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Resumen 

El objetivo del presente trabajo fue investigar el efecto de las hormonas 

gonadotropas y la insulina en la esteroidogénesis y/o proliferación celular en el ovario 

izquierdo del embrión de pollo de 18 días de incubación. Para tal efecto se sembraron 

(5xI05
) células disociadas de ovario izquierdo de embriones de pollo y fueron 

cultivadas durante 60 horas en membranas de policarbonato de 13mm de diámetro y una 

apertura de poro de 1.0-J.U11, flotando en 2 mI de DMEM-BSA más 0.1 ~Ci de eH] 

timidina. Cuando fue necesario, hFSH (0.5 IU/ml), hCG (2 UVml), insulina (50J.Lgiml), 

o las combinaciones de insulina con hFSH o hCG fueron agregadas al DMEM al inicio 

del cultivo sin cambios posteriores o remplazamiento del medio. La proliferación 

celular fue estimada por la incorporación de timidina y conteo celular y la secreción de 

17~-estradiol y testosterona fueron evaluadas por medio de radioinmunoanálisis. Por 

otro lado se hizo una curva temporal para insulina, FSH y la combinación de ambas (18, 

24, 36, 48 Y 60 horas) para determinar diferencias en la respuesta proliferativa y 

esteroidogénica en el modelo empleado. 

Los resultados valorados a las 60 horas de cultivo muestran que la hFSH estimula 

tanto la secreción de estradiol como la proliferación celular, mientras que la insulina 

estimula la proliferación celular pero no la secreción de estradiol. Los resultados de la 

curva temporal muestran que existe un desfasamiento en el inicio de la respuesta 

proliferativa entre FSH e insulina ya que esta última tiene su efecto desde las 18 horas 

hasta las 60 horas mientras que la respuesta proliferativa inducida por la FSH se hace 

evidente desde las 36 horas hasta las 60 horas de cultivo con respecto a los grupos 

controles. Los grupos tratados con hCG no mostraron estimulaci6n en la proliferación 

celular pero si en la producción de estradiol con respecto a los grupos controles. 

La ausencia de estímulo en la producción de estrógeno s y andrógenos en los grupos 

tratados con insulina, nos puede sugerir que esta hormona sea capaz de estimular la 

división celular de alguna subpoblación celular ovárica no esteroidogénica, que tenga la 

capacidad de regular de manera endocrina o parácrina la síntesis y secreción de las 

subpoblaciones androgénicas y estrogénicas presentes en el ovario de aves con 18 días 

de desarrollo. 



INTRODUCCIÓN 

Diferenciación de las gónadas 
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Las gónadas dan lugar a una situación embriológica única ya que los rudimentos 

gonadales tienen dos opciones naturales, cuando ésta se diferencia puede transformarse 

tanto en un testículo como en un ovario y el camino que éste tome determinará el 

desarrollo sexual del organismo. La determinación sexual primaria del individuo es 

estrictamente cromosomal y no está influida por el ambiente. Para estos organismos la 

hembra está definida por los cromosomas sexuales XX y el macho por los cromosomas 

XY. La determinación sexual secundaria es generada por secreciones hormonales 

generadas por las gónadas. Si el cromosoma Y falta, el primordio gonadal se 

transforma en un ovario, glándula que secreta estrógenos, lo que permite el desarrollo 

de conductos de Müller en el útero, oviductos y porción superior de la vagina. Si el 

cromosoma y esta presente se desarrollará un testículo, el cual secreta dos hormonas 

principales. La primera hormona anti-Müleriana, la cual causa la destrucción de los 

conductos de Müller. La segunda hormona es la testosterona, que masculiniza al feto, 

estimulando la formación de la anatomía masculina (Gilbert, 2(00). 

Los rudimentos gonadales son regiones pareadas del mesodermo intermedio; estas 

se forman adyacentes a los riñones en desarrollo. Durante el estado indiferenciado, el 

epitelio de la cavidad gonadal prolifera formando los cordones sexuales. 

Posteriormente las células germinales primordiales (CGPs), migran a la gónada y son 

rodeadas por los cordones sexuales. Tanto en las gónadas masculinas como en las 

femeninas, los cordones sexuales se mantienen unidos al epitelio superficial (Gilbert, 

2000). 

Si el feto es masculino los cordones siguen proliferando, extendiéndose dentro del 

tejido conectivo. Estos cordones se fusionan formando una red medular y en su parte 

distal se forma la fina rete testis. Eventualmente los cordones pierden contacto con el 

epitelio y se separan de este por la túnica albugínea. De esta manera las células 

germinales se encuentran en los cordones dentro del testículo. Durante la etapa en que el 

individuo no es maduro sexualmente los cordones se mantienen sólidos. En la madurez 

los cordones se perforaran para dar lugar la los túbulos seminíferos. Y las células 

germinales comenzaran a transformarse en espermatozoides. Las células que componen 

los túbulos seminíferos (células de Sertoli), nutren al espermatozoide y secretan 

hormona anti-Müleriana. El espermatozoide es transportado del interior del testículo 

por la rete testis, que posteriormente se une a los conductos eferentes. En los machos el 
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conducto de Wolf se diferencia para fonnar el epidídimo y el conducto deferente, tubo 

por el que el espenna pasa hacia la uretra y fuera del cuerpo. Durante el desarrollo del 

feto las células del mesénquima del testículo se transfonnan en las células de Leydig, 

las encargadas de secretar testosterona (Gilbert, 2000). 

Si el feto es femenino las células genninales se quedarán cerca de la superficie de la 

gónada. A diferencia de los machos los cordones genninales en las hembras degeneran. 

Posterionnente, se genera un nuevo agregado de cordones sexuales que no penetran 

profundamente en el mesénquima, pero pennanecen cerca de la corteza de la gónada. 

Estos son llamados cordones sexuales corticales, estos cordones se segregan como 

aCÚJnulos y cada uno de estos rodea una célula genninaJ. Posterionnente, la célula 

genninal se transfonnará en el óvulo y las células que lo rodean en células de la 

granulosa. Las células del mesénquima del ovario se diferencian para fonnar las células 

de la teca. Juntas, las células de la teca y las de la granulosa fonnanel folículo que 

envuelve al óvulo y secreta honnonas esteroides. En las hembras el conducto de Müller 

pennanece intacto y se diferencia en los oviductos, el útero, el cervix y la parte superior 

de la vagina. El conducto de Wolff en ausencia de testosterona degenera (Gilbert, 2000). 

Conducto Múleri o 

Epidídlmo 

Riñón-+ 
metanetrico 

esonefros 

Clooca Oviducto 

Figura l. Modelo de la formación de gónadas diferenciadas y duetos genitales en mamíferos. 
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Células germinales primordiales (CGPs) 

Los organismos con reproducción sexual surgen mediante la fusión de gametos. 

