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. Resumen

El ovario produce hormonas esteroides sexuales y ovocitos fertilizables, su
superficie esta recubierta por un epitelio plano el cual recibe constantemente
estimulos hormonales y de factores de crecimiento. Se propone que de este
tejido se derivan al menos el 90% de las neoplasias del ovario las cuales
generan la mayor tasa de mortalidad mundial por causa ginecoldgica con un
riesgo de 1.8 %. Los factores asociados a esta patologia son principalmente
hormonales y se diagnostica frecuentemente en el climaterio. En esta etapa
cambia la relacién andrégenos/estrégenos producidos por el ovario y se
incrementan los niveles de gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH).

El epitelio superficial es menos del 1% del tejido ovarico lo cual dificulta el
estudio de tejido normal por lo que en este trabajo se propone un modelo in
vitro para estudiar la participacion de la testosterona y la dihidrotestosterona en
la proliferacion de las células del epitelio superficial del ovario obtenidas de
embriones de pollo de 14 dias de incubacién. Se trabajo con cultivos primarios
de células epiteliales con aproximadamente 50% de confluencia, previo a la
administracion de los tratamientos hormonales las células se mantuvieron 12 h
con medio de cultivo bajo en suero, las hormonas ensayadas fueron
testosterona, dihidrotestoterona y 17R-estradiol a las dosis de 10%-10"" M. La
proliferacion celular se evalud utilizando la técnica de incorporacion de BrdU y
la cuantificacion del nuamero total de células por caja de cultivo; los tiempos
probados fueron de 1-3 h., 12 y 48 h. Los resultados muestran que la
testosterona (10" y 10" M) a las 12 h de tratamiento incrementa
discretamente el porcentaje de células en fase de sintesis. En los cultivos
tratados con DHT (107'° M) por 48 h se observé un aumento en el nimero de
células/caja. No se detectaron cambios con 17R-estradiol con ninguna de las
dosis ensayadas en los distintos tiempos de tratamiento. EI RNAm para el
receptor de androgenos asi como su proteina se encuentran en las células del
epitelio superficial del ovario del embrion de pollo de 14 d.i. EI modelo de
embridn de pollo es accesible para el estudio del epitelio superficial del ovario,
expresa in vivo y mantiene en cultivos primarios la expresion del receptor de
androgenos. Con base en los resultados obtenidos se sugiere que los
androgenos pueden participar en la regulacion de la proliferaciéon celular de
este tejido.



I Summary

The ovary produces sex steroid hormones and fertilizable oocytes, its surface is
covered with a stratified epithelium which is constantly stimulated by hormones
and growth factors. It has been proposed that at least 90% of the ovarian
epithelial cancer originate from this tissue. Mortality rate of ovarian epithelial
cancer world wide is the highest among gynecological causes with a risk of
1.8%. Associated factors are mainly hormonal and diagnosis is common during
menopause. During menopause there is a change in the androgen/estrogen
ratio produced by the ovary and an increase in the levels of pituitary
gonadotropins (LH and FSH). Superficial epithelium in the ovary is less than 1%
of the organ tissue which makes its study challenging. We propose an in vitro
experimental model to study the effects of testosterone and dihydrotestosterone
on the proliferation of ovarian superficial epithelial cells in chick embryos on day
14 of gestation. These cells where cultured in a low serum medium at a
confluence of 50% for 12 hours. Hormones assayed where testosterone,
dihydrotestosterone and 17B-estradiol at doses of 10 — 10" M. Cellular
proliferation was evaluated using the BrdU technique and by cell quantification
per culture plate at 1-3, 12 and 48 hours. The results show that after 12 hours of
treatment with testosterone (107 and 10™"" M) there is a slight increase of the
percentage of cells in synthesis phase. Cell cultures treated for 48 hours with
DHT (10"° M) had an increment in the number of cell per culture plate. No
effects where observed with the 17(3-estradiol treatment. Both androgen
receptor mRNA and androgen receptor protein where found in ovarian
superficial epithelial cells at day 14 of gestation. The chick embryo model is
accessible for the study of superficial ovarian epithelium and expresses in vivo
and in cell culture as well, the expression of androgen receptor. Based on these
results we suggest that androgens could participate in the regulation of cellular
proliferation of the ovarian superficial epithelium.
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1. Introduccién

El ovario es un drgano endocrino que produce hormonas esteroides y o6vulos
fertilizables esenciales para la reproduccion; su unidad funcional es el foliculo
ovarico. Es un dérgano en constante transformacion, con una estructura
multicompartimental; cuya morfologia y produccion hormonal se modifica en relacion
a la edad de la mujer. (Auersperg, 2001).

Dentro del ovario se distinguen tres regiones, la corteza, la médula y el epitelio
superficial, OSE, por sus siglas en inglés (Ovarian Surface Epithelium). EI OSE es
una capa de células cubicas que recubre la superficie del ovario; durante toda la vida
reproductiva de la mujer este tejido realiza procesos de apoptosis y proliferacion
para permitir la ovulacion y reparar las lesiones que la misma produce en la
superficie del ovario.

La funcion ovarica esta regulada por el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, el hipotalamo
secreta la hormona liberadora de gonadotropinas que se abrevia en inglés (GnRH:
Gonadotropin Releasing Hormone), la cual estimula la secrecion de la hormona
luteinizante y la hormona foliculo estimulante (LH y FSH por sus siglas en inglés:
Luteinizing hormone y Follicle stimulating hormone respectivamente); en la teca la
LH estimula la expresion de complejos enzimaticos involucrados en la biosintesis de
androgenos en tanto la FSH induce la expresion de enzimas necesarias para la
aromatizacion de éstos a estrogenos, los cuales a su vez junto con la inhibina
regulan la secrecién de GnRH y gonadotropinas hipofisiarias (Revisado en Diaz y
Ulloa, 2003).

Durante el climaterio, la eliminacion de foliculos ovaricos lleva a la pérdida de la
produccion de estradiol, progesterona, la mayor parte de la androstendiona ovarica y
en menor medida de la testosterona. Sin embargo, el estroma ovarico continua
produciendo androgenos lo que resulta en una elevacion de la tasa de
andrégenos/estrégenos producidos en el ovario (Diaz y Ulloa, 2003).

La mayor parte de las investigaciones realizadas hasta hace algunos afios con
respecto al ovario se centraron en sus funciones reproductoras y se le dio poca
importancia al OSE; sin embargo ha cobrado importancia el estudio de este tejido ya
que se propone que es el causante del 90% de neoplasias ovaricas de origen
epitelial y estadisticamente estas se encuentran dentro de las primeras causas de

muerte en la mujer por factores ginecoldgicos (Banks, 2000).



1.1 Desarrollo del ovario

Las células germinales primordiales (CGP) se originan en el epiblasto, salen del
disco embrionario y se ubican en el saco vitelino, cerca de la alantoides. Estas
células migran y alcanzan mediante movimientos ameboideos las crestas genitales
(Dissen y col., 2004).

En el humano las CGP llegan a la cresta genital alrededor de la quinta semana de
gestacion (dg), luego entre las semanas 5y 7 dg. se forma la génada indiferenciada
que esta determinada por la proliferacion del epitelio celémico, del mesénquima
subyacente y por la multiplicacién de las CGP. El numero de ovogonias es de 10 000
entre la semana 6 y 7 dg. y las continuas divisiones mitoticas aumentan el numero
total de ovogonias a 600 000, alrededor de las semanas 6 y 7 dg. entran a la primera
divisién meidtica y forman los ovocitos primarios que quedan detenidos en dictioteno
de la profase de la meiosis I.

El numero de ovogonias asciende de 6 a 7 millones alrededor de la semana 20 de
gestacion. En este momento dos tercios del total de las células germinales son
ovocitos primarios; el resto todavia permanecen como ovogonias.

Desde la octava semana la poblacién de ovogonias esta sujeta a tres procesos
simultaneos: mitosis, meiosis y atresia. La formacion del ovario es clara en la
semana 16 dg. cuando ya pueden observarse foliculos primordiales (Yen y col.,
2001; Dissen y col., 2004).

La atresia de ovogonias finaliza a los siete meses dg., e inicia la atresia folicular. Al
momento del nacimiento hay de 1 a 2 millones de células germinales en el ovario. Al
llegar a la pubertad la mujer tiene una reserva de alrededor de 500 000 foliculos de
los cuales s6lo 400 6 500 de estos se ovularan en el curso de la vida reproductiva.
La deplecidn folicular se incrementa una década antes de la menopausia.

Finalmente alrededor de los cincuenta afios de edad en la mujer se acaba la

reserva folicular (Gougeon, 2004).

1.2 Foliculo ovaérico

La unidad estructural y funcional del ovario es el foliculo ovarico. Un foliculo maduro
esta formado por distintos tipos celulares: el ovocito, las células de la granulosa y las
células de la teca. En los ovarios maduros se encuentran los foliculos en diferentes

estadios de desarrollo.



El ovocito esta rodeado por las células de la granulosa (CG) que estan
interconectadas por uniones comunicantes (gap junctions), de las cuales se
distinguen tres poblaciones: la granulosa mural, la antral y la del acumulo ovigero
(ver figura 1). Las células murales de la granulosa tienen la capacidad de sintetizar
esteroides, con altos niveles intracelulares de 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y

citocromo P-450 aromatasa. Ademas adquieren receptores a LH.

Las células que se localizan en el tejido conectivo laxo de la corteza y la médula del
ovario; forman la teca interna y la teca externa en la capa exterior del foliculo
ovarico. Las células de la teca interna son la principal fuente de andrégenos y estan
relacionadas con el mantenimiento y la atresia folicular. Las células de la teca
hipertrofiada remanente que sobrevive a la atresia folicular son fuente importante de

andrégenos también (Yen vy col., 2001).

-

Células de la teca

Antro
folicular

Células dela _
granulosa

N i
= e

S

Membrana granulosa
Ouocito

Foliculo ovarico

oliculo ovarico esta formado por el ovocito que estd rodeado por células granulosas
provenientes del epitelio superficial y células tecales originadas en el mesénquima
gonadal.Tomada de Gilbert, 2003.
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1.3 Desarrollo folicular

La transformacién de un foliculo ovarico a cuerpo luteo fue descrita por primera vez
en 1672 por Regnier de Graaf. Durante su maduracion los foliculos se clasifican de

la siguiente manera:

1. Foliculo primordial: Compuesto por un ovocito primario rodeado por una capa

incompleta de células foliculares planas.

2. Foliculo primario: Caracterizado por un ovocito primario rodeado por una capa

de células de la granulosa cubicas, se comienza a formar la zona pelucida.

3. Foliculo preantral: Mide de 80 a 100um, presenta de una a dos arteriolas, el
ovocito primario esta rodeado por dos o mas capas de células de la

granulosa.

4. Foliculo antral: Tiene multiples capas de CG, comienza a formarse el antro
que contiene el liquido folicular; se diferencia por acciéon de la LH la teca
interna que se encuentra vascularizada a diferencia de la externa, la FSH
incrementa la proliferacion de CG y la aromatizacion de andrégenos a

estrogenos.

5. Foliculo preovulatorio: Se incrementa el numero de CG el licor folicular es
abundante, con altos niveles de estrogenos, las concentraciones de LH estan
elevadas y la FSH se ve inhibida por la accion de estrogenos e inhibina
producidos por el foliculo, se incrementa la vascularizaciéon de la teca y el
foliculo llega a medir hasta 20mm. La maduraciéon de un foliculo dominante

requiere de tres ciclos previos a la ovulacion.

Una vez que ocurre la ovulacién el resto del foliculo formara el cuerpo luteo el cual
produce progesterona y estrogenos, tiene una vida media de 14 + 2 dias y queda
como cuerpo blanco (Zeleznik, 2004).

