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I. RESUMEN

El desarrollo de las génadas en el embridn de pollo esta regulado por hormonas y por la accién local de factores
de crecimiento. Recientemente se ha identificado al gen del Factor de Crecimiento Transformante 82 (TGF-B2) como uno
de los genes que se expresan en forma importante durante etapas tempranas en el desarrollo del ovario en embriones de
pollo. El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del TGF-B1 y TGF-R2 sobre las células germinales y somaticas en
el ovario del embrién de pollo a los 9 dias de incubacion (d.i.). Para lo cual se obtuvieron ovarios de embriones de pollo
de 9 d.i. y se cultivaron con TGF-B1 y TGF-R2 durante 24, 48, 72, 96 y 120 horas a las concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 y
40 ng/mt. También se cultivaron con TGF-B1 (10ng/ml) mas betaglicano (8ug/ml) y con TGF-B2 (10ng/ml) mas betaglicano
{8ug/ml). La capacidad del TGF-B1 y del TGF-R2 de disminuir el nimero de células somaticas en el ovario fue bloqueada
con el betaglicano (antagonista de TGF-B’s). Las observaciones indican que TGF-B1 y TGF-52 regulan la proliferacion en el
ovario det embrion de pollo a los 9 d.i., inhibiendo la proliferacién de las células somaticas. También se observo que el
TGF-B1 y TGF-B2 no afectan la proliferacion de las células germinales primordiales {cgp) en presenda de las células
somaticas en el ovario del embrion de pollo de 9 d.i. y finalmente se sugiere que los TGF-B’s promueven la migracion de
las cgp de la corteza a la médula ovérica, mediante la acumulacién de fibras de matriz extracelular en ovarios de
embriones de pollo de 9 d.i. Elucidando que el TGF-B media las interacciones de las cgp y de las células somaticas, y
ademds controla la proliferacion de las células somaticas durante la formacién de la gonada en estadios muy tempranos de
desarrollo en el embrién de pollo.

This study aimed to evaluate TGF-B induced changes in the proliferation index of somatic and germ cells in the
chick embryo ovary. The left ovary of 9 day old chick embryo was organ cultured on polycarbonate membranes in a
defined medium. TGF-B1 and TGF-B2 {10 ng/ml) were added to the culture medium. A dose response curve and time
elapsed study of TGF-B effect were evaluated by measuring the total number of somatic and germ cells in the cultured
gonad. The number of somatic cells in the ovary increased during the culture, this increment was not observed in the TGF-
B treated ovary remaining almost constant during the culture, The low number of somatic cells was significant at 10
ng/ml of TGF-B1 dose. The reduction in the treated ovary was detected after 48 h of culture, being 50% of the control at
72h of culture. The total number of germ cells in the TGF-p treated ovary augmented during the culture in a similar way
to controls. Soluble betaglycan was used to antagonize the effect of TGF-B; the effect TGFR1 and TGFR2 on somatic cell
number was reverted in the cultured ovary. The proliferation index and the percentage of apoptotic cells were measured
by bromodeoxyuridine (Brdu) incorporation and by TUNEL technique, respectivety. BrdU incorporation in somatic cells was
significantly reduced in TGF-B treated ovary at 24 h and 72 h of culture, while the number of apoptotic cells was not
significantly increased. Histological study of the cultured ovary showed a migration of germ cells from the cortical to the
medullar region in the TGF-B treated ovary. The disorganization of the ovarian cortex and the germ cell migration were
the changes observed after TGF-8 treatment. TGF-B in the chick embryo ovary impaired somatic cell proliferation without
increasing apoptosis. Germ cell proliferation remained unchanged but germ cells were induced to migrate from the
ovarian cortex.
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El interés por conocer el papel de los miembros de la familia del Factor de Crecimiento
Transformante Beta (TGF-B) durante el desarrollo de las gonadas, asi como el efecto en su funcion
ha sido motivo de numerosos estudios (Miro y Hillier, 1992; Mather et al., 1997; Josso y Di
Clemente, 1999; Knight y Glister, 2003). Sin embargo ain falta mucho por conocer acerca del papel
que juega “el TGF-R” durante el desarrollo de la gonada. De ahi la importancia de este trabajo, el
cudl esta enfocado en los efectos de este factor sobre el ovario del embrion de pollo.

A continuacion se describen de manera breve los eventos que ocurren durante el desarrollo
gonadal en el embrion de pollo, asi como los genes y moléculas que intervienen durante la
diferenciacion sexual gonadal; finalmente se dan las caracteristicas mas sobresalientes del TGF-f.

11.1. Desarrollo gonadal en aves.

En las aves, acorde con el sexo cromosomico, la diferenciacion de la gonada sera hacia
testiculo ZZ 6 hacia ovario ZW, con la particularidad de que en la mayoria de las aves solo se
desarrolla el ovario izquierdo.

Las gonadas se desarrollan a partir del mesodermo intermedio sobre la superficie ventrolateral del
mesonefros; en el embrién de pollo al cuarto dia de incubacion (d.i.) estan en etapa de cresta
genital, pasan a gonada indiferenciada, para luego diferenciarse en ovario o testiculo (Smith y
Sinclair, 2004).

Dentro de los eventos iniciales que ocurren luego de la formacion de la cresta genital (cg) se
encuentra la migracion de las células germinales primordiales (cgp). Las cgp se originan en el
epiblasto de la zona central del area pelicida, y se van moviendo hacia el hipoblasto,
posteriormente se separan para ubicarse en el endodermo del saco vitelino (Ginsburg y Eyaldi-
Giladi, 1986). El primer dia de incubacién las cgp se tocalizan dentro de los vasos sanguineos y
empiezan a circular a través de el torrente sanguineo, aproximadamente a los dos d.i. salen de tos
capilares a la altura del mesenterio dorsal y se dirigen a la cg por medio de prolongaciones
citoplasmaticas que les permiten desplazarse hacia su destino (Ando y Fujimoto, 1983; Hardisty,
1984).

Se ha planteado que las cgp responden a algun factor quimiotactico liberado por la cg (Kuwana,
1993) y llegan a la region urogenital a los dos dias y medio de incubacion, atraviesan el epitelio
celdmico que recubre la cg, al mismo tiempo que las células de la misma comienzan a formar
cordones epiteliales (Gilbert, 2003). Al tercer y cuarto d.i. prolifera el epitelio celomico y se
observan cgp localizadas entre las células epiteliales (Fargeix et al., 1981). La cg queda como una
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estructura epitelial-mesenquimatosa (Fargeix, et ol., 1981) formada por el epitelio celdmico, las
células mesenquimatosas, y las cgp. Al quinto d.i. se observa la proliferacion de las células
gonadales, y se observan dos areas bien definidas: la corteza, que contiene a las cgp y la médula
formada por cordones de células somaticas separadas por mesénquima. Los cordones medulares se
derivan de la proliferacion de las células del epitelio y el inicio de la diferenciacién comienza a ser
evidente histoldgicamente al sexto y medio d.i., lo que corresponde al estadio 30 del desarrollo
(E30/H-H; Hamburger y Hamilton, 1951; Smith y Sinclair, 2004).

En los embriones machos (ZZ) se separa el epitelio y el tejido medular, las cgp migran hacia el
interior y acompanadas de cordones sexuales primarios proliferan; posteriormente se diferencian
para originar a las células de Sertoli. Al completarse la diferenciacion de las células de Sertoli, éstas
comienzan ta produccion de la hormona antimillleriana u hormona inhibidora de los conductos de
Miller (AMH) que induce la regresion de los conductos paramesonéfricos. El mesénquima y los vasos
sanguineos provenientes de la regién mesonéfrica separan el area medular del epitelio celdmico,
estableciéndose la tunica alblginea.