Todos los gametos provienen de las células genninales primordiales (CGPs), en las aves 

estas células se derivan de las células del epiblasto que migran de la porción central del 

área pelúcida a la cresta genninal (una zona del hipoblasto en el borde anterior del área 

pelúcida donde las CGPs proliferan). A diferencia de los anfibios y mamíferos las CGPs 

en aves y reptiles viajan a la gónada de manera primaria por medio del flujo sanguíneo. 

Cuando los vasos sanguíneos se fonnan en la cresta genninal las CGPs entran a estos y 

son acarreadas por el flujo sanguíneo a la región donde se está fonnando la parte 

superior del tubo digestivo. Aquí salen del flujo sanguíneo y se asocian al mesenterio y 

migran hacia los conductos genitales. 

Las CGPs parecen entrar al flujo sanguíneo por diapedesis, un tipo de movimiento 

común a linfocitos y macrófagos que le da a las células la capacidad de difusión entre 

células endoteliales de los capilares sanguíneos. El fenómeno de quimiotaxis se ha 

hecho evidente en estudios donde se han aislado CGPs del flujo sanguíneo y 

posterionnente han sido cultivadas entre rudimentos gonadales y otros tejidos 

embrionarios. El resultado de estos experimentos ha pennitido observar la migración de 

las CGPs hacia los rudimentos gonadales tres horas posteriores a la incubación (Gilbert, 

2000). 

CéUos 
Vaso " sarYJ~as 

\ ,// 

Figura 2. Izquierda. Esquema de la migración de las CGPs en embrión de pollo. Derecha. Imagen de 
microscopia electrónica de barrido de CGPs de un embrión de pollo en gastrulación. 



Anatomía de las gónadas 

Ovario 
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El ovario es una glándula que tiene dos funciones: la producción de oocitos y su 

liberación, así como la producción y secreción de hormonas. El ovario está fijado al 

útero por el mesovario y su fijación a este ocurre a lo largo de uno de los bordes donde 

está ubicado el hilo ovárico. El ovario se encuentra cubierto por un mesotelio peritoneal 

que sobre el órgano tiene una apariencia de epitelio cúbico. En los cortes transversales 

se observa que el ovario está compuesto por una corteza y una médula central. La 

médula está compuesta por tejido conectivo rico en células donde están incluidos los 

folículos ováricos (Fawcett, 1995). 

Los folículos ováricos están compuestos por un oocito y una capa de tejido epitelial 

circundante. La mayor parte son folículos primordiales incluidos en la corteza del 

ovario inmediatamente por debajo de la túnica albugínea. Al madurar el folículo 

primordial se transforma en un folículo primario. Compuesto por un oocito más grande 

y la capa aplanada de células epiteliales crece a lo alto pasando a ser cúbica y 

posteriormente cilíndrica. Pronto proliferan formando un epitelio estratificado que se 

denomina capa de células de la granulosa, caracterizadas por la secreción de 

progestágenos, principalmente la progesterona. Esta capa de células está delimitada del 

tejido circundante por una nítida membrana basal. Durante el desarrollo del oocito se 

forma una membrana fuertemente refringente eosinófila, la zona pelúcida que separa al 

oocito de las células de la granulosa. Durante el crecimiento del oocito este se va 

hundiendo cada vez más en la corteza. Además las células del estroma circundante se 

ordenan en una capa concéntrica denominada teca folicular (Fawcett, 1995). 

Al seguir creciendo el folículo se transforma en un folículo secundario en el que la 

zona de la granulosa comienza a presentar pequeñas irregularidades. Estas zonas 

aumentan en tamaño y se unen formando un espacio lleno de líquido llamado antro 

folicular. La teca folicular se diferencia entonces en una teca interna y una teca externa. 

Las células del estroma de la teca interna se diferencian a células epitelioides 

poliédricas. La capa es muy vascularizada por crecimiento de vasos desde la teca 

externa. Las células epiteliales contienen numerosas gotas de Iípidos en el citoplasma y 

al microscopio electrónico de transmisión se observa un retículo endoplasmático liso 

muy desarrollado. Lo que coincide con la determinación de que estas células secretan 

estrógenos principalmente testosterona. La teca externa continúa siendo de naturaleza 

conectiva y presenta actividad endocrina principalmente en la secreción de estradiol 
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(Fawcett, 1995). Cuando el ovario ha alcanzado su madurez total el óvulo forma una 

elevación sobre la superficie del ovario, al mismo tiempo se liberan las células de la 

parte basal del oóforo y poco antes de la ovulación el óvulo se desplaza libremente por 

el líquido folicular rodeado por la zona pelúcida y un grupo de células de granulosa 

(Fawcett, 1995). 

Co rpus 
albir ans 

funnado co nectitro 

Figura 3. Esquema de ovario maduro de mamífero. 

Posterior a la liberación del óvulo, el folículo se transforma en un cuerpo luteo. Las 

células de la granulosa y la teca crecen poco después de la ovulación y se transforman 

en células que contienen luteína en su citoplasma. A estas se les llama células luteínicas 

de la teca y la granulosa. Las de la teca son más pequeñas y obscuras y tienen un núcleo 

más denso que las células luteínicas de la granulosa, además se encuentran en mucho 

menor número. Al microscopio electrónico estas células presentan prolongaciones 

tubulares de la mitocondria y un retículo endoplasmático liso muy desarrollado, 

morfologfa que coincide con el hecho de que estas producen estrógenos y progesterona. 

La progesterona es el principal producto de estas pero la secreción de estrógenos es 

cuantitativamente importante. 

Las células intersticiales se presentan en el estroma intersticial del ovario, estas células 

se caracterizan por su actividad en producción de estrógenos (Fawcett, 1995). 
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Testículo 

El testículo al igual que el ovario es una glandula que, tiene doble función, la 

producción de testosterona y espennatozoides. El testículo esta cubierto por una capa de 

tejido conectivo, la túnica albugínea desde la que se extiende un engrosamiento hacia el 

interior del órgano, el mediastino testicular. Desde el mediastino divergen tabiques 

testiculares hacia la túnica albugínea. Los tabiques dividen al tejido testicular en 

lobulillos testiculares, cada lobulillo contiene tubos seminíferos, los que representan la 

porción productora de espennatozoides de la glándula. Cada tubo continúa en la parte 

cercana al mediastino a un túbulo recto que es comienzo del sistema de conductos de 

transporte de los espennatozoides. Los túbulos rectos pasan a la rete testis que es un 

sistema de túbulos en el mediastino. La túnica albugínea está recubierta en su parte 

externa por una capa de mesotelio que representa la capa visceral de la túnica vaginal 

propia del testículo. La albugínea esta en contacto en profundidad con una capa de 

tejido conectivo vascular laxo, la túnica vasculosa del testículo. Está se conecta con el 

tejido conectivo, el intersticio que rodea los túbulos seminíferos y ocupa los lobulillos. 