El ovocito primario permanece en la profase de la meiosis I, hasta poco antes de la
ovulacion, cuando se termina la meiosis | y se convierte en un ovocito secundario.
Durante la ovulacién, el ovocito secundario y las células del acumulo ovigero son
expulsados e ingresan a la tuba uterina. Si existe fecundacion, el ovocito secundario
termina la segunda division meiotica e inicia la segmentacion (Yen y col., 2001). En

la figura 2 se resumen los pasos de la maduracion de las células germinales.
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Ceélulas germinales
primordiales

llegan a la gonada

Ouogonia
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Proliferacion de ovogonias
}

Ovocito primario
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de meiosis |

MEIOSIS |

Desarrollo folicular
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Fig. 2 Las células germinales femeninas llegan al futuro ovario donde proliferan por mitosis e inician
la primera division meiotica durante el desarrollo intrauterino. En la pubertad los ovocitos primarios
pasan a la segunda divisién meidtica la cual terminan sélo si son fecundados. Esquema modificado
de Alberts, 2002.
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1.4 Epitelio superficial del ovario

El epitelio superficial recubre la superficie del ovario, histolégicamente es un epitelio
cubico simple originado a partir del epitelio celémico, el cual se deriva de la hoja
esplacnica del mesodermo lateral. Durante la etapa reproductiva esta sometido a
procesos de apoptosis en la zona del estigma para permitir la ovulacién y de
proliferacion celular para reparar las rupturas provocadas por la misma, ademas, se
ha observado que transporta nutrientes desde el ovario hacia la cavidad peritoneal
(Auersperg, 2001). Otros derivados del epitelio celdbmico son los conductos
Mullerianos los cuales van a formar el epitelio del oviducto, la tuba, el utero y el
endocervix.

Durante la embriogénesis, el epitelio celédmico que cubre a la cresta genital (formada
a partir del mesodermo esteroidogénico cerca del borde ventromedial del
mesonefros) recibe influencias hormonales locales del futuro ovario y se modifica
para formar el epitelio superficial. Este epitelio prolifera activamente y contribuye a la
integracion de la génada con los cordones sexuales primarios y secundarios. Se
encuentra separado del mesénquima subyacente por una membrana basal. Durante
el desarrollo fetal el epitelio superficial se introduce en el mesénquima gonadal y
forma estructuras papilares, luego esto se revierte y al nacimiento queda como una
capa unica de células cubicas.

En la mujer adulta el OSE se encuentra separado del estroma del ovario por la
membrana basal y la tunica albuginea, ésta ultima actua como una barrera parcial
ante la difusion de moléculas entre el estroma y el epitelio. Morfologicamente es un
epitelio cubico simple que en algunas regiones es plano; se mantiene unido por
desmosomas, integrinas y cadherinas.

Las cadherinas regulan selectivamente la union intercelular y estan asociadas a
mecanismos de sefalizacion intracelular. La N-cadherina esta presente en OSE al
igual que en las células de la granulosa y el mesotelio extraovarico (Okamura y col,
2003). La E-cadherina se presenta en la mayoria de los epitelios pero escasamente
en el OSE normal, su expresion se limita a invaginaciones columnares que se
introducen al estroma del ovario y cuando este tejido entra en procesos
metaplasicos y neoplasicos.

El OSE expresa queratinas tipo 7, 8, 18 y 19 caracteristicas de los epitelios, también

expresa vimentina que es propia de las células mesenquimaticas, mucina (MUC1), y
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17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p3-HSD) Tipo | (Rae y col, 2005). A
diferencia del mesotelio extraovarico y de los derivados Miullerianos, no expresa el
antigeno CA-125. Este hecho, aunado a su actividad proliferativa, su capacidad para
transformarse en mesénquima y su naturaleza pluripotencial sugiere que no esta
finalmente diferenciado y en consecuencia puede adquirir caracteristicas de células
del epitelio del oviducto o del endometrio en condiciones neoplasicas (Vanderhyden
y col., 2004).

En el ovario de la mujer de edad avanzada la deplecion folicular hace que la
superficie del ovario se vuelva irregular, se forman pliegues, invaginaciones y quistes
de inclusién en el interior del ovario; los cuales son mas propensos ha progresar
hacia neoplasias (Scully, 1995).

Después del climaterio el ovario queda como una estructura amarillenta y opaca con
una superficie irregular que pesa menos de 10 g. La corteza es delgada y carente de
foliculos. En algunas ocasiones pueden encontrarse algunos foliculos primordiales,
otros en maduracion o atrésicos hasta cinco anos después de las ultimas
menstruaciones.

Se ha establecido por inmunohistoquimica que el estroma cortical del ovario
posmenopdausico contiene enzimas esteroidogénicas y produce androstendiona in
vitro (Dennefors y col.,, 1980). La médula del ovario posmenopausico contiene
células hiliares que tienen potencial esteroidogénico. El estroma ovarico es capaz de
producir androgenos. (Yen y col., 2001).

Durante el climaterio el ovario secreta predominantemente androstendiona vy
testosterona; la primera se encuentra en mayor cantidad, sin llegar a ser la misma
produccion que la de una mujer en edad reproductiva. Se estima que en esta etapa
el ovario contribuye con menos del 20% a la produccion diaria de andrégenos que
podria ser dependiente de gonadotropinas y la causa del incremento de
testosterona (Cano, 1998). La concentracion de testosterona en la vena ovarica de
las mujeres en periodo posmenopausico es mayor que en sangre periférica, lo que
evidencia que el ovario en este periodo es un organo productor de andrégenos
(Burger, 2002)

La produccion estrogénica en mujeres posmenopausicas depende de la
aromatizacion extraglandular o periférica de androstendiona; y es la estrona el

estrogeno que se encuentra en mayor cantidad (Cano, 1998).
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1.5 Hormonas Esteroides y OSE

Las hormonas esteroides son fundamentales para la funcidon ovarica, regulan la
expresion de genes especificos y la proliferacion celular en el foliculo ovarico. El
epitelio superficial esta en estrecho contacto con el foliculo preovulatorio y por lo
tanto expuesto a altas concentraciones de hormonas y factores de crecimiento
presentes en el licor folicular. Este tejido en humano presenta receptores a
estrogenos alfa y beta (Hillier y col., 1998) a androgenos (Edmondson y col; 2002)
receptores a progesterona (Hild-Petito y col., 1988; Lau y col., 1999) receptores para
la hormona liberadora de gonadotropinas (Kang y col., 2000) y receptores a factores
de crecimiento como TGF-beta, c-met y EGF entre otros (Rodriguez y col., 1991; Di-
Renzo y col., 1994; Nilsson y Skinner, 2002).

La mayor parte de los estudios sobre el efectos de los esteroides en la regulacion
del crecimiento del OSE se han hecho en lineas celulares establecidas de
neoplasias ovaricas o bien en modelos de cultivos celulares. Los resultados hasta
ahora obtenidos son poco consistentes (Wright y col., 2002) reportan que el 1703-
estradiol (E2) no tiene efecto mitogénico in vivo sobre el epitelio superficial del mono
rhesus. Otros estudios sugieren que el estradiol estimula la proliferacion celular in
vivo e in vitro en el OSE de rata (Stewart y col., 2004), de conejo (Bai y col., 2000).
La progesterona parece tener un efecto protector sobre la proliferacion celular del
epitelio superficial (Risch, 1998; Ho, 2003); el embarazo y los anticonceptivos
hormonales que contienen progesterona disminuyen el riesgo de cancer ovarico
(Lukanova y Kaaks, 2005).

Edmondson y col., 2002 demostraron la expresion del receptor a andrégenos en el
epitelio superficial de la mujer adulta y reportaron un aumento en la proliferacion
celular del OSE in vitro y disminucion de la apoptosis por mibolerona. Sin embargo
otros autores sugieren que los andrégenos disminuyen la proliferacion celular
(Thompson y Adelson, 1993). La 5a-dihidrotestosterona regula a la baja la expresion
del receptor para el factor de crecimiento transformante beta TGFBR | y TGFBR I,
sugiriendo que estas hormonas estan implicadas en el control del crecimiento normal
y patolégico del OSE (Evangelou y col., 2003).

Es ampliamente aceptado que las hormonas esteroides estan implicadas en la
biologia del epitelio superficial ya que presenta receptores a gonadotropinas,

hormonas esteroides y factores de crecimiento que podrian estar actuando de
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manera autécrina o paracrina para la regulacion de la apoptosis, la proliferacion y la
transicion epitelio-mesénquima en este tejido. Sin embargo no estan claros los
mecanismos que intervienen en la fisiologia del OSE.

Los factores de riesgo para las neoplasias ovaricas estan relacionados con eventos
hormonales; por ejemplo la nuliparidad, la menopausia, los tratamientos hormonales
para la induccion de la ovulacion, y el sobrepeso entre otros (Lukanova y Kaaks,
2005).

El propésito de este trabajo es explorar el efecto de los andrégenos en la regulacion

del crecimiento del epitelio superficial del ovario del embrién de pollo.

1.6 El embrion de pollo como modelo de estudio

El epitelio superficial del ovario humano es dificil de estudiar por lo escaso que es
este tejido (menos del 1%) en relacion al ovario completo. Se han hecho estudios in
vitro con lineas de células neoplasicas o en células obtenidas a partir de tumores
ovaricos y algunos en ceélulas normales, sin embargo la dificultad para obtener
tejido sano ha sido un obstaculo para su estudio.

Por lo que es importante contar con modelos que permitan avanzar en el estudio de
este tejido tanto en su biologia como en el origen de los tumores ovaricos que se
desarrollan a partir de este.

La gallina es la unica especie hasta ahora descrita ademas de la mujer que
desarrolla tumores de manera espontanea. Los tumores que se desarrollan en la
gallina son de origen ovarico y/o de oviducto y se descubren en etapas avanzadas al
igual que en la mujer (Giles y col., 2004).

El embrién de pollo presenta varias ventajas con respecto a otros animales de
laboratorio para el estudio de efectos hormonales, como es su facil manejo, el
control de su estadio de desarrollo, su manejo es individual. Al ser un sistema

cerrado no hay intervencién de hormonas esteroides placentarias.
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1.7 Desarrollo del ovario embrionario de pollo.

En las aves, el sexo se determina genéticamente, siendo las hembras
heterogaméticas ZW y los machos homogaméticos ZZ a diferencia de la especie
humana donde las mujeres son homogaméticas XX y los hombres heterogaméticos
XY (Revisado en Smith y Sinclair, 2004).

En la gallina el desarrollo del aparato reproductor es asimétrico, solo son funcionales
el ovario y el oviducto izquierdos, ya que la contraparte derecha involuciona.

La génada en las aves se integra con células germinales, células del epitelio
celémico y células mesenquimaticas de la cresta genital. Su desarrollo comienza a
las 18 horas de incubacion (hi.) (Romanoff, 1960), las células germinales
primordiales comienzan a migrar desde las tres primeras h.i. (Gilbert, 2003). Las
CGP migran a la creciente germinal (Gilbert, 2003). Al dia 1.5 alcanzan los vasos
sanguineos y salen de ellos a la altura de la cresta genital. Las CGP migran por
movimientos ameboides atraidas por un factor quimiotactico cuya naturaleza no ha
sido totalmente demostrada (Tajima y col., 1993). A los 2.5 d.i. llegan a la génada
atravesando el epitelio superficial, este tejido prolifera y rodea las CGP entre el 3y
4° d.i. La génada queda separada del tejido mesonéfrico por el mesénquima vy los
vasos sanguineos. Las CGP se dividen por mitosis y formaran las ovogonias.

Entre el 3.5y 4.5 d.i. se forma la génada indiferenciada. El epitelio celédmico que se
encuentra en el area de la génada forma los conductos mesonéfricos o de Wolff y
los conductos paramesonéfricos o de Muller (Romanoff, 1960).

Al sexto dia la gonada femenina derecha comienza a involucionar; al dia 6.5 es
histolégicamente distinguible la diferenciacion gonadal y en el 7° dia es mas notoria
la asimetria ovarica (Smith y Sinclair, 2004).

En el desarrollo gonadal de las aves se tiene un papel relevante de las hormonas
esteroides. En las génadas de hembras y machos el RNAm del receptor a
estrogenos alfa (ERa, del inglés estrogen receptor alpha) se detecta desde el dia
4.5 (Andrews y col; 1997) y el RNAm para la P450arom se detectd a partir del 6.5
d.i. (Smith y col., 1997) en el dia 5.5 comienzan a sintetizarse estrogenos tanto en la
hembra como en el macho, aclarando que en la primera se secretan cantidades
mayores. Por inmunohistoquimica e hibridacion in situ se encontré6 que el ER se

expresa preferentemente en la gonada femenina izquierda a los 7.5 d.i. ademas el
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ER se expresa en testiculo y conductos mullerianos. Y en el ovario se expresa con
mayor intensidad en la corteza a comparacion de la médula donde se encuentra
disminuido (Andrews y col., 1997).