En los embriones hembras (ZW) las gbnadas se desarrollan asimétricamente, el ovario derecho
involuciona quedando solo funcional el izquierdo. Entre el sexto y séptimo d.i., la gonada derecha
comienza a perder su arreglo histologico, finalmente sufre una regresion después del décimo d.i.
quedando como un drgano vestigial al momento de la eclosion (Clinton, 1998). En el ovario
izquierdo la proliferacion de la corteza aumenta considerablemente su grosor, mientras los
cordones comienzan a vacuolarse, formando los canales lacunares. La corteza continda su
crecimiento y las células epiteliales rodean a los grupos de ovogonias formando los cordones
sexuales secundarios o corticales. Esta asociacién es una fase temprana de la relacion que van a
presentar mas tarde los ovacitos y las células de la granulosa (Smith y Sinclair, 2004).
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Figura 1. Esquema de {a cresta genital. Las gonadas se desarrolian a partir del mesodermo intermedio sobre la superficie
ventrolateral del mesonefros. Al cuarto dia de incubacion es una génada indiferenciada. Morfoldgicamente se distingue la
corteza (rosa), la médula (azul), las células mesenquimatosas (verdes) y las cgp (negras). Entre el 5.5y 6.5 d.i. en los
embriones ZZ ocurre la diferenciacion bilateral y en los embriones ZW {a génada derecha entra en regresion (Smith y
Sinclair, 2004).

I1.2. Diferenciacién gonadal

Actualmente se han identificado varios genes involucrados en la diferenciacion sexual
gonadal de las aves, entre los cuales se encuentran el gen Sox9 (SRY-box containing gene 9}, el gen
de la AMH (hormona antimiilleriana) y el de la P450 arom (aromatasa).
En 1996, Morais da Silva et al., encontraron transcritos det Sox9 en la cresta genital de embriones
de pollo de ambos sexos en el quinto d.i., lo que corresponde a una etapa morfolégicamente
indiferenciada de la gonada, en dias posteriores sexto y séptimo observaron una elevada expresion
de Sox9 en el testiculo, mientras que en los ovarios fue baja. Ellos proponen gue en las hembras la
expresion del Sox9 ocurre independientemente del mecanismo genético que dirige la diferenciacién
del ovario en el pollo, y que en los machos los altos niveles de expresion de Sox9 podrian estar
dirigiendo la expresién de AMH. Clinton et al. (1997) detectaron la presencia de transcritos de S0x9
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en génadas masculinas y femeninas de pollo de seis d.i., asi como un incremento en la expresion del
gen de la AMH en gonadas masculinas a partir del sexto d.i. hasta el décimo d.i.

Oreal et al. (1998) demostraron que la expresion de la AMH ocurre al quinto d.i. mientras que el
mensajero del gen Sox9 se detecté al sexto d.i. Kent et al. (1996) sugieren que debido a la
expresion espacio-temporal del gen Sox-9 durante la diferenciacion gonadal, podria estar
participando en la regulacion génica de la diferenciacion sexual. Sin embargo hasta ahora no se ha

podido elucidar el papel de los genes Sox en relacién con este proceso en las aves.

Asimismo se han propuesto a la AMH y a la P-450 arom, la cual convierte androgenos a estrogenos,
como posibles candidatos que participan en la diferenciacion sexual gonadal de las aves.

En las aves, la sintesis de AMH ocurre en machos y hembras tanto en la embriogénesis como en la
etapa adulta (Hutson et al., 1982). La presencia de esta hormona en embriones femeninos hace que
el conducto derecho involucione, mientras que el conducto izquierdo se estabiliza y se diferencia
(Josso et al., 1997). También la proporcion de andrégenos/estrdgenos participa en este proceso: se
ha propuesto que en los machos los niveles de estrogenos son tan bajos que no tienen ningln efecto
sobre la expresion de AMH, en cambio la concentracién de andrégenos la incrementa. En las
hembras los niveles de estrégenos son lo suficientemente altos para proteger al conducto
paramesonefrico izquierdo de la accién de la AMH y la concentracién de androgenos es la necesaria
para ejercer su efecto sobre el conducto derecho (Mc Laughlin et al., 1983). Ademas se ha
demostrado que en los embriones femeninas de tas aves el conducto de Mdiller y el ovario izquierdo
presentan una mayor concentracién de receptores de estrogenos que el conducto derecho (Gasc,
1980; Teng y Teng, 1975). Asimismo Clinton (1998) encontré que al quinto y medio d.i. se encuentra
presente la AMH en génadas mascutinas del embrién de pollo.

En 1987 Bogart propuso que el destino sexual de las aves depende de la proporcion entre
andrdgenos y estrégenos y por lo tanto, de la concentracion de la P450 arom en la gbnada durante
la diferenciacion sexual. Wartenberg et al. (1992) evaluaron el efecto de ta 1-metil-androstendiona,
la cual es un inhibidor de la P-450 arom en las células gonadales del embrion de pollo hembra
durante la diferenciacion sexual, observando la reversién sexual completa del organismo. Asimismo
se ha observado la expresion de la P-450 arom en los ovarios de embriones de pollo de sexto y
medio d.i., pero no en testiculos de la misma edad (Yoshida et al., 1996; Clinton 1998; Shimada,
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1998). En trabajos recientes Nomura et al. (1999) detectaron transcritos de la P-450 arom en
gdénadas de hembras del quinto d.i.

Villalpando et al. (2000) han encontrado que la expresion de la P-450 arom al sexto d.i. en gonadas
femeninas del embrion de pollo, se debe a la correlacion que existe entre el ARNm de la P-450 arom
y su actividad enzimética para la produccién de estradiol (E2). Estas evidencias apoyan la

importancia de la P-450 arom, en la diferenciacion sexual gonadal de las aves.

Woods y Erton (1978) demostraron que las gonadas embrionarias de pollo son capaces de sintetizar
androgenos desde el tercer y medio d.i. y estrégenos a partir del cuarto d.i., éstos resultados son
cuestionables debido a que en esas edades se esta terminando de establecer la cresta genital.

Tanabe et al. (1986) e Imataka et al. (1989) propusieron a las gonadas embrionarias de pollo,
principalmente el ovario, como secretoras de estrogenos. Con experimentos de autorradiografia se
ha encontrado que el epitelio superficial del ovario izquierdo es capaz de unir de manera especifica
a los estrogenos desde el quinto y medio d.i. (Gasc, 1980). Estas evidencias han llevado a proponer
que las hormonas esteroides pueden jugar un papel fisiologico fundamental en la diferenciacion
sexual gonadal y en el desarrollo del ovario de las aves.

Pedernera et al. (1999) cuantificaron la secrecion det 17h-estradiol en génadas de embrion de pollo
del octavo d.i., encontrando que la secrecién es mayor en el ovario izquierdo que en el derecho.
Mihismo se ha detectado la expresién de la P450 17 a-hidroxilasa (P450c17), la cudl convierte
progestinas a andrdgenos en gonadas de embriones de pollo del quinto d.i. (Yoshida et al., 1996).

Nakabayashi et al. (1998) y Kanda et al. (2000) detectaron por hibridacion in situ la expresion del
gen de la P450scc (P450 cholesterol side chain cleavage), la cual catatiza la conversion de colesterol
a pregnenolona, y la expresion de la 38-HSD (3B-hydroxysteroid dehydrogenase), la cual convierte
pregnenolona a progesterona, encontrando los mRNA de ambas enzimas; en el caso de (a P450scc se
detecto desde el séptimo d.i. y en el caso de la 38-HSD desde sexto d.i. en ambas gonadas de
embriones de potlo.