Contiene células de Leydig que tienen función endocrina como productoras de 

testosterona (Fawcett, 1995). 

Los túbulos seminíferos están rodeados por una gruesa membrana basal, rodeada a 

su vez de 3-4 capas de células planas o mioides. Por dentro de la membrana basal los 

túmulos seminíferos están revestidos por un epitelio estratificado, denominado epitelio 

seminífero. Este contiene dos tipos principales de células las denominadas células de 

sostén o células de Sertoli y las células espennatogénicas, que comprenden desde 

espennatogonias hasta espermatozoides generados por el proceso de espennatogénesis. 

Las células de Sertoli son más escasas que las células espennatogénicas y están 

distribuidas entre ellas a espacios regulares. Su citoplasma es irregular ya que produce 

prolongaciones laterales finas entre las células espennatogénicas, que al unirse con las 

prolongaciones de otra célula de Sertoli fonnan la barrera hematotesticular. Además al 

observarse al microscopio electrónico presentan abundantes gotas de lípidos y un 

retículo endoplasmático liso bien desarrollado, lo que coincide con la participación de 

estas en la producción de honnonas estero ideas. En el tejido conjuntivo intersticial entre 

los túbulos seminíferos se encuentran las células intersticiales o células de Leydig, que 

tienen la función de síntesis y secreción de la testosterona. Las células de Leydig se 

presentan en grupos de distinto tamafto, relacionados con capilares. Su citoplasma es 

fuertemente acidófilo y de grano fino, a menudo de localización excéntrica. A menudo 
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presenta vacuolas periféricas claras como consecuencia de los Iípidos extraídos por la 

técnica. Al microscopio electrónico se observa un retículo endoplasmático liso bien 

desarrollado y múltiples mitocondrias con prolongaciones tubulares en la membrana 

interna (Fawcett, 1995). 

basal semln~erc;; 

Figura 4. Izquierda. Esquema de los componentes del testículo. Derecha. Corte Transversal de testículo 
mostrando túbulos seminíferos. 

Características de gónadas embrionarias de aves con 18 dias de desarrollo 

Ovario izquierdo 

El ovario izquierdo de las aves con 18 días de desarrollo está constituido por dos 

zonas, la corteza y la médula. Los componentes de la corteza ovárica son una fma 

cápsula de células cúbicas o planas asociadas a tejido conjuntivo, poco vascularizadas y 

en intimo contacto con una amplia zona tapizada por ovocitos, entre los cuales se 

pueden observar vasos capilares con eritrocitos nucleados en la luz de los mismos, en 

esta etapa no se encuentran folículos primordiales asociados a células pregranulosas, 

entre la corteza y la médula ovárica se pueden observar fibras y células propias del 

tejido conjuntivo ricamente vascularizadas que hacen totalmente evidente los limites 

entre la corteza y la medula ovárica. La médula ovárica esta constituida por acúmulos 

celulares con características propias de células esteroidogénicas como son la presencia 

de inclusiones lipídicas en el citoplasma, un retículo endoplásmico liso bien 

desarrollado y mitocondrias con crestas tubulares, también se observan acúmulos 

celulares con características poco diferenciadas morfológicamente, con un núcleo de 

cromatina poco condensada y que se caracterizan por no tener inclusiones lipídicas en 

su citoplasma. Entre los acúmulos celulares antes descritos encontramos una fIDa red de 

capilares con eritrocitos nucleados propios de las aves y además se localiza una gran 
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cantidad de conductos lacunares que se diferencian de los capilares sanguíneos por 

poseer una luz más amplia limitada por células de aspecto cúbico o cilíndrico bajo. La 

función de estos conductos no ha sido descrita hasta el momento, aunque en las 

imágenes morfológicas que se presentan en este trabajo de tesis se pueden localizar 

células de aproximadamente 20 o 25Jl de tamaño atravesando hacia la luz de dichos 

conductos. 

Figura 5. Corte transversal de ovario de pollo de 18 días de desarrollo. 

Testículo 

CélJlos 
germlndes 

El testículo de las aves con 18 días de desarrollo a diferencia del ovario de la misma 

edad no presenta limites entre corteza y médula. este órgano está rodeado y protegido 

por una cápsula de tejido conjuntivo ricamente vascularizada y cubierta por células 

propias de un epitelio plano simple. Por debajo de la cápsula antes descrita encontramos 

cordones testiculares que no difieren morfológicamente de los que observamos en un 

testículo inmaduro de mamíferos, constituidos por dos tipos celulares, en uno de ellos se 

pueden distinguir células con un núcleo de cromatina poco condensada y 

ocasionalmente asociada a la presencia de uno o dos nucleolos y con un citoplasma que 

posee una basofilia perfectamente definida y que es un indicador de una gran actividad 

proteica citoplasmática posiblemente ocupado por retículo endoplasmático rugoso 

abundante o polirribosomas (posiblemente células germinales), asociadas a este tipo 

celular se pueden observar células con un citoplasma más oscuro y un núcleo de 
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cromatina condensada (células de Sertoli), en la periferia de los cordones seminíferos 

antes descritos se localizan células pericordonales que muy probablemente participen 

secretando algunos factores endocrinos necesarios para el proceso de diferenciación de 

estos cordones seminíferos, entre los cordones seminíferos antes mencionados se 

localizan acúmulos celulares con características propias de células secretoras de 

hormonas esteroides como son la presencia muy evidente de inclusiones lipídicas 

citoplasmáticas (células precursoras de las células de Leydig), además es evidente la 

presencia de numerosos capilares en cuya luz se pueden observar eritrocitos nuc1eados 

propios de esta especie de vertebrados. 

Células 

Precursores de 
células de Leydlg 

l1!~iJ~ Células de 
Serto li 

Figura 6. Corte transversal de testículo de embrión de pollo de 18 días de desarrollo. 

Eje bipotálamo-bipórlSis-gónada 

El hipotálamo integra la información sensorial de otros centros cerebrales y controla 

las funciones de las vísceras en parte mediante sus relaciones neuro-secretoras con la 

hipófisis. La organización anatómica del eje hipotalámico hipofisiario refleja esta 

cercana relación. La región central de la base del hipotálamo forma una saliente, 

llamada eminencia media, de donde proviene el tallo hipofisiario. Está rodeado desde 

abajo por una extensión anterior de la adenohipófisis, denominada pars tuberalis. Esta 

estructura es penetrada en toda su extensión por numerosas asas capilares del plexo 

portal primario de la circulación hipofisiaria portal. En la mayor parte de los vertebrados 

la hipófisis está dividida en tres lóbulos: anterior, también llamado adenohipófisis, pars 

distalis; neural, también llamado posterior o proceso infundibular, e intermedio o pars 

intermedia (Hiriart, 1998). 
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Con excepción de las honnonas pancreáticas, gastrointestinales y reguladoras del 

calcio, el eje hipotálamo-hipófisis ejerce control sobre todas las glándulas endocrinas 

del organismo. El hipotálamo es el centro responsable de la coordinación del sistema 

endocrino. Recibe infonnación de la corteza cerebral y del sistema nervioso autónomo e 

interpreta estímulos ambientales y la contrarregulación periférica. En respuesta a estos 

estímulos el eje hipotálamo·hipófisis regula las actividades de la tiroides, suprarrenales 

y gónadas, así como la función de crecimiento, producción de leche, y equilibrio 

hídrico. El hipotálamo interviene además en funciones de naturaleza no endocrina, 

(regulación de la temperatura) en la actividad del sistema nervioso autónomo y en el 

control del apetito (Hiriart, 1998). 

