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Resumen

La hormona del crecimiento (GH) ejerce sus efectos en el desarrollo y la funcidn testicular
de varias especies mamiferos a través de su accion endocrina, sin embargo se han propuesto
efectos intracrinos, autdcrinos y paracrinos a partir de su expresion local. Estudios
anteriores han demostrado la distribucién de los ARNm y la heterogeneidad molecular de la
proteina en los testiculos de pollo adulto y sus conductos deferentes. Este estudio
proporciona evidencia de la presencia y distribucién de GH y de su receptor (GHR) en
todas las etapas de la espermatogénesis en los testiculos de pollo adulto. Se encontr6
localizacion en el citoplasma y ndcleo de espermatogonias, espermatocitos y espermatides.
En subpoblaciones aisladas de células germinales se caracteriz6 el patron de isoformas de
la GH y fue posible observar que la variante molecular mayor proporcion relativa en todas
las subpoblaciones fue la de 17kDa. Otra variante molecular identificada fue la de 29 kDa
la cual se localizé principalmente en la poblacion espermatocitos sugiriendo acciones
especificas para esta etapa. Ademas, mediante técnicas de inmunohistoquimica se puede
observar la co-localizacién de GH con el antigeno de células de proliferacion nuclear
(PCNA), un marcador de la replicacion del ADN presente en las espermatogonias. El efecto
proliferativo de GHRH en los cultivos testiculares fue analizado con el marcador PCNA,
los resultados muestran un aumento significativo de este marcador de proliferacion al tratar
cultivos primarios de células testiculares con la GHRH a 1, 10 y 100 nM. Con el ensayo de
MTT se determind el efecto sobre el metabolismo celular, el cual se incremento
significativamente con 1nM de GH. Mediante el ensayo de la incorporacion de timidina
tritiada se determind el efecto proliferativo de GH a través de resultados que mostraron un
aumento de la incorporacion de timidina a concetracion 10nM, lo que suguiere un efecto
proliferativo de la GH en el testiculo de pollo. Estos resultados muestran por primera vez la
presencia de la GH y GHR nuclear en las células germinales de pollo adulto, estos datos
permiten proponer que la GH podria participar en el control de la proliferacion y
diferenciacion durante el complejo proceso de la espermatogénesis. Con las evidencias
encontradas proponemos que la GHRH y GH estan involucrados en acciones autocrino /

paracrinas.



Abstract

Growth hormone (GH) has been implicated during the development and adult testicular
function in several mammals spices by endocrine action and recently has been proposed the
intracrine, autocrine and paracrine. Previous reports have shown the distribution of mRNA
and the molecular heterogeneity of GH protein in adult chicken testis and vas deferens.
This study provides evidence for the presence and distribution of GH and its receptor
(GHR) during all the stages of spermatogenesis in adult chicken testes. The presence of this
hormone and receptor was not restricted into the cytoplasm; it was also in the nuclei of
spermatogonia, spermatocytes and spermatids. In isolated germ cell subpopulations the
pattern of GH isoforms in the different cells subpopulations of the testis was characterized
and was possible to observe that the major molecular variant in all subpopulations was the
17kDa as well in other chicken tissues. Other detected molecular variant was 29 kDa
moiety founded mainly in the enriched spermatocytes population suggesting specific stage
actions. Moreover by immunohistochemistry was possible to observe the co-localization of
GH with the proliferative cell nuclear antigen (PCNA) a DNA replication marker present in
spermatogonial cells. The proliferative effect of GHRH in the testicular cultures was
analyzed with PCNA marker, the results show a significant increase with GHRH 1, 10 and
100nM. With MTT assay we determined the metabolic effect of GH in the cultures and
only with GH 1nM showed a significative increase. Using the assay of tritiated thymidine
incorporation the proliferative effect of GH was determinate and the results showed that the
incorporation increase by 10 nM. These results shown for the first time the presence of
nuclear GH and GHR in adult chicken germinal cells, these data allow to proposing that
GH could participate in the proliferation and differentiation during the complex process of
spermatogenesis. Also this evidence allows proposing that the GHRH and GH are involved

in autocrine/paracrine actions.



1. Antecedentes

Hormona de Crecimiento (GH)
Generalidades y estructura de la hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento (GH) fue descrita inicialmente en la hipdfisis de todos los
vertebrados (peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos). Es una proteina de alrededor de
191 aminoécidos (22 kDa, Fig. 1), la cual muestra una amplia funcionalidad biolégica ya
que ademas de estimular el crecimiento lineal de los tejidos blandos y esqueléticos, esta
involucrada en la regulacion del metabolismo de proteinas, lipidos, carbohidratos y &cidos
nucleicos. La GH también tiene efectos importantes sobre la diferenciacion y proliferacion
celular, la actividad enzimatica, el transporte de aminoéacidos, la regulacion hidromineral, la
estimulacion de la eritropoyesis, la secrecion de algunos factores hormonales y
recientemente, se han descrito efectos sobre la regulacion de la respuesta inmune y sobre la
angiogénesis. Se ha determinado que la GH puede actuar de manera directa sobre su érgano
blanco o bien, indirectamente a través de mediadores como el factor de crecimiento
insulinoide tipo | (IGF-1) (Harvey et al., 1995).

Figura 1. Estructura tridimensional de GH humana (Walsh et al., 2006).



Estructuralmente la GH presenta dos puentes disulfuro formados en sus residuos de
cisteina en las posiciones 53-164 y 181-189 los cuales mantienen la  estructura
tridimensional de la hormona. Se encuentra conformada por cuatro a-hélices que
representan el 50% de su estructura las cuales se encuentran entre los residuos 7-34, 75-87,
106-127 y 152-183 (Harvey et al., 1995).

Heterogeneidad molecular de la Hormona de Crecimiento (GH)

En todas las especies estudiadas, la hormona de crecimiento presenta mas de una
forma molecular. Estas variantes moleculares tienen origen por diferentes procesos, ya sea
por la existencia de mas de un gen, por procesamiento alternativo de su ARN mensajero o
bien por modificaciones postraduccionales como son fosforilacién, glicosilacion,
proteodlisis, desamidacion, acilacion y agregacion. Estas modificaciones pueden ocurrir
intracelularmente y después de ser secretadas, como ocurre cuando se unen a proteinas
transportadoras en el plasma, protedlisis por enzimas plasmaticas o de matriz extracelular
asi como por la metabolizacion en diferentes tejidos (Aramburo et al., 1989; Baumann,
1991; Baumann, 1999).

Se han descrito isoformas derivadas de duplicacion génica para la GH humana: la
normal y la variable de expresion placentaria, hGH-N y hGH-V respectivamente (Chawla
et al., 1983; Seeburg 1986; Frankenne et al., 1987; Cooke et al., 1988). Los dos genes
difieren en 13 residuos de aminoacidos y su sintesis tiene diferentes sitios de origen: el gen
de hGH-N se expresa principalmente en la hipdfisis cuya funcion se ha asociado
principalmente a crecimiento y metabolismo energético mientras que el gen hGH-V se
expresa en la placenta durante el tercer trimestre del embarazo con funciones aun no bien
delimitadas y la cual figura como la principal GH circulante durante este periodo
(Frankenne et al., 1987). Se tiene evidencia de micro-heterogeneidad en bovinos: en la
bGH, el aminoacido 127 puede ser valina o leucina; hipofisis individuales pueden producir
100% de bGH V*¥ 100% L'*" o 50% de cada una. De esta manera parece haber

polimorfismo alélico de GH en ganado (Seavey et al., 1971).

Las diferencias en el procesamiento del ARNm de GH pueden dar origen a formas
alternativas de la proteina: éste es el caso con el transcrito del gen hGH-N, las proteinas



resultantes son hGH de 22 kDa con 191 aminoacidos y hGH de 20 kDa con una delecion de
15 residuos de aminoécidos (residuos 32 a 46), representando de 5 a 10% de la hGH
monomeérica en la hipofisis. Puede haber procesamiento alternativo del ARNm de GH de
rata que resulta en la delecién del exon 3 o corte en dicho exon dando lugar a moléculas
que no tienen los aminoacidos 32 a 71 y 42 a 46 respectivamente (Howland et al., 1987,
Parks, 1989; Petkovic et al., 2010). En el caso del transcrito bovino puede retenerse el
intron D debido a un factor trans de 35 kDa que se une a secuencias cis localizadas en el
exon 5 (Sun et al., 1993).

Se conoce que la GH se produce en la hipofisis anterior como un precursor de 224 o
225 aminoé&cidos en humanos y mamiferos, 216 en pollo, en cuya forma inmadura contiene
el péptido sefial, el procesamiento hacia una forma madura en ocasiones relaciona la
adicion de aminoéacidos extra en comparacion a la forma monomeérica predominante, esto
ha sido descrito en la extremo N-terminal de bovinos. También se pueden generar
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, amidacion, glicocilacion,
agregacion y rompimiento proteolitico. Se han descrito variantes para la GH derivadas de
agregacion de la forma principal de GH, para formar dimeros y otros oligémeros, trimeros,
tetrameros y hasta pentameros. (Chawla et al., 1983; Stolar y Baumann, 1986). Estas
formas parecen representar aproximadamente el 40% de la GH inmunoreactiva (GH-IR)
que se secreta al plasma en humanos, estimado con la premisa de que algunas formas
oligoméricas tienen la misma inmunoreactividad (IR) inherente. La forma dimérica parece
tener dos mondmeros de 22 kDa ligados ya sea no covalentemente o por puentes disulfuro
(Baumann, 1991). Sin embargo, al menos algo de la GH dimérica, en el caso del pollo,
permanece incluso después del tratamiento con dodecilsulfato de sodio (SDS) y con 2-
mercaptoetanol que deberian romper enlaces no covalentes y puentes disulfuro (Aramburo
et al., 1989).

Se han observado distintas formas de GH cortada y fragmentos de la misma
generados por protedlisis limitada. En la hGH parece ocurrir un corte enzimatico
especificamente entre los residuos 133 a 146 y los residuos 43 y 44. El corte en los residuos
133y 146 ocurre en sitios susceptibles a corte por enzimas tipo tripsina: R**, K%y K*°en
la GH humana lo que abre el asa grande de la molécula dando origen a un tamafio

molecular aparente de 24 kDa; después de la reduccién de puentes disulfuro se originan dos

9



fragmentos con un tamafio de 14 y 8 kDa. Se ha reportado tal corte proteolitico en GH
proveniente de la hipdfisis con enzimas exodgenas especificamente proteasas acidas
relacionadas a las vias de degradacién lisosomal y con plasmalema de tejidos blancos de
GH. Sin embargo, existe controversia sobre si el corte proteolitico del asa grande ocurre in
situ o representa un artificio experimental. Por su parte las hipofisis humanas contienen un
fragmento de GH, hGHj.43 bien caracterizado aunque su contraparte no se ha identificado
plenamente (Singh et al., 1983).

Las formas fosforiladas de GH se han descrito en preparaciones de humano, rata,
oveja y pollo (Oetting et al., 1986; Liberti et al., 1986; Aramburo et al., 1989). Se conoce
que la fosforilacion de la GH la puede llevar a cabo una enzima tirocina cinasa A y/o C
(Aramburo et al., 1990, 1992). El extremo amino terminal de una baja proporcion de hGH
se ha descrito como acetilada; sin embargo esto no parece tener efecto sobre su actividad
bioldgica pero si logra modificar el punto isoeléctrico de la hormona, por tal motivo se le

conoce a esta variante de carga como la GH “rapida” (Baumann et al., 1991).