Smith et al., (1997) encontraron transcritos de los receptores a estrogenos en la region urogenital
de las hembras y machos de embriones de aves del tercer y cuarto d.i. respectivamente. También

se han detectado transcritos del receptor a estrégenos alfa, por hibridacion in situ en el epitelio de
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las gonadas izquierdas al séptimo d.i., no asi en las génadas derechas de ambos sexos (Nakabayashi
et al., 1998). El receptor a estrogenos fue inmunodetectado en la corteza y la médula de ovarios
derechos e izquierdos al séptimo d.i., sin embargo ta expresion fue mas abundante en la corteza del
ovario izquierdo (Andrews et al., 1997).

I1.3. El Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-B).

Este factor de crecimiento pertenece a la familia del TGF-B, la cual comprende mas de 30
polipéptidos relacionados estructuralmente. Incluye a la subfamilia del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), la subfamilia de la inhibina-activina, la subfamilia de las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs), la subfamilia DPP/vgl, la subfamilia de la hormona Anti-
Milleriana (AMH 6 MIS) y otras proteinas como el factor de crecimiento y diferenciacion (GDF), y el
factor neurotrofico de las células gliales (GDNF; Massagué, 1998).

Los polipéptidos que comprenden la subfamilia del TGF-Bs, los TGFp 1, 2, 3, 4y 5 desempefian un
papel importante en el desarrollo embrionario, homeostasis, regeneracion tisular, e intervienen en
procesos celulares como proliferacién, diferenciacién, migracion, adhesion, formacion de matriz
extracelular, produccion de proteasas, hematopoyesis, angiogénesis, quimiotaxis, funciones
inmunes e induccion de la apoptosis (Siegel y Massagué, 2003).

El patron de expresion de los TGF-fis varfa en cada tipo celular y no parece ser uniforme entre
células del mismo linaje. La estructura prototipo de los TGF-Bs, es el TGF-B1 inicialmente
identificado en el medio de cultivo de varias lineas celulares, tanto transformadas como no
transformadas. Mas tarde se logrd su purificacién de plaquetas humanas, donde se encuentra de
manera abundante, y la subsecuente clonacion de su cDNA (Border y Noble, 1995).

Todas las isoformas se sintetizan como precursores diméricos que se secretan al medio extracelular
en sus formas inactivas, de las cuales se originan sus formas maduras activas, también diméricas. El
TGF-B1 consta de dos cadenas de 112 aminoacidos unidas por puentes disulfuro, cada cadena es
sintetizada a partir del dominio carboxilo terminal de un precursor de 390 aminoéacidos (Lopez-
Casitlas, 1998).

Actualmente se conocen 4 isoformas: B1, B2, B3 presentes en mamiferos, 5 en Xenopus y B4 descrita

en pollo pero se considera homéloga a B1. Cada una de las tres isoformas presentes en los
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mamiferos estan codificadas por un gen con distinta localizacion cromdsomica. En el humano es la
siguiente: B1 (19q13), B2 (1g41) y B3 (14q24).

El mecanismo de accion de los TGF-Bs es a traveés de los receptores tipo | (TBRI) y tipo 1l (TBRII), los
cuales presentan una actividad de cinasa. Estos detectan la presencia del TGF-B en la superficie
celular, iniciando una serie de fosforilaciones que son las mediadoras bioquimicas de las respuestas
celulares al TGF-B. Estos receptores son especificos para serinas y treoninas, formados de 500 a 570
aminoacidos, con un peso molecular de 55 y 70 kDa, respectivamente. Estan presentes ubicuamente
en niveles bajos en células de aves y mamiferos (Massagué, 1990 y Lopez-Casillas, 1998).

Ademas de los receptores TRRI y TRRII, también se conoce al receptor tipo Il! (TBRIN & betaglicano)
y a la endoglina. El betaglicano y la endoglina, son proteinas de superficie celular capaces de unir al
TGF-B con alta afinidad, no son necesarias para la transduccion de la sefial pero pueden regular los
efectos del TGF-B, gracias a su capacidad de modular el acceso del tigando a tos receptores TBRI y
TBRII. El betaglicano, es un proteoglicano de membrana con un peso molecular de 280-330 kDa,
ademas de su papel como facilitador de la unién del TGF-Bb con sus receptores, también puede
actuar como antagonista del TGF-B previniendo la formacion del complejo de receptores TBR! y
TRRII (Massague, 1990).

El betaglicano, antagonista del TGF-B, es una forma soluble encontrada de forma natural en suero y
matrices extracelulares, generada por la proteolisis de su porciéon extracelular. Asimismo,
recientemente Vilchis-Landeros et al. (2001) han preparado una proteina recombinante baculoviral
del betaglicano soluble y proponen su uso como agente terapéutico anti-TGFB.

La Endoglina es una glucoproteina transmembranal de las células endoteliales, en las cuales
generalmente no esta presente el betaglicano, también puede antagonizar al TGF-B pero solo a la
isoforma 1. La reciente identificacion del gen de la endoglina como el afectado en la telangiectasia
hemorrégica hereditaria tipo 1 hace suponer funciones importantes, aln desconocidas, para este
receptor accesorio del TGF-B (Lopez-Casillas, 1998; Cymerman et al., 2000).

La ruta de transduccion del TGF-B comienza con la unién det ligando a su receptor TBRII, el cudl es
una cinasa constitutivamente activa, después el receptor tipo li unido al ligando fosforila al TBRi en
los residuos de serina-treonina en la secuencia TTSGSGSGLP del dominio GS, lo cudl induce su
actividad cinasa. Se forma entonces un complejo TGF-R/TBRII/TRRI capaz de transducir la sedal.
Cuando los receptores son estimulados por la unién del ligando, tas Smad 2 y 3 (las Smads, son
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grupo de proteinas intracelulares, su nombre proviene del producto del gen Mad de Drosophila y de
los genes Mad identificados en Caenorhabditis elegans, a su retacion se le llamo SMA/MAD) son
directamente fosforiladas por TBRI en un sitio consenso SS(V/M) en el extremo C-terminat. Una vez
fosforiladas Smad 2 y 3, pueden formar un complejo estable con la Smad 4. El complejo activo
formado por las Smad 2-3-4 es translocado al nlcleo donde se une al DNA, en parte por
interacciones con otras proteinas de unidn al DNA y por contactos directos Smad-DNA.

El complejo Smad-DNA es capaz de activar la transcripcion de genes blanco, esta activacion es
dependiente en parte de interacciones Smad con coactivadores como p300 y CBP, o bien capaz de
reprimir la transcripcién por su unién a corepresores como TGIF (Transforming growth interacting
factor), Ski (virus descubierto en el Instituto Sloan-Kettering) y Sno (Ski related-novel gene);
(Massagué y Chen, 2000; Siegel y Massagué 2003; Figura 2).