:;, ~ tcrn;J¡ . . 
~11':;'! 

/ 

. Celu .n 
'-4:' f : ... h:..r .... !oo 

Figura 7. Relación anatómica entre el hipotálamo y la adenohipófisis. 

Las honnonas hipotalámicas que actúan directamente sobre la hipófisis son 

generalmente péptidos pequeftos de menos de diez aminoácidos y tienen una vida corta 

en sangre. Las principales honnonas hipotalámicas son las siguientes: 

a) Honnona liberadora de tirotropina (TRH); 

b) Honnona liberadora de gonadotropinas (GnRH); 

c) Honnona liberadora de corticotropina (CRH); 

d) Honnona liberadora de honnona de crecimiento (GHRH); 

e) Honnona liberadora de la prolactina 

f) Honnona inhibidora de la prolactina (dopamina); 

g) Honnona inhibidora de la honnona de crecimiento (somatostatina). 

Gonadotropinas (FSH y LH)/Eje hipotálamo-hip6fisi,s.Gónada 

Las gonadotropinas, foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) son honnonas 

glucoprotéicas producidas por un grupo de células de la adenohipófisis comunes para 

ambas y están encargadas de conectar el hipotálamo con las gónadas y regular los ciclos 
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sexuales. Su biosíntesis se realiza en las células gonadotropas que además, producen 

activina e inhibina (Hiriart, 1998). 

En lo que se refiere a efectos fisiológicos, la FSH estimula la gametogénesis 

actuando en el hombre sobre las células de Sertoli y en la mujer sobre el desarrollo 

folicular; también favorece la aparición de receptores de LH en las células de Leydig 

testiculares. La LH regula la producción de esteroides gonadales, tanto sobre las células 

de Leydig, como sobre las foliculares ováricas; también su elevación preovulatoria 

origina la ruptura y luteinización del folículo. Su mecanismo de acción se efectúa a 

través de receptores de membrana, con el AMPc como segundo mensajero. 

Bioquímicamente, la LH produce en primer lugar aumento de pregnenolona y 

secundariamente de testosterona y estradio~ vía progesterona (Hiriart, 1998). Su 

regulación se efectúa dentro del eje sistema nervioso central (SNC)-hipotálamo­

hipófisis-gónada. Una sola honnona hipotalámica estimuladora de gonadotropinas 

(GnRH) controla la producción de FSH y LH. El estradiol, la testosterona, la inhibina 

ovárica y testicular, y el óxido nítrico participan en la regulación parácrina de FSH y 

LH. 

Factores de crecimiento y hormonas gonadotropas como reguladores de división 
celular en gónadas. 

Los factores de crecimiento, juegan un papel central en los procesos celulares de 

proliferación y diferenciación y en consecuencia influyen sobre el tamafto y la 

capacidad funcional de tejidos y órganos. Los factores de crecimiento pueden ser 

clasificados por la acción de estos sobre la proliferación celular en: aquellos que la 

favorecen (EGF, PDEG, FGF, Insulina, ILGF, IL-2) Y aquellos que son capaces de 

frenar la proliferación (TGF-p, TNF-a, INF-"(, IL-l). Es interesante notar que las células 

son susceptibles a la acción de los factores de crecimiento solo durante la fase G 1 del 

ciclo celular. De manera similar el efecto de factores antiproliferativos está restringida a 

la etapa tardía de la fase G l. En el caso de los factores promitogénicos, se han 

identificado dos fases en la estimulación, en la que intervienen factores de competencia 

y factores de progresión. Los primeros llevan a la célula a un estado de competencia, 

que les confiere la capacidad de reiniciar su entrada al ciclo celular, pasando de GO a 

G 1, sin ser suficientes para inducir progresión a lo largo del ciclo. Los factores de 

progresión por su parte no son capaces de activar a las células que se encuentran en la 

fase GO, pero favorecen la progresión de G 1 a S. La insulina y los factores de 

crecimiento tipo insulínico (IGF-I e IGF-II) son los principales promotores de la 
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proliferación celular (Zentella, 1993). El sistema de IGF esta compuesto por diferentes 

elementos: 

-Dos ligandos: IGF-l e IGF-I1. 

-Dos receptores: el receptor tipo 1 mediador de la respuesta proliferativa de los dos 

ligandos. El receptor tipo 11 o receptor IGF-III manosa-6-fosfato (IGF-IIIM6Po) se une 

a IGF-II y moléculas que presenten residuos M6P como enzimas lisosomales y el factor 

de crecimiento transfonnante J3 (TGF- J3). Este receptor no se une a la insulina y tiene 

una pobre afmidad al IGF-1. Una actividad importante de este receptor es la mediación 

de la desactivación de enzimas lisosomales. 

-Seis proteínas de unión a IGF (IGFBPs), las cuales se unen a IGF-I e IGF-I1 con una 

gran afinidad, estas pueden ser clasificadas arbitrariamente en dos grupos: las que tienen 

un rango de peso molecular menor a los 40 kDa (IGFBP-1, 2, 4, 5 Y 6) Y mayores a este 

(IGFBP-3) (Monget y cols.,2002). 

En modelos experimentales de distintos mamíferos se ha demostrado la 

estimulación por IGFs en la función del ovario maduro sobre las células de la granulosa 

tanto en la proliferación celular como en la esteroidogénesis (Adashi, 1985; Campbell y 

cols.,1996, 1998; Gutierrez y cols.,1997; Monget y cols., 2002; Marsters y cols., 2003). 

También se ha demostrado que durante la foliculogénesis en mamíferos, las 

concentraciones de IGF-I y II no varían durante el crecimiento tenninal del folículo y la 

atresia. En contraste los niveles de proteínas de unión a IGFs (lGFBPs), disminuyen e 

incrementan dramáticamente durante el crecimiento tenninal del folículo y la atresia 

respectivamente. En particular la expresión del RNAm para IGFBP-2 decrece durante el 

crecimiento del folículo en ovarios de ovino, porcino y bovino, y la expresión del 

RNAm para IGFBP-5 incrementa dramáticamente en células de la granulosa de 

folículos en estado de atresia de bovinos y ovinos (Monget y cols., 2002). 