Se han identificado formas glicosiladas de la GH (G-GH) en humano (Sinha y
Lewis, 1986), cerdo (Sinha et al., 1990), pollo (Berghman et al., 1987; Aramburo et al.,
1991) y bufalo (Maithal et al., 2001). En el cerdo se han visto diferencias en la proporcion
de la hormona glicosilada en plasma e hipdfisis durante el embarazo y el desarrollo fetal
(Sinha et al., 1990). Se han estudiado algunas actividades de G-GH, en particular la GH
humana de expresion placentaria (hGH-V) que se encuentra N-glicosilada se puede unir a
receptores de prolactina y de GH (GHR) (Ray et al., 1989; Baumann 1991), es mitogénica
(Nickel et al., 1990) y estimula el aumento de peso en ratones hipofisectomizados
(Macleod et al., 1991) aunque en con menor afinidad que la no glicocilada. La G-GH de
pollo tiene un efecto positivo en la monodesyodacion de las hormonas tiroideas en el
embrion de pollo (Berghman et al., 1989). Ademas la tasa de depuracion de la G-cGH
después de su inyeccion intravenosa en gallinas anestesiadas, es 20% mayor comparada con
la forma no glicosilada. Su administracion tiene un efecto similar al de la hormona no
glicosilada en la produccion in vivo de IGF-1, por lo que se sugiere que su importancia
fisioldgica reside méas en ejercer diferentes acciones a través de la unién a otros receptores
de la familia citocina tipo 1 o como un modulador negativo de la variante no glicosilada

(Berghman et al., 1994). Se conoce que en el pollo la G-cGH presenta un tamafio de 26
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kDa bajo condiciones no reductoras y cuando se expone a un agente reductor presenta un
tamafio de 29 kDa, la hormona tiene un oligosacarido de 3-4 kDa unido por un enlace N-
glicosidico, probablemente a la asparagina ubicada en la posicion 188. La G-cGH presenta
una menor afinidad por el receptor GHR que la GH recombinante (rcGH); en el ensayo
proliferativo de células Nb2 la G-cGH presenta una mayor actividad que la rcGH. Durante
la madurez sexual del pollo esta variante alcanza su mayor concentracion a nivel

hipofisiario (Berumen et al., 2004).
Heterogeneidad molecular de la GH de pollo

Farmer, Papkoff y Hayashida en 1974 encontraron que la GH de pollo (cGH)
presenta heterogeneidad molecular cuando se analiza bajos sistemas de electroforesis a
diferentes pH (4.5 y 8.3), lo cual explicaron se puede deber a una desamidacion de la
hormona. Harvey y cols en 1977 purificaron cGH y determinaron ademas que la cGH tiene
un peso de 23,300 Da y por isoelectroenfoque (IFE) resolvieron 3 componentes cuyos
puntos isoeléctricos fueron 7.5, 6.5 y 5.8; atribuyeron la heterogeneidad encontrada a la
desamidacion parcial de la hormona, la unién no especifica a los anfolitos o a la presencia
de mondmeros con diferentes residuos N-terminales. La molécula de cGH tiene un peso
molecular tedrico de 22, 126 Da calculado a partir de las formulas de Lehninger con base
en la secuencia reportada; tiene un punto isoeléctrico tedrico de 7.83, para el caso de que no
tenga ninguna modificacion postraduccional (http://www.embl-heidelberg.de/cqi/pi-

wrapper.pl). ElI peso molecular de la hormona de crecimiento de pollo recombinante
analizado a través de espectrofotometria de masas es de 22,140.1 kDa. Investigaciones
realizadas por nuestro grupo han mostrado que las variantes de la hormona de crecimiento
de pollo existen (Aramburo et al., 1989). De acuerdo con los métodos de analisis utilizados
para estudiar la heterogeneidad molecular de la GH se pueden observar variantes de carga y
variantes de masa. En estudios electroforéticos las variantes de carga eléctrica aparecen
cuando se lleva a cabo isoelectroenfoque o electroforesis nativa no desnaturalizante. La
forma mayoritaria de la cGH hipofisiaria es la monomerica (22 kDa), que consiste al menos
de tres variantes de carga por electroforesis no desnaturalizante en geles de poliacrilamida,
con movilidades relativas de 0.23, 0.3 y 0.35 (Aramburo 1989, 1990).
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Traduccion, almacenamiento y liberacion de la GH hipofisiaria

Durante la traducciéon de la GH se sintetiza una preproteina “pre-GH” con
aproximadamente 225 aminoécidos y subsecuentemente es procesada en el reticulo
endoplasmico mediante la remocion del péptido sefial para producir la proteina madura de
191 aminoéacidos (Harvey et al., 1995). EIl procesamiento de la hormona continta en el
aparato de Golgi que es muy abundante en los somatotropos asi como la presencia de gran
cantidad de granulos de secrecion que contienen a las diferentes variantes moleculares de
GH principalmente originadas por modificaciones postraduccionales (Harvey et al., 1995,
Berumen et al., 2004). Se sabe que el contenido de los granulos de secrecion en la hipofisis
es liberado bajo el estimulo de la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH);
ademas se sabe que éste factor liberador es capaz de inducir la transcripcion del gen de GH
de manera independiente de la liberacion de GH. La cantidad de GH sintetizada en los
somatotropos representa aproximadamente del 10 al 20% de toda la proteina celular bajo
condiciones basales aunque esta proporcién es incrementada por los secretagogos de GH
(Harvey et al., 1995). La biosintesis de la proteina, procesamiento y tréafico intracelular
tarda horas en completarse, y se ha planteado que la hormona recién sintetizada es

secretada minutos después de la activacion de la traduccion.

El receptor de GH (GHR)
Generalidades GHR

El receptor de GH es una pieza clave en la regulacion del crecimiento postnatal y
tiene importantes implicaciones en acciones metabdlicas, reproductivas, gastrointestinales,
cardiovasculares, hepato-biliares y renales (Lichanska y Waters, 2008). EI GHR es un
receptor que pertenece a la familia de receptores de las citocinas tipo 1 y se sabe que utiliza
la via de transduccién de sefiales de JAK (Janus cinasa)/STAT (transductores y activadores
de sefiales de transcripcion); sin embargo, nueva evidencia indica que el GHR es capaz de
sefializar a través de vias adicionales independientes a JAK. Ademaés, el GHR es
translocado al nucleo donde se cree tiene importantes funciones bioldgicas, inicialmente

asociadas a la proliferacion celular (Lobie et al., 1994).
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Estructura de GHR

El receptor a hormona de crecimiento posee 3 dominios, uno extracelular donde se
une el ligando, uno transmembranal que sirve de anclaje y uno intracelular el cual induce la
activacion de las diferentes vias de transduccion de sefiales (Fig 2). EI domino extracelular
(ECD) de GHR, consiste en dos dominios de tipo fibronectinas I11-f conectadas por medio
de una unién flexible. Estos 2 dominios estdn conectados a un domino helicoidal
transmembranal simple y rigido a través de una union flexible. EI domino intracelular
(ICD) comprende dos motivos, Box 1 y Box 2, los cuales unen a las JAK2 tirosin-cinasa.
Los diferentes residuos de tirosina son el substrato de fosforilacion a través de JAK2 y se

vuelven sitios de unién para proteinas con domino SH2 (Brooks et al., 2008).

Los dominios de la GH que interacttan con el receptor de la GH (GHR) se han
identificado mediante mutagéenesis dirigida (Cunningham et al., 1990) y el grado de
afinidad de cada mutante se ha evaluado por ensayos de union de la hormona (marcada
radiactivamente) al receptor. Mediante estos estudios y otros en modelos de lineas celulares
derivadas de humanos en donde se analizan los efectos de los anticuerpos monoclonales
sobre epitopes especificos en la molécula de GH se identificaron algunos requerimientos
estructurales para la union al receptor. Hay dos sitios distintos en los que se puede unir el
receptor de GH a la hormona. El sitio 1 incluye la hélice 4 desde su region central al
carboxilo terminal y los residuos del asa (54-74), que forman enlaces de hidrogeno y
puentes salinos con el GHR. El segundo sitio incluye la hélice 3 y la hélice 1, con puentes

no covalentes con el GHR (Harvey et al., 1995).
La activacion de GHR, desactivacion y translocacion nuclear

El receptor de GH se expresa como un monomero Yy forma un complejo ligando-
receptor constituido por una molécula de GH y dos de GHR (GH:GHR2). Uno de los
receptores se une con mayor afinidad al sitio 1 de la GH seguido de una unién mas débil a
un segundo receptor. EI modelo clasico de la activacion de GHR postula que la GH induce
la dimerizacion del receptor lo que resulta principalmente en sefializacion a través de
JAK/STAT por medio de la transactivacion de JAKs (Waters 2006) aunque existen otras
vias asociadas al receptor tales como AKT y MAPs (Fig. 3). Recientemente, se ha revelado

que el receptor es encontrado como un dimero en la superficie de la célula en ausencia de
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GH, de tal forma que la unién de la hormona al receptor genera un cambio conformacional
generando la sefializacion a través de diferentes vias como las previamente mencionadas
(Brown et al., 2005; Gent et al., 2002).

\ Dominio
extracelular

} Dominio
e Transmembranal
pseudoklnaség 3\
> Dominio
intracelular

Nucleus

Figura 2. Estructura del receptor de hormona de crecimiento asociado a la via de sefializacion JAK-
STAT (Brooks et al., 2008).

La rotacion individual de las moléculas de GHR es un componente importante en
los cambios estructurales inducidos por la unién de GH, tal como lo han ilustrado estudios
estructurales y bioguimicos (Brown et al., 2005). Este modelo de activacién del receptor de
GH no es unico, ya que se ha descrito un mecanismo similar en el receptor de

eritropoyetina el cual pertenece a la misma familia de receptores (Lu et al., 2006).

El GHR tiene una vida media de aproximadamente 1 h y es continuamente
degradado aun en ausencia de GH en el higado de rata. Existen dos mecanismos conocidos
involucrados en las vias de reciclaje o degradacién del receptor. Primero, la unién de GH
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induce endocitosis del complejo GH-GHR2 que es degradado a traveés de la union
especifica de la ligasa de ubiquitina BTrCP (van KP et al., 2007); y como segundo
mecanismo, la accion de la metaloproteasa TACE (TNF-alpha-cleaving enzyme) la cual
actia en el dominio extracelular del GHR generando por protedlisis del receptor las
proteinas de union a GH (GH-BP), aunque cabe mencionar que otras enzimas relacionadas
a las metaloproteasas como ADAM-10 han mostrado actividad proteolitica sobre el GHR
(Loesch K et al., 2006). El fragmento remanente puede ser blanco del rompimiento
dependiente de y-secretasa liberando el dominio intracelular (ICD), el cual se transloca

intracelularmente hacia el nacleo (Cowan et al., 2005).

La mayor parte de los receptores a GH se encuentran en reticulo endoplasmico y la
superficie celular, también en algunos tejidos (ej. reproductor de rata) es posible encontrar
localizacion nuclear del receptor (Lobie et al., 1990; Lincoln et al., 1998, 2000). La
localizacion nuclear no es una caracteristica exclusiva de GHR; de igual manera otros
receptores transmembranales incluyendo el de prolactina, FGFR-1, FGFR-3, ErbB2,
ErbB3, ErbB4 vy el receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular F1k1/KDR se
localizan en el ndcleo (Giri et al., 2005; Johnson et al., 2004). El transporte del receptor de
GH al nucleo se ha vinculdado con la interaccion con las importinas-o/f (Conway-
Campbell et al., 2007) y se conoce que este mecanismo estd presente en otros receptores
tales como FGFR2, ErbB-2 y el receptor para interferon y (Ahmed y Johnson 2006; Giri et
al., 2005; Marchetti et al., 2006).