Existe una regulacion negativa de la via del TGF-B en varios de sus pasos, la primera se lleva a cabo
a nivel de ligando donde TGF-B, nogina, cordina e inhibina compiten por la unidn a los receptores
de TGF-B; la segunda ocurre a nivel del TBRI, donde la inmunofilina FKBP12 bloquea la
transfosforilacion del receptor; la tercera ocurre a nivel de las Smads, la 6 interactla con TBRI en
una manera mas estable que las Smad 2 y 3 compitiendo por la unién con el receptor y ta 7 bloquea
la fosforilacion de la Smad 2 y 3; la cuarta ocurre cuando se prende la via de las MAPKs (proteinas
cinasas activadas por mitdgenos) y estas fosforilan a la Smad 2 y 3 reduciendo su acumulacion
nuclear y finalmente la quinta ocurre cuando la ubiquitina disminuye la estabilidad de laSmad 2y 3
(Wotton y Massagué, 2001).
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Figura 2. Mecanismo de accién del TGF-B. EL TGF-0 se une al TBRIl y recluta al TBRI, fosforilandelo en et dominio GS
{residuos de serina-treonina). El receptor | activo fosforila a las Smad 2/3, provocando la liberacion de proteinas ancladas
al citoplasma como SARA (SMAD anchor for receptor activation). Las Smad 2/3 fosforitadas forman dimeros o trimeros can
Smad 4, se transloca al nicleo e interactia con cofactores de unién al DNA asi como con co-activadores o co-represores,
para modular la transcripcion de los genes blanco. [Las rutas Smad-independientes actdan rio abajo del complejo de
receptores. DAXX (death-associated protein), MAPK (mitogen-activated protein kinase), PP2A (protein phosphatase 2A).]
Tomada de Siegel y Massague, 2003.

El modelo de knock outs en embriones de ratén y en ratones adultos ha proporcionado
evidencias de que la ruta de sefializacion del TGF-B tiene un papel importante en el desarrollo y en
la homeostasis. En la tabla 1 se muestra un resumen de el fenotipo de ratones nulos para el gen del
TGF-B, su receptor tipo 1l y las Smad 2, 3 y 4, donde es apreciable que solo la mutacion para et TGF-
By Smad 3 son viables (Massagué et al., 2000; Diinker y Krieglstein, 2000).
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Tabla 1. Fenotipo de ratones nulos para el gen de los TGF-B’s, su receptor tipo Il y SMAD 2/3.Tomado de
Diinker y Krieglstein, 2000.

Gen blanco Fenotipo mutante durante el desarrollo | Fenotipc mutante en los adultos
Muerte postnatal (aprox. 4 semanas después de | Desordenes inflamatorios y auto
Ligando nacer) por trastornos inflamatorios. inmunes.
TGF-B1 El 50% de los embriones mueren a los 10.5 dias | Defectos en la agregacion de
de desarrollo debido a defectos de saco plaquetas.
embrionario, vasculogénesis y hematopoyesis. | Carcinogénesis en piel, glandulas
mamarias y colon.
Muerte de cianosis congénita antes o durante
Ligando el nacimiento.
TGF-R2 Malformaciones craneofaciales, del ojo, de la
columna vertebral, del oido, corazén, pulmoén,
extremidades y urogenitales.
Ligando Muere a las 24 horas de nacer.
TGF-B3 Defectos en palatogénesis, en el desarrollo
pulmonar y en maduracion pulmonar.
Receptor Letal alrededor del 10.5 dia de desarrollo.
TRRI Defectos en saco embrionario, hematopoyesis y
vasculogénesis.
Mediadores
intracelulares Letal antes del dia 8.5 de desarrollo. Defectos
en la formacion del mesodermo y en la
SMAD2 »
gastrulacion.
Mediadores Viable y fértil.
intracelulares Probables adenocarcinomas colén
SMAD3 rectales a la edad de 4 a 6 meses.
Letal antes del dia 7.5 de desarrollo.
Mediadores Crecimiento retardado.
intracelulares Defectos en la formacion del mesodermo y en
SMAD4 la gastrulacion.
Desarrotlo anormal del endodermo visceral.
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1il. ANTECEDENTES
lll.1. Efectos del TGF-B en el ovario,

En el ovario de mamiferos las células de ta granulosa y de la teca de los foliculos de
diferentes estadios de desarrollo (primordial-preantral) expresan las isoformas 1, 2 y 3 del TGF-B, asi
como sus receptores tipo | y tipo Il (Chegini y Flanders, 1992; Teerds y Dorrington, 1992; Goddard et
al., 1995; Mc Natty et al., 2000) y tipo Il {(Lewis, et al., 2000; Drummond, et al., 2002; Mc Conell,
et al., 2002; Liu et al., 2003).

Los efectos del TGF-B sobre las células foliculares son complejos, por ejemplo, la proliferacion de
las células de la granulosa puede ser estimulada o inhibida dependiendo de la especie, el estado de
maduracion folicular y su interaccién con otros factores de crecimiento y hormonas (Skinner et al.,
1987; Roberts y Skinner, 1991; Lerner et al., 1995).

Mientras el TGF-B estimula la proliferacion de las células de la granulosa del ovario de rata
(Dorrington et al., 1988), la inhibe en las células de la granulosa del foliculo antral de bovino
(Skinner et al., 1987) y preantral de hamster (Roy, 1993) y también en este tipo celular, el TGF-B,
puede estimular (Ying et al., 1986) o inhibir (Benahmed et al., 1993) la esteroidogénesis.

La secrecién de TGF-B in vitro disminuye en cultivo primario de células de la granulosa obtenidas
de rata tratadas con FSH (hormona foliculo estimulante), DES (dietilestibestrol), E2 (estradiol) y su
combinacién, sin embargo la proliferacion celular aumenta cuando se adiciona TGF-B al medio de
cultivo (Saragueta et al., 2002). De la misma forma, la secrecion de TGF-B disminuye en células de
la teca de ratas tratadas con LH (hormona luteinizante), IGF-1 (factor de crecimiento parecido a la
insulina-1) y E2 (Magoffin et al., 1995). ‘

Es conocido que el TGF-B enddgeno media la accion mitogénica de E2 en células de la granulosa de
rata (Dorrington et al., 1993), ademas aumenta la actividad de aromatasa inducida por FSH asi
como la sintesis de progesterona (Hutchinson et al., 1987) y de inhibina (Zhang et al., 1988).
También potencia la expresion de los receptores de LH (Kim y Schumberg, 1989). Asi mismo TGF-B
estimula la produccion de progesterona en células tecales de bovinos (Robert y Skinner, 1991) e
inhibe la sintesis de CYP17,17-alpha-hydroxylase (Demeter-Arlotto et al.,1993; Fournet et al.,
1996).
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/

Otro de los efectas que tiene TGF-B es regular a la alta la expresion del factor de crecimiento de
tejido conectivo en células de la granulosa, el cual interviene en la remodelacion de la matriz y
angiogénesis durante el crecimiento folicular y la formacién del antro (Harlow et al., 2002). TGF-B\
también tiene la capacidad de inducir al ovocito a reanudar la meiosis en cultivos de foliculos de
rata madura (Feng et al., 1988).

Para los ovarios fetales de mamiferos, se conoce que el TGF-B es un factor quimiotropico de
células germinales y que puede inhibir su proliferacién (Godin y Wylie, 1991; Richards et al., 1999).

Para las gonadas de pollo, se conoce la expresion del TGEB2 (Burt y Péton, 1991), TGF-h3
(Burt et al., 1995) y TGF-B4 (Jakowlew et al., 1988) en el ovario adulto (Law et al., 1995). Y la
expresion del TGF-B2 en ovarios embrionarios desde el quinto al noveno d.i. (Hattori et al., 2002).
También en un modelo in vitro, se propone que el TGF-B2 solo o en combinacidn con otros factores
de crecimiento SCF (stem cell factor), LIF (leukemia inhibitory factor), FGF-2 (fibroblast growth
factor-2), W-11 (interledkin-11), IGF-1 (insulin-like growth factor) inhibe la proliferacion de las
células germinales de embriones de pollo de 6 d.i. (E29/H-H; Fujioka et al., 2004).
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IV. HIPOTESIS

El crecimiento del ovario esta regulado por factores de crecimiento, si aumentamos
0 disminuimos la concentracion del Factor de Crecimiento Transformante B durante el
desarrollo embrionario del ovario, el niimero, la proliferacién y la apoptosis de las células
germinales y somaticas se veran modificados.
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V. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del TGF-B sobre las células germinales y somaticas. en el ovario
del embrién de pollo a los 9 d.i.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de TGF-B1 y TGF-B2 por medio de conteo celular sobre el nimero de

células germinales y somaticas en el ovario del embrion de pollo a los 9 d.i.