Los estrégenos juegan un papel importante durante el desarrollo de la génada
embrionaria femenina e intervienen en el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias en las aves. La gbénada tiene la capacidad de producir estrogenos antes
y durante la diferenciacion morfolégica del ovario, asi como de responder a

estrégenos exdgenos (Smith y col., 1997).

1.8 Biosintesis de andrégenos

En el ovario las células de la granulosa producen los estrogenos a partir de los
andrégenos sintetizados en las células de la teca usando el complejo enzimatico
P450 aromatasa (P450arom).

La regulacion de la sintesis de esteroides es dependiente del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario y de proteinas secretadas por el foliculo ovarico como la inhibina y la
activina.

Los esteroides se obtienen a partir de colesterol, que es transportado por
lipoproteinas de baja y/o alta densidad (LDL y HDL por sus siglas en inglés Low
Density Lipoprotein y High Density Lipoprotein). Posteriormente estas son
transportadas a las células esteroidogénicas del ovario por los receptores de estas
proteinas LDLr y el SRB1 (Scavenger Receptor Type |) que funciona como receptor
de las HDL (HDLr). Una vez que el colesterol es transportado a la membrana
externa y luego translocado a la membrana interna de la mitocondria por accién de
la proteina reguladora de fase aguda StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein)
(Ho y col., 2004), comienza la sintesis de esteroides. El primer paso es el
rompimiento de la cadena lateral del colesterol por la enzima P450scc (Side Chain
Cleavage), entonces el colesterol es convertido a pregnenolona (P5). Posteriormente
se lleva acabo la conversién de pregnenolona a Progesterona (P4) por accion de la
3B-HSD. Como ya se mencioné estas células sintetizan andrégenos en respuesta al
estimulo de la LH usando las vias A4 6 A5. Cabe mencionar que en el ovario esta
favorecida la via A4 sin embargo estudios de (Lee y col., 1998) sugieren que en los

foliculos preovulatorios de gallina se usa con prioridad la via A5 en células de la
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teca, sin descartar el uso de la A4; ademas observaron que las células de la
granulosa emplean principalmente la via A4 para la produccién de estrogenos.

La P4 es sustrato de la enzima P45017a-hidroxilasa/17,20 lyasa (P450 c17), para
formar androstendiona (A) que posteriormente serd metabolizada a testosterona
usando la enzima 17B-HSDI y funcionara como sustrato para la obtencién de Ey,
reaccion en la que interviene la P450arom presente en las células de la granulosa
(Wood y Strauss, 2002). En la via A5 la pregnenonolona es convertida a 17a-
hidroxipregnenolona por la P450 c17 y esta misma enzima cataliza la reaccion de
conversion a dehidroepiandrosterona (DHEA), que pasa a androstendiona por
accion de la 3B-HSD, a partir de esta se sintetiza nuevamente testosterona y que
finalmente puede ser convertida a DHT usando la enzima 5a-reductasa Fig. 3 (Gao y
col., 2005).

DHEA 3B-HSD

P450c17 /' \
(7 83

Colesterol * Ps A T E,

P45scc
A 17p-HSD .
SE-HSD\ /
P, P450CTT

Fig. 3 Los esteroides sexuales en el ovario de gallina se sintetizan a partir del colesterol empleando la
via metabdlica A4 o la A5. En la primera, la P5 obtenida del colesterol se transforma a P4 usando a la
3B-HSD y luego a androstendiona por la P450c17. La via A5 utiliza la enzima P450c17 y convierte la
Ps en DHEA que se transforma en androstendiona empleando a la 38-HSD. Ambas vias convergen
en la formacion de testosterona a partir de androstendiona usando como catalizador a la 173-HSD. La
T podria aromatizarse a E, 6 convertirse a DHT. Esquema modificado de Lee y col., 1998.

1.9 Actividad biolégica de los esteroides sexuales

Estas hormonas sexuales regulan procesos bioldgicos como, la homeostasis, el
dimorfismo sexual y la funcion reproductiva; en el sistema nervioso central (SNC),
estas hormonas juegan un papel importante con acciones anestésicas y ansioliticas.
Su disminucién se ha asociado inclusive con crisis depresivas (Simoncini y
Genazzani, 2003).
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El E; y la progesterona (P4), participan en el establecimiento y manutencion del
embarazo. Intervienen en la maduracion folicular, y en la regresiéon del cuerpo luteo
(Wood y Strauss, 2002).

Se propone que los estrégenos pueden contribuir al desarrollo de los genitales
internos y externos de la mujer (diferenciacion de conductos mullerianos: utero,
oviductos y cervix). Intervienen en la presentacion de las caracteristicas sexuales
secundarias y de algunas caracteristicas conductuales (Gilbert, 2003).

En el sistema cardiovascular se ha reportado que los estrogenos intervienen en la
vasodilatacién, previniendo la aterosclerosis (Simoncini y Genazzani, 2003).

Los andrégenos incluyen a la testosterona y la dihidrotestosterona; intervienen en el
establecimiento del fenotipo masculino, las caracteristicas sexuales secundarias del
varon y la espermatogénesis.

La accion fundamental de la testosterona en el embridén es el mantenimiento y
diferenciacién de los conductos de Wolff, para el desarrollo del epididimo, vesiculas
seminales y conductos deferentes. La DHT viriliza los genitales externos del embrion
masculino, el desarrollo del escroto y del pene y la formacién de la porcion
membranal de la uretra. Los andrégenos también contribuyen en el descenso
testicular (Revisado en Gilbert, 2003).

En el ovario los andrégenos son la fuente para la produccion de estrogenos,
intervienen en los procesos de maduracién y atresia folicular, su receptor se
encuentra en las células del estroma del ovario y en las células de la teca, de la
granulosa durante todos los estadios del desarrollo folicular. Intervienen ademas en

la diferenciacion de las células de la teca (Ahonen vy col., 2000; Drummond, 2006).

1.10 Mecanismo de accion de hormonas esteroides

Receptor de androgenos
Como ya se menciond la accién de los androgenos es mediada a través de su

receptor, esta proteina intracelular se encuentra libre en el citosol y reconoce las
diferencias estereoquimicas que existen entre las diferentes hormonas. Actua como
un factor de transcripcion nuclear. Para regular sus genes blanco con un alto grado
de especificidad. Ejemplos de estos son: el gen del antigeno prostatico (PSA que se

traduce del Prostatic Specific Antigen), el del factor de crecimiento para
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queratinocitos y el factor antiapoptético p21, involucrados en el ciclo celular,
metabolismo y transduccion de sefiales (McEwan, 2004).

El gen del receptor de andrégenos (AR=Androgen receptor) esta localizado en el
brazo largo del cromosoma X; en la region Xq11-12; que codifica para una proteina
de 110 kDa (Brown y col., 1989); esta orientado con el extremo 5 hacia el
centromero y abarca aproximadamente 90 kb de DNA. Este gen consiste de ocho
exones codificantes y 7 intrones no codificantes y su organizacion estructural es
idéntica a la de los genes que codifican para otros receptores de hormonas
esteroides (Gelmann, 2002).

Se ha identificado y clonado el receptor de andréogenos en humano y en este se
encontraron dos ligandos diferentes. El concepto de dos hormonas y un receptor
puede explicar las diferentes acciones de los andrégenos. Estas hormonas son la
testosterona y la 5a-dihidrotestosterona (Faber y col., 1991).

El receptor de andrégenos tiene cuatro dominio estructurales: el dominio de union a
DNA, el dominio de union a ligando, la regidén bisagra, y el dominio amino terminal
(McEwan, 2004).

1) El dominio de union al DNA esta codificado por los exones 2 y 3, se encuentra
presente en todos los receptores de hormonas esteroides. Se compone de
aproximadamente 70 aminoacidos. Este dominio interacciona con elementos de
respuesta a androgenos (ARE por su significado en inglés androgen response
element) (Brinkmann y col., 1989). Es una estructura globular compacta la cual
presenta dos subestructuras, que contienen en el centro un atomo de zinc, que
interactua via enlaces coordinados con cuatro residuos de cisteina, es el mejor
conservado entre los miembros de la familia de los receptores de esteroides, esta
region es 100% idéntica en el humano y la rata, asi mismo esta region es 79%
idéntica a la estructura del dominio de unién a DNA del receptor de progesterona,
76% idéntica al receptor de glucocorticoides y 56% idéntica al receptor de
estrogenos (Gelmann, 2002). Los dedos de zinc son estructural y funcionalmente
diferentes y son codificados por diferentes exones.

2) El dominio de union al ligando, esta codificado por los exones 4 al 8 en el
humano, se compone de aproximadamente 250 aminoacidos, es el segundo mejor
conservado; se localiza en el extremo carboxilo terminal de la proteina (Ver figura 4),

ésta regidn se une a la hormona e interacciona con las proteinas de choque térmico
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(HSP 90, 72 y 59). En esta regién se llevan a cabo los procesos de dimerizacion y
transactivacion del AR (Luisi y col., 1991).

3) La region bisagra se encuentra entre el dominio de unién al DNA y el dominio de
unién a ligando. Es una regién no conservada y es variable en los diferentes
receptores. Esta region es considerada como una union flexible entre el dominio de
union a ligando y el resto de la molécula del receptor.

4) El dominio amino terminal es la region menos conservada y la que interviene en
las funciones de activacion de la transcripcion. Tiene 537 aminoacidos, de los cuales
los primeros 140 aminoacidos no son esenciales para la actividad transcripcional,
presenta dos dominios de activacion AF-1 y AF-5 (Activation Function). Los
andrégenos dependen de la interaccidon con la region amino terminal en el dominio
de union al ligando del AR por que juegan un papel importante en la estabilizacion
del AR en la formacion del complejo homodimérico entre el receptor y el ligando
(Orozco y col., 2000; McEwan, 2004). Véase figura 4.
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Fig. 4 Localizacion y estructura del receptor de andrégenos. El AR se encuentra localizado en
el brazo largo del cromosoma X en la region q11-12. Esta codificado por ocho exones, el exdn
1 codifica para la region amino terminal, los exones 2 y 3 para la regién de unién a DNA y de
los exones 4 al 8 se codifica la region de unién a ligando. Modificada de Gelmann, 2002.
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Los esteroides son moléculas hidrofobicas de bajo peso molecular que pueden
atravesar facilmente la membrana plasmatica.

Una vez que la hormona atraviesa la membrana se une a su receptor, que en
ausencia de su ligando se encuentran unidos a proteinas de choque térmico, y una
vez que se une el receptor a la hormona, se disocian estas proteinas. EI complejo
hormona-receptor se transloca al nucleo en los elementos de respuesta a
androgenos de las siglas en inglés: ARE (Androgen Response Elements), en este
paso el complejo se une como un homodimero a la region promotora de los genes
que se van a transcribir. Esta unién del AR con el DNA forma un complejo proteina-
DNA que amplifica la sefial iniciada por el AR. Esta accion estd mediada por
proteinas coactivadoras que amplifican la sefal mediada por la proteina CREB
(cAMP-response element binding protein) y asi se inicia la actividad de la polimerasa
II; asi mismo la unién de coactivadores p160 a través de los motivos LXXLL resulta
en la activaciéon de la histona acetil transferasa que juega un papel importante en la
remodelacion de la cromatina (Gelmann, 2002) para abrir la doble hélice de DNA y
permitir que sea transcrito un mensajero especifico. La accion del AR también es
atenuada por la unién de correpresores que son moléculas que inhiben la iniciaciéon
de la transcripcién (Gelmann, 2002). La figura 5 ilustra el mecanismo de accién
general de los andrégenos.

La accion del AR esta regulada por modificaciones postraduccionales como la
fosforilacién que ocurre bajo diferentes condiciones. El AR es fosforilado al menos
tres veces en los sitios S81, S94 y S650, las primeras dos fosforilaciones no se ha
demostrado que sean importantes para la actividad del AR en sistemas
experimentales, aunque no se ha determinado su papel fisiolégico. Se ha
demostrado que la fosforilacion en S81 esta regulado en respuesta a hormonas

esteroides (Gelmann, 2002).
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Fig.5 Mecanismo general de accién del las hormonas esteroides. Los andrégenos atraviesan la
membrana plasmatica y se unen a su receptor, el complejo hormona receptor en forma de
homodimero se transloca al nicleo uniéndose a los ARE de los genes blanco.