Regulacién de la Secrecién y Sintesis de la GH

La secrecion de GH en la hipdfisis de todos los vertebrados estudiados durante su
desarrollo muestra un patron pulsatil. Ademas, los humanos y ratas exhiben un dimorfismo
sexual en la secrecién de GH. Especificamente, en rata macho, la secrecion de GH ocurre
en pulsos discretos con bajos niveles inter-picos. Al contrario, la liberacion de GH en ratas
hembra presenta menor pulsatilidad y los niveles inter-pico son mayores (Giustina y
Veldhuis, 1998). En el pez, también han sido descrito variaciones diurnas de la secrecion de
GH para la trucha arcoiris (Gémez et al., 1996), salmén del atlantico (Bjornsson et al.,
2000), pez dorado (Marchant y Peter 1986) y carpa (Zhang et al., 1994). Estas variaciones
circadianas son caracterizadas por la existencia de diferentes pulsos a traves del dia siendo
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mas altos durante la fase oscura (Boujard et al., 1992; Boujard 1995; Gomez et al., 1996).

El control hipotaldmico de la secrecion de GH en mamiferos ha sido considerado como el
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Figura 3. Vias de sefializacion activadas por el receptor de GH (JAK/STAT, PI3K/AKT, MAPK)
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paradigma clésico del sistema de “control dual” sobre la secrecion hipofisaria. La
hormona liberadora de GH (GHRH) y el factor inhibidor de la liberacion de somatotropina
(SRIF; o somatostatina) regulan directamente la secrecion de GH de la adenohipdfisis
(McMahon et al., 2001; Goldenberg y Barkan. 2007). Sin embargo y a pesar de la reciente
evidencia que muestra la importancia de péptidos adicionales (por ejemplo: sefales
metabdlicas, otros factores hipotaldmicos y citocinas) en la regulacion de GH, la regulacion
hipotaldmica de GH aparentemente es mas compleja y heterogénea en vertebrados no
mamiferos que en mamiferos (Gahete et al., 2009).

La regulacion de la GH en peces difiere significativamente de otros grupos de
vertebrados porque presentan una organizacién del eje hipotdlamo-hipofisis Unica en
teledsteos. Las células enddcrinas de la hipofisis anterior presentan una distribucion zonal
(Doerr-Schott 1980) y estan inervadas directamente por fibras nerviosas provenientes del
hipotdlamo (Gorbman 1995). Consecuentemente, un numero de factores neuro-endocrinos
pueden actuar directamente a nivel hipofisiario para regular la secrecion de GH. Por otra
parte, en anfibios y reptiles, se han descrito tres péptidos hipotalamicos (GHRH, SRIF, y
PACAP) los cuales son los principales reguladores de la liberacion pulsatil de GH.
Finalmente, en aves, la regulacion de la liberacién de GH, esta también bajo un control
“dual” similar al presente en mamiferos, donde GHRH, TRH y SRIF representan los
factores hipofisiotréficos mas importantes. A pesar de las diferencias entre los grupos,
aparentemente en la mayoria se encuentran involucrados factores hipotalamicos,
hipofisarios y periféricos (ghrelina, leptina, hormonas esteroides y factores de crecimiento)
en el control de la funcion de los somatotropos ejerciendo un papel comparable en los

diferentes grupos, donde su importancia relativa ha cambiado durante la evolucion.

Factores liberadores de GH hipofisiaria

GHRH: GHRH es un péptido de 44 aminoéacidos producido en el ndcleo arcuato del
hipotalamo e inicialmente identificado en 1982 en un tumor pancreatico causante de
acromegalia (Guillemin et al. 1982, Rivier et al. 1982) y subsecuentemente aislado y
caracterizado en otras especies (Malagén et al. 2006). En contraste a la mayoria de

neurohormonas hipofisiotrépicas, la estructura primaria de GHRH es altamente variable.
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Estudios iniciales que intentaron analizar el papel potencial de la GHRH en la
liberacion de GH en el pez fallaron en demostrar una accion estimuladora, probablemente
por el hecho de que los péptidos originales en pez que corresponden a GHRH son
homologos de péptidos relacionados con PACAP (Malamed et al. 1995; Montero et al.
1998; Blaise et al. 1995; Luo et al. 1990; Vaughan et al. 1992). Sin embargo, la reciente
identificacion de GHRH vy su receptor en el pez dorado ha dado luz a este tema a través de
mostrar que este péptido es un potente estimulo para la liberacién de GH hipofisiaria en
estas especies (Lee et al. 2004). En anfibios, ha sido demostrado que la GHRH es capaz de
estimular la secrecion de GH, y su efecto es inhibido por SRIF en una manera dependiente
de la dosis (Jeandel, et al. 1998). Finalmente, en aves y mamiferos, GHRH ha sido
inequivocamente probado como el principal neuropéptido estimulador en generar y
mantener la secrecion y pulsatilidad de GH (McMahon et al. 2001, Tannenbaum, et al.
1989, Plotsky y Vale. 1985, Bertherat et al. 1995, Wang et al., 2007) aungue existen
evidencias importantes para relacionar la participacion de TRH como un potente factor
liberador de GH (Ahene et al., 1991).

TRH: TRH es un tripéptido sintetizado en neuronas del nucleo paraventricular del
hipotdlamo que en la mayoria de las especies estimula la liberacion de la hormona
estimuladora de la tiroides (TSH) y PRL en la adenohipdfisis. Adicionalmente, TRH
también ha mostrado que tiene accién estimuladora en la liberacion de GH en somatotropos
de todos los grupos de vertebrados, aunque con algunas diferencias especificas de especie.
El papel somatotropogénico de TRH esta importantemente conservado durante la evolucion
de los vertebrados. En peces, la liberacion de GH estimulada por TRH o la activacion de
los somatotropos ha sido reportada en especies de teledsteos, tales como pez dorado y carpa
(Trudeau et al., 1992), pero no se han observado efectos en tilapia (Melamed et al., 1995),
anguila, y lenguado (Rousseau et al., 2001; Rousseau et al., 1999). La accion directa de
TRH en la funcion de los somatotropos ha sido reportada en anfibios (Gracia-Navarro et
al., 1991) y reptiles (Hall y Chadwick, 1984) asi como en aves. La TRH parece ser
equipotente a la GHRH (Kuhn et al., 2005) en el caso de los pollos (Ahene et al., 1991)
pero no para otras aves de corral (Ahene et al., 1991, Harvey, 1990; Lea et al., 1990; Leay

Harvey. 1990). En mamiferos, se ha demostrado que TRH estimula la liberacion de GH en
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bovinos (Convey et al., 1973) y cabras (Rivier et al., 1982; Blanchard et al. 1987; Fletcher
y Clarke. 1994). En humanos, la habilidad de TRH de inducir la liberacion de GH es
mantenido en células tumorales de somatotropos, mientras que este efecto es menos
evidente en sujetos normales, asi que se sugiere, como PACAP, que TRH ha perdido, al
menos en parte, su capacidad para actuar como el estimulo primario del eje somatotrépico
(Okinaga et al., 2005; Giustina et al., 1995, 1997; Somjen et al., 1999).

Ghrelina: Ghrelina es un péptido de 20 a 30 aminoacidos, dependiendo de la especie,
predominantemente producido por el estdmago aunque también expresado en muchos otros
tejidos, incluyendo el pancreas, el sistema cardiovascular, y el hipotalamo (van der Lely et
al., 2004). Es producido en dos diferentes formas, acilada la cual se une al receptor del
secretagogo de GH (GHS) conocido como GHS-R tipo 1a y se considera bioldgicamente
activa y desacilada la cual no se une a GHS-R1a y se pensaba era inactiva pero ahora ha
mostrado diversas actividades en tejidos enddcrinos y neuroendocrinos (van der Lely et al.,
2004). Este péptido, como se sugirié inicialmente por estudios con anélogos sintéticos
(GHSs), ejerce diversas acciones bioldgicas, incluyendo la modulacién de la secrecion de
GH y potentes acciones orexigénicas (Kaiya et al., 2008). En teleosteos, la ghrelina actia
como un potente estimulador directo de la liberacion de GH en la hipdfisis de diversas
especies tales como el pez dorado (Unniappan y Peter, 2004), tilapia (Kaiya et al., 2003;
Riley et al., 2002), trucha arcoiris (Kaiya, et al. 2005), pez gato (Kaiya et al., 2005) y
anguila (Kaiya et al., 2003). Este péptido es capaz de estimular la liberacion de GH de los
somatotropos en anfibios (Kaiya et al., 2001) y reptiles (Kaiya et al., 2004). El papel
estimulador de ghrelina ha sido también reportado en pollo por accion directa sobre los
somatotropos (Baudet y Harvey, 2003). Finalmente, en mamiferos, la ghrelina tiene una
funcién estimuladora de la secrecion de GH, como se reporto por ejemplo, en ratas
(Yamazaki et al., 2002), cerdos (Malagon et al., 2003), primates (Kineman y Luque, 2007)
y humanos (Lengyel, 2006; Dimaraki y Jaffe, 2006). Consecuentemente se ha concluido
que la ghrelina estimula la actividad de los somatotropos en todas las especies estudiadas
hasta la fecha. En modelos de raton carentes de ghrelina y GHS-R no se observaron
cambios en la liberacion de GH; por lo tanto, aparentemente la funcion reguladora de

ghrelina sobre la GH en los somatotropos es de menor importancia al compararse con
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GHRH y PACAP. Sin embargo, el incremento de evidencia relativa a este péptido
orexigénico sugiere que podria actuar como una asociacion entre el estatus metabdlico, el

crecimiento y la funcién reproductiva (Dimaraki y Jaffe, 2006).

Leptina: La leptina es una citocina helicoidal clase | descubierta por la clonacion
posicional de un gen de obesidad murina y su homologo humano (Zhang et al., 1994). La
leptina es una hormona circulante principalmente secretada, en mamiferos, por el tejido
adiposo pero también por algunos otros pocos tejidos. Estd ampliamente aceptado que la
leptina secretada por los adipocitos comunica al cerebro la cantidad de energia almacenada
(lipidos). Este péptido ha sido también detectado en vertebrados inferiores, pero en
contraste con los mamiferos, la leptina de pez parece estar principalmente producida por el
higado (Huising et al., 2006; Kurokawa et al., 2005). Mas aun, la inmunoreactividad a la
leptina ha sido también detectada en el estbmago de anfibios (Muruzabal et al. 2002) y en
el estbmago, plasma, higado y tejido graso de reptiles (Muruzabal et al. 2002; Paolucci et
al. 2001). Al menos en mamiferos, la leptina también actia como un neurotransmisor
porque este péptido y sus receptores estan expresados en el hipotdlamo y en células
hipofisiarias de ratdn, rata, oveja y humano (Couce et al., 1997; Dyer et al., 1997; Malik y
Young 1996; Morash et al., 1999). No existen datos reportados respecto a la modulacion de
la secrecién de GH por leptina en vertebrados no mamiferos. En contraste, diversos
estudios han mostrado que en mamiferos, la leptina ejerce un efecto directo sobre los
somatotropos. En ratones y cerdos, la leptina acta directamente en los somatotropos,
induciendo la secrecion de GH (Baratta et al., 2002; Luque et al., 2007; Saleri et al., 2004).
En ratas y vacas, el efecto de leptina en la regulacion de la liberacion de GH es ademas
dependiente del estado de alimentacion (Carro et al., 1997). En tejidos adenomatosos
secretores de GH la leptina parece ejercer un ligero efecto inhibitorio de la secrecién
espontanea de GH y un efecto estimulador en la secrecion de GH estimulada por GHRH. Si
bien, la leptina tiene capacidad para modular la secrecion de GH de la hipdfisis en
mamiferos existen evidencias que sugieren que esta modulacion difiere entre las especies
estudiadas hasta la fecha y falta explorar su papel en vertebrados inferiores (Gahete et al.,
2009).
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Mecanismos moleculares de accién de GHRH

Durante la regulacion de la secrecion de la GH en respuesta a GHRH se activa la via
de la adenilato ciclasa que a través del AMPc fosforila y activa a la cinasa de proteina A; en
consecuencia, se producen rearreglos en el citoesqueleto que permiten la fusion de las
vesiculas de secrecion. Como efecto de la apertura de los canales de Na* se despolariza la
membrana y se abren canales de Ca** dependientes de voltaje, lo que permite la entrada de
calcio indispensable para la liberacién de GH. Después, se activa la ATPasa de Ca®* que
restaura los niveles de Ca®* intracelular. Ademas de esta via se ha observado en los
somatotropos la activacion de la fosfolipasa A, en respuesta a la GHRH, esto induce la
movilizacién de Ca** intracelular desde el reticulo endopléasmico a través de la apertura de
canales de calcio por la union del trifosfato de inositol (IP3) y la fusion de las vesiculas de
secrecion por la activacion de la proteina cinasa C activada por diacilglicerol y acido
araquiddnico. La inhibicién de este proceso esta dada principalmente por la SRIF a traves
de la unidn al receptor. La SRIF es capaz de inhibir mediante una proteina Gi la formacion
de AMPc y la entrada de Ca®* y, como consecuencia, la secrecién de GH (Harvey et al.,
1995). En la Figura 4 se ejemplifican los principales efectos de la GHRH sobre el gen de

GH y en la secrecion de GH.

