementa en las células de la granulosa de
gallinas en puesta antes de la ovulacién; y algunos experimentos mostrardn que la LH
puede ser la responsable de la induccion de estos RP antes de la ovulacion ; mientras que

la FSH no tiene ningin efecto (Yoshimura, 1995). Por lo tanto, este trabajo pretende
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determinar si existe algin tipo de regulacion bioquimica en el ovario embrionario por
'parte de la FSH y la LH. E! estudio se enfocé a la regulacién de la expresion del RP.
Esto contribuira a la comprension de la participacion de estas hormonas gonadotrépicas
en la regulacion de la diferenciacion y el desarrollo de la génada durante el desarrollo
embrionarice, Por otro lado se comprendera mejor ¢l papel de la progesterona durante el
desarrollo embrionario. Porque si bien es cierto que la progesterona se conoce por ser
una de las hormonas importantes para la reproduccion de ta hembra y la diferenciacion
tisular en animales en desarrollo, se conoce poco su papel especifico en el proceso de la
diferenciacion sexual embrionaria de la gonada hasta el nacimiento, aunque se le han
atribuido acciones proliferativas (Graham y Clarke, 1997). Uno de los métodos
utilizados para conocer el papel de la progesterona en estos procesos ha sido la
identificacion de células blanco para esta hormona, a traveés de la localizacion de los RP
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Asi, en tejidos embrionarios se ha comenzado a
entender la importancia del receptor de progesterona; por ejemplo, en la implantacion de
los embriones de raton, ast como en el desarrolio de sus tractos reproductivos (Hou y
Gorski, 1993; Gorski y Hou, 1995). En pollos no se conoce la funcion del RP, pero si su
distribucion. Estos estudios indican una amplia distribucion del RP en tejidos
embrionarios del pollo, como en el hipotilamo y la hipéfisis (Guennoun y Gasc, 1990),
en las células mesoteliales del peritoneo, en células musculares del ileum, del colon y la
cloaca (Salomaa et al., 1989), en el oviducto se han encontrado en el micleo de las
células del epitelio luminal, células glandulares epiteliales, células del estroma, en el
mesotelio y en fibras del misculo liso (Gasc et al, 1984, Isola et af., 19872, Pekki et al,,
1989; Isola, 1990). En el ovaric de pollo el RP se ha observado desde etapas muy
tempranas del desarrollo, ain antes de la diferenciacion del aparato reproductor en el dia
5 de incubacién y hacia el dia 6 s¢ observan unicamente en la médula. En etapas
posteriores, como el dia 10, se observan principalmente en la médula, en las células
intersticiales, aunque también hay células positivas en la corteza del ovario izquierdo
(Gasc, 1991). En pollos de 4 a 5 semanas de edad las células que contienen RP son las
células del epitelio germinal, parte de las células tecales y parte de las células del
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estroma. En las gallinas en puesta se marcan las células del epitelio germinal, de la teca,
del estroma y de la granulosa (Isola et al, 1987b).

Por otro lado, se ha observado la regulacion del RP por parte de los esteroides.
En el hipotidlamo, corteza cerebral y ttero de conejos hembra adultos, los RP son
regulados positivamente por estrogenos y negativamente por la progesterona o
progestinas (Camacho-Arroyo e al, 1996). Este tipo de regulacién también se ha
observado en el hipotalamo y la hipofisis en embriones del pollo de 10 dias de
incubacion (Guennoun y Gasc, 1990), en células del oviducto de pollos inmaduros
(Pekki et al., 1989; Syvili ef al., 1996, Syvila et al., 1997), asi como en el ovario de
pollos de 4 a 5 semanas de edad, en los cuales, los estrogenos aumentan el nimero de
células inmunoreactivas del estroma y de la teca, asi como la intensidad de los nucleos.
Ademas, las células de la granulosa solo se tifien después del tratamiento con estrogenos
(Isola ef al., 1987b). Pero los RP no son regulados por estradiol en las gonadas en los
dias 8 y 10 (Gasc, 1991).

Aunque se han estudiado los efectos de las hormonas esteroides sobre la
expresion de los RP, no se han estudiado los efectos de las hormonas gonadotropicas
sobre 1a expresion del RP al menos durante la etapa embrionaria. En gallinas en puesta
la LH induce al RP en las células granulosas de los foliculos ovaricos in vivo pocas
horas antes de la ovulacion. (Yoshimura ef al,, 1995). En el ovario de ratas y en cultivo
de células granulosas se ha observado que tanto la LH como la FSH inducen la
expresion de ARNm para RP (ARNm-RP) en las células granulosas de los foliculos
preovulatorios in vivo (Park-Sarge y Mayo, 1994).

Por lo tanto el proposito de este estudio es conocer la participacion de las
hormonas gonadotrépicas (FSH y LH) en la expresion del RP en etapa embrionaria.