2. Evaluar el efecto del betaglicano soluble por medio de conteo celular sobre el nimero de
células germinales y somaticas en el ovario del embrién de pollo a los 9 d.i.

3. Valorar mediante incorporacion de BrdU (5-Bromo-2’-deoxiuridina) el efecto de TGF-B1, TGF-
B2 y betaglicano soluble sobre la proliferacion celular del ovario del embrion de pollo a los

9 d.i.

4. Evaluar con la técnica de TUNEL el efecto del TGF-B1 sobre la apoptosis del ovario del
embrion de pollo a los 9 d.i.

5. Examinar por microscopia, la morfologia del ovario del embrién de pollo de 9 d.i. tratado
con TGF-B1, TGF-R2 y betaglicano soluble.
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Vi. MATERIAL y METODOS
VI.1. Cultivo de é6rganos

Ovarios de embriones de pollo de ¢ d.i. fueron disecados y cultivados en grupos de tres sobre
membranas de policarbonato (Whatman, Nucleopore PC, no. cat. 110410). En cajas de plastico
(Nunclon/Surface, no. cat. 153066) con 2.5 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium-high glucosa, no. cat. 10569-010). El medio de cultivo fue suplementado con 0.1%
Albumax (Gibco-BRL, no. cat. 11020-021) y con 100 pl de antibidtico Penicilina-Estreptomicina 100x
(GIBCO, no. Cat. 10378-010) por 10 m|l de DMEM para prevenir contaminaciones bacterianas.

Los tratamientos durante los cultivos de drganos se realizaron en cuatro grupos: €l primer grupo
fue el testigo, el segundo fue para el TGF-B1 (Factor de Crecimiento Transformante-Bi
recombinante humanao, R&D Systems, no. cat. 240-B/CF), el tercer grupo para el TGF-f2 (Factor de
Crecimiento Transformante-B2 recombinante humano, R&D Systems, no. cat. 302-B2) a ambos
grupos se les administré una concentracion de 10 ng/ml y el cuarto grupo para el betaglicano
soluble, a este grupo se le administré una concentraciéon de 8 pg/ml. El betaglicano soluble fue
proporcionado gentilmehte por el Dr. Lopez-Casillas (IFC,~-UNAM). Las concentraciones 6ptimas de
los factores de crecimiento fueron determinadas con experimentos descritos abajo.

VI.2. Curva de Dosis y Tiempo de cultivo
Para el TGF-B1 y el TGF-B2 las concentraciones y el tiempo de cultivo éptimo se determinaron de
la siguiente forma:

Las gonadas cultivadas se colocaron en viales siliconizados con 0.5 ml de tripsina disuelta en
solucién salina libre de calcio y magnesio a una concentracion de 0.1mg/10ml. Posteriormente el
vial se coloco en bano maria a 37 “C durante 10 minutos, con agitacion de 90 ciclos/minuto,
inmediatamente después se procedi6 a la disgregacion celular con una pipeta pasteur silicoﬁizada.
Una vez que se disgrego la gonada se le agrego 0.5 ml de inhibidor de tripsina (Fluka Biochemika)
disuelta en DMEM + 0.1% albumax a una concentracion de 0.2mg/10ml. Finalmente se realizé la
cuantificacion de las células germinales y somdticas en una cadmara cuenta glébulos. Las células
germinales se distinguen de las sométicas por ser mas grandes, tienen nucleo excéntrico y cuerpo
de Balbiani. ’

Para los TGF-RB’s se probaron las siguientes concentraciones: 2.5, 5, 10, 20 y 40 ng/ml y los
siguientes tiempos de cultivo: 24, 48, 72, 96 y 120 horas; y para el betaglicano soluble, las
concentraciones fueron de 8, 4, 2 y 1 pg/ml y el tiempo de cultivo utilizado fue de 72 h.
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Materialy Métodos

Consideramos el tiempo dptimo de 72 h de cultivo y la concentracion de 10 ng/ml para los TGF-B’s y
de 8 pg/ml para el betaglicano soluble.

VI1.3. Histologia

Después del tratamiento con TGF-B1, TGF-R2 o con betaglicand soluble. Los ovarios fueron
fijados en Bouin durante 2 h, deshidratados, cortados y tefiidos con hematoxilina-eosina y con
Tricromica de Masson para su analisis morfolégico.

VL.4. Proliferacién celutar

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la proliferacion celular, se determiné el
porcentaje de células germinales y somaticas en fase de sintesis. Las gonadas fueron cultivadas en
las condiciones anteriormente descritas por 24 y 72 h. Posterior a este tiempo de cultivo, se les
cambio el medio de cultivo, el cual contenia previamente 1pl/ml de 5-Bromo-2'-deoxiuridina
(BrdU,1pl/ml, 10 000 X), ésta es un analogo de la timina y se incorpora en el DNA durante la fase S y
se cultivaron por dos horas mas. Después de este tiempo, las génadas se colocaron en un tubo
eppendorf al cual se le agrego tripsina (750 ul al 0.1% disuelta en solucion salina libre de calcio y
magnesio); se incubaron 10 min en el bafo maria a 37 °C y se disgregaron las génadas con pipetas
pasteur siliconizadas, luego se les agregd 750 yl de inhibidor de tripsina (disuelto en DMEM al 0.2%).
A la suspension celular obtenida se le centrifugd por 12 min a 1,800 rpm, el botén celular se lavo
con 1 ml de PBS. Se volvid a centrifugar en las mismas condiciones y se resuspendié nuevamente con
PBS. Se realizaron extendidos celulares en portaobjetos recubiertos con polilisina (20 pl de muestra)
y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Los frotis se fijaron en etanol acido (70ml de ETOH con 30 ml de buffer de glicina a pH 2), por
30 min a -20 °C y la deteccién de BrdU se realizd de acuerdo al protocolo que proporcibné el
proveedor (Roche, no. Cat. 1 296 736). Brevemente, los frotis se lavaron 2 veces con PBS a
temperatura ambiente durante 10 min, enseguida recibieron otros 2 lavados de 10 min de PBS
caliente, y se incubaron 1 h con el primer anticuerpo (1:10) en una camara himeda a 37°C. Después
del tiempo de incubacion se lavaron 3 veces durante 10 min con PBS a temperatura ambiente y se
incubaron otra hora con el segundo anticuerpo (1:10) en condiciones de oscuridad. Recibieron un
lavado con PBS/Tween al 0.05% y dos con PBS, cada uno de 10 min. Finalmente se montaron y se
procedi6 a realizar el conteo celular en un microscopio de fluorescencia.
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VI.5. Apoptosis

Para evaluar el efecto del TGFR1 sobre la induccidn de la apoptosis, se realizo la técnica del
TUNEL segun las indicaciones del proveedor (Roche, In Situ Cell Death Detection Kit, POD, no cat. 1
684 817).