En aves se ha identificado la expresión del gen para IGF-I por medio de la técnica 

de RT-PCR en células de la teca y granulosa de folículos próximos a la expulsión (pI, 

F2 Y F3) así como en células de rifión. También se ha detectado la presencia del péptido 

en dichos tejidos con una mayor concentración en las células de la granulosa (Roberts y 

cols., 1994). El efecto del IGF-I se ha reportado sobre células de la teca en aves donde 

este factor induce la proliferación celular al mismo tiempo que inhibe la acción basal de 

la aromatasa y la producción de estrógenos (Onagbesan y cols., 1994). 

Las honnonas gonadotropas LH y FSH son de gran importancia en el desarrollo de 

las gónadas, así como en su función endocrina. 
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La Honnona Luteinizante (LH) es responsable de estimular la síntesis y secreción 

de testosterona por las células de Leydig. De la misma manera se ha demostrado que la 

honnona coriónica gonadotrópica (hCG), presenta un efecto luteinizante sobre las 

células de Leydig con un incremento en la producción de testosterona de una manera 

dependiente al tiempo y la dosis de ésta (Castro y Romano, 1994). También se ha 

demostrado que la hCG no tiene efecto positivo sobre la proliferación celular en el 

testículo de aves (Peralta y cols., 2004). 

La Honnona foliculoestimulante (FSH), está involucrada en el desarrollo y 

proliferación celular de los folículos ováricos y las células de Sertoli (Orth, 1984; 

Sasaki y cols., 2000). La actividad de esta honnona como uno de sus múltiples efectos 

presenta el incremento de la actividad de la aromatasa y consecuente incremento en los 

niveles de estradiol (pedemera y col s., 1999). Otro de los efectos de esta honnona es la 

proliferación celular de las células de Sertoli (Almirón y Chemes, 1988) y de la 

granulosa en mamíferos (pedemera y cols., 1999). El efecto de la FSH, ha sido 

estudiado durante el desarrollo prenatal del ovario de mamíferos, y se ha postulado que 

ésta está involucrada en la foliculogénesis temprana en primates (Gulyas y cols., 1977; 

Pedemera y cols., 1999). En el -embrión de pollo el incremento de estradiol y 

testosterona por el tratamiento con FSH se ha reportado in vitro a los 15 días de 

desarrollo (Teng y cols., 1982). Además, el efecto estimulante de la hFSH recombinante 

en la síntesis de ADN, proliferación celular y secreción de estradiol, fue registrada en 

células del ovario de embriones de pollo de 18 días de incubación (Velázquez y cols., 

1997). 

La localización inmunohistoquímica de FSH en la bolsa de Rathke en embriones de 

pollo de 4 días de desarrollo (Woods y cols., 1985) y la unión de FSH a células 

ováricas del embrión de pollo (Woods y cols, 1991) sugieren la estimulación de la 

honnona hFSH en la función del ovario durante el desarrollo del embrión de pollo. Este 

supuesto se confinna en Pedemera (1999), donde fue demostrado el efecto estimulador 

de la hFSH sobre gónadas masculinas y femeninas de embriones de pollo de 8 días de 

desarrollo. Además, se demostró un efecto in vitro de la honnona hFSH sobre la 

proliferación celular en estadios tempranos del embrión de pollo (8, 10 Y 13 días), en el 

testículo y ovario derecho estando ausente en el ovario izquierdo. También se detectó un 

incremento en la secreción de estradiol y testosterona en el ovario derecho e izquierdo 

(8, 10 Y 13 días), así mismo se detectó en el testículo un aumento en la secreción de 
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testosterona (8 días), seguido de un periodo de ausencia de respuesta a la hFSH en la 

secreción de testosterona del testículo de 10 Y 13 días de desarrollo. En los embriones 

más viejos (15-18 días de desarrollo), se observa la estimulación por la hFSH en la 

proliferación celular y secreción de hormona esteroide en ovario izquierdo y testículo, 

estando ausente la respuesta en el ovario derecho (pedemera y cols., 1999). 

Factores de crecimiento y esteroidogénesis 

Los factores de crecimiento juegan un papel fundamental en la modulación y 

secreción de hormonas esteroides influenciando directamente la acción de enzimas que 

participan en la cascada de reacciones de ésta. En la figura 8 se muestra la cascada de 

reacciones en la esteroidogénesis. 

---ft4'*+t-- 17-II-Ef>1radiol 

Figura 8. Diagrama que resume los principales eventos enzimáticos en el proceso de la esteroidogénesis. 
Abreviatura: 3-B-HSD, 3-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 5-Cl'-R. 5-Cl'-reductasa; 17-B-HSD, 17-B­
hidroxilase; AROM, aromatasa; DHEA, dehidroepiandrosterona; DHEAS, dehidroepiandrosterona 
sulfato; DST, dehidroepiandrosterona sulfotransferasa; P45Ocl1, l1-B-hidroxilasa; P45OC17, 17-a­
hidroxilase/17,20-liasa; P45Oc21 , 21-a-hidroxilasa; P45OSCC, citocromo P450scc; ST, sulfatasa; StAR, 
proteína reguladora de la esteroidogénesis. 

El interferón (INF) reduce la expresión de StAR en cultivos de células de Leydig en 

ratas y el factor de crecimiento transformante f31 (TGF -f31) inhibe la síntesis de StAR en 

las células adenocorticales de bovinos. El factor de necrosis tumoral (TNF) inhibe la 

expresión de StAR en células de Leydig de cerdo en . una manera dependiente a la dosis 

y el tiempo, hecho que fue confumado posteriormente en ratones (Herrmanny cols., 

2002). 
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La P450ssc cataliza el segundo paso en la síntesis de hormonas esteroides, 

transformando el colesterol en pregnenolona, el cual es el precursor para la síntesis de 

hormonas esteroides. El TNF inhibe la actividad de la enzima P450ssc en células de 

Leydig y adrenocorticales de ratas, ratones y cerdos. El factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) incrementa la expresión en células de la placenta y la granulosa. 

También existe evidencia de que el TGF~ estimula la expresión de la enzima bajo 

condiciones de estimulación hormonal (Herrmann y cols., 2002). 

La enzima 3-~-HSD que induce la conversión de pregnenolona en progesterona, 17a 

hidroxipregnenolona en 17a hidroxiprogesterona, dehidroepiandrosterona en 

androstenediona y androstenediol en testosterona. Además de proveer los precursores de 

las hormonas sexuales en las glándulas adrenales, testículos y ovarios. Esta enzima es 

afectada de manera similar a la P450ssc, el TNF y la Interleusina-l (IL-l) inhiben la 

actividad de la 3-~-HSD en células de Leydig de múridos. El EGF incrementa la síntesis 

y acción de la 3-~-HSD, lo que también se demuestra para el TGF~l. En contraste el 

factor de crecimiento fibroblástico tipo a y b (aFGF y bFGF) inhiben la acción de la 3-

~-HSD. 