33




V. HIPOTESIS

Si las hormonas gonadotropicas inducen cambios histolégicos en el ovario de
pollo recién nacido, asi como cambios en los niveles de progesterona cuando se
administran en etapa embrionaria, es moy probable que también induzcan cambios a nivel
de la transcripcién del RP; por lo tanto, suponemos que las hormonas gonadotropicas
administradas durante el desarrollo embrionario modularan la expresion del RP en las

células blanco del ovario de pello recién nacido.
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VI OBJETIVOS

Qbjetivo general:

¢ Determinar las poblaciones celulares que son blanco a la progesterona en el ovario de
pollo recién nacido.

» Esclarecer la influencia de la FSH y la LH sobre la expresion del RP en el ovario del
poilo recién nacido, cuando son aplicadas durante el establecimienio del eje

hipotalamo-hipofisis-gonada (dia 13 de incubacion).

Objetivos particulares:

» Determinar mediante inmunohistoquimica la localizacion del RP en el ovario del
pollo recién nacido.

s Determinar la intensidad inmunoreactiva en las distintas subpoblaciones celulares del
ovario del polle recién nacido.

s Cuantificar el nimero de células intersticiales inmunoreactivas por volumen relativo
de los cordones medulares respecto de un volumen medular,

s Anslizar el efecto de la FSH y la LH sobre la expresion del RP en las subpoblaciones
celulares det ovario de pollo recién nacido, cuantificando la intensidad relativa de la
inmunoreaccion y cuantificando el nimero de micleos inmunoreactivos de las células
esteroidogénicas.
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VIl MATERIALES Y METODOS

INCUBACION

Para la realizacion de este trabajo se obtuvieron huevos fértiles de pollo de la
raza White leghorn.

Los embriones se colocaron en una incubadora automatica desinfectada, bajo
condiciones estables de temperatura (38°C), humedad y ventilacion. Los huevos se
mantuvieron en movimiento automatico periddico hasta el dia 12 evitando de esta
manera que las membranas de los embriones se pegaran. Mediante ovoscopia se

verifica la viabilidad de los embriones.

MANIPULACION DE LOS EMBRIQNES Y APLICACION DE LAS DOSIS DE HORMONA

En el interior de un cuarto estérif se identificd y se marco la camara de aire
mediante ovoscopia, posteriormente se hizo un orificio en la camara de aire con una
aguja de diseccion estéril. En un costado del huevo se realiz una ventana en forma de
tridngulo con una segueta estéril desinfectando la zona con alcohol. Al hacer la ventana
se cuidd de no dafiar las membranas para evitar hemorragias. El cascardn se removié con
una aguja de diseccion y se puso solucion salina estéril sobre la membrana externa por
unos segundos, después con un bulbo para pipets pasteur se succioné aire a través del
primer orificio que se hizo con la aguja de diseccién para provocar la separacién y
descenso de la membrana corioalantoidea de la membrana externa, de esta manera se
formd una segunda cimara de aire; se quité la membrana externa en la zona de la
ventana con unas pinzas estériles procurando que no cayeran en el interior del huevo
pedazos de la misma. Se sellaron con diurex los orificios hechos en el huevo y al dia
siguiente (dia 13) comenz6 la aplicacion de las dosis de hormonas directamente sobre la

membrana corioalantoidea (Fig. 10).
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‘FSH o LH! 50% bgiednd
Membrana Membrana
coecziluia corioalantoidea

Saco de albumen
Camara de sire

Saco vitelino

Cavidad
alamoidea

Fig. 10. Membranas que envueliven al embrién del pollo abrededor de los 13 dias de incubacién, con una abertura
en el cascaton por donde se aplica la hormona, L2 membrana corioalantoidea ¢ muestra artificialmente separada
del cascartm y de la membrang externa Modificado de Hoffnann-Valker {1969).

Los embriones se dividieron en 3 lotes: lote control (NaCl 0.9%), lote tratado con
FSH (Fertinorm HP, Urofolitropina -Serono de México, S.A) y lote tratado con eLH
(NTH-LH-51; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. USA), utilizando 1jig de hormona en

cada 100ul de solucion por dosis, los dias 13, 15 y 17 de desarrolio embrionario.

OBTENCION DEL MATERIAL BICLOGICO

Después del diz 21 de desarrollo nacieron los pollos y dentro de las 24 hrs.
siguientes se sacrificaron por decapitacion. Mediante una incision en forma de v en el
vientre, se cortd y se levantd el esterndn para poder sacar libremente las visceras y poder
extraer el ovario izquierdo que se encuentra en la parte posterior de la cavidad
abdominal en forma de grano de arroz no muy definido, de color blanco, y mas grande
que el ovario derecho. Los ovarios se lavaron inmediatamente después de su diseccion

en una solucién amortiguadora libre de Ca™ y Mg™ durante unos segundos. Después se

”
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sometieron a un tratamiento de fijacion con paraformaldehido al 4% durante 4 s,
transcurrido este tiempo se lavaron 3 veces en amortiguador de fosfatos durante 20 min.
c/u, se deshidrataron en alcoholes graduales (30%, 50%, 70%,80% y 96%)
cambiandolos cada 15 min. y en alcohol 100% dos lavados de 20 min. c/u. Después de
1 deshidratacién fue necesario aclarar el ovario en xilo! durante 15 min. o por lo menos
hasta que el ovario se pusiera brillante; se hizo un cambio a xilol-paraplast 1:1 durante
15 min. en una estufa con una temperatura de 60°C; s¢ cambid a paraplast puro durante
15 min. a 60°C y por dltimo, se pusieron los ovarios en cajas de inclusion con paraplast
dejandolos a temperatura ambiente para su solidificacién durante 24 hrs.

TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA

Se hicieron cortes de 5 um de espesor de los ovarios y se pusieron en un bafio de
flotacién con gelatina a una temperatura de 46°C, hasta que se estird el tejido y se
colectaron los cortes en laminillas para su posterior tincién. Las laminillas se pusieron
en xilol durante 5 min. para desparafinar. Posteriormente se hidrataron en alcoholes
gradusles (100%, 96%, 70% y 50%), un cambio de 3 min. en cada uno hasta llegar a
agua destilada, donde se dejaron 5 min. Después se tifi6 con hematoxilina de Harris
40 segundos, se lavd ripidamente en agua corriente para quitar el exceso de colorante y
hacer virar el color. Se paso a agua destilada durante 3 min.; se tifid con eosina acuosa
durante 10 segundos y se comenzd con el proceso de deshidratacion en alcoholes
graduales (50%, 70%, 80%, 96% y 100%) un cambio de 3 min. en cada alcohol,
posteriormente se pusieron en alcohol-xilol 1:1 durante 5 min. y por ltimo en un
cambio de xilol 5 min. para después montarse con balsamo de Canada.
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TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA IDENTIFICACION DEL RP

Para la técnica inmunohistoquimica se prepararon, previamente, laminillas con
adhesivo de Poli-L-lisina 1:10 (Sigma, Poly-L-Lysine, S.T. Louis, MO. USA). Se
hicieron cortes de § um de espesor y se estiraron en un bafio de flotacién con agua
destilada a 46°C sin grenetina. Se dejaron secar los cortes a temperatura ambiente
durante 1 dia para que se adhiriera bien el tejido, después se desparafind en xilol,
2 cambios de 2 min. ¢/u, posteriormente se hidrataron los cortes en alcoholes graduales:
100% 2 cambios de 2 min. c/u, 96% 1 cambio de 2 min., 70% 2 cambios de 2 min. c/u,
y 50% 1 cambio de 2 min. Después, se lavaron 2 veces en agua destilada durante 5 min.
¢/u. Se lavaron con PBS 1X, pH 7.5 durante 5 min. Se bloquearon con H,0, (3%) a
25°C durante § min. Posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS (un lavado con pipeta
pasteur y otro con canastilla durante 5 min.). Se bloguearon con suero normal de conejo
(SNC) a una dilucion de 1:2000 durante 20 mig. a 25°C. Se lavaron con PBS (un lavado
con pipeta pasteur y ofro con canastilla durante 5 min.). Se permeabilizaron con tritén
%-100 {Sigma -5t Louis, MO. USA) al 0.5% en PBS durante 20 min. Se lavaron los
cortes cont PBS (un lavado con pipeta pasteur y otro con canastilla durante 5 min.). Se
incubé con el anticuerpc primario contra progesterona (Let 81) (Groyer-Picard et ai,
1990) a una concentracion de 0.06 pg/ml durante 72 hrs a 4°C, mientras que los
controles negativos se trataron con suero normal de raton a una dilucion de 1:2000.

Todos los cortes se lavaron 2 veces con PBS (un lavado con pipeta pasteur y otro
con canastitla durante 5 min.), Se incubd con el anticuerpo de union del kit ABC
(avidin-biotin complex) (Dako Corporation, CA, USA) a 25°C durapte 30 min. Se
lavaron los cortes en PBS (un lavado con pipeta pasteur y otro con canastilla durante
5 min.). Se incubaron con el conjugado (estreptavidina-peroxidasa) a 25°C durante
30 min. Se lavaron con PBS (un lavado con pipeta pasteur y otro con canastilia durante
5 min.). Seincubaron con el sustrato (cromogeno) de diaminobenzidina, a una dilucion
de 20 pl/ml en amortiguador a 25°C durante 3 min. Se lavaron 2 veces con agua
destilada durante 5 min. c/u. Se deshidrataron en alcoholes graduales (50%, 70%, 96% y

3%
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100%), 2 cambios de 2 min. por cada alcohol; por ultimo se montaron ¢n balsamo de
Canadi.

ANALISIS HISTOLOGICO

Por medio de la microscopia fotonica se describieron las subpobiaciones

celulares encontradas en el tejido ovirico de los pollos recién nacidos.

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Por microscopia fotonica se determiné la localizacion celular e intensidad de la
marca inmunohistoquimica.