1.11 Papel del receptor de androgenos durante el desarrollo del ovario

Como se mencioné anteriormente el AR se encuentra involucrado clasicamente en
el desarrollo del aparato reproductor masculino, sin embargo en trabajos recientes
se ha reportado la presencia del AR durante el desarrollo de la gonada femenina en
diferentes vertebrados incluyendo mamiferos y en el humano sugiriendo que son
importantes para el desarrollo del ovario.

En fetos humanos femeninos de 9 semanas de gestacion se detectd por
inmunohistoquimica el AR, por consiguiente mencionan que esta proteina podria ser
un factor importante en el crecimiento de la gébnada durante el periodo de gestacion
(Sajjad y col., 2004).

En el embrion de pollo recientemente se publicé la secuencia completa del AR en
pollo y del RNAm para este por RT-PCR, PCR en tiempo real y la proteina se
evidencié por inmunohistoquimica en macho y hembra en diferentes periodos de
incubacion (7 a 21 d.i.), en los cuales se encontré incrementada la expresion del AR

en el ovario en las distintas edades estudiadas; ya que en el macho se incrementa
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poco antes del nacimiento. Con estos resultados sugieren que tanto los andrégenos

como el AR pueden estar envueltos en el desarrollo del ovario (Katoh y col., 2006).
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2. Justificacion

El epitelio superficial del ovario esta sujeto a diferentes influencias hormonales en
relacion a la etapa de la vida de la mujer; estas regulan la proliferacion y apoptosis
celular del mismo para romper y luego reparar la superficie del ovario durante la
ovulacion. En la actualidad, se considera que este tejido es el origen del 90% de las
neoplasias epiteliales ovaricas cuyo riesgo aumenta durante el climaterio cuando la
relacion andrégenos/estrogenos producidos por el ovario es mayor. Por lo que en
nuestro laboratorio decidimos estudiar el efecto de los andrégenos en el epitelio
superficial del ovario utilizando un modelo de estudio in vitro con células del epitelio
superficial obtenidas del ovario izquierdo del embrién de pollo. Ademas que hay
pocos estudios hechos en tejido normal, debido a lo escaso que es este epitelio y la

dificultad de obtenerlo.
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3. Hipotesis

Los andrégenos participan en la proliferacion celular del epitelio superficial del
ovario, entonces el tratamiento con testosterona y dihidrotestosterona modificara el
namero de células en fase de sintesis y el numero total de células en cultivos

primarios.

4. Objetivos

4.10bjetivo General

Estudiar la participacion de los andrégenos en la proliferacion de las células del
epitelio superficial del ovario embrionario de pollo de 14 dias de incubacion.

4.2 Objetivos particulares

+ Desarrollar un modelo in vitro que nos permita explorar el efecto de hormonas
esteroides sobre una poblacion enriquecida de células epiteliales.

s Estudiar el efecto de testosterona y dihidrotestosterona a diferentes dosis sobre
la proliferacidén del epitelio superficial del ovario embrionario de pollo en cultivos
primarios.

% Detectar la presencia del RNAm del receptor a andrégenos por el método de RT-
PCR.

% Evaluar la presencia y determinar la distribucion del receptor a androgenos en el
ovario embrionario de pollo por inmunohistoquimica.

% Detectar el RNA mensajero del receptor a estrégenos alfa y de la enzima P450

aromatasa.
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5. Material y métodos

5.1 Animales

Se emplearon embriones de pollo de 14 dias de incubacion, raza White Leghorn
provenientes de la granja ALPES (Aves Libres de Patogenos) de Tehuacan Puebla.
Se incubaron a 38° C con 80% de humedad relativa. Se sacrificaron por

decapitacion, y se diseco el ovario izquierdo.

5.2 Reactivos y equipo

Reactivos

Para este trabajo se ocuparon reactivos bioldgicos como: Anticuerpos: anti-AR
(Santa Cruz AR-N20:sc-816), anti-BrdU y anti-ratén -fluoresceinado para detectar
células en sintesis marcadas con BrdU (Roche 1296736), anticuerpo secundario
biotinilado anti-conejo hecho en cabra IgG (ZYMED 81-6140), anticuerpo primario
anti-raton para citoqueratinas (Scy Tek A0029), (Roche Kit BrdU 1296736),
anticuerpo secundario biotinilado (Scy Tek). Antibidtico (penicilina, estreptomicina y
glutamina Gibco 0229). Tripsina (Gibco), Inhibidor de tripsina (Fluka). RNA extraido
de ovario y de OSE de embrion de pollo de 14 d.i. a partir del cual se obtuvo DNA
complementario. Medios de cultivo: Dulbeco’s Modified Médium (Gibco 31600),
albumina sérica bovina, medio MCDB 105 y medio 199 (Sigma). Colorantes: Azul
tripano (Gibco 0367), rojo de fenol (Sigma P0290). Otros reactivos empleados para
la preparacion de soluciones como Bufers, SSB, fijadores, etc. se adquirieron con los
proveedores de distintas marcas comerciales como: Merk, Sigma, Fluka , JT-Baker y

otros.

Equipo

El equipo que se utilizé6 para la realizacién de este proyecto se encuentra en el
laboratorio de Embriologia de la Facultad de Medicina y fue el siguiente: Autoclave
(SANYO MAC-550EX), camara horizontal para electroforesis (Gibco Horizon 58),
campana de flujo laminar (NUAIRE NV425-400), centrifuga (Thermo Centra CL2),
espectrofotometro (Beckman DUG650), Horno de hibridacién con agitacion (UVP
Hybrilinker HL-2000), Incubadora para cultivos celulares de 37°C y 5% de CO,
(NUAIRE Water Jacketed), Incubadora con agitacion (Precision Scientific),
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microcentrifuga (Eppendorf 5415D), microcentrifuga refrigerada (Eppendorf 5417R),
microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E400), microscopio de epifluorescencia (Nikon
Eclipse E600), microscopio de campo invertido (Olympus CK40-F100),
potenciometro (Brinkman), termociclador de gradiente (Eppendorf Mastercycler
gradient), termociclador (Gene Amp PCR System 2400), transluminador (UVP Epi
Chemi Il Darkroom).

5.3 Cultivos primarios y tratamiento con andrégenos

Para explorar el efecto proliferativo de los andrégenos in vitro sobre el OSE se
desarroll6 un modelo de cultivo primario. Se obtuvieron las células epiteliales por
digestion parcial con tripsina al 0.01% disuelta en solucién salina balanceada libre de
calcio y magnesio (SSB)+EDTA 0.01mM; agregando 1 mL por ovario de esta
solucion se colocaron los ovarios en un matraz para separar las células epiteliales
por agitacién en bafio maria a 37°C por 6 minutos. Posteriormente se recuperaron
por centrifugacién a 1200 rpom durante 10 min. De esta suspension celular se obtuvo
mas del 80% de pureza de células epiteliales. Para verificar la viabilidad celular, se
hizo una prueba con azul tripano al 0.4%; ademas se determiné la pureza de la
suspension celular al microscopio éptico contando en el hemocitometro una alicuota
de la suspension celular mezclada con el colorante.

Por otra parte se controlaron histolégicamente los ovarios antes y después de la
digestion con tripsina, para corroborar que con este método se desprendiera el
epitelio superficial se llevdo a cabo la deteccibn de citoqueratinas por
inmunohistoquimica en cortes de ovario (Apéndice), y se verificO que las células
obtenidas en la digestién fraccionada fueran células epiteliales positivas también a
citoqueratinas con inmunocitoquimica (Apéndice).

De la suspensiéon celular obtenida se sembraron 140 000 células/caja de 35 mm
para cultivarlas con medio MCDB105 y medio199 (105/199) en proporcion 1:1
enriquecido con suero bovino fetal al 10% y suplementado con 1% de antibiético; se
incubaron estas células por 48 h, cuando presentaron una confluencia entre 40 y
50% se les cambio el medio de cultivo por uno con baja concentracién de suero y
libre de esteroides (ayuno) por 12 h previas a los tratamientos hormonales. Las
condiciones de los tratamientos hormonales in vitro fueron las siguientes:

testosterona (T), dihidrotestosterona (DHT) y 17 B-estradiol (E;) en dosis de 10° a
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10" M por 12 h; para T y E, en dosis de 10™° M por tiempos cortos de 1, 2y 3 h
con estas condiciones se determiné la proliferacion celular por conteo de células en
fase de sintesis. Finalmente se usaron tratamientos de Ty DHT en dosis de 10% y
107'° M por 48h para medir proliferacién celular contando el nimero de células por

caja.

5.4 Cuantificacion del porcentaje de células cultivadas en fase de sintesis del
ciclo celular

50 minutos previos a agregar el tratamiento hormonal, se adicion6é a los cultivos
celulares primarios una solucion de 5 Bromo 2 deoxi Uridina (BrdU) a una
concentracion de 10 uM. Las células se recuperaron de las cajas de cultivo por
tripsinizacion, se lavaron con PBS y se hicieron extendidos celulares en portaobjetos
y se fijaron en alcohol acido (pH de 2.0). Para detectar las células en fase de sintesis
se empled el método de inmunocitoquimica usando un anticuerpo anti-BrdU y un
segundo anticuerpo marcado con fluoresceina (Ver apéndice) donde se observa
reaccion positiva en el nucleo de las células en proliferacién como puede verse en la
figura 6. Se evalud el porcentaje de células en proliferacion que incorporaron BrdU
contando al menos 200 células por muestra en un microscopio de epifluorescencia
(Nikon Eclipse E600).

Fig. 6 Las células en fase de sintesis incorporan BrdU y pueden ser detectadas por
inmunofluorescencia.
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5.5 Conteo del numero total de células

Para analizar si el tratamiento con andrégenos modificaria el numero de células in
vitro; se contd el numero total de células/caja en los grupos testigo y tratados con
testosterona ¢ dihidrotestosterona por 48 h a dosis de 10® y 10" M; una vez
transcurrido el tiempo de tratamiento, se recuperaron las células de la caja con
tripsina al 0.05% y SSB +EDTA 0.1mM y se conté en una alicuota en el

hemocitometro (Apéndice).

5.6 Expresion del RNA mensajero de los receptores de andrégenos,
estrégenos ay P450 arom en OSE.

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la presencia del RNAm del AR
en el OSE embrionario de pollo por PCR, pero ademas no se descarté la posibilidad
de que la testosterona pudiera ser metabolizada a estradiol por la P450 arom y que
hubiese un efecto estrogenico en la proliferacién por lo que se busco la expresion
del RNAm de la P450 arom y ERa, mediante reverso transcripcién y la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Se obtuvo el RNA total de las células epiteliales cultivadas, sin cultivar y de ovario
completo por extraccidén fendlica (Ver apéndice) y se sintetizd a partir de 2 pg de
este el DNA complementario (cDNA) por retro-transcripcion segun las instrucciones
del proveedor (Roche 1st Strand Sintesis Kit for RT-PCR 1483188). Para amplificar
los fragmentos de interés a partir del cDNA, se emplearon oligonucléotidos
sintéticos, que delimitan un fragmento de 398 pb para el receptor de andrégenos. Se
detectd un fragmento 548 pb de longitud para P450arom (Villalpando y col; 2000), de
697 pb para el receptor de estrogenos alfa (Méndez y col; 1999). Se amplificé
simultaneamente un fragmento de 296 pb para B-actina de pollo, que es un gen
constitutivo usado como un control de la PCR. Se empled un termociclador de
gradiente Eppendorf para la reaccion de la PCR. Las secuencias de oligonucledtidos
usadas para la deteccion de los RNA mensajeros en este trabajo se encuentran en

la tabla I.
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Tabla I. Secuencias de oligonicle6tidos empleados para la amplificacion génica

Gen

Oligonucleétidos 5 —3’

Referencia

Receptor de
andrégenos

Sentido: CAG CCA GAC TCC TTC TCC AA

Antisentido: TTC TGG TTC TTC AGG CCATC

Receptor de
estrogenos alfa

Sentido: CGT GGA AAG CAA CAA GAC AG

Antisentido: AAG CCT CCC CGT TCC TGG

1999

Méndez y col.,

Antisentido: TCA CGC ACAATT TCT CTCTC

P450 arom Sentido:CTC GAT TTG GGA GCA AGC TTG GAT Villalpando y
col., 2000.
Antisentido: GAC ATT CTC AGC AGT CAG ATC TTC
B-actina Sentido: CAA AGC CAA CAG AGA GAA GA Kost y col., 1983

El fragmento del AR de pollo que se amplificd, se encuentra ubicado de la region

1792—2189 (Ver figura 7) de la secuencia del receptor a andrégenos de pollo con
clave de acceso NM_001040090 en el GenBank.