Las gonadas se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS, luego se procesaron para su inclusion
en parafina. Cortes histoldgicos de 5 pm de grosor, se desparafinaron a 60 °C durante 30 min, se
lavaron en xileno durante 10 min y se rehidrataron en etanoles graduales al 100, 96, 90, 80 y 70%
durante 5 min cada uno. El siguiente paso fue incubar con proteinasa K libre de nucleasas durante
20 min a 37 °C [10-20pg/ml en 10mM Tris/HCL, pH 7.4-8]. Después se lavaron 3 veces con PBS y se
les incubo 2h con la mezcla del TUNEL en una camara humeda en condiciones de oscuridad.
Simultaneamente se realizaron los controles negativos permeabilizando a las células en 50 pt de
Label Solution (sin terminal transferasa) en lugar de la reaccién del TUNEL. También se realizaron
controles positivas, permeabilizando las células con Dnasa 1 grado i (3000U/ml- 3U/ml en 50mM Tris
HCL, Ph 7.5, 10mM MgCI2 1mg/ml BSA) por 10 min a 25°C.

Después del tiempo de reaccién se lavaron 3 veces con PBS y se pudieron observar al
microscopio de fluorescencia. También se revelaron con peroxidasa, para lo cual se adicioné a cada
preparacién 25 pl de Converter-POD y se incubaron en una camara himeda toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente se lavaron con PBS tres veces y se les adicioné 50 yl de DAB sustrato y se incubaron por
10 min. Finalmente el montaje fue con PBS/glicerol y la cuantificacion del nimero de células
apoptoéticas se realizé midiendo en un corte el area del ovario y contando el numero de células
marcadas por pm?.

VI.6. Estadistica

Las comparaciones pareadas se realizaron con la prueba de “t” de Student’s. Las
comparaciones multiples se realizaron con una ANOVA (Andlisis de Varianza) seguida de Tukey y
Duncan. Los grupos se consideraron estadisticamente diferentes con p < 0.05. Todos los analisis

estadisticos se realizaron con SPSS (Statistical Package for the Social Sciencies) v. 10 y con SAS
(Software Analysis System) v, 6.
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VIl. RESULTADOS
VIL.1. Curva de Dosis y Tiempo de cultivo
TGF-B1

En la suspension celular obtenida de la disgregacion de las gonadas cultivadas se distinguen
claramente las células germinales de las somaticas. En las gonadas que recibieron el tratamiento
con el TGF-B1 se observa una disminucioén en el nimero de células somaticas desde la administracion
de 10ng/ml de casi el 50% de estas células. El nimero de células germinales permanece constante a
las concentraciones estudiadas. (Figura 3A y 3B). En el caso del TGF-Bz ocurri6 el mismo fenémeno
(datos no mostrados).

Curva de dosis de TGF-B1
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Figura 3. Efecto del TGF-f1 sobre el nimero de las células germinales y somaticas en el ovario embrionario
de pollo de 9 d.i. cultivado durante 72 h. (A) El TGF-B1 no modifico significativamente el ndmero de
células germinales con respecto al grupo testigo. (B) En el caso de las células somaticas el TGF-Bs
disminuyo significativamente el nimero de células somaticas entre el testigo y los tratados con TGF-B1 a
las dosis de 10, 20 y 40 ng/ml. Las barras representan la media + eem, n = 10-15. *p < 0.05% vs el testigo.
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Resultadas

La curva temporal del TGF-B1 y TGF-B2 (datos no mostrados) para el ovario embrionario se hizo a
la concentracion de 10 ng/ml de TGF-B. Se observé una disminucion en el ndmero de células
somaticas a partir de las 48 h y se mantuvo hasta las 120 h. Sobre el nimero de células germinales
el TGF-B1y TGF-B2 (datos no mostrados) no tuvo efecto estadisticamente significativo (Figura 4A 'y
4B).
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Figura 4. El efecto de TGF-B1 (10 ng/ml) sobre el nimero de células germinales y somaticas en el ovario embrionario de
pollo de 9 d.i. cultivado durante 24, 48, 72 y 120 h. (A) Se observa que el nimero de células germinales no se modifica
estadisticamente por efecto del TGF-B1 durante los tiempos de cultivo ensayados. (B) Las células somaticas tratadas con
TGF-B1 disminuyeron significativamente durante los cultivos de 48, 72 y 120 h. Las barras representan la media + eem, n =
3-6. *p < 0.05% vs el testigo.
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VIl.2. Betaglicano soluble

El betaglicano soluble a las concentraciones probadas no tuvo ningin efecto
estadisticamente significativo con respecto al testigo, sobre el nimero de células germinales y
somaticas del ovario embrionario de pollo de 9 d.i. cultivado durante 72 h (Figura 5 Ay 5B).

Curva de dosis de betaglicano soluble
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Figura 5. Efecto del betaglicano soluble sobre el nimero de células germinales y somaticas en el ovario
embrionario de pollo de 9 d.i. cultivado durante 72 h. El betagticano soluble no modificé el nimero de
células germinales (A), ni el nimero de células somaticas (B) con respecto al testigo. Las barras
representan la media + eem, n = 4-18. *p < 0.05% vs el testigo.
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Resultadas _

Para observar si el betaglicano soluble revertia el efecto de los TGF-f’s en el ovario
embrionario de pollo de 9 d.i., se realizaron cultivos de drgano durante 72 h con los siguientes
tratamientos: betaglicano (8ug/ml), TGF-B1 (10 ng/ml), TGF-B2 (10 ng/ml) 6 sus combinaciones.

En los ovarios embrionarios tratados con TGF-B1 se observ una disminucion estadisticamente
significativa en el nimero de células somaticas con respecto al testigo, esta disminucion fue del 40%
(Figura 6, A). En la misma grafica, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras tratadas con betaglicano y TGF-B1 + betaglicano con respecto al testigo. En este caso se
pierde el significado estadistico del TGF-B1 mas betaglicano respecto al testigo.

Ademas, también se compard el grupo tratado con TGF-B1 contra el grupo tratado con
betaglicano, donde fue observable una disminucion del 30% en el nimero de células somaticas. Para
los ovarios tratados con TGF-Bz se cuantificd un menor niimero de células somaticas del 40% con
respecto al testigo y del 30% con respecto al betaglicano. En este caso, si se observd que el
betaglicano revirtié el efecto del TGF-B2 aumentando el nimero de células somaticas en casi un 35%
(Figura 6, B).
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Figura 6. Efecto del TGF-B1, TGF-B2 y betaglicano soluble sobre células somaticas en el ovario del
embrién de pollo de 9 d.i. Después de 72 h de tratamiento con TGF-B1 (A) 6 con TGF-B2 (B), se
observd para ambos casos una disminucion en el nimero de células somaticas. Las barras
representan la media + eem., n = 4-6. *p < 0.05 vs el testigo.
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V1.3, Proliferacion celular

Debido a que en los experimentos anteriores observamos que el TGF-B1 y el TGF-B2
disminuyeron el numero de células somaticas, se decidid evaluar el efecto del TGF-B1 sobre la
proliferacion celular, a través del porcentaje de células en fase de sintesis. Se realizé un ensayo de

incorporacion de BrdU en las células somaticas del ovario embrionario de pollo de 9 d.i. alas 24 y
72 h de cultivo,

El tratamiento con TGF-B1 disminuyé el porcentaje de células somaticas que incorporaron BrdU en
un 50% tanto a las 24 como a las 72 h de cultivo (Figura 7, Ay B).
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Figura 7. Incorporacion de BrdU en las células somaticas del ovario embrionario de pollo de 9 d.i., a las
24 y 72 h de cultivo. Después del tratamiento con TGF-B: (A, B) el porcentaje de células que

incorporaron BrdU disminuy6 un 50%. Las barras representan la media + eem, n = 6-7. “p < 0.05 vs el
testigo.
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—Resultados _

Para evaluar el efecto del TGF-B1, TGF-B2 y betaglicano soluble sobre la proliferacién celular, se
realizo un ensayo de incorporacién de BrdU en las células somaticas del ovario embrionario de polto
a las 24 h de cultivo.