Solo para la poblacion de células intersticiales se contd el mimero de micleos
inmunoreactivos por densidad de volumen de los cordones de células intersticiales; esto
se hizo en tres secciones tomadas aleatoriamente en cada animal La densidad de
volumen {volumen de los cordones medulares por unidad de volumen de méduia) se
" determin® mediante Ia técnica de conteo de puntos (Weibel er al., 1966).

PRUEBA ESTADISTICA

Para la evaluacion estadistica se aplico la prueba Wald-Wolfowitz para cada dos

grupos, considerando un nivel de significancia del 5% y un nivel de confianza global del
95% para rechazar la hipdtesis nula (Conover, 1980),




VIII. RESULTADOS

INMUNOREACTIVIDAD EN EL GRUPO CONTROL

El ovario izquierdo de los pollos recién nacidos es de color blanco amarillento
con forma de arroz aplanado y mide aproximadamente 3 milimetros; el ovario derecho
se encuentra degenerado.

En el ovario izquierdo se observaron histoldgicamente dos areas bien definidas.
El 4rea mas externa representa la corteza de la gonada en la cual se observa un epitelio
germinativo formado por células cibicas que contienen moderado citoplasma y un
nicleo redondo. También se visualizaron células germinales formando nidos, algunas en
etapa de ovogonias y otras en etapa de ovocitos primarios. Las células germinales tienen
el nicleo mas grande y redondo que ¢l resto de las células, con un citoplasma escaso.
Las que se¢ encuentran en etapa de ovocitos primarios se distinguen por presentar en su
niicleo los cromosomas condensados. Rodeando a las células germinales se encuentran
las células pregranulosas con un nicleo pequefio y redondo u ovalado y escaso
citoplasma (Fig. 11A) La parte interna del ovario representa [a meédula, la cual esta
formada por conjuntos de células que forman cordones de forma irregular y tamafio
variable, estas células se llaman intersticiales y tienen un micleo redondo y pequeiio, su
citoplasma es muy abundante y se caracteriza por la presencia de gotas de inclusiones
lipidicas en su citoplasma. Rodeando a los cordones se encuentran las células
indiferenciadas, que presentan forma alargada con nicleos pequefios y redondos u
ovalados, tienen escaso citoplasma. Los canales lacunares estan formados por células
epiteliales grandes con nicleos ovalados y con escaso citoplasma. Ademas se observan
vasos sanguineos formados por células endoteliales planas con escaso citoplasma
(Fig. 11B).

Mediante la técnica inmunchistoquimica se identifico al receptor de progesterona
en diferentes subpoblaciones celulares del ovario. El anticuerpo primario ler 8/
(Groyer-Picard et al., 1990) reconoce a ambas isoformas (A y B) del RP. La marca
inmunohistoquimica se¢ observé como una mancha definida de color café. Esta se
observé exclusivamente a nivel nuclear independientemente del tratamiento hormonal.

41




Las células que presentaron inmunoreactividad en el ovario control fueron las célujas del
epitelio germinal, las células germinales (Fig. 12A-12C), las células intersticiales de los
cordones medulares y las células epiteliales de los canales lacunares profundos
(Fig. 13A-13C). Las células que presentan el mayor nimero de células inmunoreactivas
e intensidad, fueron las células del epitelio germinal, las céjulas germinales, ¥ las células
epiteliales de los canales lacunares profundos. En cambio, las células intersticiales
tuvieron el menor nuimero de células inmunoreactivas e intensidad de la
inmunoreactividad (Tabla 1). En las laminiifas del control negativo no se presentd

marca, fo cual demostrd la especificidad de !a reaccion (Fig. 12D y 13D).

Fig. 11.- Microfotografia del ovario
izquierdo de pollo recién nacido en el
grupo control. La amplificacién  estd
representada por una escala de 10 um.
A) Corteza ovirica. Se observan céluias
epiteliales corticales (—»} y nidos de
células germinales (G).

B) Médula subcortical. Se observan
cordones de células intersticiales (I),
células indiferenciadas (-») y cflulas
epiteliales de los canales lacunares (E).
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Resultados

Fig. 12.- Inmunolocalizacién del RP con ¢l anticuerpo et 8] en la corteza ovirica de pollos recién

pacidos del grupo controi. La amplificacién estA representada por una escala delQum.

A) La inmunotincién del RP se observa en ¢l nficleo de las célutas epiteliales germinales (=) y células
germinales (G).

B) Mayor amplificacion de la inmunotincién del RP en las células epiteliales germinales (~»).

€} Mayor amplificacion de la inmunotincién del RP en las células germinales ().

D) Tejido control negative que carece de inmunoreaccién, incubado con sueto preinmune en lugar del
anticuefpo primario.
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Fig. 13.- Inmunolocalizacién del RP con ¢l anticuerpo Ler 81, en la médula ovérica de pollos recién nacidos

del grupo control. La amplificacitn esta representada por una eacala de 10 um.