1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

Fig. 7 En este fragmento de la secuencia del AR de pollo se muestran el amplicon (398 pb)

agtctgaaga
gctcctaaga
gtgctggaag
tccttctcca

cacaagatga
tggtgatgac
ccatcgagcc

acctgctaag

gtcaagtggg
ataatccagt

aacgtcaatt
cacaaatcca
tggcttcaga
attccagtgg

caaaggcttt
attcttggat
ccaggatgct
gaatgtacag
tcacgcccca

atggcctgaa

agctgaggca
acacgtcaat
cgctgtggtg
cagcctgaat
gccaggattt
gggtctcatg
ttactttgcc
ccaatgcgtc
ggagtttctc

gaaccagaag

aaggaactcg
ttttaccagc
tttacatttg

gccgagatca

atcggatcat
tcaccaaggt
atcttttaat
tctctgtgca

tgcttgcaag
cctggactcc
taaggcccac

ggttcccaag

gccagctcat
ggctttgagt
tgtgctggcc
gaacttgggg
cgcaatttgc
atttttgcca
ccagatttgg
aggatgcgge
tgcatgaagg
ctctttgatg
aggaagaacc
gtgcatccta
atggtgagcg
atcctgtctg

ccagccccac
gccagcccat
atgacaacag
agagacagct
atgtggatga
tgggttggag
tcttcaacga
agctctccca
ctctgctctt
aacttcgcat
ccacctcctg
ttgccaagga
tggactaccc

gaaaagtgaa

ggaggagcaa
ctttctcaat
ccagccagac
ggtctacgtc
ccagatgtca
atctttcact
gtaccggatg
ggagtttggg
cttcagtatt
gaactacatt
ctctaggcgg
tctgcaccag
ggaaatgatg

acccatttac

obtenido por PCR (sombreado) y las secuencias de oligonucleétidos empleadas.
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Las condiciones de PCR usadas fueron optimizadas para cada uno de los

fragmentos de interés y se muestran en la tabla Il

Tabla Il. Condiciones usadas para la amplificacién de fragmentos por

RT-PCR.
Temperatura
Gen Desnaturalizacion Alineacion Extension Extension Ciclos
o o o final (°C)
(°C) (°C) (°C)

AR 94 64.3 72 72 35
ER a 94 62 72 72 40
P450 94 72 72 72 35
arom

B- 94 59 72 72 30
actina

En esta tabla se muestran las condiciones de PCR para la amplificacién de los fragmentos de
interés, el tiempo de desnaturalizaciéon fue en todos los casos de 2 min a excepcion de la -
actina, que fue de 1 min. El tiempo de alineacion fue de 1’ para el ER a y de 45” para los
restantes, el tiempo de extension usado para todos los fragmentos fue de 45” y el de extension
final 5.

Finalmente los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1% como se vera mas adelante en las imagenes de los
resultados. El tamafo del fragmento se identifico utilizando un marcador de peso
molecular de 100 pb (1pg/uL). Como solucién de corrimiento se empled buffer Tris-
Acetato EDTA (TAE) 1X.

5.7 Deteccién de la proteina para el receptor de andrégenos en el ovario por
inmunohistoquimica

Se disecO el ovario embrionario izquierdo y se fijo en paraformaldehido al 4%
disuelto en PBS por 2 h a 4°C, se lavaron los ovarios y se deshidrataron en
alcoholes graduados y xilol para posteriormente llevar acabo la inclusién en parafina.
Se hicieron cortes de 5um de grosor que fueron montados en laminillas recubiertas
con poli L-lisina. Para llevar a cabo la inmunohistoquimica se desparafinizaron los
cortes con calor y xilol; posteriormente se rehidrataron con alcoholes en
concentraciones decrecientes y finalmente se lavaron con PBS y se procedio con la

inmunodetecciéon del AR usando un anticuerpo primario policlonal anti-receptor de
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androgenos humano hecho en conejo (Santa Cruz AR-N20:sc-816) diluido 1:50 en
PBS y albumina, posteriormente se agregd el anticuerpo secundario biotinilado
(Goat anti-rabbit IgG ZYMED 81-61 40). Finalmente visualizaron las células positivas
con el Kit de deteccion para reacciones inmunoenzimaticas (Scy Tek AEA080) que

usa estreptavidina peroxidada, y con 3’3 diaminobenzidina (Ver apéndice).
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En el siguiente esquema se resume metodologia usada en este trabajo

y las soluciones empleadas se describen con detalle en el apéndice.

. Las técnicas

Numero total
de células

Ovario 14 d.i.
Digestion enzimatica
OSE
% de viabilidad
primarios de RNA 9

Tratamiento con
androgenos y E; por RT-PCR Citoqueratinas AR
12 y 48h.
Efecto a corto plazo

AR ERa P450 arom

Células en
fase S

Fig.8 Diagrama de flujo con los procedimientos empleados en este trabajo experimental.
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6. Resultados

6.1 El embridon de pollo como modelo de estudio in vitro

En este trabajo se establecié un modelo de cultivo primario de células epiteliales de
ovario de embridn de pollo de 14 d.i. Esto nos permitié evaluar el efecto in vitro con
testosterona y dihidrotestosterona a diferentes dosis.

Por digestion parcial se obtuvo una suspensién enriquecida de células epiteliales
con al menos el 90% de viabilidad para ser cultivadas; entre el 80 y 85% de estas

células fueron positivas a citoqueratinas como se observa en la figura 9.

C

Fig 9 Deteccion de citoqueratinas en ovario de pollo de 14 d.i. por inmunohistoquimica antes de la
disgregacion con tripsina se observa tefido el citoplasma de las células del epitelio que recubre la
superficie del ovario 20X (A). Después de la disgregaciéon enzimatica esta marca se pierde 20X
(B). La suspension celular obtenida por este método muestra que entre el 80 y 85% de estas
células son positivas a citoqueratinas por inmunocitoquimica, 40X(C).
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Las células epiteliales se cultivaron en cajas de petri de acuerdo a las condiciones
previamente descritas, para obtener cultivos primarios como el que se muestra en la
figura 10. Al adherirse a la superficie de la caja de cultivo las células epiteliales
toman inicialmente una apariencia estrellada, luego tienden a ser poliédricas. Una
vez establecido el cultivo, las células toleran el medio bajo en suero libre de
esteroides, sin despegarse de la caja y en buenas condiciones para proseguir con

los tratamientos hormonales.

Fig. 10 Cultivo primario de células epiteliales que llegaron a confluencia. Se observa el
aspecto de “adoquinado” descrito para el OSE humano. Aumento 10X.

6.2 Efecto del tratamiento con andrégenos en el epitelio superficial

La proliferacion celular se evalu6 comparando el porcentaje de incorporacion de
BrdU entre los grupos testigo y los tratados con hormonas esteroides. Los resultados
con los tratamientos de T, DHT y su comparacion con E,, se muestran en la tabla Ill.
De los esteroides usados a las dosis estudiadas, el unico tratamiento que modificé
ligeramente el porcentaje de células en fase de sintesis fue T a dosis de 10y 107",
Las células tratadas con DHT no incrementaron la incorporacién de BrdU (Figura
11). Con estradiol tampoco se observaron cambios.

Para tiempos cortos los resultados obtenidos en las células del OSE tratadas con Ty
E,, tampoco fueron significativos y se encuentran en la tabla IV.

En cuanto a los resultados del numero de células recuperadas por caja de cultivo
tratadas con T y DHT por 48h a dosis de 10 y 107" M, se muestran en la tabla V.
Sélo DHT en dosis de 107°M registré un ligero incremento (Ver figura 12).

Estos datos reportados en la tabla de resultados se expresan como la media + ESM
(Error estandar sobre la media), de al menos tres experimentos por grupo hechos

por triplicado y se analizaron estadisticamente por el método de Duncan P< 0.05.

37



Tabla lll. Porcentaje de células positivas a BrdU en cultivos primarios de células del
epitelio superficial del ovario de pollo de 14 d.i. tratadas por 12h con T, DHT y E..

Tratamie:::)Sis " 107 10° 10" 10"
Testigo 11.240.44

Testosterona 11.49+0.46 | 11.43+0.32 | 13.41+£0.57 | 13.62+1.14
Dihidrotestosterona 11.2940.78 | 10.9241.52 | 11.86+0.50 | 10.97+0.26
Testigo 16.64+0.88

17R- estradiol 17.30+1.52 | 18.03+1.78 | 18.73+1.06 | 17.57%1.20

Se reportan los promedios £+ ESM de al menos tres experimentos por triplicado para cada uno de los
grupos. Analizados con la prueba de Duncan los tratamientos de T 107° yT 10™"" difieren del control.

Tabla IV. Porcentaje de células positivas a BrdU incubadas con 17R3- estradiol y
testosterona a la dosis de 107" M.

Tiempo (h)

Tratamiento 1 2 3
Testigo 26.90+0.00 26.40+1.32 24.80+1.15
Testosterona 26.30+1.97 26.90+1.67 25.41+0.43
17R- estradiol 25.60+3.90 26.80+1.44 22.50+0.90

Se reporta la media £+ ESM de al menos cuatro experimentos hechos por triplicado. No se encontré
diferencia significativa en los tratamientos ensayados usando la prueba de Duncan P< 0.05.
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Tabla V. Numero de células epiteliales por caja en cultivos primarios tratados in vitro

con testosterona y dihidrotestosterona por 48h.

Dosis (M) 108 10710
Tratamiento
Testigo 26.88+0.97
Testosterona 28.07+2.34 28.36+1.70
Dihidrotestosterona 28.17+1.16 33.06+1.81

Se reporta el promedio £ ESM del nimero de células de al menos cinco experimentos por triplicado
en cultivos primarios de células epiteliales 48h después de adicionar tratamientos con andrégenos.
Con la prueba de Duncan se encontré que el nUmero de células de los cultivos tratados con DHT a la
dosis de 10™'° M difiere del grupo testigo.
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Proliferacién celular en cultivos de OSE tratados con andrégenos

Al

Testigo 10-8 10-9 10-10 10-11
Dihidrotestosterona 12h, SFL 1%

L

% de incorporacion de BrdU

—_ — —_
o N = D (o) o N B~
I I I I I I ]

% de incorporacion de BrdU

— —_ —_
o N &~ [op] (o) o N E
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Testigo 10-8 10-9 10-10 10-11
Testosterona 12h, SFL1%

A B

Fig. 11 A. Las células tratadas con testosterona a la dosis de 10 y 10™""M sugieren un ligero incremento en
la proliferacién. En la figura 11 B, no se observan cambios en la incorporaciéon de BrdU en las células
tratadas con DHT. Los resultados se expresan como la media + ESM, de al menos 3 experimentos por
grupo, P< 0.05.

Numero total de células del OSE tratadas in vitro con andrégenos
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Fig. 12. No se observa incremento en el numero de células tratadas con testosterona (A), sin embargo en los
cultivos tratados con DHT en dosis de 107'°M, se observa un incremento en el nimero de células por caja (B).
Datos analizados con la prueba de Duncan + ESM, n= 5.

40



6.3 Amplificacion de RNA mensajeros para el receptor de andrégenos, P450
arom y receptor de estréogenos alfa.

Se detectaron los RNA mensajeros de los receptores de andrégenos y estrégenos
alfa, asi como para la enzima P450 arom por RT-PCR; en el ovario completo del
embridn de pollo de 14 d.i.,, en las células epiteliales sin cultivar y cultivadas, asi
mismo se us6 como control positivo cDNA de ovario completo. Como puede
observarse las bandas de expresion del RNAm de la P450arom lucen mas tenues en
OSE y no se aprecian con las muestras del OSE cultivado. Se corrieron muestras
paralelas para el gen de la B-actina ya que es un gen constitutivo y asi confirmar que
las muestras de cDNA obtenido fueran de buena calidad. Los resultados se

muestran en la figura 13.