Factores liberadores en Testiculo

GHRH: Se ha encontrado la expresion de GHRH en testiculo de pollo, rata y humano. En
la rata su distribucion es en células germinales (espermaétides y espermatogonias), en
células de Sértoli y Leydig, asi como un receptor que une a GHRH como se esquematiza en
la Figura 5 (Wang et al., 2007; Berry et al., 1992; Fabbri et al., 1995; Moretti et al., 2002).
En el caso de las aves el grupo de Wang describio la expresion de GHRH (Fig. 6) y de su
receptor, sin embargo no se ha descrito la distribucion de este sistema en el testiculo de

estos vertebrados.
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Figura 6. Expresion de ARNm de GHRH en tejidos de pollo; en A la aplificacion del ARNm de GHRH se
realizé con 31 ciclos; B y C con 35 ciclos; actina se amplificé con 23 ciclos. In, inestiuno; Ki, rifién; Li,

higado; Lu, pulmén; Mu, misculo; Ov, ovario; Pi, hipofisis; Sp, bazo y Te, testiculo (Wang et al., 2007).

Se conoce que las células de Leydig de rata en cultivo son capaces de sintetizar
hormonas hipotaldmicas como CRH y GHRH (Srivastava et al., 1993a); es también
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conocido que la gonadotropina coridnica humana (hCG) promueve la liberacion de GHRH
en estas células en cultivo. Existen evidencias que sefialan que la GHRH y el péptido
intestinal vasoactivo (VIP) compiten por el mismo receptor en las células de Leydig de rata
en cultivo (Ciampani et al., 1992).

Ghrelina: La actividad de ghrelina en relacién a su efecto sobre la reproduccién se evaluo
primero en los testiculos, si bien, la probabilidad de que éste péptido presente algin efecto
fue concebible gracias a estudios previos que describen los efectos de otros reguladores de
balance energético periféricos tales como la leptina sobre los testiculos (Tena-Sempere y
Barreiro, 2002). Asi mismo, la presencia del receptor funcional de ghrelina el GHS-R1a en
los testiculos de mamiferos Ilevd a pensar que ghrelina tiene efectos directos y especificos
en la regulacion de hormonas gonadales (Garcia et al., 2007). Es posible que estos efectos
gonadales se lleven a cabo sobre la espermatogénesis a través de la modulacién de la
actividad esteroidogénica como lo han demostrado estudios donde la adicion de ghrelina
modifica la actividad de enzimas esteroidogénicas.

Tanaka y col. (2001) describieron la expresion testicular del gen de ghrelina en
roedores y paralelamente la expresion del receptor gonadal. Se demostrd la expresion de
ghrelina en etapas postnatales y su distribucion especifica en las células de Leydig. Se
determind también que en la rata la presencia del receptor GHS-R1la se mantiene
relativamente constante a lo largo de la vida posnatal, y su localizacion se reportd
principalmente en células Sértoli y de Leydig, aunque eventualmente también en la linea
germinal (Barreiro et al., 2002; Tena-Sempere et al., 2002). Se demostrd que ghrelina
inhibe de manera dependiente de la dosis la secrecién de testosterona a través de disminuir
los niveles de expresion de enzimas de la ruta esteroidogénica tales como la proteina
reguladora de esteroides (StAR), la enzima de rompimiento de la cadena lateral (P450scc),
la 3phidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) y la 17B-HSD tipo Il especifica de testiculo
(Tena-Sempere et al., 2002). Considerando que el mayor estimulante de la expresion
gonadal de ghrelina es la LH hipofisaria, es posible especular que ghrelina podria estar
operando como un regulador local de las acciones esteroidogénicas de LH, lo que puede
estar autolimitando la respuesta testicular de testosterona a la estimulacion gonadotrépica
(Barreiro et al., 2002). De tal forma, se ha descrito que los niveles elevados de ghrelina

circulante como los observados bajo insuficiencia energética podrian contribuir a la
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supresion del eje reproductivo en situaciones de balance energético negativo, tales como en
el ayuno (Dornonville et al., 2005). En adicién a los efectos sobre esteroidogénesis, la
ghrelina podria estar regulando funciones directas dentro de los tubulos seminiferos, ya que
se ha demostrado la expresion de GHS-R1a en el compartimiento tubular de los testiculos.
De hecho, ghrelina es capaz de inhibir la expresion de SCF (stem cell factor), el cual es un
producto de las células de Sértoli y a quién se le ha identificado como el principal
estimulador paracrino del desarrollo de la linea germinal, donde funciona como un factor de
sobrevivencia en espermatogonias, espermatocitos y espermatides (Barreiro et al., 2003,
2004; Hakovirta et al., 1999; Yan et al., 2000).

Leptina: La leptina es un factor de union entre el almacén de energia y diferentes funciones
vitales, tales como ingesta de alimento, homeostasis energética y funcién reproductiva
(Zang et al., 1994; Halaas et al., 1995; Chehab et al., 1996). Estas acciones son mediadas
por el receptor a leptina conocido como Ob-R el cual pertenece a la familia de receptores a
citocinas (Tartaglia et al., 1995). EI mayor sitio de accion de la leptina es en el hipotdlamo
donde la concentracion de la isoforma funcional del receptor a leptina se encuentra
expresada a su nivel maximo (Fei et al., 1997). Los receptores a leptina han sido
identificados en diferentes tejidos enddcrinos de érganos como ovarios, adrenales, pancreas
y testiculo (Specier et al., 1997; Karlsson et al., 1997; Ryan et al., 2002; Bornstein et al.,
1997; Kieffer et al., 1996). La activacion del receptor Ob-R presente en las células de
Leydig de roedores tiene la capacidad de inhibir la produccion de testosterona inducida por
hGC en estas células aisladas (Caprio et al., 1999). Resultados similares se obtuvieron con
células ovaricas y adrenales donde se demostrd que la leptina tiene la capacidad de inhibir
la produccion de estradiol estimulada por FSH y la produccion de cortisol bajo estimulo de
ACTH respectivamente (Specier et al., 1997; Zachow et al., 1999; Bornstein et al., 1997;
Parlong et al., 1998).

La expresion del receptor en testiculo de rata desde la vida gestacional hasta su madurez
presentd un patron de expresion similar al RLF o factor similar a relaxina el cual es un
indicador de la maduracion de las células de Leydig (Balvers at al., 1998; Speiss et al.,
1999; Caprio et al., 2003). Durante la vida prenatal de las ratas la inmuno-reactividad
testicular a Ob-R no estd presente y en la vida postnatal la inmuno-reactividad se presenta
hasta la pubertad (Caprio et al., 2003).
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Hormona Inhibidora de gonadotropinas (GnlH): La hormona inhibidora de
gonadotropinas (GnlH) fue aislada inicialmente en el hipotalamo de codorniz y ha
mostrado la capacidad de inhibir la secrecion de la hormona luteinizante (LH) de la
hipdfisis anterior tanto in vitro como in vivo (Tsutsui et al., 2000); ademas en ratas se
demostro que un péptido homologo de la familia de las RFamidas (RFRP-3), las cuales son
similares a la GnlH induce la liberacion de hormona de crecimiento hipofisiaria (Johnson et
al., 2007). La GnIH es un dodecapéptido que pertenece a la familia de los péptidos
RFamida con un motivo C-terminal Pro-Xaa-Arg-Phe-NH,. El gen que codifica a la
proteina precursora de GnlH en la codorniz japonesa, pollo y gorriones ha sido clonado y se
encontrd que comparte un alto grado de homologia entre estas especies (Satake et al., 2001;
Osugi et al., 2004; Ikemoto y Park 2005). Las neuronas inmunoreactivas (IR) a GnlH se
encontraron primordialmente en el ndcleo paraventricular del hipotdlamo mientras que las
fibras IR-GnlIH se encontraron a en diferentes zonas del cerebro incluyendo la eminencia
media en codorniz japonesa (Ukenta et al., 2003) y en gorriones (Bentley et al., 2003).
Ademas a las especies de aves, las RFamidas, se han encontrado en hamsters, ratas y
ratones (Krigsfeld et al., 2006) donde los cuerpos celulares de las neuronas IR-GnlH se
encuentran en el hipotalamo mediobasal con pronunciadas proyecciones y terminales a lo
largo del sistema nervioso central. Los receptores para péptidos RFamida (RFRPS)
homologos a GnlH han sido previamente identificados en ratas y ratones (Hinuma et al.,
2000, Ukena y Tsutsui 2001; Ukena et al., 2002). La amplia distribucion de fibras IR-GnIH
en maultiples areas del cerebro es consistente con la idea de que GnlH tiene diversas
funciones tales como la conducta de alimentacion en pollos (Tachibana et al., 2005) y la
conducta sexual en gorriones de corona blanca (Bentley et al., 2006). Debido a la posicion
proximal que presentan las neuronas GnRH y GnlH se ha sugerido que exista una posible
interaccidon entre estos 2 tipos neuronales (Kriegsfeld et al., 2006). Se conoce que la
expresion de GnlH en el cerebro de la codorniz es regulada foto-periodicamente
aparentemente con incremento ante la administracion de melatonina en animales
pinealectomizados (Ubuka et al., 2005).

Al administrar GnIH via intracerebro ventricular o periférica a hamsters sirios
ovariectomizados se observd una disminucion en las concentraciones plasmaticas de LH,

lo que da evidencia del efecto inhibidor de la liberacion de gonadotropinas (Kreigsfeld et
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al., 2006). También se ha descrito que el tratamiento con GnlH en rebanadas de hipofisis de
pollo disminuye la liberacion de FSH y LH (Ciccone et al., 2004). Se demostro la presencia
de GnlH en el testiculo de codornices japonesas y pavorreal, ademas se demostré que es
capaz de inducir apoptosis testicular y decrementar la actividad espermatogénica cuando se
administra GnlH continuamente durante 2 semanas en codornices japonesas (Ubuka et al.,
2006). Se conoce que ademas de la expresion central e hipofisaria del receptor de GnlH
esté se encuentra presente en las gonadas de aves y su expresion se encuentra influenciada

por esteroides y por la maduracion sexual de la gonada (Maddineni et al., 2008).