A) Expresién del RP ¢n las célulss intersticiales (—) y células epiteliales de los canales lacunares (E).

B) Mayor amiplificacion de la inmunotincién del RP en Jas células intersticiales (—).

C) Mayor amplificacién de la inmunotincién del RP en las células epitcliales de los canales [acunares
().

D) Carencia de inmunoreaccion en los tejidos control negativos, incubados con suero preinmune en lugar
del anticuerpo primaric.




Resultados

EFECTOS DE LA FSH SOBRE LA INMUNOREACTIVIDAD DEL RP

El nimero de células RP-inmunoreactivas en las células intersticiales e
indiferenciadas se incrementé en los ovarios tratados con FSH y hubo un incremento en
la intensidad de la inmunotincion de sus nicleos.

En cambio, en las células del epitelio germinal, germinales y células de los
canales lacunares profundos, no hubo variacién en el nimero de células RP-

inmunoreactivas, ni en la intensidad de Ia inmunotincién (tabla 1).

EFECTOS DE LA LH SOBRE LA INMUNOREACTIVIDAD DEL RP

El numero y la intensidad de la inmunotincion de los nicleos de las células
intersticiales RP-inmunoreactivas disminuyd en los ovarios de pollos tratados con LH.

Con el estimulo de LH no hubo variacidon en el nimero de células
RP-inmunoreactivas, ni la intensidad de la inmunotincion de las células del epitelio
germinal, células germinales y células de los canales lacunares profundos. Ademas, con

LH no hubo presencia de células indiferenciadas RP-inmunoreactivas (Tabla 1).

CUANTIFICACION DE LAS CELULAS INTERSTICIALES INMUNOREACTIVAS AL RP
EN LOS CORDONES MEDULARES

La relacion del volumen de los cordones intersticiales medulares y el nimero de
nicleos inmunoreactivos indica que hubo un mayor nimero de nicleos inmunoreactivos
en FSH en relacion a los controles, y un menor mimero de niicleos inmunoreactivos en
LH en comparacion al control (grifics 1). Siendo significativas estas diferencias; a un

nivel de gignificancia del 5%.
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Tabls 1. Efecto de la FSH y [H sobre la intensidad de inmunotincién y el nmimero de célulay
RP-inmunoreactivas en diferentes subpoblaciones celulares del ovario de pollo recién nacido tratado
durante ¢l desarrollo embrionario.

Tratamiento hormonal
Tipo celular Control FSH LH

totensidad | Porceataje | Inteidad | Poroeotaje | Inwusidad | Poroenuje
Cél. del epitelio germinal XXX 95% | mxxx | 95% | xxxx L 95%
Cél. germinales xxxx | 95% | xxxx 95% | xxxx 95%
Cél. indiferenciadas —_ 0% X 5% — 0%
Cél intersticiales x| 35% XX 60% X 10%
Cél. de los canales lacunares XIXX 95% | xxxx 95% | xxxx 95%

Laos valores estdn expresados como la media porcentual en 7 ovarios de pollos recién nacidos por grupo.




Resultados

Numero de células inmunoreactivas al RP

Grifica 1. Namero de células RP-intersticiales positivas al RP en un volumen de 20% de
cordones de célules intersticiales. Los valores estén cxpresados como la media + error
estindar con una significancia cstadistica def 5%. Diferencias significativas en todos los
casos: control vs FSH, control vs LH y FSH vs LH.
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IX. DISCUSION

La identificacién del RP se realizd con la técnica de inmunoperoxidasa y el
empleo del anticuerpo monocional Let 81 que reconoce ambas isoformas A y B del RP
(Groyer-Picard et al., 1990). Se encontrd que el ovario de pollo recién nacido es un
érgano blanco a la progesterona. La gran cantidad de receptores encontrados sugiere que
hay un requerimiento de la progesterona en esta etapa y por lo tanto, podria tener un
papel importante sobre el desarrollo embrionario del ovario. Siendo la concentracion de
RP mayor en hembras que en machos a partir del dia 8 segin o ha observado Gasc
(1991). La marca inmunohistoquimica fue intranuclear como se ha observado en
estudios previos hechos mediante esta técnica (Isola er al,, 1987a).

Gasc (1991) ha descrito que el RP se distribuye principalmente en la médula, en
el dia 6 de incubacion y en el dia 10 comienzan a presentarse en la corteza ovarica. Se
encontro que fa expresion del RP en el nacimiento se incrementa en la corteza, aunque
siguen presentes en lza médula. Es clare por lo tanto, que la expresion de fos RP varia
durante el desarrollo embrionario,

La intensidad de la inmunoreactividad vario de un tipo celular a otro. En algunas
células es intensa, como en las células del epitelio germinal, germinales y epiteliales de
los canales lacunares profundos; en cambio, en las células intersticiales es moderada,
mieniras que en las células indiferenciadas no se observa marca. Las diferencias en la
intensidad de la inmunoreactividad indican la cantidad de receptores presentes y
posiblemente indique el grado de sensibilidad de las células al estimulo de fa
progesterond, asi, las células con mayor intensidad inmunoreactiva pueden responder a
concentraciones bajas de progesterona y las células con menor intensidad de la marca
responden dnicamente cuando las concentraciones de la hormona son mayores, mientras
que las células sin receptores no responden al estimulo de esta hormona.