BRI < R0
ECTEEE N <« ~ecoaomsism

- Beta actina 296 pb

Ov OSE OSEc

Fig. 13. Expresion del RNAm del AR, P450 arom, y B-actina en el OSE y OSE cultivado
(OSEc) de 14 d.i. El carril 2 corresponde a la muestra de ovario (Ov), en el carril 3y 4 OSE y
OSE cultivado. Los carriles 1 y 5 contienen el marcador de 100 pb.

En la figura 14 se muestra la fotografia del gel de agarosa en el que se corrieron los
productos de amplificacion para el RNAm del receptor de estrogenos alfa en ovario
completo OSE y OSE cultivado de embrién de pollo. Este RNAm del ERa se
amplificé para saber si se encontraba presente en el OSE y asi tener una idea si

este tejido podia responder a también a E,.
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Fig. 14 Expresion del ERa en OSE (2), OSEc (3), Ov (4) de 14 d.i. Ladder de 123 pb (1 y 5).

El fragmento del receptor de andrégenos detectado en células del OSE que se
observa en la figura 13 fue purificado con un kit de extraccion de productos de PCR
y posteriormente fue secuenciado. El electroferograma del amplicon coincide con la
secuencia de de AR de pollo reportado en el GenBank (NM_001040090), figura 15.
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AE Blosgll'segms AR_Forward Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-
13018 Jun 09,2005 08:59PM, F
S/N G:1489 A:1123 T:1822 C:1701 KB_3100_POP6_BDTv3.mob Jun 09,2005 09:36PM, F
KB.bcp Pts 1023 to 7400 Pk1 Loc:1023 Spacing:16.8 Pts/Panel1
KB 1.1.1 Caps# Version 5.1.1 HiSQV Bases: 343 LETICIA SEBASTIAN Plate Name: PLAT
T CTGCTAGCAGCCTG A:TGFaCTTG GGGAGAGI(AGC TGGTCTACGTCGTC?AGT GGGCARA GGCTTT GCCAGG ATTTC GCAATTT GCAT GTG GAT GACCA GAT GTCARTAATOCA GTAT'
n 12 23 34 45 56 67 78 g9 100 111
| A,‘...u‘ta‘At;uhuMm.mIMm,mmulmmlunnmhunmmmhlm ﬂnhhmuuum.m
[T GGATGGGTCT(ATGATTTTT GCCATGGG TTGGAGATCTT TCACTAACGTCAAT TCCAG GAT GCTTTACTTTGCCCCAGATTT GGT CTTCAAC GAGTACCGGATGCACARA TCCAGAATGTA
‘ 133 144 155 166 177 188 199 210 221 232 243

\ A

ATGCGTCAGGATGC GGCAGCTCTCCCAGG AGT TT GG GT GGCTTCAGATCAC GCCCCA \GGAGT TTCTCTGCATGAAGGCTCT GCTCTTCTTCA 67 TT;TTCKEGTGG;T:_(SGG

254 265 276 287 298 309 320 331 342 353 . 364
Printed on: Mon Jun 13,2005 04:07PM, PDT Erectopheragoen Dats. Page: 1

Fig. 15 El electroferograma del amplicén para el AR de pollo coincide con la secuencia reportada para el mismo. Las bases nitrogenadas estan
representadas como Guanina (G) negro, Citosina (C) azul, Timina (T) rojo y Adenina (A) verde.

43



6.4 Deteccion del receptor de andrégenos en el ovario del embrion de pollo

La proteina del receptor de andrégenos se encuentra presente en el ovario del embridn
de pollo de 14 d.i. En el epitelio superficial se encuentran células con nucleo positivo
para el AR. En la corteza, dan reaccién positiva las células germinales aunque esta se
observa también en el citoplasma mas que en el nucleo. En la médula, las células
somaticas que corresponden a las células esteroidogénicas también muestran reaccién

positiva para el receptor de andrégenos.

Fig. 16 Reaccion de inmunohistoquimica positiva para el receptor de andrégenos en el ovario
de pollo de 14 d.i.(a) Se observa una marca café caracteristica en el nucleo de las células del
OSE, de los cordones corticales (CC) y de la médula (M). Las muestras se contratifieron con
hematoxilina de Harris. Control negativo (B). Ambas imagenes fueron tomadas con un
aumento de 40X.
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7. Discusion

En este trabajo, se describe un modelo para el estudio de las células del epitelio
superficial del ovario utilizando el embrién de pollo. Se demostré la presencia del RNAmM
del receptor de andrégenos asi como la proteina para el mismo. Se describe un posible
efecto de la testosterona y la dihidrotestosterona sobre la proliferacién celular en
cultivos primarios del epitelio superficial del ovario.

El desarrollo de modelos experimentales es fundamental para avanzar en el
conocimiento de la biologia del OSE, el embrion de pollo tiene la ventaja de ser un
modelo aislado, de facil acceso que nos permite obtener una cantidad suficiente de
tejido normal. Los cultivos primarios se hicieron con células epiteliales obtenidas de
embriones de 14 dias; a esta edad se recuperan células en cantidad suficiente, con una
pureza de aproximadamente 85% y se mantienen en buenas condiciones durante en el
cultivo. Las imagenes histologicas del ovario, después de la disgregacién enzimatica
fraccionada, nos muestran que en estas condiciones se desprende el epitelio superficial
dejando practicamente intacta la corteza ovarica. Al microscopio optico se observa una
poblacion homogénea de células pequefias con digitaciones en la membrana
plasmatica. Como prueba de su naturaleza epitelial se practicd inmunocitoquimica para
citoqueratinas antes y después de cultivarlas lo que nos permite suponer que al menos
en parte las células mantienen las caracteristicas del OSE in vivo. La imagen de los
cultivos celulares muestra una poblacién homogénea con la morfologia caracteristica
descrita para las células epiteliales como se observa en la figura 10 en la parte de
resultados de este trabajo.

La principal contaminacion de las células epiteliales, que se obtienen para realizar los
cultivos primarios, son las células germinales las cuales no se adhieren a las cajas de
cultivo, por lo que se pierden durante los reemplazos de medio de cultivo. Otras células
somaticas de la corteza del ovario es poco probable que alcancen a propagarse, ya que
este medio de cultivo es favorable para las células epiteliales por su alto contenido en
calcio. Este mismo medio de cultivo fue descrito para el cultivo de células del epitelio

superficial del ovario humano (Auersperg, 2001).
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A diferencia de las células obtenidas de 14 d.i. las de embriones de edades menores
aun cuando se recuperan bien es mas dificil cultivarlas. Esto podria deberse a que en el
dia 13 d.i. se lleva a cabo una secrecion importante de FSH que podria estar
mejorando la viabilidad de las células epiteliales in vitro (Rombauts y col., 1993). En
estas condiciones de cultivo, las células crecen formando una monocapa que da una
apariencia de “empedrado”; aunque cuando no han llegado a confluencia sobre la
superficie de la caja, pueden tener un aspecto alargado parecido a fibroblastos,
fendmeno que ha sido descrito en otros modelos de cultivo (Dunfield y col., 2002).

Existen varios modelos para estudiar el epitelio superficial del ovario y aun cuando se
ha trabajado con muestras de tejido humano, su obtencién es dificil. EI avance en esta
area ha sido limitado en parte por la minima disponibilidad de tejido, menos del 1% del
total del tejido ovarico. La mayoria de los trabajos se han realizado con lineas celulares
provenientes de tumores de ovario humano de tipo epitelial lo que hace dificil explicar lo
que sucede en el tejido normal, ya que las células tumorales pueden presentar
mutaciones. En modelos murinos, se ha inducido la formacién de tumores introduciendo
o mutando genes, ya que estos animales no desarrollan tumores de manera
espontanea (Vanderhyden y col., 2003). EI modelo experimental de las aves es
interesante porque en la gallina se generan tumores ovaricos manera espontanea, con
la salvedad de que no se ha establecido fehacientemente que estas neoplasias sean
generadas por el epitelio superficial (Fredickson, 1987); por otra parte, no hay estudios

en el OSE normal de pollo.

Efecto sobre la proliferacién celular
Para evidenciar el efecto mitogénico de las hormonas administradas se utilizd un

periodo de ayuno, en un medio de cultivo con bajo contenido de suero bovino fetal libre
de esteroides, para tratar de sincronizar a las células en el ciclo celular.

Cuando utilizamos la incorporacion de BrdU para evaluar la sintesis de DNA en el ciclo
celular, observamos que la testosterona a la dosis de 10 y 10”"'M produce un leve
aumento en la incorporacion de BrdU a las 12 h de tratamiento en las células cultivadas
del OSE. Con DHT no se observaron cambios en la sintesis de DNA pero si se observd
un ligero incremento en la cuenta del numero total de células cultivadas recuperadas de

las cajas de cultivo las cuales recibieron un tratamiento de 48 h a la dosis de 10" M. La
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proliferacion evaluada por estos dos métodos fue consistente en todos los ensayos
realizados y difiere levemente al compararlo con los cultivos testigo. La informacion
obtenida de estos resultados sugiere un discreto efecto estimulatorio de los andrégenos
sobre la proliferacion in vitro del OSE del embrion de pollo aunque hay que sefialar que
no se encontrod y alto significado estadistico. Es interesante destacar que en ninguna de
las condiciones y dosis experimentales se observaron efectos inhibitorios por parte de
testosterona y DHT sobre la sintesis de DNA o sobre el numero de células.

Una de las hipdtesis planteadas en la literatura para el estudio del efecto de los
androgenos sobre el OSE, se basa en que el ovario de mujeres en periodo climatérico
produce mas androgenos; por lo que durante la formacion de los quistes de inclusion,
los mismos estan expuestos a estas hormonas y predisponen la aparicion de
neoplasias (Risch, 1998).

Resultados obtenidos de cultivos de OSE humano normal y en lineas celulares de
cancer de ovario, muestran un incremento en el nimero de células con el tratamiento
de DHT y éste es mas efectivo que la testosterona en OSE normal, aunque en las
lineas de cancer el efecto proliferativo es similar con ambos esteroides (Syed y col.,
2001). En el citado experimento usaron dosis de (10° a 10" M) y el efecto que ellos
obtienen difiere de nuestros datos ya que la proliferacion la observan a dosis altas,
ademas de que sus tratamientos los prolongan durante 5 dias. En otro estudio usaron
cultivos primarios de células del OSE normal humano de mujeres pre vy
posmenopausicas los cuales recibieron un tratamiento con mibolerona con el que se
observé incremento en la proliferacién celular por incorporacién de timidina tritiada
(Edmonson y col., 2002). Sin embargo en este ultimo no se usé DHT; ademas no todos
los cultivos de las pacientes respondieron de la misma manera.

Por otra parte, células cultivadas provenientes de tumores ovaricos incrementaron su
crecimiento celular al ser tratadas con dihidrotestosterona, asi mismo incrementaron la
expresion de la proteina del receptor de andrégenos, otra de sus observaciones fue
que al adicionar vitamina D3 en conjunto con DHT se revierte el efecto proliferativo de
esta ultima (Ahonen y col., 2000). En cultivos primarios de células del epitelio superficial

del ovario humano normales y malignas, la DHT favorece la proliferacion celular a
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través de la regulaciéon a la baja de la expresion del receptor | y Il del factor de

crecimiento transformante beta, (Evangelou y col., 2003).

Algunos de estos resultados sugieren que testosterona y DHT tienen un efecto positivo
sobre la proliferacion del epitelio superficial del ovario, sin embargo para poder
confirmar en nuestro modelo es necesario realizar mas experimentos y realizar mas
variaciones en estos. Es necesario considerar que entre los distintos modelos
experimentales hay diferencias en las condiciones de cultivo, asi como en los tipos de
células ovaricas cultivadas, los periodos de cultivo, las especies usadas y la edad de los

individuos, entre otros factores.