La P450cl7 que cataliza la conversión de pregnenolona y progesterona en 17-a­

hidroxipregnenolona y 17-a-Hidroxiprogesterona, respectivamente, y posteriormente en 

dehidroepiandrosterona y androstenediona, que son los pasos iniciales para formar el 

cortisol y las hormonas sexuales. Esta enzima se ve afectada en la inhibición del 

estímulo de la expresión de esta enzima por los factores: TGF~I, TNF, TGFa, EGF y 

bFGF (Herrmann y cols., 2002). 

La 17-~-HSD cataliza los pasos finales de la esteroidogénesis pasando de estrona a 

17 -~-estradiol y de androstenediona a testosterona. Otro efecto de esta enzima es la 

conversión de dehidroepiandrosterona en androstenediol. Los factores TNF y bFGF 

ejercen un efecto estimulador en células de mama y células tumorales de mama. De 

igual manera, los factores EGF y TGF~ 1 estimulan esta enzima (Herrmann y cols., 

2002). 

El complejo de las aromatasas realiza la conversión de testosterona en estradiol y 

androstenediona en estrona. El factor TNF inhibe la actividad de las aromatasas cuando 

estas han sido estimuladas por la acción de la hormona folículo estimulante. Para el caso 

de los factores TGF, TGF~ Y FGF se han reportado efectos tanto de estimulación como 
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inhibitorios y el EGF tiene un efecto inhibitorio en las aromatasas estando las células 

estimuladas o no (Herrmann y col s., 2002). 

La 5-a-reductasa es el paso final en la vía de la testosterona. Esta convierte la 

testosterona en dihidrotestosterona. Esta enzima fue analizada en células de Leydig y 

fibroblastos del escroto. Los factores TGF¡31 y TGF¡32 estimulan la actividad de la 5-a­

reductasa en fibroblastos de piel humana. En contraste, aFGF y bFGF son capaces de 

inhibir la actividad de la enzima en ratas inmaduras (Herrmann y cols., 2002). 
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JUSTIFICACiÓN DEL TRABAJO DE TESIS 

Es bien conocido el papel que juegan las hormonas LH y FSH en el desarrollo y 

crecimiento folicular en la mayoría de los vertebrados, sin embargo el papel que estas 

honnonas tienen como inductoras de la proliferación celular desde etapas muy 

tempranas del desarrollo gonadal hasta antes del nacimiento (ovarios prefoliculares de 

aves) es poco conocida, también existe poca información sobre las modificaciones que 

estas hormonas producen en el ciclo celular de las subpoblaciones ováricas 

prefoliculares y si además ejercen una influencia en particular de alguna de ellas. 

Por otra parte recientemente se han publicado trabajos que nos sugieren que la 

insulina y los factores relacionados a la insulina participan en la fisiología de la teca 

folicular y de las células granulosas de las aves en etapa adulta (ovarios maduros). 

Tampoco conocemos las vías de señalización intracelular que participan en las tres 

hormonas antes descritas y que le dan la posibilidad a la célula de que una vez 

establecido el complejo hormona receptor se tenga la posibilidad de responder 

sintetizando hormonas esteroides y/o induciendo proliferación celular en gónadas 

completas disociadas o en las subpoblaciones celulares que constituyen las gónadas 

antes mencionadas. 
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OBJETIVO 

El objetivo del presente trabajo fué aportar evidencias de la participación de las 

honnonas gonadotropas y la Insulina en la proliferación celular y/o esteroidogénesis en 

gónadas embrionarias de aves de 18 días de desarrollo. 

Detenninar si las honnonas gonadotropas y la insulina modifican el ciclo celular y si 

el efecto de las mismas es dependiente de la dosis empleada (curva dosis respuesta). 

Detenninar si las honnonas gonadotropas y la Insulina tienen acción en distintas 

subpoblaciones celulares del ovario de aves de 18 días de desarrollo. 
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El medio de cultivo mínimo esencial modificado por Oulbecco (OMEM), y el 

inhibidor de tripsina de soya fueron obtenidos de GIBCO BRL (Gaithersburg, MO). La 

albúmina de suero bovino (BSA), gonadotropina corionica humana (hCG), 

metrizamida, y dodecil sulfato de sodio (SOS) fueron adquiridos de Sigma Chemical 

Co. (St. Luis, MO). La honnona folículo estimulante humana de alta pureza fué 

obtenida de Serono (México, OF); 1 mlU es equivalente a 14 ng de hFSH con 0.2 pg de 

hLH, ambas honnonas fueron inmunodetectadas previamente (UlIoa-Aguirre y cols., 

1995). La insulina humana recombinante (Humulin L) fue obtenida de Eli Lilly 

(Mexico, OF). Las cajas de petri y materiales plásticos estériles para cultivo de tejidos, 

filtros de policarbonato de 13mm de diámetro y una apertura de poro de 1.0-¡.un 

(Nucleopore), fueron obtenidos de Costar (Cambridge, MA). La [metil-3H]-timidina 

(2.0 Ci/mmol), 17P-[2,4,6,7,)H] estradiol (115 Cilmmol), eH] testosterona (96.5 

Ci/mmol), y líquido de centelleo (acuasol) se obtuvieron de NEN Ou Pont (Boston, 

MA). Anti-17p-estradiol y Anti-testosterona se obtuvieron de ICN Biomedicals (Costa 

Mesa, CA). 

Material biológico 

Se utilizaron huevos fértiles de la raza White Leghorn, linea (Babcock B-300), 

obtenidos de la granja ALPES, S. A. de C. V. Tehuacán, Puebla, que se incubaron a 

37°C durante 18 días en una atmósfera humidificada y con rotación constante durante 

las 24 horas del día. Después de este tiempo se hizo ovoscopía para detenninar la 

viabilidad de los embriones, desechándose los productos abortados o con 

malfonnaciones evidentes en el momento de la disección para la obtención de las 

gónadas. 

Obtención de las células gonadales 

Los ovarios izquierdos de pollo de 18 días de desarrollo, fueron disecados bajo 

condiciones estériles, cuando se obtuvieron un número aproximado de 20 a 50 ovarios, 

se sometieron a un tratamiento mecánico y enzimático con tripsina al 0.25% disuelta en 

solución salina (libre de Ca1+ y Mg2+). Después de 20 minutos de tratamiento con 

tripsina, las células disociadas de la gónada fueron tratadas con inhibidor de tripsina al 

0.5% en medio mínimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM) adicionado con 
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1.0 mg/ml BSA, y finalmente fueron lavadas con dos cambios de DMEM-BSA. El 

número final de células fue contado con un hemocitómetro. La viabilidad de las células 

fue siempre superior al 90% utilizando la prueba de exclusión del azul de tripano 

(Tennant, 1964). 

Incorporación de timidina y cuantificación de hormonas esteroides. 