Aparato reproductor masculino en aves
Estructura del aparato reproductor masculino en aves

En las aves machos los testiculos se encuentran ubicados en pares en la zona
craneo-ventral en el primer I6bulo del rifion. EI conducto deferente emerge medialmente y
pasa caudalmente a la cloaca donde tiene una desembocadura comdn con el uréter en el
Urodeum. La porcion terminal de los conductos deferentes esta hinchada como un 6rgano
de almacenamiento: el glomus seminales (o vesicula seminal como se muestra en la figura
7 a la izquierda). Al igual que en algunos mamiferos, la formacién de espermatozoides es
sensible a la temperatura y la maduracién de los espermatozoides es potenciada con la
disminucion de la temperatura nocturna (Ritchie et al., 1994).
Espermatogénesis

La espermatogénesis representa el proceso por el cual los precursores denominados
espermatogonias llevan a cabo a una serie de divisiones mitdticas y meioticas para dar lugar
a espermatozoides. Las células del epitelio germinal se ubican desde la membrana basal de
los tabulos seminiferos hasta la luz del tabulo. Los perfiles citoplasmaticos de las células de
Sértoli son extremadamente complejos, ya que esta célula extiende una serie de procesos
que rodean a las células germinales adyacentes en un patron arbdreo. La espermatogénesis
se puede dividir en tres fases principales (i) la proliferacion y diferenciacion de las
espermatogonias, (ii) la meiosis, (iii) y espermiogénesis lo que representa una metamorfosis
de procesos relacionados con la transformacion de espermatides redondas que derivan de la

division final de la meiosis en la estructura del espermatozoide.
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Figura 7. Sistema reproductor masculino de aves. Se muestran los testiculos en 2 estadios, durante época
reproductiva (izquierda) y durante regresion testicular (derecha), ademés se muestran los rifiones tri-

lobulados, uréteres, vas deferens y vesicula seminal.

Las espermatogonias representan una poblacion celular que se divide por mitosis,
proporcionando tanto la renovacion de una poblacion de células madre, asi como
espermatogonias que se han comprometido a entrar en el proceso de meiosis. La
identificacion de los tipos de espermatogonias es diferente y variable entre las diversas
especies de vertebrados estudiados, debido a la falta de marcadores moleculares definitivos
y conservados que permitan identificar a etapas especificas. Hasta la fecha, la clasificacion
de estas celulas ha dependido solamente de las caracteristicas de sus nudcleos y, en
particular, sus patrones de la cromatina, asi como la disposicion histoldgica y su asociacion
con otras etapas de diferenciacion. Actualmente se conoce que la identificacion de las
diferentes etapas de diferenciacion de la linea germinal se lleva a cabo a través del analisis
de la expresion de diferentes proteinas, por ejemplo: células germinales primordiales:
SSEA-1, fosfatasa alcalina; gonocitos: AP2gamma, OCT3; espermatogonia: c-Kkit;
espermatocito: DAZ (Stukenborg et al., 2010).
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GH en la funcion reproductora en el pollo
GH y Espermatogénesis

La posibilidad de que la GH afecte la funcién del tracto reproductivo de machos fue
considerada en 1963 por Boccabella, quien sugiri6 que la GH puede estimular la
espermatogénesis en ratas. Posteriormente Spiteri-Grech y Nieschaleg (1992) concluyeron
que la GH tiene un papel menor en la espermatogénesis; sin embargo otros estudios
sugieren una fuerte relacion entre la GH y la fertilidad masculina (Shoham et al., 1994).
También se sabe que la motilidad espermatica se ve disminuida en ratas y ratones
deficientes de GH y es restablecida por la administracion de GH (Kuroda 1989; Breier et
al., 1996; Gravance et al., 1997). Este mismo grupo observé un decremento en el nimero
de espermatozoides maduros pero un nivel normal de espermatides en roedores deficientes
de GH y por lo tanto es factible mencionar que la GH puede afectar los procesos finales
(espermiacion) mas que la espermatogénesis (Kuroda, 1989). Matsushima et al., (1986)
notaron un ndmero menor de espermatogonias, espermatocitos, espermatides vy
espermatozoides en roedores GH-deficientes en los cuales al suplementarles GH
recuperaban las cuentas normales. Ademas de sus efectos en la linea germinal se observé
que en células de Leydig y Sértoli, también se ve afectada su maduracién cuando existe
deficiencia de GH vy al adicionar GH exdgena se ve recuperado el tamafio y funcionalidad
del testiculo (Shoham et al., 1994).

GH y Esteroidogénesis

Esta bien establecido que la GH puede modular la gametogénesis afectando la
sintesis de testosterona, ya que esta hormona es necesaria para la produccion de
espermatozoides en todas las especies de vertebrados estudiadas. Esta propuesta se apoya
en la presencia del ARN mensajero del GHR en células de Leydig progenitoras, inmaduras
y maduras (Kanzaki y Morris, 1999), asi como en la disminucion de la secrecion de
testosterona en ratones resistentes a GH (Chandrashekar et al., 1999). La accidn
esteroidogénica de la GH también se puede reflejar a través de la induccion de receptores
testiculares a hormona luteinizante (LH) en ratones enanos (Chatelain et al., 1991), rata

(Bex et al., 1978) y en el hamster dorado (Zipf et al., 1978) todos ellos con deficiencia de
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GH. Por medio de inmuno-histoquimica en cortes de testiculo de pollo ha sido posible
identificar inmunoreactividad a GH en el epitelio germinal y en los intersticios de los
tubulos seminiferos donde se encuentran las células de Leydig (Luna et al., 2004).

La accion esteroidogénica de la GH podria ser a través del IGF-1 local/ hepatico,
aunque estudios in vitro sugieren un papel independiente de la IGF-1 en la funcién de las
células de Leydig. Kanzaki y Morris (1999) han mostrado que la GH incrementa la
sintesis de androgenos (testosterona) en 3 horas de incubacion de células progenitoras de
células de Leydig en rata (PLCs). En cultivos de células de Leydig de rata se ha
demostrado que la GH y el IGF-1 son capaces de potenciar el efecto de interleucina-1a
sobre la produccién de testosterona y dihidro-testosterona (Coldn et al., 2005). Sin embargo
en cultivos de células de Leydig de equinos a diferentes etapas de madurez sexual se
encontré que no existe efecto de GH ni de IGF-1 en la produccion de testosterona y
estradiol (Hess et al., 2005).

Se ha planteado que la GH tiene su efecto sobre los pasos iniciales de la via de
sintesis esteroidogénica debido a que los niveles del ARN mensajero de la proteina
reguladora de la esteroidogénesis (StAR, la cual regula la translocacion del colesterol a la
membrana interior de la mitocondria) y de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
3BHSD (la cual convierte pregnenolona en progesterona) se ven incrementados en el
estudio de Kanazaki y Morris (1999). El grado de respuesta a GH puede ser asociado a la
abundancia del GHR, debido a que el ARN mensajero de GHR es menos abundante en
PLCs que en las células inmaduras y adultas (Kanzaki y Morris, 1999). Sin embargo, la GH
realiza la transduccion de sefial a través de STAT5 en PCLs e inmaduras (Kanzaki y
Morris, 1998). Asi se pudo plantear que la GH induce tempranamente la diferenciacion de
las células de Leydig y ademas la produccion de esteroides por medio de un mecanismo
dependiente de STAT-5, y adicionalmente influenciar las enzimas esteroidogénicas de una

manera independiente de STAT-5.

La Hormona de Crecimiento (GH) Extrahipofisiaria

Se ha encontrado el ARNm de GH asi como una proteina semejante a la GH, la cual se

sintetiza en otros tejidos extra-hipofisarios como en el sistema nervioso, reproductor e
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inmune de pollo, incluso en algunos que se consideraban dérganos y tejidos blanco de la

hormona (Harvey et al., 1995).

Hormona de Crecimiento Testicular
Expresion de GH en testiculo

La expresion del gen de hormona de crecimiento no se encuentra restringida a los
somatotropos de la hipdfisis de vertebrados ya que recientemente ha sido demostrada su
expresion extrahipofisiaria en diferentes tejidos. La posibilidad de que la expresion del gen
ocurra en el tracto reproductor de machos ha sido propuesta con anterioridad y solamente se
habia detectado a nivel testicular en humanos en donde demostraron que era la variante
placentaria y no la hipofisaria la que es transcrita (hGH-V) (Berger et al., 1999;
Untergasser et al., 1997, 1998). Sin embargo recientemente se logré encontrar el ARN
mensajero de GH en testiculo y vasos deferentes de gallos adultos. También fue reportada
la presencia del ARN mensajero de Pit-1 en estas estructuras lo que sugiere la accién de
éste factor transcripcional en la expresion del gen GH en el tracto reproductor masculino
(Harvey et al., 2004).

Secuenciacién del ARN mensajero en testiculo

La secuencia del ARN mensajero de GH en testiculo solamente se ha descrito en
pollo y este mensajero tiene una abundancia 1000 veces menor a la hipofisiaria (no
detectable por Northen blot). La secuenciacion del ADNc de la GH testicular obtenida de
un RT-PCR de 690 pb presentd una homologia del 99.6% con la secuencia consenso
publicada para ADNc de GH hipofisiaria de pollo. Esta secuencia solo difiere del ADNc
consenso de la GH hipofisiaria en tres substituciones de pares de bases: una sustitucion de
base en el residuo 102 (137 del fragmento de ADNCc) (una T por una C), una substitucion de
base en la posiciébn 461 (496 del fragmento de ADNCc) (una G por una A) y una
substitucion de base en la posicion 588 (623 del fragmento de ADNCc) (una A por una G).
Las substituciones en los residuos 102 y 588 no alteraron la secuencia de aminoacidos
predicha para la proteina, y solo difiere un solo aminoéacido (glicina por aspartato), en el
residuo 154 de la pro-hormona (residuo 129 de la hormona madura) (Tanaka et al., 1996;
Harvey et al., 2004), lo que nos indica que es el mismo gen. La comparacion de las

secuencias se muestra en la Figura 8.
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secuencia de la GH hipofisaria vs GH testicular de pollo. Se sefiala en

recuadros las diferencias y el aminoédcido que cambia se muestra en la parte superior. tGH, hormona de

crecimiento testicular de pollo; PitGH, GH hipofisaria de pollo (Harvey et al., 2004).
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Distribucion del ARN mensajero de GH en testiculo

El ARN mensajero fue localizado por medio de hibridacion in situ en cortes de
testiculo de pollos prepuberes en los cuales fue posible localizar marca positiva para el
ARN en la zona correspondiente a espermatogonias y espermatocitos primarios en los
tubulos seminiferos (Fig. 9). Cabe mencionar que se observd un patrén diferente en la
distribucion en la inmuno-reactividad testicular al anticuerpo contra GH, ya que
principalmente se observd en espermatocitos secundarios, espermatides y en la zona

correspondiente a espermatozoides inmaduros (Harvey et al., 2004; Luna et al., 2004).

Figura 9. Distribucién de ARN mensajero de la GH en testiculos de pollos sexualmente maduros. A) Control
negativo B, C y D) muestran marca positiva para el ARNm de GH en tdbulos seminiferos. Flechas sefialan
ejemplos de localizacion de ARNm de GH. (Harvey et al., 2004).

Concentracion de GH en testiculo

La concentracion de GH detectada en los testiculos de pollo es 1000 veces menor
que la presente en la hipdfisis, por lo tanto es poco probable que contribuya
significativamente a la GH circulante. Sin embargo, es posible que la produccion local
tenga como fin modular acciones locales en el testiculo. Esta sugerencia esta sostenida en el
hecho de que los resultados de la inmuno-histoquimica muestran IR a GH dentro de la
barrera hemato-testicular (formada por las células de Sértoli a través de uniones ocluyetes
las cuales impiden el paso de proteinas hacia la luz del tabulo seminifero) implicando la
idea de que no se secrete hacia el plasma. Los testiculos deben ser 5 a 1000 veces de mayor
tamafio que la hipdfisis, de tal forma, que el contenido total de GH en la gonada en ciertas
edades, particularmente después de la maduracion sexual, puede ser significativo y
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comparable con el contenido total a nivel hipofisiario. La concentracion de GH testicular se
modifica con la edad; a las 35 semanas (etapa de mayor fertilidad) se presenta la mayor
concentracion, en tanto que a las 4 semanas (infantil) ocurre un incremento marcado en la
concentracion comparado con etapas embrionarias (18 dias de embrion) y neonatales (1
dia); esta concentracion se mantiene a través de la pubertad (15 semanas) y es hasta la
semana 66 (adulto) que la cantidad tiene una tendencia a disminuir como se muestra en la
Figura 10 (Luna et al., 2004).