Nuestro estudio coincide en gran medida, con la descripcion hecha por Gasc
(1991) quien reporté que por el dia 10 de incubacion las células blanco de la
progesterona son las células del epitelio germinal, las intersticiales y las del sistema
{acunar de [a médula profunda. Pero a diferencia de este estudio, nosotros encontramos

por primera vez que las células germinales en el pollo recién nacido son células blanco
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de la progesterona independientemente del grado de diferenciacién (ovogonias u
ovocitos). Tampoco aparecen descritas en el estudio hecho por Isofa {1987b) en pollos
inmaduros de 2-4 semanas de edad donde empiezan a formarse los foliculos, quien
reporta a las células del epitelio germinal, del estroma, de la teca y de la granulosa como
células RP-inmunoreactivas. Aunque se ha reportado la presenciz de los RP en los
ovocitos de embriones de raton en los que los RP son importantes para la implantacidn
en estade de blastocisto (Hou y Gorski, 1993; Gorski y Hou, 1995).

Las células intersticiales de los cordones medulares también presentaron
inmunoreactividad, pere no todas las células intersticiales dentro de un mismo cordon
presentan inmunoreactividad. Esto podria deberse a que existan dos tipos de células
intersticiales o que tengan distintos grados de diferenciacién; por lo tanto s¢ necesitarian
hacer futuras investigaciones. A diferencia de las células indiferenciadas medulares que
no presentan RP-inmunoreactividad, estas células también son esteroidogénicas y
sintetizan 17p-estradiol.

Con el tratamiento hormonal de gonadotropinas se altero¢ la expresion de los RP.
Se observa una modulacion positiva con FSH en las células intersticiales e
indiferenciadas; mientras que con LH existe una modulacion negativa solo en las células
intersticiales. La FSH incrementa 3.6 veces el nimero de micleos RP-inmunoreactivos
en las células intersticiales con respecto del control, diferencias que mostraron ser
significativas y ademas se increment? la intensidad de la marca.

A pesar del estimulo con FSH no todas las células intersticiales dentro de un
mismo cordon presentan marca, por lo que se vuelve a confirmar que hay dos tipos de
células intersticiales con caracteristicas bioquimicas diferentes.

Por el contrario, el tratamiento con LH disminuye 3.9 veces el nimero de células
RP-intersticiales, asi como su intensidad de inmunotincion, pero el patron de
distribucion de tos RP permanece similar al control.

Estos resultados indican que las hormonas gonadotropicas, en algunas
poblaciones celulares, provocan cambios en la expresion del RP y estos cambios deben
ser a nivel de encendido y apagado de genes. Pero el mecanismo de accion de estas
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hormonas sobre los RP se desconoce; Woods ef al. en 1989 y Woods ef al. en 1991,
demostré la presencia de células FSH y LH positivas en el ovario de pollo, enire los dias
12.5 y 19.5, asi como también se ha demostrado que se presentan variaciones de las
concentraciones de hormonas esteroides y otros metabolitos por estimulo de FSH en
suero in vivo (Gonzalez-Moran, 1998) y LH in vitro (Guichard ef al., 1979).

Por lo tanto, es posible que ¢l efecto de las hormonas gonadotrdpicas sobre la
expresion del RP del ovario prefolicular pueda ser por accidn directa de las
gonadotropiﬁas sobre las células ovéricas o por una consecuencia indirecta a través de
cambios en €l microambiente.

Sin embargo consideramos necesario que para poder idemtificar el origen del
estimulo es necesario bloquear la accion de algunas hormonas y metabolitos producidos
por estimulo de las gonadotropinas.

Para demostrar que los incrementes de la expresién de ios RP por parte de la
FSH y su disminucion por parte de ia LH se deben a modificaciones en la transcripeion
y 0o a una variacion en la velocidad de degradacion de los receptores, es necesario
cuantificar la cantidad de ARN mensajero que codifica para el RP (ARNm-RP)
mediante la técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la
~ polimerasa (PCR).