En otro trabajo, se emplearon cobayos a los cuales se les administraron tratamientos
de testosterona in vivo, con dicho tratamiento observaron la aparicion de tumores
quisticos benignos en el epitelio superficial (Silva y col., 1997). Ademas, se ha visto que
en células granulosas de cerdas la testosterona y DHT tienen un efecto positivo en la
sintesis de DNA en conjunto con ovocitos y los factores de crecimiento GDF9 e IGF-l y
en células granulosas de rata se observé un efecto similar con tratamientos de FSH
asociados con 17R-estradiol y dihidrotestosterona (Hickey y col., 2005., Bley y col;
1997). En células germinales de pollo también se ha observado un incremento en la
proliferacion celular al recibir tratamientos de testosterona (Liu y col., 2005). Por
resultados como estos, se ha planteado la hipétesis de que las células del foliculo
ovarico, necesitan de los factores de crecimiento secretados por el ovocito para
continuar con su maduracion y crecimiento (Hickey y col.,, 2005). Una de las
caracteristicas del modelo realizado en nuestro trabajo, es que las células epiteliales
crecen aisladas de otros tipos celulares y quizda como sucede con las células de la
granulosa se requieran de otras células del ovario como seria el caso del ovocito
(Hickey y col., 2005). Por lo que seria interesante combinar factores de crecimiento
derivados del ovocito en conjunto con los andrégenos para tratar a los cultivos celulares

primarios del OSE embrionario.
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Otro de los mecanismos por los cuales los andrégenos regulan a las células foliculares
del ovario es la apoptosis. La inhibicion de este proceso por estas hormonas fue
evidenciada por Otala y col., 2004 quienes hicieron estudios in vitro y concluyeron que
estos esteroides son capaces de favorecer la sobrevivencia de las células granulosas
humanas inhibiendo la apoptosis. No podemos descartar un efecto de este tipo en
nuestros resultados con DHT aumentando el numero de células del OSE luego de 48h

de cultivo.

Los esteroides sexuales actuan a través de su receptor nuclear y tienen efectos
gendmicos en diferentes células, aunque también se ha planteado que tenga efectos no
genomicos a través de un receptor de la membrana plasmatica e interactuar con
factores de crecimiento y vias de sefializacion dependientes de cinasas para regular la
proliferacion celular (Otala y col., 2004), hecho que no ha sido explorado en modelos
experimenales de OSE.

En nuestros experimentos, los cultivos tratados con 17R-estradiol durante 12 h no se
aprecié incremento en la incorporacion de BrdU. Lo mismo sucedié con los tratamientos
por periodos cortos (1 h, 2 h 'y 3 h) con estradiol y testosterona.

En cuanto al papel de los estrégenos sobre la proliferacion del OSE, se han reportado
trabajos en los que se menciona que no tiene un papel en la proliferacion in vitro del
OSE, como en el caso de mono rhesus (Wright y col., 2002). Sin embargo Stewart y
col., 2004, observaron proliferacion del OSE al hacer tratamientos in vivo con
estrogenos y gonadotropinas. En el trabajo publicado por Taube y col., 2002 se
encontré produccion de 17B-estradiol en cultivos primarios de tumores de origen
epitelial de ovario, sin detectar produccion de progesterona ni testosterona, por lo que
los autores proponen que las células tumorales de ovario tienen un papel activo en la
produccion de E, creando su propio ambiente hormonal y promoviendo asi la
progresion tumoral. En el OSE humano se ha encontrado la presencia del RNAm de la
mayoria de las enzimas involucradas en la esteroidogénesis, sugiriendo que este tejido
tiene la maquinaria para llevar a cabo este proceso. Sin embargo no se tienen datos
consistentes sobre la actividad enzimatica en este tejido. So6lo se ha reportado actividad

de las enzimas 173-HSD y P450arom en tumores epiteliales (Rae y col; 2005). También
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se describid que las células del OSE humano inmortalizadas, cultivadas con células del
estroma endometrial en un ambiente rico en estrogenos, fueron capaces de metabolizar
estrona a estradiol y expresaban genes para la P450 arom y 173-HSD (Okamura y col.,
2003). Se requieren mas estudios para dilucidar si el OSE embrionario tiene la
capacidad de transformar andrégenos a estrégenos. Sin embargo, se podria proponer
que los androgenos actuan como tales sobre el OSE del embrion de pollo, sobre todo
porque observamos un ligero efecto de DHT (andrégeno no aromatizable) sobre el
numero de células del OSE en cultivo, esto se refuerza por la presencia del RNAm y la
proteina del receptor de andrégenos en el OSE del embridén de pollo; cabe recalcar que
no se observa la expresion del RNAm de la aromatasa en los cultivos de OSE
embrionario de pollo asi como tampoco hubo un efecto en la proliferacion celular al

agregar tratamientos de 173- estradiol.

Receptor de andrégenos
En este trabajo, se identific6 el RNAm del AR por RT-PCR y la proteina por

inmunohistoquimica en el ovario embrionario de pollo de 14 dias de incubacion. En
otros estudios hemos encontrado que el RNAm para el AR esta presente desde los 8
dias de incubacion (resultados no mostrados). Por inmunohistoquimica, a los 14 d.i., la
proteina del AR se presenta primordialmente en el nucleo de las células productoras de
esteroides localizadas en la region medular del ovario y en los nucleos de las células
del epitelio superficial del ovario.

Recientemente se publico la secuencia completa del receptor de andrégenos en pollo,
donde se encuentra una homologia de éste con otras especies. Por ejemplo con el
humano tienen una similitud del 31% en la regién amino terminal, en el dominio de
union a DNA se presenta una homologia del 98% y del 92% en el dominio de union al
ligando, valores similares se observan entre el raton y el pollo (Katoh y col., 2006). En el
mismo trabajo, se detecté el RNAm del receptor de andrégenos por RT-PCR en
gonadas embrionarias de pollo hembra y macho desde 7 a 21 dias de incubacion,
observandose una mayor expresion en la génada femenina durante el desarrollo. Por
inmunohistoquimica se detecté el AR en gonadas embrionarias de pollo de 15 dias de

incubacion y mencionan que a esta edad ya hay produccién de testosterona por el
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ovario. En este articulo s6lo mencionan que se encuentra presente el AR en el nucleo
de las células del ovario sin especificar la poblacion.

En fetos humanos también se ha buscado la presencia de la proteina del AR en el
aparato reproductor para esto se usaron fetos a de 8 a 11 semanas de gestacion, en el
ovario no se observd reaccion positiva por inmunohistoquimica en la octava semana,
pero si en la semana 9 de gestacion, fundamentalmente en la region medular, a las 10
semanas la reaccion positiva se pierde en el ovario fetal. En los conductos
paramesonéfricos se observo reaccion positiva en el epitelio del mismo, a partir de la
novena a la onceava semana (Sajjad y col., 2004).

En ovinos también ha sido detectada la presencia del RNAm del AR en el tejido
conectivo de la médula ovarica a partir del dia 55 de gestacion, en el dia 75 se observa
en la médula del ovario y en el epitelio superficial. La proteina para el AR se detecto6 a
partir de las mismas edades en el estroma del ovario y en el epitelio superficial.
También fue detectada en los ovocitos de los foliculos ovaricos en las diferentes etapas
del desarrollo folicular (Juengel y col., 2006).

Por otra parte, en los ovocitos de ratéon se ha detectado la presencia del receptor a
androgenos, y se plantea que éstos intervengan en la maduracion de los ovocitos
detenidos en profase | de la meiosis (Gill y col., 2004).

Como se menciond anteriormente, la mayoria de los tumores ovario presentan el
receptor de andrégenos (Chadha y col., 1993; Vanderhyden y col., 2004), pero no se
sabe que participacion tienen en el proceso tumoral de este tejido. Durante el desarrollo
del ovario el OSE es muy activo en divisién celular y también se encuentra presente el
AR. Quizas una de las posibilidades por las que se encuentra este receptor en el OSE
en condiciones de neoplasia, es que este tejido adopta las caracteristicas de un tejido

embrionario el cual no esta completamente diferenciado (Auersperg y Woo, 2004).
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8. Conclusiones

El tratamiento con testosterona in vitro a las dosis de 10%° y 10 M
sugiere un ligero incremento en la proliferacion celular de las células del

epitelio superficial del ovario del embrion de pollo.

La dihidrotestosterona a las dosis estudiadas no incrementa la
proliferacion celular en cultivos primarios de células del epitelio
superficial del ovario del embrion de pollo cuantificando la incorporacion
de BrdU, sin embargo al contar el nUmero de células se observa mayor

cantidad con la dosis de 10°M.

El 17B-estradiol in vitro no incrementa la proliferacion celular del OSE a

las dosis estudiadas.

El RNA mensajero del receptor de andrégenos se encuentra presente en

las células epiteliales sin cultivar y se mantiene durante el cultivo.

El RNA mensajero para la P450arom se expresa en el epitelio superficial
del ovario del embrién de pollo de 14 d.i. sin cultivar, pero desaparece su

expresion en los cultivos primarios de células epiteliales.

La proteina del receptor de androgenos se expresa en el nucleo de las
células del epitelio superficial, en las células germinales y en las células
somaticas precursoras de las células esteroidogénicas de la médula del
ovario del embrion de pollo de 14 d.i.

El modelo de embrion de pollo es accesible para el estudio del epitelio

superficial del ovario.
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10. Apéndice

10.1 Soluciones y Reactivos

e Solucion libre de calcio y magnesio

NACH. e, 8.09g
KH2P O e, 0.20g
KCl e, 0.20g
NagHP O oo, 1.15g
HaOeo oo, 1L

agregar de 2 a 5 gotas de rojo de fenol

e Solucion libre de calcio y magnesio con EDTA 0.1mM (Versene)

-solucion libre de calcio y magnesio 1L
EDTA. 0.037g

e Bufer de fosfatos salino (PBS)

NaCl. 8.00g
KCla 0.20g
-NasHPOy4.oooiiie 1.449
“KH2POy4.o oo 0.249g
“HoO 1L

 PBS albumina 1% (PBA)

o Buffer 20x TBE

-Trisbase........cccooevveevee, 121g
-AC. BONICO.....eviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 61.7g



e Buffer de Glicina

-Solucién A: 0.2M Glicina
-Solucién B: 0.2M HCI

-aforar a 200ml con H,O
-ajustar pH 2.0

e Buffer de Citratos 0.1M

-Ac.citrico deshidratado.............
-HOdest..oniie,

-ajustar pH 6.0

e Paraformaldehido 4%

-ajustarpHa 7.4
-aforar a 100ml con PBS

e Tripsina 0.01%

-Trpsina...... e,
SVErSeNe....eeeeeeeeeeeeeeeeeae

e Tripsina 0.05%

-Tripsina.....eceeee
SVerSeNe....u e,

e Inhibidor de tripsina

........ 2.949
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10.2 Medios de Cultivo

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium baja glucosa y 0.1% de ASB (DMEM)

SDMEM. .o 0.998¢g
SASB. 0.10g
-HOdest.oo 100ml

-ajustar pH 7.2 con Bicarbonato de Sodio al 4%

e Medio MCDB 105

-Medio 105.........ooii 45ml
-Medio 199 45ml
SSFB. 10ml



10.3 Técnicas

Obtencién de células epiteliales

Se disecaron ovarios embrionarios izquierdos de pollo y se lavaron de tres a cuatro
veces SSB y tres veces mas con SSB EDTA al 0.1mM, posteriormente se separaron las
células del epitelio por digestion enzimatica fraccionada incubando a 37°C por 6
minutos a 70 ciclos/min en bafio maria con tripsina al 0.01% disuelta en versene (1 mL
por ovario). Las células epiteliales que se desprendieron de los ovarios quedaron en la
solucion fueron contadas tomando una alicuota de 20uL de la suspensidn celular y se
mezclaron con 20 yL de colorante azul de tripan para checar la viabilidad. La solucion
que contenia las células epiteliales se transfirid a un tubo coénico con inhibidor de
tripsina disuelto en medio Dulbbeco’s Modified Médium (DMEM) (Gibco 31600) con
albumina sérica bovina al 0.1%, se centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos y se retird el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en 400uL de medio de cultivo completo
(105/199 1:1 con 10ug/mL de antibiético penicilina-estreptomicina y glutamina en
solucién de 10,000 Ul/mL y suero bovino fetal al 10%).

Se contaron los porcentajes de células epiteliales, células muertas y células germinales
en camara de Neubauer por el método de exclusion del colorante con azul tripano.

Cultivos primarios de OSE

Se ajustaron a 140 000 células por caja de poliestireno de 35 mm (NUNC) en 2.5 mL de
medio de cultivo completo. Las células epiteliales se incubaron por 48 horas en
atmésfera de 5% de CO, a 37°C, al cabo de este tiempo se eligieron las cajas que
presentaron una confluencia de 40 a 50% y se prosiguio con el tratamiento.