18E 1d 1s 4s 9s 15s 36s 66s
Edad

Figura 10. Concentracion testicular de GH durante la ontogenia del pollo determinado por ELISA. Letras
diferentes muestran diferencias significativas. 18E, embrién; 1dia, neonato; 4-9 semanas, infantil; 15

semanas, puberal y 36-66 semanas, adulto. Escala en ng de GH / mg de proteina (Luna et al., 2004).

Distribucion de la GH testicular

En los testiculos, la inmuno-reactividad a GH se pudo asociar con celulas
germinales, especificamente en espermatocitos y espermatides, aunque no esta presente en
espermatogonias de pollos de 15 semanas de edad. También fue posible observar marca en
la zona intersticial de los tibulos seminiferos donde se encuentran las células de Leydig
como se puede observar en la figura 11 (Luna et al., 2004). EI descubrimiento de GH en los
miocitos circundantes de los tdbulos seminiferos es consistente con las presencia de ARN
mensajero en células epiteliales de otros tejidos como por ejemplo en el masculo liso de
vasos sanguineos, lo cual sugiere que la GH podria cumplir alguna funcién autdcrina en la

contraccion del tubulo (Recher et al., 2001).
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Figura 11. Distribucion de la inmunoreactividad contra GH en cortes de testiculo de pollos prepuberales de

15 semanas. | se muestran panoramicas de la distribucion de GH en el epitelio germinal (aumentos 20x y
40x), en Il y Il se presentan controles negativos. A y C muestran inmunoreactividad a GH en
espermatocitos; B inmunoreactividad a GH en zonas intersticiales y células de Leydig; D en espermatides.
Las flechas sefialan ejemplos de inmunoreactividad. (Luna et al., 2004).

Heterogeneidad Molecular de GH testicular

La GH testicular en pollos presenta variantes moleculares de 14, 15, 17, 23, 26, 29,
32, 35, 40, 45 y 52-kDa donde la variante que posee la mayor abundancia relativa es la de
17 kDa a lo largo de todo el desarrollo. La GH testicular presenta cambios en la proporcion
relativa de sus variantes durante la ontogenia, incluyendo un marcado decremento de la
proporcion de la banda de 14 y 40-kDa (bajo condiciones reductoras, CR) entre los 18 dias
de embrién y 66 semanas de edad. La proporcion relativa de la variante de 17-kDa aumenta
entre los dias 1-7 post-eclosion y se mantiene constante hasta las 66 semanas (Luna et al.,
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2004). Cabe hacer mencion que la variante de mayor abundancia relativa en la hipdfisis y
plasma de pollos es el monémero de 26-kDa (CR) (Ardmburo et al., 1989, 2001).

GH autdcrina/paracrina

Los testiculos se encuentran vascularizados eficientemente y muchas de las acciones
testiculares de la GH exdgena descritas son aparentemente el reflejo de acciones endocrinas
de la GH hipofisiaria a través de su efecto esteroidogénico o probablemente a través del
IGF-1 local. Sin embargo la barrera hemato-testicular asi como la presencia del receptor en
células por dentro de la barrera (germinales), nos hace suponer que algunas de las acciones
de la GH en las células de Sértoli y su funcion en la gametogénesis pueden ser reflejo de
acciones de la GH producida localmente (Harvey, 2010).

La posibilidad de que la GH testicular actte localmente para afectar la funcion
reproductiva directa o indirectamente estd fundamentada en la distribucion del GHR en el
tracto reproductor masculino. La inmuno-reactividad (IR) a GHR esta presente de manera
abundante en los conductos Wolffiano/Mulleriano, uréter y epididimo, conductos
deferentes, vesicula seminal, y gonadas de fetos de ratas (Garcia-Aragon et al., 1992). En
rata adulta la inmuno-reactividad de GHR estd distribuida en conductos deferentes,
epididimo, prostata, células de Leydig y Sértoli, y en menor proporcion en las células
germinales de tubulos seminiferos (Kanzaki y Morris 1990; Lobie et al., 1990; Reiter et al.,
1992).

De manera similar en testiculo de pollo adulto ha sido bien documentada la IR al
receptor de GH y el ARN mensajero lo que apoya la idea de una funcién autocrina y/o
paracrina (Lobie et al., 1990; Harvey et al., 2002).

Regulacién testicular de la GH por factores hipotalamicos de expresion local

El transcrito del gen de GH se encuentra presente en testiculos humanos y de pollo
(Untergasser et al., 1998, 1997; Luna et al., 2002) lo que ha permitido plantear que la
sintesis y/o secrecion de GH en los testiculos, como en la hipofisis, podria estar controlada
por hormonas “hipotalamicas” reguladoras de la GH (hormona liberadora de hormona de

crecimiento 6 GHRH, ghrelina, somatostatina y hormona liberadora de tirotropina 6 TRH)
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las cuales se producen también de manera local. En adicion la presencia de una barrera
como la hemato-testicular fundamenta esta hipdtesis ya que se sabe que esta barrera no
permite el paso libre de péptidos generando un compartimiento aislado en la parte luminar
de los tabulos seminiferos.

Existen reportes en diferentes especies de vertebrados sobre la expresion en el testiculo de
factores hipotaldmicos implicados en la regulacion de la sintesis y secrecién de GH a nivel
adenohipofisiario. EI ARN mensajero de GHRH y su péptido estdn presentes en los
testiculos de humanos (Pescovitz et al., 1990; Berry et al., 1992) y de otros mamiferos
(Tsagarakis et al., 1991; Monts et al., 1996; Moretti et al., 2002); especificamente ha sido
localizado tanto el mensajero como la inmuno-reactividad a la GHRH en células de la linea
germinal y en células de Leydig. De igual forma ha sido descrito el receptor a GHRH en
células testiculares, especificamente en células de Sértoli y Leydig de rata se encuentra el
receptor a GHRH-R pertenece a la familia de receptores acoplados proteina G (Fabbri et
al., 1995; Srivastava et al., 1993). En estudios in vitro se ha demostrado que la GH es
secretada por células testiculares de pollo en cultivo primario bajo el estimulo de GHRH,
donde las principales variantes secretadas son las de 17 y 35-kDa (Martinez-Moreno et al.,
preparacion).

Por otra parte, otros factores relacionados a la sintesis y secrecion de GH descritos a
nivel testicular como ghrelina y su receptor GHS-R tipo-1a asi como el receptor a leptina
también se encuentran presentes en gonadas de rata (Tanaka et al., 2001, Tena-Sempere et
al., 2002; Gaytan 2004); ademas se ha encontrado la expresion de TRH testicular (Wilber
y Xu, 1998, Li et al., 2002). Por otra parte tambien se expresa localmente somatostatina
cuya funcion es de factor inhibidor de la secrecion de GH a nivel hipofisiario (Pekary et al.,
1984, Zhu et al., 1998).

Si bien la presencia de estos péptidos con accion sobre la sintesis y secrecion de GH
a nivel hipofisiario podria formar parte de un sistema regulador de la funcién reproductiva a
nivel testicular. Sin embargo ain no existen estudios en el pollo que relacionen y definan el

papel de estos reguladores en funciones autocrinas y paracrinas en las células testiculares.
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2. Justificacion

Tanto en la adenohipdfisis (Ardmburo 1990, 2001, Houston y Goddard, 1998),
como en plasma (Montiel, 1992) se han encontrado suficientes evidencias de la presencia
de variantes de carga y de masa para la GH. En el caso de los 6rganos del sistema
reproductor de pollo como epididimo y testiculo, recientemente se encontrd evidencia sobre
la presencia del ARN mensajero de la GH y su receptor (Harvey et al. 2004, Luna et al.,
2004). Ademas en resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio se encontrd que la
GH esté presente en los testiculos de pollos de diferentes edades y que su heterogeneidad
molecular es diferente a la de la hipofisis, ademas éste cambia a lo largo del desarrollo
(Luna et al., 2004). Se determind ademas en cultivos primarios que esta hormona es
producida y secretada al medio de cultivo.

Sin embargo, faltaba investigar cual es linaje celular especifico que se encarga de la
sintesis y liberacién de la GH en la génada de pollo; de igual manera, fue necesario realizar
ensayos a fin de determinar el papel de los factores implicados en la regulacion de la
sintesis y secrecion de las diferentes variantes moleculares de la GH en pollo.

Este conocimiento nos permitird integrar a la cGH testicular en los procesos de

regulacion hormonal de la espermatogénesis y esteroidogénesis, para asi entender su papel

autocrino y/o paracrino.

3. Hipotesis

“La GH es sintetizada en el testiculo de pollo en las diferentes etapas de la linea

germinal y ejerce efectos sobre la proliferacion. Ademas de manera local se expresan

péptidos involucrados en la regulacion de su sintesis y secrecion”.
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4. Objetivo General

“Determinar la localizacion de la GH testicular y su receptor GHR en las diferentes
etapas de diferenciacion de la linea germinal asi como su patron de heterogeneidad
molecular y realizar el andlisis de la expresion local de factores vinculados a la regulacion

de la sintesis y secrecion de la GH hipofisiaria”.

Obijetivos particulares

1.- Describir la distribucion de la GH y sus isoformas asi como la de su receptor GHR en
las diferentes etapas de diferenciacion de las células testiculares.

a) Determinar la distribucién de la GH y su receptor en cortes de testiculo de pollo
adulto.

b) Aislar y caracterizar subpoblaciones testiculares con marcadores celulares de la
GH.

c) Determinar el patron de heterogeneidad molecular de la GH en los diferentes

tipos celulares.

2.- Determinar el efecto de GH en cultivos primarios de células testiculares.

a) Determinar a través de ensayos de proliferacion la participacién de GH en la
renovacion de espermatogonias.

b) Establecer el efecto de la GH sobre la tasa metabdlica de células testiculares.

3.- Identificar factores reguladores de la sintesis y secrecion de GH en testiculo de pollo.

a) Determinar la expresion de factores metabolicos periféricos en la gonada de
pollo durante la ontogenia.

b) Identificar el efecto del estrés metabolico inducido por restriccion de alimento

como posible modulador de la expresion de los factores metabolicos vinculados a la

GH.
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5. Disefio Experimental

Analisis de la Distribucion de la GH y su receptor GHR.
Caracterizacion de Marcadores Celulares en Tubulo Seminifero.

Pollos de 36 semanas

Sacrificio,
Colectade
Testiculoy Fijacion

Inmunochistoquimica Inmunogold
Anti-Sox9,LHR, anti-GH y GHR
PCNA

Inmunofluorescencia
Anti-GH,GHR y PCNA

Microscopia

Microscopia Microscopia Electrénica
Confocal Optica de‘ _
Transmision

Determinacion del efecto de GH en cultivos primarios
de células testiculares

Pollos de 36 semanas

Sacrificioy
Colectade
Testiculo

Dispersion enzimatica de
células testiculares de pollo y
cultivo primario en medio
enriquecido

Determinacion del Determinacion de la
Determinacion del efecto @ modificacion actividad

efecto proliferativo I :

de GHRH (1, 10y proliferativo de GH metabolicainducida
100 nM) (1,10 y 100 nM) por por GH (1, 10y 100

Timidina Tritiada (H?) nM) a través del

por Western Blot
ensayo de MTT
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Separaciony caracterizacion de subpoblaciones testiculares de pollo.

Determinacion del patron de heterogeneidad molecular de GH.

Pollos de 36 semanas

Sacrificioy
Colectade
Testiculo

Separacion de subpoblaciones

de células testiculares por
centrifugacion

Carsctetizacion Inmunodeteccion Determtlrr}ac;on del
S de marcadores et
morfologicade

: celulares por
subpoblaciones Western Blot

heterogeneidad
molecular de GH
por Western Blot

Analisis de la Expresion del ARNm de ghrelina/GHS-R1a,
Ob-Ry GnIH durante el Desarrollo (ontogenia).