En el ovario, el tratamiento con TGF-B1 y con TGF-R2 disminuyo el porcentaje de células somaticas
que incorporaron BrdU, con respecto al testigo en un 30% y 35% respectivamente y una disminucién
del 35% y 40% con respecto al betaglicano.

Por otro lado la proliferacién de las células somaticas no cambia después del tratamiento con
betaglicano soluble y ademas este inhibe parcialmente el efecto del TGF-B1 y TGF-B2 ya que elimina
la diferencia observada en la disminucion de las células somaticas en fase S, pero no alcanza a

mostrar diferencia significativa entre los grupos tratados con TGF-B y con TGF-B mas betaglicano
(Figura 8; Tabla 2).

Ovario
14 7 14 .
] 1

=) 2

e I g I
® ®

=2 =2

T o

g 1 : 1

Q (9]

© ©

c c

Q9 2

1e) v

o o

[+3 [=]

a e

[] [=]

(] (v

£ £

2R -3

T M Bg Bi+be T B2 By Blbe

Figura 8. Incorporacion de BrdU en las células somaticas del ovario embrionario de pollo de 9 d.i., a las
24 h de cultivo. Después del tratamiento con TGF-B1 (A) y con TGF-B2 (B) el porcentaje de células
somaticas en sintesis disminuyd un 30% y un 35% respecto al testigo. Y un 35 6 40% con respecto al
betaglicano soluble. Las barras representan la media + eem, n = 4-5. *p < 0.05 vs el testigo.
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Resultados

Tabla 2. Porcentaje de incorporacién de BrdU en las células sométicas del ovario a las 24 h de cultivo.

Media + eem Media + eem
Testigo 9.22+1.04 Testigo 11.1621.45
TGF-B1 5.79+0.57 * TGF-B2 7.25:0.33*
Betaglicano 9.81£1.00 Betaglicano 11.8310.82
TGF-B1+Betaglicano 7.35:0.78 TGF-p2+Betaglicano 9.5311.07

* p < 0.05, diferencia estadisticamente significativa respecto al testigo
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Vil.4. Apoptosis

El efecto del TGF-B1 sobre la induccion de la apoptosis en las células del ovario del embrion
de potlo, se evalubé en cortes histologicos con ta técnica del tanel en cultivos de 36 h. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de células apoptdticas
de los ovarios testigos y de los tratados con TGF-R1 (Figura 9A y 9B, Figura 10).

Ovario
DO Testigo
MWTGFR1

14 4
k]
S 124
>
2
E 10 -
=5
-
=
8 8-
8
g
5 &7
3
g
o 4
©
4
5
- Z
=z

0

Figura 9. El porcentaje de células apoptéticas detectadas por TUNEL en el ovario embrionario de pollo
de 9 d.i., a las 36 h de cultivo no cambia por efecto del TGF-B1. Las barras representan la media + eem,
n=6-7.*p < 0.05 vs el testigo.
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Figura 10. Cortes histolégicos del ovario embrionario de pollo de 9 d.i., procesados con la técnica del TUNEL y revelados
con peroxidasa, A) Ovario testigo cultivado 36 h, se observan las células apoptoticas (=ejp- ), (40 X). B) Ovario tratado con
TGF-B1 cultivado durante 36 h, se observan las células apoptéticas con la misma tincion del ovario testigo, (40X).
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VII.5. Histologia

El anélisis morfoldgico del ovaric se hizo en cortes histoldgicos teAidos con H-E y con tricrémica
de Masson.

En el ovario testigo del embrion de pollo a los 9 d.i. se observa el epitelio superficial que
recubre a la corteza, que a su vez contiene a las ovogonias, por debajo de esta se encuentra la
médula, formada por cordones de células somaticas separadas por mesénquima, los cordones
medulares se derivan de la protiferacién de las células del epitelio.

En los cortes histologicos del ovario tratado con TGF-B teiiidos con H-E, se observé la
desaparicion del epitelio superficial que se encuentra recubriendo la corteza, esta a su vez se
desorganiza y por lo tanto no se puede observar un grosor bien definido, existe una migracion de las
ovogonias de la region cortical donde se encuentran normalmente, a la regién médular, asimismo
también la médula pierde su arreglo histolégico y se vasculariza. En los cortes tefidos con
tricromica de Masson se observa un notable incremento de las fibras de matriz extracetular, asi
como una acumulacion de las ovogonias en una especie de compartimentos que al parecer se han
formado por efecto del TGF-B (Figura 11A y 11B),
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Figura 11. Cortes histoldgicos del ovario embrionario de pollo de 9 d.i., testigo (A) y tratado con TGF-B (B). En (A) se
observa el epitelio superficial por encima de la corteza (C) y la médula (M), asi como las ovogonias { » ) inmersas en {a
corteza (20X). En (B) se observa la migracién de las ovogonias desde la corteza {C) hacia a la médula (M), asi como una

desorganizacion de la corteza y un incremento en ta matriz extracetular (ME), (40X).

30



VII1. DISCUSION

En el presente estudio, se evaluo el efecto proliferativo y apoptotico del TGF-B1 y TGF-B2
sobre las células germinales y somaticas en el ovario del embrién de pollo a los 9 d.i., utilizando un
sistema de cultivo para drgano completo, con concentraciones de TGF-B que van desde los 5 hasta
los 40 ng/ml, se utilizo un medio definido libre de suero, debido a que en el suero bovino fetal se ha
encontrado un factor parecido al TGF-B (Sakai y Barnes, 1991).

Trabajos previos han reportado la expresion del gen del TGF-B2 en ovarios y testiculos del embrion
de pollo desde el quinto hasta el noveno d.i. (Hattori et al., 2002), y un efecto de inhibicion de esta
isoforma sobre la proliferacion de las cgp del embrion de pollo a los 6 d.i., en un sistema de co-
cultivo con células del estroma de la cresta genital (Fujioka et al., 2004).

En este trabajo se evalud el efecto de los factores de crecimiento TGF-B1 y TGF-B2 en el ovario del
embrion de pollo a los 9 d.i., y se encontré que el TGF-B1 y TGF-B2 disminuyen el niumero e inhiben
la proliferacion de las células somaticas. Se ha reportado previamente que en varios tipos celulares,
las isoformas del TGF-B detienen el ciclo celular en la fase G1 tardia, via PP2A (Fosfatasa-2A),
cuando las células comienzan a entrar a la fase S (Petritsch et al., 2000; Derynck y Zhang, 2003;
Siegel y Masagué, 2003). Por lo que creemos que el TGF-B puede estar limitando por esta via la
proliferacién de las células somaticas del ovario. Existe la posibilidad de que el TGF-B induzca
apoptosis a través de otra via de sefializacion, como ya se ha reportado en las goénadas de
mamiferos (Coucouvanis et al., 1993; Olaso et al. 1998). '