Con respecto a la induccion © represién de los RP por parte de las hormonas
gonadotropicas, hace falta saber qué tipo de isoforma es la que se induce o se reprime.
Por ¢jemplo con estrogenos se ha visto una induccion de los RP en células del oviducto
de pollo de dos semanas de edad in vivo (Syvild ef al., 1996) al igual que en el ovario
(Isola et al., 1987b); sobre todo se induce la isoforma RP-A (Syvild ef al., 1997). Esta
regulacion por estrogenos se ha observado en el hipotilamo, en la corteza cerebral y el
Gtero de conejo (Camacho-Arroyo ef al,, 1994, 1996). En cambio se ha visto que con
progesterona se inhibe la expresion de los RP en el oviducto y ovario de polios de dos
semanas de edad (Pekki ef al., 1989, Isola, 1990; Syvild et al., 1996) y en hipotalamo,
corteza cerebral y Otero de conejos (Camacho-Arroyo et al., 1994, 1996).
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Analizando otro punto encontramos que hay RP, pero no sabemos en qué
concentracion se encuentra su ligando en el suerc durante el nacimiento ni como varia
esta concentracion por el estimulo de las gonadotropinas, por esta razon es necesario que
se midan los niveles de progesterona en esta etapa. Porque la gran cantidad de receptores
encontrados hacen suponer una gran importancia de la progesterona en ei desarrollo
ovarico. Para determinar mejor el papel de la progesterona en el ovario en esta etapa €s
necesario que se realicen dos tipos de experimentos: por un lado bloguear la accion de ia
progesterona con un antagonista durante las dosis de hormonas, por otro lado se necesita
estimular el ovario con progesterona a niveles fisiolégicos y ver cuales son los
resultados; puesto que ya se conoce que hay células blanco para la progesterona. Pero no
se han hecho estudios del efecto de la progesterona en el nacimiento; se han realizado 2
a 4 semanas posteriores al nacimiento y se observa que la progesterona inhibe a su
receptor (Isola, 1987b).

Por otro lado, hay que hacer estudios para saber si estos receptores son capaces
de activar la transcripeion en presencia de fa hormona o st son capaces de ser activados.
Porque segin Boyd-Leinen ef af (1984) ha observado que aunque haya receptores y la
hormona se encuentre en el receptor, no necesariamente hay la actividad ARN
polimerasa {I por lo tanto no hay transcripcion y posiblemente sea por la falta de alguna
isoforma (puede ser la RP-B) (Boyd-Leinen e al., 1984) por lo tanto se sugiere que se
mida la actividad de esta enzima.

En este estudio se llevo a cabo un andlisis inmunohistoquimico; sin embargo,
para precisar la cantidad de RP se tiene que hacer un estudio utilizando la técnica de
inmunotransferencia “inmunobioting” o un ensayo a nivel de la proteina.

Los resultados del presente estudio indican efectos diferenciales de fa LH y FSH
sobre la expresion de los RP en las células ovaricas. Nosotros concluimos que la
administracion de FSH durante el desarrolio embrionario induce la expresion del RP en
las células indiferenciadas e incrementa el nimero de las células intersticiales, mientras

que el tratamiento con LH disminuye la expresion del RP de este ultimo tipo celular.
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ESTUDIOS SUBSECUENTES

Para entender mejor la regulacion de la expresion del RP durante el desarroilo
embrionario del ovario del pollo por parte de la FSH y la LH se debe, en primera
instancia, identificar la distribucion de los dos tipos de isoformas del RP que se han
reconocido en otros estudios (RP-A y RP-B) y cuantificar la relacion de
concentracion de estas isoformas. Posteriormente se tendria que estudiar si existe
variacidn de la relacion de expresion de estas isoformas por estimuio con las

gonadotropinas.

Por otra parte surge la pregunta de si las variaciones de la expresion del RP se debe a
un efecto directo de las gonadotropinas ¢ a un efecto indirecto por parte de otros
metabolitos que se producen por estimulo de las gonadotropinas. Por lo que se
podrian hacer estudios bloqueando receptores de otras hormonas al momento de la
aplicacién de las hormonas gonadotrépicas, principalmente de estrogenos que se ha

observado que en algunas etapas son reguladores positivos de l1a expresion de los RP.

Por otro lado falta estudiar la concentracién de la progesterona y relacionarla a la

variacion de la expresion de su receptor.

Ademés es importante averiguar si las diferencias en la expresion del RP se deben a
aumentos de la sintesis del receptor o a una disminucion su tasa de degradacion. Esto
podria deducirse midiendo los niveles del ARNm-RP.

Finalmente, un estudio interesante para comprender mas sobre la funcién de la

progesterona durante el desarrollo embrionario, seria agregando progesterona y en

otros casos bloqueando al RP con un antagonista.
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X1.

CONCLUSIONES

El ovario de pollo recién nacido es un 6rgano blanco para la progesterona.

Las células del epitelio germinal, germinales, intersticiales de los cordones medulares
y las epiteliales de los canales lacunares profundos expresan RP en esta etapa de

desarrolio.
Las hormonas gonadotropicas aplicadas durante ¢l desarrollo embrionario modulan ta
expresion del RP en las subpoblaciones esteroidogénicas del ovario del pollo en el

nacimiento.

La FSH induce expresion del RP en ias células indiferenciadas y aumenta su

expresion en las células intersticiales del ovario prefolicular del pollo.