Neonatal Infantil Puberal Adulto
1 dia post-eclosion 4 semanas 22 semanas 36 semanas

Sacrificioy

Colectade
Testiculo

RT-PCR
Semicuantitativo
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Analisis de la Expresion del ARNm de ghrelina/GHS-R1a, Ob-R y GnIH durante
Estrés metabolico por restriccion de alimento (fasting)

Pollos de 4 semanas

Restriccion de Control Restriccion
alimento - d(;r';) .o de alimento
24h finm 48h

Sacrificioy Crénico

Colectade
Testiculo

RT-PCR
Semicuantitativo

Materiales y Métodos

Animales

Pollos de engorda raza Ross de 1 dia post-eclosion, 4, 22 y 36 semanas fueron
mantenidos con agua Yy alimentados at libitum con alimento especial para aves. Periodo de
luz oscuridad de 12:12 horas (luz:oscuridad). Los pollos fueron sacrificados por
decapitacion. Los animales fueron adquiridos en Pollos Querétaro S.A. de C.V.
Muestras

Los testiculos izquierdos de pollos fueron colectados en condiciones asépticas en el
aviario e inmediatamente transportados al laboratorio para su analisis en solucion
balanceada de Hanks y procesados para obtener las células para cultivo primario y para la
separacién por centrifugacion en gradiente de densidad. Para el caso del analisis
bioquimico los testiculos fueron inmediatamente congelados utilizando hielo seco y
almacenados a -80°C hasta su utilizacion. En el caso de los testiculos colectados para la
realizacién de andlisis inmunohistolégico, fueron colocados en solucién fijadora de Bouin-

Holland durante 48 h y para los estudios por medio de microscopia electronica de
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transmision las muestras de testiculo fueron fijadas en glutaraldehido al 0.5% durante 30
min.
Obtencion de células testiculares por la técnica de dispersion enziméatica

La dispersion enzimatica se desarrolld6 mediante el método utilizado por Nagano et
al.,, 1998 con ligeras modificaciones. Los testiculos de pollos adultos fueron
desencapsulados y posteriormente cortados con tijera y bisturi en piezas pequefias que se
resuspendieron con medio DMEM (Gibco-BRL). Después de 2 lavados con DMEM
(Gibco-BRL) y centrifugaciéon a 800g, la suspension se incubd con colagenasa tipo Il al
0.3% en DMEM (Gibco-BRL) en agitacion moderada durante 1h a 37°C . Con ayuda de
una pipeta Pasteur, se realiz6 un reflujo con el fin de deshacer agregados de tamafio
grande. Las células fueron lavadas de la colagenasa Il (Sigma Labs) dos veces con medio
de cultivo DMEM (Gibco-BRL) y finalmente resuspendidas vy filtradas a través de una
malla de nylon de 50 um para complementar el proceso de desagregacion. Se tomo una
alicuota de la suspension celular y se contaron las células en un hemocitémetro.
Fraccionamiento Celular por Centrifugacion en Gradiente

El fraccionamiento celular se realizé en tubos Corning de 30 ml, donde previamente
se formo6 un gradiente lineal continuo con lodixanol (Optiprep, Sigma Labs) y medio de
cultivo DMEM (Gibco-BRL) (Payne et al., 1980; Ford et al., 1994). El gradiente se prepar6
utilizando un formador de gradiente (Bio-Rad) y una bomba peristaltica con un flujo de
1.45 ml/min. La linealidad del gradiente se comprobé leyendo la densidad 6ptica (D.O.) de
fracciones de 1 ml utilizando espectrofotometro a una longitud de onda de 360 nm. Una vez
formado el gradiente (0% a 17.5% de iodixanol) con un rango de densidad de 0.998 a 1.098
g/ml se colocé en la parte superior del gradiente 1 ml de suspension celular con 30 x 10°
de células y se centrifug6 durante 40 min a 1800 g a 14°C. Se formaron 3 bandas que se
lavaron diluyendo en tres volimenes de DMEM vy la pastilla obtenida después de
centrifugar a 800g se resuspendio con medio Megacell (Sigma Labs, M4192) para su
cultivo y en medio minimo M199 (Gibco-BRL) sin suplementacion para medidas en
células no cultivadas. EI nimero de células se conté en hemocitometro y la viabilidad se
determind por exclusion con azul de tripano, este colorante tifie células muertas con dafio

en membrana.
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Cultivo Celular Primario de Células Testiculares de Pollo

Se realizaron cultivos primarios de células testiculares. Para el caso del anlisis de
proliferacion a traves del marcador PCNA por Western blot (se describe adelante en
métodos) , se colocaron 5 x 10° células en un volumen de 5 ml de medio Megacell (Sigma
Labs, M4192) , dicho medio de cultivo se encuentra suplementado con 3% desuero fetal
bovino, el cultivo se realizé en placas de policarbonato con tamafio de 60x15 mm tratadas
para alta-unién celular (Corning). En el caso de los cultivos que fueron analizados a través
de la técnica de MTT se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos (Corning) con 1x10°
células en 100 pl de medio Megacell. Para el analisis de proliferacién por medio de la
incorporacién de timidina tritiada (°*H) se cultivaron 5 x 10° células en 250 pl de medio
Megacell en placas de policarbonato multiwell de 48 pozos (Corning). En las 3
modalidades de cultivo primario se adicion6 1% de penicilina/estreptomicina y se permitio
la estabilizacion del cultivo durante 24 h hasta la realizacion de los tratamientos. Las
células fueron incubadas a 37°C en atmdsfera saturada de agua con 95% de aire y 5% de
CO, en una incubadora (NuAire US Autoflow CO, Water Jacketed).
Tratamientos

Los tratamientos con factor liberador GHRH humano sintético (Sigma, 1-44 G8895)
a concentraciones 1nM, 10nM y 100nM fueron preparados en medio minimo Megacell
(Sigma Labs, M4192) y bajo las mismas concentraciones se prepararon los tratamientos
con hormona de crecimiento recombinante de pollo (rcGH). En el caso de los cultivos
primarios que se analizaron mediante las técnicas de MTT y Western blot de PCNA, en
ambas condiciones se implementaron después de 24 h de incubacién con los tratamientos.
En el caso de la incorporacion de timidina tritiada (°H) ésta se colocé a las 24 horas
después del tratamiento y se incubd durante 18 horas.
Preparacion de las muestras

Las células fueron cosechadas/recuperadas y lisadas por sonicacion en presencia de
inhibidor de proteasas Mini-Complete (Roche) y centrifugadas a 13,000 g en una centrifuga
Sorvall RMC 14 a 4°C. El sobrenadante se recuper0 y se cuantificd proteina por el método
de Bradford (Bradford, et al., 1976). Para el andlisis por SDS-PAGE/Western Blot se
hicieron alicuotas de 35 g de proteina las cuales fueron congeladas hasta su utilizacion a

una temperatura de -80°C.
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Cuantificacion de GH de pollo por ELISA

La presencia de inmunoreactividad a GH (IR-GH) en extractos de células de
testiculo de pollo y medio de cultivo se investigd por medio de un ensayo inmuno-
enzimatico (ELISA) (Martinez-Coria et al., 2002). Este ensayo tiene paralelismo entre
extractos hipofisiarios y testiculares (Luna et al., 2004). En resumen, placas de 96 pozos
(Immulon 2HB, Chantully, VA) fueron forradas durante toda la noche a 4°C con 12 ng de
hormona recombinante de pollo (rcGH) en 100 ul de buffer de carbonatos a pH 10.3 y
posteriormente la placa se bloqued con leche descremada (Biorad) al 3% durante 1 h para
bloquear sitios libres para evitar union inespecifica. La placa fue lavada 5 veces con PBS
(0.01M fosfato de sodio, 0.15 mM NacCl, pH 7) utilizando un lavador automatico de placas
(Amersham Biosciences). Este proceso de lavado se repitié después de cada incubacién en
este procedimiento. Se realizaron diluciones seriadas de 1024 a 0.5 ng en TPBS (0.01M
fosfato de sodio, 0.15 mM NaCL, v/v Tween 20, pH 7) las cuales fueron incubadas con
anticuerpo policlonal contra GH purificada de hipofisis de pollo (este anticuerpo es
especifico para GH y no tiene inmunoreactividad cruzada (<0.0001%) con ninguna otra
hormona hipofisiaria, Ardmburo et al., 1989) a una concentracion de 1:100,000 en TPBS
con 1% de leche en polvo sin grasa. Las muestras y estandares fueron colocados en los
pozos forrados en un volumen de 100 pl con tiempo de incubacion de 2 h a temperatura
ambiente (22°C). Se preparé la solucion del 2do anticuerpo a una dilucién de 1:3000 y se
incubd el mismo volumen por pozo durante 2 h a temperatura ambiente. Se desarrollé
reaccion de color con el sustrato de 2’-amino-di-[3-etilbenzothiazolina sulfatada] (ABTS de
Roche Mannheim, Germany). Las placas se leyeron a los 20 min después de agregar la
solucion de revelado en un lector de microplacas de ELISA (Bio-Rad) a una longitud de
onda de 405 nm. La sensibilidad del ensayo es de 2ng/pozo (20 ng/ml) y coeficientes de
variacion inter e intraensayo del <4%.
SDS-PAGE/Western Blot

Las muestras fueron normalizadas por el método de cuantificacion de proteinas de
Bradford (Bradford et al., 1976) y después fueron analizadas por electroforesis en gel de
acrilamida (SDS-PAGE) de 1.0 mm de grueso, 6 cm de largo, al 12.5%, en una camara

mini-Protean Il (Bio-Rad). Se colocaron 30 pg de proteina por carril y se utilizaron
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marcadores de peso molecular pretefiidos (Page Ruler, Fermetas Life Sciences). Las
muestras fueron corridas en condiciones reductoras en presencia de 5% 2-beta-
mercaptoetanol. Después de la electroforesis los geles fueron equilibrados en buffer de
transferencia (25mM Tris—HCI, 192mM glicina, 20% (v/v) metanol, pH 8.3) durante 30-60
min y electro-transferidas (a 200mA por 1 h) a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad).
Despueés las membranas fueron lavadas por 5 min con 30mM Tris, 500mM NaCl, pH 7.5
(TBS) y después bloqueadas con 5% (p/v) de leche en polvo sin grasa (Bio-Rad) en TBS
por 2 horas a temperatura ambiente.

Se incubaron las membranas a temperatura ambiente durante toda la noche con los
diferentes anticuerpos primarios. Un policlonal anti-GH de pollo CAP1 (Aramburo et al.,
1989, 1990), un monoclonal anti-PCNA humano sin conjugar (PC10 sc-56, Santa Cruz
Biotechnology), un policlonal anti-Sox9 humano generado en conejo (Sigma Aldrich,
S6943); anti-receptor de hormona luteinizante humano o LHR (H-50 sc-25828, Santa Cruz
Biotechnology). Los anticuerpos primarios se utilizaron a una dilucion 1:1000. Las
membranas fueron lavadas tres veces con TTBS y se agregd la solucién de 2dos
anticuerpos anti-lgG de conejo o0 anti-raton acoplados a peroxidasa (Zymed) diluidos
1:3000 en 1% (p/v) de leche en polvo descremada por 2 h a temperatura ambiente. El
revelado se llevo a cabo con sustrato quimo-luminiscente ECL (Amersham-Pharmacia,
Buckinghamshire, UK) durante 10 min y expusieron las membranas a filmes Biomax ML
de Kodak.