En nuestros resultados evaluamos con la técnica de TUNEL la apoptosis en ovarios testigo y tratados
con TGF-B1. Al cuantificar morfolégicamente el numero de figuras apoptoticas en los ovarios
tratados nuestros datos, no mostraron diferencias estadisticas significativas, por lo que en este
sentido, no podemos afirmar que la disminucién en el nimero de células somaticas se deba también
a la apoptosis. Sin embargo, consideramos que si realizamos mas experimentos a las 36 h y ademas
realizamos otros a 24 h entonces serd mas probable encontrar que efectivamente el TGF-B induzca
apoptosis en la gonada embrionaria de pollo, ya que se le ha reportado como un agente que induce
muerte celular tanto in vivo como in vitro (Schuster y Krieglstein, 2002).
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Por otro lado en lo concerniente a las cgp, existen reportes en las gonadas de mamiferos que
indican que el TGF-B puede suprimir el crecimiento de las células germinales (Godin y Wylie, 1991;
Richards et al., 1999; Fujioka et al., 2004), efecto que nosotros no encontramos en las ovogonias
del ovario de embriones de pollo de 9 d.i. Hay diferencias en la metodologia utilizada, ya que en
estos trabajos utilizan cultivos primarios de cgp y nosotros utitizamos cultivos de drgano completo,
lo que pudiera indicarnos que las células somaticas estan interviniendo en la regulacién de la
proliferacion de las CGP, secretando algunos otros factores de crecimiento como SCF, LIF, FGF-2,
IGF-1 y IL-11 que ya se han reportado afectan la sobrevivencia y proliferacion de las células
germinales, y que ademas son necesarios para el establecimiento de las células germinales en el
embrion de pollo (Park y Han, 2000).

Asimismo, el TGF-B2 es expresado prominentemente en las génadas embrionarias de pollo durante la
fase mitéticamente activa de las cgp (Hattori et al., 2002), lo que nos sugiere que esta isoforma no
afecta la actividad mitotica de las células germinales siempre y cuando se encuentren en presencia
de las células somaticas; o bien el TGF-b2 podria estar sinergizando con la via de las proteinas
cinasas activadas por mitogenos (MAPKS) para estimular la proliferacion de las ovogonias, sin
embargo, los mecanismos de activacion de las MAPKS (ErK, JNK o p38 MAPK) por las isoformas del
TGF-B y sus consecuencias bioldgicas hasta el momento estdn pobremente entendidas (Derynck y
Zhang, 2003).

Evaluando también el efecto de antagonista para el TGF-RB afnadimos al sistema de cultivo,
betaglicano soluble, un agente neutralizante de las isoformas del TGF-B (Vilchis-Landeros et al.,
2001). Encontrando que el ovario responde diferente al betaglicano soluble de acuerdo con el
tratamiento recibido.

Para el TGF-B+ encontramos que la presencia del betaglicano soluble impide la reduccidn en el
numero y la proliferacion de las células somdticas. Algo similar se observa con el tratamiento con
TGF-B2 por el agregado de betaglicano soluble. Observamos que el betaglicano soluble
aparentemente neutraliz en mayor proporcion el efecto anti-proliferativo de B2 comparado con B1,
pero estos datos no fueron estadisticamente significativos. La respuesta diferencial puede atribuirse
a la afinidad que presenta el betaglicano soluble por las isoformas del TGF-B, ya que la potencia
anti-TGFD del betaglicano soluble es 10 veces mayor para B2 que para B1 (Vilchis-Landeros et al.,
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2001). Lépez-Casillas et al. (1994) observaron que mientras es necesario 25nM de betaglicano
soluble para inhibir la respuesta del 2 al 100% son necesarios 400nM para inhibir el B1 al 80%.

Histologicamente en el ovario tratado con TGF-B se presentd la desorganizacién de la corteza por la
migracion de las ovogonias, este tipo celular en condiciones normales se encontraria en la corteza,
sin embargo, después del tratamiento se desplazan a la médula. También parece haber un mayor
nimero de fibras de matriz extracelular. Existen reportes en las gonadas de mamiferos donde
proponen al TGF-B como un potente quimioatrayente de las células hematopoiéticas (macréfagos y
monocitos) y fibroblasticas en cultivo (Wahl et al., 1987; Postlethwaite et al., 1987), ademads
estimula la secrecion de proteinas de matriz extracelular (fibronectina, laminina y colagena IV) y
sus receptores (Dickson et al., 2002). Asimismo sabemos que las ovogonias de ratén presentan los
receptores tipo | y Il para el TGF-B (Richards et al., 1999), por lo que creemos, las células
germinales tienen los elementos necesarios para responder al TGF-B que se encuentra en el ovario
del embridn de pollo a esta edad, esta respuesta estaria dada por la capacidad de las células
germinales de reclutar los elementos de citoesqueleto necesarios para polarizarse y poder migrar a
donde existe la mayor concentracion de TGF-B, que en este caso seria la médula (Godin y Wylie,
1991).

Finalmente, debido a que no existen reportes referentes al papel del TGF-B en el desarrollo de las
gdnadas en aves, también realizamos cultivos de testiculos det embrion de polle de 9 d.i. (datos no
mostrados); encontrando diferencias en comparacion con et ovario, si bien TGF-B1 si tiene un efecto
anti-proliferativo sobre las células somaticas del testiculo, y este efecto también es neutralizado
con el betaglicano soluble, el TGF-Bz no tiene ningin efecto sobre las células somaticas de
testiculo. Lo anterior sugiere que a los 9 d.i. en el desarrollo de la génada del embrién de pollo, la
expresion de los genes para el TGF-B1 y TGF-B2 es diferencial. Con base en los resultados aqui
mostrados, proponemos que cada isoforma de TGF-B tiene una funcidn diferente en el desarrollo de
la gonada del embridn de pollo. Se necesitaran mas estudios para dilucidar las probables diferencias
en la participacion de los TGF-B’s en el desarrollo embrionario del ovario y el testiculo.
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. CONCLUSIONES

- EL TGF-B1 y el TGF-B2 regulan la proliferacion en el ovario del embrion de pollo a los 9 d.i.
inhibiendo la proliferacion de las células somaticas.

- ELTGF-B1y el TGF-B2 no afectan la proliferacién de las ovogonias en el ovario del embrion de
pollo de 9 d.i.

- ELTGF- B1y el TGF-Bz2 promueven la migracién de las células germinales de la corteza a la
médula ovarica, posiblemente mediante la acumulacién de fibras de matriz extracelular en
embriones de pollo de 9 d.i.

- Los efectos del TGF-Bt y el TGF-R2 en el ovario son neutralizados por la presencia del
betaglicano soluble.
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X. PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo muestran a las isoformas 1 y 2 del TGF-B como inhibidores de la
proliferacion de las células somaticas en el ovario del embrion de pollo a los 9 d.i. Probablemente,
el TGF-B intervenga deteniendo el ciclo celular sin que aparentemente induzca apoptosis. Seria
necesario abordar este tema con perspectiva al estudio de las vias de transduccion de sefiales, es
decir cuantificar las proteinas que pueden estar siendo fosforiladas al prender una u otra via
(sobrevivencia-muerte).

Este trabajo también propone al TGF-B como una posible molécula que promueve la migracion de
las cgp de la corteza a la médula ovarica y la acumulacion de fibras de matriz extracelular en
ovarios de embriones de pollo de 9 d.i. En este sentido, es necesario profundizar en como se llevan
a cabo los mecanismos de la migracion por una actividad quimiotéctica de los TGF-B’s.

Finalmente se propone para cada isoforma del TGF-B una funcidn diferente en el desarrollo de el
ovario y el testiculo del embrion de pollo a los 9 d.i., por lo que seria necesario cuantificar la
expresion de los genes y la presencia de RNA mensajeros de dichas isoformas en ambas gdnadas
para confirmar esta propuesta, asi como establecer ta ventana de tiempo en la que esta actuando
cada isoforma.
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