(5xl05
) células disociadas de ovario izquierdo fueron cultivadas en membranas de 

policarbonato. Sembradas en acúmulos de aproximadamente 20 !ll de medio, 

depositados como una gota pequeña sobre la membrana de policarbonato flotando en 2 

mi de DMEM-BSA más 0.1 !lCi de eH] timidina. Cuando fue necesario, hFSH (0.5 

IU/ml), hCG (2UVml), insulina (50Jlg/ml), o las combinaciones de insulina con hFSH o 

hCG fueron agregadas al DMEM al inicio del cultivo sin cambios posteriores o 

remplazamiento del medio. Las células fueron cultivadas a 37°C en un ambiente 

saturado de 95% aire y 5% CO2 por 60 horas. La dosis de hFSH y los tiempos de cultivo 

fueron seleccionados basados en estudios previos de nuestro laboratorio (Velázquez y 

cols., 1997). 

Al final del cultivo las membranas de poli carbonato con los agregados celulares 

fueron procesados para medir los niveles de timidina incorporada. Poco tiempo después, 

los agregados celulares fueron fijados en ácido-acético 3:1 (v/v), lavados 2 veces con 

ácido tricloroacético al 10% (w/v) por 60 minutos a 4°C, finalmente se trataron con 

dodecil-sulfato de sodio al 2% (w/v) por 30 minutos a 60°C. Posteriormente se 

transfirieron a viales de centelleo, se les agregó acuasol (NEN, Du Pont), y fueron 

cuantificados en un contador de centelleo líquido (Beckman LS6500) con 58% de 

eficiencia. 

Se tomaron alícuotas de 50J.ll del medio de cultivo, para cuantificar 17~-estradiol y 

testosterona por radioinmunoanálisis (RIA) específicos previamente validado 

(pedemera y Gomar, 1988). La sensibilidad de la curva estándar fue de 12.5-400 pg 

para testosterona y 17~-estradiol. 
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Los resultados de la incorporación de timidina como una técnica para valorar la 

proliferación celular inducida por los diferentes tratamientos hormonales, descritos 

anteriormente en materiales y métodos en agregados celulares sembrados sobre 

membranas de policarbonato durante 60 horas de cultivo, se muestran en la figura 9, en 

esta grafica se demuestra que la respuesta en la división celular de los grupos tratados 

con Insulina, FSH y la combinación de FSH e Insulina, presentan un aumento 

significativo en la timidina incorporada con respecto a los grupos controles, mientras 

que el efecto de la hCG y la combinación de hCG con Insulina no induce efecto sobre la 

incorporación de timidina, siendo esta incluso menor a la de los grupos controles. Para 

el caso de la proliferación evaluada por conteo celular, los resultados muestran un efecto 

similar que el obtenido por la incorporación de timidina, Insulina, FSH y la 

combinación de insulina con FSH muestran un aumento significativo con respecto al 

control, los grupos tratados con hCG no presentan efecto proliferativo, mientras que la 

combinación de Insulina con hCG si presenta un efecto en la proliferación celular 

mayor que el control, pero menor a la respuesta de los grupos tratados con Insulina, 

FSH o la combinación de Insulina con FSH, probablemente sea un efecto debido a la 

acción de la insulina. 
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Figura 9. A. Efecto de la insulina y las gonadotropinas en la proliferación celular evaluada por 
incorporación de timidina después de 60 horas de cultivo. B. Efecto de la insulina y las gonadotropinas en 
la proliferación celular evaluada por conteo después de 60 horas de cultivo. 

La curva temporal de incorporación de timidina valorada a las 18, 24, 36, 48 Y 60 

horas de cultivo nos demuestra que desde las 18 horas de cultivo los grupos tratados con 

insulina y la combinación de insulina con FSH incrementan considerablemente la 

timidina incorporada con respecto a los grupos controles y los tratados con hFSH, 

mientras que los grupos tratados con hFSH tienen su incremento en la proliferación 

celular hasta las 36 horas de cultivo, a partir de este momento se mantiene este 

incremento hasta las 60 horas de cultivo. Esto refleja un desfasamiento en la 

proliferación celular y posiblemente nos sugiere que las células blanco para ambas 

hormonas en esta etapa de diferenciación gonadal tengan características 

morfofuncionales diferentes en el ovario izquierdo del modelo estudiado en este trabajo. 
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Figura 10. Curva temporal de incorporación de timidina en cultivo de células ováricas de embrión de 
pollo en diferentes periodos en presencia de insulina y hFSH. 

Cuantificación de Estradiol y Testosterona 
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En la figura 11 se muestra la producción de estradiol y testosterona en medios de 

cultivo de ovario izquierdo recuperados a las 60 horas de tratamiento, en presencia de 

distintas concentraciones de insulina (O.OOOlng, O.OOlng, O.Olng, O.lng y lng), con 

estas concentraciones se obtiene un decremento considerable en la secreción de 

estrógeno s y andrógenos con respecto al los grupos control, sugiriendo que esta 

hormona regula la esteroidogénesis de manera negativa. 
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Figura 11. Producción de estradiol y testosterona en cultivo de células ováricas de pollo de 18 días de 
desarrollo ante distintas concentraciones de Insulina. 
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En la figura 12 se muestra la curva temporal para secreción de 1713-estradiol 

valorada a las 12, 24, 36, 48 Y 60 horas en los tratamientos antes mencionados. Los 

resultados muestran un incremento en la respuesta esteroidogénica para todos los 

tratamientos desde las 12 horas de cultivo excepto en los grupos tratados con insulina. 

En el lapso de 12 a 24 horas existe un estímulo en la síntesis y secreción de estradiol 

de todos los grupos tratados con respecto al control, excepto los tratados con insulina. 

Siendo evidente que el mayor incremento lo presentan los grupos tratados con la mezcla 

de HCG más insulina. En el lapso de las 36 a 48 horas los grupos tratados con la 

honnona FSH muestran una mayor síntesis y secreción de 1713-estradiol, que los grupos 

tratados con HCG, HCG más insulina y FSH más insulina. Cabe hacer notar que a las 

60 horas los grupos tratados con HCG mantiene niveles de síntesis y secreción de 1713-

estradiol mayores a los presentados con la honnona FSH. 