Una vez que llegaron que los cultivos celulares llegaron a la confluencia deseada se
mantuvieron con deprivacion de SFB por 12 horas (medio 105:199 con 1% de suero
fetal bovino lavado (SFL) libre de esteroides) antes del tratamiento hormonal.

Se us6 medio 105:199 con 1% de SFL para agregar el tratamiento de hormonas
esteroides de 12 horas, de la siguiente manera: al grupo testigo sélo se le hizo cambio
de medio, cajas tratadas con testosterona, DHT y 17 3 -estradiol a concentraciones de
107,10, 10 7'° 10 7' M disueltos en etanol.

Al cabo de doce horas de tratamiento se agregé una solucién [10umol/L] de 5 Bromo 2
deoxi Uridina (BrdU) (Roche Kit BrdU 1296736), por 50 minutos, para marcar las células
en sintesis.

Se procedio a disgregar las células empleando tripsina al 0.05% disuelta en SSB, con
pipeta pasteur se recuperaron las células de las cajas, posteriormente se centrifugaron
a 1800 rpm por 10 min en 500uL de inhibidor de tripsina al 0.1% disuelto en DMEM. Se
decantdé el sobrenadante y se lavdo dos veces el paquete celular con solucidn
amortiguadora (PBS 1X).

Por consiguiente se elaboraron extendidos celulares en portaobjetos recubiertos con
Poli-L-lisina (Sigma P8920) y finalmente se contaron las células en sintesis marcadas
con BrdU por inmunocitoquimica.
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Numero total de células

Para realizar este proceso se realizaron los mismos pasos del cultivo primario, sélo se
agrego un tratamiento prolongado de 48h de T y DHT. Transcurrido este tiempo se
retir6 el medio de cultivo a las células y se les dieron dos lavados con SSB.
Posteriormente se disgregaron las células adheridas a la caja con tripsina al 0.05%
disuelta en Versene e incubando 6 min a 37°C en agitacion. Se separaron
mecanicamente para transferirlas a tubos de 1.5 ml los cuales contenian inhibidor de
tripsina al 0.1% disuelto en DMEM baja glucosa y 0.1% de ASB. Finalmente se
mezclaron las células por pipeteo y se contaron en hemocitémetro.

Inmunocitoquimica para BrdU

Se fijaron las células en alcohol acido que es una mezcla de etanol al 70% y bufer de
glicina pH 2.0, por 20 minutos a —20°C.

Se retiraron las preparaciones del fijador y se dejaron secar al aire. Posteriormente se
lavaron con PBS caliente (90°C) tres veces por 10 minutos.

Se agreg6 a cada preparacion 30 yL de un anticuerpo primario contra BrdU diluido 1:10
en bufer de incubacién a 37° C. Se dej6 incubando por una hora en cdmara humeda en
bafio maria.

Se lavaron las preparaciones con PBS en agitacion a temperatura ambiente, tres veces
por 10 min.

Se incubd por 1 hora 30 pL del anticuerpo secundario marcado con fluoresceina diluido
1:10 en PBS y se dejo incubando a las mismas condiciones que el anticuerpo primario.

Se lavaron una vez las preparaciones con PBS Tween 20 al 0.01% por 10 min en
agitacion, y dos veces mas por de 10 min con PBS. Se observaron las preparaciones en
el microscopio de fluorescencia para calcular el porcentaje de células positivas para
BrdU.

Inmunocitoquimica para Citokeratinas

Se hicieron extendidos de células epiteliales cultivadas y/o sin cultivar en portaobjetos
tratados con poli-L-lisina y se fijaron en paraformaldehido al 4% a 4°C por 20 min.

Se lavaron las preparaciones con PBS tres veces por 5 min, para posteriormente
incubar con peroxido de hidrogeno (H202) al 3% en metanol por 8 min a temperatura
ambiente.

Se lavaron las preparaciones tres veces con PBS y se incubaron con proteinasa K
(5ug/mL en PBS) por 3 min. Se lavaron nuevamente las preparaciones con PBS y se
incubaron con el primer anticuerpo anti-ratén contra citokeratinas (Scy Tek A00029).

El anticuerpo primario se agrego directamente a la preparacion y se incubo por 1 h a
370C 6 toda la noche a 4°C en camara humeda.
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Pasando este tiempo se lavaron las preparaciones con PBS y se les agrego el
anticuerpo secundario biotinilado (Scy Tek AEA080). Se dejaron incubando en camara
himeda por 20 min a temperatura ambiente.

Posteriormente se lavaron las preparaciones con PBS tres veces por 5 min y se
incubaron con estreptavidina peroxidada por 20 min del mismo kit usado para la
inmunodeteccion enzimatica (Scy Tek), a temperatura ambiente, se lavaron las
preparaciones con PBS y se revelaron con diaminobenzidina (DAB), de acuerdo a las
instrucciones del proveedor, se observo al microscopio 6ptico la reaccion hasta que se
tineron las células de café.

Para tener un control negativo se incubd una preparacion sin anticuerpo primario.

Obtencidon de RNA por extraccion fendlica

1. Se agregaron 500 pL de Trizol (Gibco 1559-015) por ovario; se agité con vortex por 5’
a Temperatura ambiente (TA). Las células del OSE y OSEc se resuspendieron con 200
ML de trizol y se resuspenden con pipeteo.

. Se agregaron 200 pL de Cloroformo.
. Se agitd vigorosamente (15 segundos) y se incub6 a TA 2-3 min.
. Se centrifugaron a 11,500 rpm/min a 4° C por 15 min.

2
3
4
5. La fase acuosa se trasfirid a un tubo limpio evitando contaminacion con la interfase.
6. Fueron agregados 500 pL de alcohol isopropilico y se incub6 a TA 10 min.

7. Se centrifugé a 11,500 rpm/min a 4° C por 10 min.

8. Se observo el RNA en el pellet como un botdn ligeramente blanco.

9. Se lavo el pellet con 1 mL de etanol al 75% y se agitd con vortex.

10. Se centrifugd a 8500 rpm a 4 °C por 5 min.

11. Se dej6 secar al aire.

12. Se disolvié el RNA en 20-50 uL de agua DEPC.

13. Se tomaron 10 yL de RNA y se agregaron 990uL de agua, para checar pureza y
cuantificar el RNA en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nanémetros
en luz ultravioleta.

14. Se calcul6 el contenido de RNA con la siguiente relacion:
1 DO de RNA ----- 40 pL/mL

15. Se tomd el volumen suficiente para tener una concentracion de 2ug de RNA y
sintetizar cDNA usando el Kit 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche
11483188001) de acuerdo a los procedimientos indicados por el proveedor.

16. Las muestras de cDNA fueron conservadas a -20°C y posteriormente empleadas
para llevar a cabo la deteccién de los RNAm de interés por PCR usando Amplitag DNA
polimerasa (Applied Biosystems 615319).
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Procesamiento de muestras histoldgicas para inmunohistoguimica

Para llevar a cabo este procedimiento se necesitd procesar las muestras histolégicas de
la siguiente manera:

Se disecaron ovarios de pollo de 14 d.i. y se fijaron en paraformaldehido al 4%. Se
dejaron a 4°C toda la noche, se lavaron dos veces con PBS, posteriormente se realizd
la deshidratacion de la muestra en series crecientes de alcohol desde 30 a 100% en
hielo con lavados de 10 min cada uno. Posteriormente se dieron dos lavados en Xilenos
de 10 min a T.A. Se pasaron las muestras a parafina precalentada a 56°C por 2 h y se
cambid por parafina nueva.

Se colocaron las muestras histoldgicas en parafina a 56° en moldes de inclusion, se
dejaron enfriar para desmoldar y conservar en refrigeracion hasta el momento de
cortarlos en micrétomo.

Inmunohistoqguimica para Citoqueratinas

Se diseco el ovario embrionario izquierdo y se fijo en paraformaldehido al 4% y se
procesoé histolégicamente y para inclusién en parafina. Se hicieron cortes histoldgicos
de 5 micras, que se colocaron en laminillas recubiertas con poli-L-lisina. Posteriormente
fueron desparafinizados en estufa a 56°C y se rehidrataron en vasos kopplin con etanol
en series decrecientes de 100 a 50% por 5 cada uno, finalmente dos lavados con
agua. Se llevo a cabo la recuperacién antigénica con bufer de citratos pH 6.0 en olla de
presion (Decloaking Chamber). Las peroxidasas endogenas fueron inhibidas con
peroxido de hidrégeno al 3% de acuerdo a las instrucciones del provedor (Kit de
inmunodeteccion Scy Tek AEA080).

Se lavaron las preparaciones con PBS tres veces por 5 min.

Se agrego la solucion de bloqueo del kit y se lavaron nuevamente las laminillas con
PBS.

Se incubaron las preparaciones con el primer anticuerpo de la misma manera que la
inmunocitoquimica para citoqueratinas, se siguen los mismos pasos para la
inmunodeteccion, (descrito anteriormente).

Se llevo acabo la contratinciéon de nucleos con hematoxilina de Harris.

Inmunohistoquimica para el receptor de andrégenos

La inmunohistoquimica para el receptor de andrégenos se hizo de la siguiente manera:

Se procesaron las preparaciones de la misma forma de la inmunohistoquimica para
citoqueratinas, solo hubo cambios con la solucion bloqueadora y los anticuerpos, que a
continuacion se describen.

Se desparafinaron cortes de 5 micras de ovario de pollo de 14 d.i. en estufa a 56 °C por
1 h.

Se agrego péptido bloqueador*(sc-816 Santa Cruz) diluido 1:5 en PBA (ASB 1% en
PBS) 2h.

Se lavaron con PBS 3 veces.
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Se incubaron las laminillas con anticuerpo primario anti- AR (Santa Cruz AR N-20:sc-
816) diluido 1:50 en PBA, de 2 h. a 37° o toda la noche a 4°C en cdmara humeda.

Se lavaron los cortes 3 veces con PBS.

Se agrego el anticuerpo biotinilado (81-61 40 ZYMED) diluido 1:200 en PBA, por 20’en
camara humeda a temperatura ambiente.

Se enjuagaron las preparaciones 4 veces con PBS.
Se procedio con lo descrito anteriormente para la inmunodeteccion enzimatica.

Se contratifieron los nucleos.

Contratincién de nucleos.

Se sumergieron las preparaciones histologicas usadas en la inmunohistoquimica en
agua destilada por 5 minutos.

Posteriormente se sumergieron en hematoxilina de Harris tres veces por un segundo.

Se enjuagaron con agua corriente por 1 segundo y en agua amoniacal 5 segundos y
nuevamente se enjuagaron con agua corriente.

Se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol de 50%, 70%, 80%, 96% y
100% tres veces por 1 segundo. Finalmente se pasaron por Xilol, se montaron con
resina sintética y se cubrieron con un cubreobjetos.

Purificacion de productos de PCR.

Para llevar acabo este procedimiento se utilizé un Kit de extraccion de productos de
PCR a partir de geles de agarosa (QlAquick Spin Handbook QIAquik Gel extraction Kit)
Catalogo No0.28604.

1.- Se corrio el producto de PCR deseado en un gel de agarosa al 1%, y se corto el
fragmento con una navaja limpia.

2.- Se pesoO el trozo de gel en un tubo eppendorf transparente de 1.5 mL y se
agregaron 3 volumenes de bufer QG (Kit) por 1 volumen del gel ( 100mg=100pl).

3.- Se incubo a 50°C por 10 min hasta que se disolvié completamente el gel.

4.- Se agregd un volumen de isopropanol por 1 volumen de gel (100ul de isopropanol
por cada 100 mg de gel).

5.- Se coloco el liquido en una columna de extraccion.

6.- Fue centrifugado por 1 min, a maxima velocidad aprox. 13000 rpm.
7.- Se desecho el eluido.

8.-Se lavo la columna con 0.75 ml de Buffer PE se centrifugd por 1min.
9.- Se descart6 eluido y se centrigd por 1 min a 13000rpm.

10.-Fue tomada la columna y colocada en un nuevo tubo eppendorf.

11.- Se agregaron 30 ul de agua ultrapura en el centro de la columna y fue centrifugada
por 1 minuto. El eluido final se uso para ser secuenciado.
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