La LH disminuye la expresion del RP en las células intersticiales del ovario

prefolicular del pollo.
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XIIl, APENDICE

PREPARACION DE SUSTANCIAS

Suero fisiolégico de NaCl

Se disuelven 0.9 g de NaCl en agua destilada y se afora a 100 mi

Solucion libre de Ca™ y Mg"™

Esta solucion contiene los siguientes reactivos:

Nacl 80 g
KH,PO, 02g
K 20g
Na:HPO, 1.15g
EDTA 0.02¢g

Se disuelven uno por uno en agua destilada y se afora a un litro, al final
se agregan 2 gotas de rojo fenol. La coloracion de la sustancia debe quedar rosa
pélido.

Paraformaldehido 4%

Se disuelven en frio 4 g de paraformaldehido en PBS 100 mM pH 7.4, se
afora a 100 mi. Posteriormente se¢ calienta la solucién en bafio maria a 60°C hasta
que el liquido se transparente; en caso de que no suceda esto se agregan unas
gotas de NaOH IN hasta que se transparente el fijador. La preparacion debe

hacerse en campana de extraccion porque libera vapores toxicos.
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_Amortiguador de Fosfatos 10 mM pH 7.4

El amortiguador contiene la siguiente mezcla: 162 mi de sol. A + 38 ml de sol. B

- Solycion A: Na,HPO, (fosfato de sodio dibdsico anhidro, PM 141.96 -Baker-)
Se disuelven 8.82g de Na;HPOQ, en 200ml de agua destilada

- Solucién B: NaH, PO, H20 (fosfato de sodio monobasico monohidratado,
PM 137.99 - Sigma-)
Se disuelven 2.07g de NaH: PO, H;0 en 50ml de agua destilada

Bafo de flotacion de 1.5 its

1 g de gelatina (Merck) se hidrata en un poco de agua fria, después se
disuelve en 1.5 lts. de agua caliente. Esta solucion se filtra y se pone en el baiio
de flotacidon manteniendo su temperatura a 46°C.

Eosina Alcohdlica
Eosina (azulosa, amarillenta) lg
Orange G 1g
Alcohol 70% 100 ml

Se disuelven en frio, agregando poco a poco cada sustancia en el alcohol.
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Preparacion de laminillas para la técnica inmunohistogquimica:

Laminillas nuevas se limpian con etanol 96% y se secan. Se ponen en una
solucion de polilisina dilucion 1:10 (poly-L-lysine -Sigma-) durante 30 min. a
temperatura ambiente. Se quita el exceso de polilisina sacudiendo las laminitlas
sobre una gasa, sin tocar con los dedos la cara de la laminilla donde se colocaran
los cortes. Se secan en la estufa a 60°C durante 1hr.

PBS 1X pH7.4

Para preparar PBS [X se hacen las siguientes soluciones: 800 ml de sol,
Ay200ml sol B

- Solucién A: NaHPO, 0.01M + NaCl 0.15M (cloruro de sodio, PM 58.44)
1.1357g Na;HPO, + 7.0128g NaCl ; se disuelven en agua destilada y se lleva a
300 ml.

- Soluciéon B: NaH; PO, Hy0 0.0]1M + cloruro de sodio NaC) 0.15M
0.2760g NaH;PQ4 H0 + 1,7532g NaCl ; esta mezcla se lleva a 200 mi con agua

destilada

E! método de preparacion del PBS es agregar poco a poco soluciéon B & la
solucion A, hasta ajustar el pHa 7.4

Tritén 0.5 % para la técnica de inmunohistoquimica

25ul de tritdn x-100 (Sigma) se afora a 5 ml de PBS 1X pH 7.4
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Anticuerpos

La preparacién de los anticuerpos requiere de una solucién diluyente que

contiene:
gelatina (tipo A de piel de porcino -Sigma-) 0.1%
tritén X-100 (Sigma) 0.3%

disueltas en PBS pH 7.4
Para preparar Sml de solucién diluyente se disuelve Smg de gelatina en
PBS, se agita en un-vortex hasta disolver; después se agregan 15ul de tritén y se
disuelve perfectamente. Esta mezcla se deja enfriar a 4°C.
a) Anticuerpo de progesterona dilucion 1:50
Se toman 25 pl de anticuerpo de progesterona (3 pg/ml) clona Let 81

(anticuerpo monoclonal de ratéon) y se disuelven en 1.225 ml de solucion

diluyente para obtener 1.25 ml de anticuerpo 1:50.

b) Suero normal de ratén (SNR) dilucion 1:2000

Se disuelve 1pl de SNR en 1.999 ml de solucion diluyente para preparar
2 ml de anticuerpo 1:2000.




Apéndice

c) Suero normal de conejo (SNC) 1%

Este anticuerpo se usa como control negative y contiene las siguientes

sustancias en solucion:
1% de SNC
1% de H202

PBS pH 7.4

Para preparar 2mi de SNC 1% se agregan 20ul de SNC y 67l de H,0;
(30%); esto se lleva a 2ml con PBS 1X pH 7.4
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