100~------------~~~~. ~_~ __ ._~ __ ~. ___ ~ __ ~_ .~ .. -----------------

80 

2 

12 

_Control 
_FSH 
_Insulina 
_ FSH +Insulina 
_hCG 
_hCG+lnsullna 

24 36 48 
TterTPO de irclÍX:lCión 

60 

Figura 12. Curva temporal de producción de 17~-estradiol de células ováricas de embrión de pollo 

cultivadas a diferentes periodos en presencia de Insulina y gonadotropinas. 
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DISCUSiÓN 

En el modelo empleado en el presente trabajo de tesis evaluando la proliferación 

celular, los resultados obtenidos muestran que existe un estimulo en la proliferación 

celular en los grupos experimentales tratados con Insulina, FSH, o la combinación de 

estas con respecto a los grupos controles. La respuesta proliferativa para los grupos 

tratados con Insulina, FSH o la combinación de ambas fue significativamente mayor 

que la de los grupos controles, mientras que la respuesta proliferativa de los grupos 

tratados con hCG, no supero a la de los grupos controles y solo la combinación de esta 

con insulina mostró una incorporación de timidina significativamente mayor que la de 

los grupos controles. Además, los resultados muestran que existe un desfasamiento en 

la respuesta proliferativa entre las hormonas FSH e Insulina, ya que esta última induce 

proliferación celular desde las 18 horas de cultivo mientras que la FSH incrementa la 

división celular entre las 24 y 36 horas de cultivo. 

Esto nos sugiere que el tratamiento con Insulina y FSH produce un acortamiento en 

el ciclo celular y que ambas hormonas tienen su efecto en células blanco diferentes, en 

el caso de la FSH se ha demostrado en nuestro laboratorio que las células blanco de esta 

hormona gonadotropa son las productoras de 17J3-estradiol y que esta hormona es capas 

de inducir proliferación celular y esteroidogénesis (Velázquez y cols., 1997). También 

se podría pensar que la hCG en el presente modelo tenga un efecto en la diferenciación 

celular de las células androgénicas, ya que es una hormona con un efecto luteinizante y 

que por lo tanto induce la secreción de andrógenos. Estos resultados podrían ser 

comprobados detectando la presencia de ciclinas en una curva temporal o cuantificando 

ciclo celular en los diferentes tratamientos hormonales antes mencionados utilizando la 

técnica de citometría de flujo. 

En cuanto al fenómeno de esteroidogénesis se refiere, el presente trabajo demostró 

que desde las 12 horas existe un efecto en la síntesis y secreción de 17J3-estradiol de 

todos los grupos experimentales, excepto los grupos tratados con insulina. Los grupos 

tratados con HCG y la mezcla HCG con insulina mantienen una síntesis de 17~­

estradiol mayor a los grupos tratados con FSH y la mezcla de FSH con insulina, pero 

este efecto se revierte a partir de las 36 horas de cultivo incrementándose 

progresivamente hasta las 60 horas, esto posiblemente se deba a que en las primeras 24 

horas de cultivo la HCG induzca un efecto esteroidogénico y no proliferativo mientras 
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que la FSH produzca un efecto proliferativo y esteroidogénico en las células blanco de 

esta hormona gonadotropa. 

Con respecto a la ausencia en la respuesta esteroidogénica de los grupos tratados 

con insulina desde el inicio y hasta las 60 horas de cultivo en los agregados celulares de 

ovario izquierdo y el efecto proliferativo evaluado por la incorporación de timidina a las 

60 horas, se puede pensar en la posibilidad de que esta hormona estimule la 

proliferación de células sin actividad de síntesis y secreción de 17p-estradiol; como 

podrían ser los ovocitos, fibroblastos, células de recubrimiento propias de los capilares 

o las células de recubrimiento de los conductos lacunares presentes en la médula de los 

ovarios prefoliculares empleados en el presente diseño experimental. Otra posibilidad es 

que la insulina pudiera inducir proliferación de alguna subpoblación que regule la 

esteroidogénesis y/o la proliferación de las células androgénicas o estrogénicas ya sea 

por contacto fisico en los agregados celulares o por la secreción parácrina de esta 

subpoblación celular, ya que en trabajos de nuestro laboratorio se ha demostrado la 

influencia de subpoblaciones sin actividad esteroidogénica (ovocitos) en la regulación 

de la esteroidogénesis en el ovario de ave prefolicular (Hernández-Gutiérrez, 1998). 

Otra alternativa sería que la insulina interfiera o module los factores de crecimiento de 

competencia o de progresión, o con los factores inhibitorios que participan en la 

división celular así como con los factores de crecimiento que regulan la actividad 

enzimática relacionada con la esteroidogénesis (Herrman y col s., 2002). 

Estos resultados podrían ser demostrados en trabajos posteriores separando las 

distintas subpoblaciones celulares que componen al ovario, utilizando un gradiente de 

densidad continuo para posteriormente realizar co-cultivos de células con actividad 

esteroidogénica y sin actividad esteroidogénica, para demostrar la participación de las 

subpoblaciones no esteroidogénicas en la regulación de la proliferación celular y/o 

esteroidogénesis de los ovarios prefoliculares de aves. 

Para probar la hipótesis de que existe una regulación parácrina entre las diferentes 

subpoblaciones celulares en el modelo empleado en el presente trabajo, se podrían 

realizar cultivos de células con actividad esteroidogénica en medio de cultivo extraído 

de cultivos previamente realizados con células sin actividad esteroidogénica, para 

demostrar la existencia de regulación parácrina de las subpoblaciones celulares no 

esteroidogénicas en la proliferación celular y/o esteroidogénesis de los ovarios 

prefoliculares de aves. 
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CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en el modelo experimental empleado en el presente trabajo 

de tesis, nos permiten utilizarlo como un bioensayo para establecer diferencias entre la 

actividad luteinizante y la actividad folículo estimulante, tomando como indicador la 

proliferación celular inducida por ambas hormonas gonadotropas, ya que la hCG 

(hormona con actividad luteinizante) solo es capaz de inducir la síntesis y secreción de 

hormonas esteroides pero no la proliferación celular en los ovarios prefoliculares de 

aves utilizados. 

En el presente estudio se demostró que existe una clara diferencia en la actividad 

esteroidogénica y proliferativa entre las hormonas gonadotropas y la Insulina. 

La hormona FSH estimula tanto la proliferación celular como la secreción de 1713-

estradiol, el efecto proliferativo de la hCG no es superior a los grupos controles y 

estimula la secreción de estradiol, la Insulina estimula la proliferación celular pero 

inhibe la esteroidogénesis al parecer regulándola de manera negativa. 

También se demostró que el efecto proliferativo inducido por la insulina se anticipa 

al de la FSH, iniciando el efecto sobre la división celular para la insulina a las 18 horas 

de cultivo, mientras que la respuesta proliferativa para FSH comienza en el lapso de 24 

a 36 horas, lo que sugiere que estas hormonas puedan tener células blanco diferentes y 

además induzcan el acortamiento de ciclo celular a distintos tiempos. 

Una subpoblación celular que posiblemente sea estimulada por la insulina podría 

estar constituida por los ovocitos, ya que en trabajos previos de nuestro laboratorio se ha 

demostrado que estas células carentes de actividad esteroidogénica son capaces de 

regular la proliferación celular y la esteroidogénesis de las subpoblaciones celulares 

ováricas secretoras de 1713-estradiol (Hemández-Gutiérrez, 1998). 
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