Inmunohistoquimica en cortes de testiculo

Para el analisis inmunohistoquimico los testiculos fueron fijados en sublimado
Bouin-Holland por 48 h, deshidratados en etanol y embebidos en parafina. Las secciones
fueron desparafinadas con citrisolv y rehidratadas con alcohol al 95%, 70%, 50%, Lugol,
tiosulfato y finalmente agua destilada. El tejido fue calentado en buffer de citratos (10nM
citrato de sodio, 0.05% tween 20, pH 6.0) durante 20 min. para desenmascaramiento de
epitopes. Los cortes de testiculo se incubaron toda la noche a temperatura ambiente (22°C)
con anticuerpos policlonal y monoclonal contra GH, anti-PCNA humano monoclonal
(PC10 sc-56, Santa Cruz Biotechnology) para reconocer células en proliferacion, anti-Sox9
humano (Sigma Aldrich, S6943) para marcar nucleos de células de Sértoli, anti-LHR

humano policlonal (H-50 sc-25828, Santa Cruz Biotechnology) para identificar células de
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Leydig y como segundos anticuerpos se utilizaron anti-lgG de conejo policlonal conjugado
con HRP generado en cabra (ZYMED Laboratories Inc.), anti-IgG de conejo policlonal
generado en cabra conjugado con rodamina TRITC (Bio-Rad) y anti-lgG de ratdn
policlonal generado en cabra conjugado con fluoresceina FITC (Bio-Rad) con un tiempo
de incubacion de 2 horas. Se utilizo la dilucion en TPBS con 1% (p/v) de leche en polvo sin
grasa de 1:200 para los anticuerpos primarios y 1:500 para los secundarios. La co-
localizacion se realizd en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510 en los cuales
ademas se tifieron los ndcleos con DAPI (Fluka) durante 30 min.
Microscopia electrénica de transmision

Los cortes de testiculo analizados a través de microscopia electrénica fueron fijados
con glutaraldheido al 0.5%, se bloquearon los sitios reactivos con glicina 50 mM y se
deshidrataron gradualmente con diferentes concentraciones de etanol (20%,30%,50% Yy
70%) para ser embebidos en resina LR-white (Polysciences). Se obtuvieron cortes
ultrafinos (90nm) en un micrétomo Ultracut y montados en rejillas pre-tratadas (resina
formal de formvar-polivinil). Los cortes fueron incubados a temperatura ambiente 16 horas
con el primer anticuerpo contra GH (1:3000) y después se afiadié el segundo anticuerpo
anti-lgG marcado con particulas de oro coloidal (GAR-10-nm-Au) a diluciéon 1:50 (EMS
Fort Washington, PA).
Evaluacion de los efectos de GH en células testiculares en cultivo
MTT ( reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3 - (4,5 -
dimetiltiazol - 2 - ilo) - 2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. Se utilizé
para determinar la viabilidad y el efecto proliferativo de GH en cultivos primarios de
células testiculares el estuche de proliferacion célular 1 (Roche, Mannheim Alemania,
Cat.No. 1.465.007). Como previamente se describi6, 5 x 10° células de los testiculos de
pollo previamente disgregadas se cultivaron en placas de microtitulacion (96-pozos) en un
volumen final de 100 ul de medio de cultivo Megacell en incubadas en ambiente humedo
(37 ° C con un 95% de aire y 5% CO,) durante 24 horas. Los cultivos primarios

testiculares fueron tratados con la hormona de crecimiento recombinante del pollo (rcGH)
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en el mismo medio Megacell. Despueés del periodo de incubacién con el tratamiento, 10 ul
de la solucion de MTT (concentracion final de 0.5 mg / ml) se afiadieron a cada pozo y se
incubaron durante 4 h en ambiente himedo. Al terminar la incubacion se formaron los
cristales de sal de formazan de color pdrpura. Estos cristales son insolubles en disolucion
acuosa y fueron solubilizadas afiadiendo 100 ul de la solucion de solubilizacion, se
incubaron las placas durante la noche en ambiente humedo. El producto de formazén
solubilizado se cuantificé espectrofotométricamente usando un lector automético de
microplacas ELISA (Bio-Rad). Este aumento se correlaciona directamente con la cantidad
de cristales de color purpura formazan formado, determinados a través de la medicién de
absorbancia a 405 nm (Vistica et al., 1991).
*H-Timidina tritiada

Este ensayo se basa en la incorporacién de una base nucleotidica marcada durante el
proceso de replicacion del ADN y se utiliz6 para determinar la proliferacion de células
testiculares en cultivo. En los experimentos de proliferacion en los cuales se evalu6 la
incorporacién de *H-timidina, Alicuotas de 5 x 10° células fueron cultivadas durante 24
horas en Megacell para su estabilizacion después de esto se agregaron los tratamientos con
rcGH (1, 10 y 100 nM) y se incubaron durante 24 horas y al final de este periodo se agregd
3H-timidina durante 18 horas. La cantidad de *H-timidina incorporada por las células se
determin6 en un contador de centelleo liquido después de lavar las placas tres veces con 1
ml &cido tricloroacético 5% helado y la recoleccion de las células con 500 pl NaOH 0.25 N
de ebullicion durante 1 horaa 37 ° C.
Andlisis del ARN por RT-PCR semi-cuantitativo

La expresion testicular del ARN mensajero que codifica para ghrelina y su receptor
GHS-R se realizé por RT-PCR semi-cuantitativo. De la misma manera se realizé el analisis
para determinar la expresion relativa de los mensajeros que codifican para el receptor a
Leptina (Ob-R) y para la hormona inhibidora de gonadotropinas (GnIH) para su analisis
durante la ontogenia 'y bajo estrés metabolico. EI ARN total fue aislado del tejido testicular
mediante el método de extraccion acido de tiocianato guanidina-fenol-cloroformo. Para la
amplificacion de las diferentes sefiales se utilizaron oligonucle6tidos especificos descritos

en el cuadro 1. En adicion, para proveer un control de carga apropiado, se realizo la
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amplificacion paralela de GADPH la cual es una enzima de expresion constitutiva y estable
junto con la proteina ribosomal L19 presente en la subunidad 60S.

Para la amplificacion de las sefiales, la transcripcion reversa y el PCR se llevaron a
cabo en pasos separados. Ademas, para permitir una amplificacion apropiada en la fase
exponencial para cada sefial, el control de carga y las muestras se amplificaron en
reacciones separadas con diferentes nimero de ciclos pero utilizando la misma cantidad de
templado de ADNCc, generado en una sola reaccidén de retrotranscripcion. Brevemente,
cantidades similares de ARN total (2ug) se desnaturalizaron con calor y se
retrotranscribieron por medio de la incubacion a 42°C durante 60 min con 12.5 U de
retrotranscriptasa reversa de virus de mieloblastoma aviar AMV (Promega Corp. Madison,
WI), 20 U inhibidor de ribonucleasa RNasin (Promega Corp.), 200 nM de mezcla de 5’
trifosfato deoxinucleosidos y 1 pM de oligonucledtidos antisentido especificos de sefiales y
controles de carga en un volumen final de 30ul de buffer 1x de AMV. Las reacciones
fueron terminadas por calentamiento a 97°C por 5 min y enfriadas en hielo, se llevo a un
volumen final de 60ul con agua libre de nucleasas.

Para la PCR semi-cuantitativa, alicuotas de 10ul de las muestras de ADNc se
amplificaron en 50ul de buffer 1x en presencia de 2.5 U de Taqg DNA polimerasa (GoTaq
flexi, Promega Corp.), 200 nM e mezcla de 5’ trifosfato deoxinucleosidos y los
oligonucle6tidos (10pM) correspondientes para cada sefial. La PCR consistié en un primer
ciclo desnaturalizante a 97°C durante 5 min, seguido por un numero variable de ciclos que
incluyen desnaturalizaciéon a 96°C durante 30 segundos, alineamiento 30 seg y extension a
72°C de 30 segundos. Se incluy6 una extension final de 5 min a 72°C. Las temperaturas de
alineamiento para cada sefial fueron las siguientes: 58°C para ghrelina, 63°C GHS-R1a,
Ob-R 56°C, GADPH 58°C, L19 55°C y 60°C GnIH. Se probaron diferentes numeros de
ciclos para identificar la fase exponencial de amplificacion asi como para la optimizacién
de la temperatura de alineamiento (datos no mostrados).

Los fragmentos generados por la PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1.5% y
se visualizaron mediante la tincién con bromuro de etidio. En todas las reacciones se
incluyd control negativo sin ADNc. El analisis cuantitativo del RT-PCR se llevo a cabo por
medio de densitometria para lo cual se utiliz6 un sistema de analisis de imagen digital (1-D
Manager, TDI Itd., Madrid, Spain).
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Sefal
cGhrelina

CGHS-R typela

cOb-R

GnlH

cGADPH

Secuencia (5’- 3°)
Ghrelin sense (5'-ATA CAA GAA AAC CAA CAG CAA GAT-3)

Ghrelin as (5'-ACT AAG GAA GGA AAT AAA ATA AGC-3’)
GHS-R1a sense (5'-CCA ACG AGT GCC GTG CCA CGG AGT-3')

GHS-R1la as (5-GGA CAC CAAGTT GCAGTA CTG GCT-3")

Ob-R sense (5’-TAT GTT GTT CAG GTC CGCTG-3’)

Ob-Ras (5-GGG TTC GGT ACATCT TCC CA-3’)

GnlH sense (5"-GAG CTT CCT AAC TGA GCTTC-3")

GnlH as(5"-CAC GGT GCATCT TTT CTG GG-3")

GADPH sense (5'-GTC AAG GCT GAG AAC G-3')

GADPH as (5-GAC ACC CAT CAC AAA CAT-3")

Tamaro [Ciclos

444

339

398

143

228

35

35

34

32

28

Cuadro 1. Secuencias de oligonuclétidos utlizados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A-

Adenina; T-Tiamina; C-Citocina; G-Guanina
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Resultados

Histologia del testiculo de pollo sexualmente maduro

VL

Figura 12. Micrografias de corte histolégico de testiculo de pollo de 36 semanas tefiido con hematoxilina y
eosina e inmunohistoquimica de GH. A, B muestran cortes tefiidos con hematoxilina—eosina de la
distribucion de células germinales y Sértoli en los tdbulos seminiferos. La linea punteada sefiala la lamina
propia y delimita los tGbulos seminiferos; C control negativo incubado con anticuerpo anti-GH preabsorbido
con exceso de GH recombinante. D y E muestran la distribucién de GH inmunoreactiva en los tdbulos
seminiferos utilizando un anticuerpo policlonal (CAP1) en verde. En azidl se muestra la tincion de DAPI
especifica para nicleos. Las flechas indican espermatogonias; las cabezas de flechas muestran ejemplo de
espermatocitos primarios; cruces, muestran espermatocitos de segundo orden; asteriscos, sefialan espermatides
elongadas. iz, zona intersticial; st, lumen o luz del tdbulo seminifero.

Los resultados muestran la caracterizacion histologica de testiculo de pollo
sexualmente maduro en cortes de testiculo a través de su morfologia, distribucion e

inmuno-localizacion con marcadores moleculares de los diferentes tipos celulares.
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Utilizando la tincién de hematoxilina-eosina en secciones testiculares de pollo se
pudieron identificar tubulos seminiferos bien definidos con un epitelio germinal
completamente desarrollado y zonas intersticiales (iz) donde se localizan las células de
Leydig (Fig. 12A). Se observd que las espermatogonias estan localizadas adyacentes a la
membrana basal de la tunica propria, proximal al area donde los espermatocitos primarios
(cabeza de flecha) y secundarios (+) han sido localizados formando racimos. Ademas fue
posible identificar espermatides alargadas agrupados cabeza-cabeza en forma de penachos
(asteriscos), y finalmente cercano al lumen estan localizados las espermatides elongadas
que posteriormente seran liberados hacia el lumen del tibulo seminifero, donde se observan
algunos espermatozoides con la tincion basoéfila caracteristica de sus ndcleos (azul) (Fig.
12B).

Los resultados de la inmunohistoquimica para determinar la distribucién de GH
mostraron que las células de la linea germinal en todas las fases de diferenciacion fueron
inmunoreactivas contra GH (IR); particularmente en el caso de espermatogonias la sefial de
IR estuvo distribuida en citoplasma y zona perinuclear (Fig. 12D, 12E). En los
espermatocitos encontramos GH-IR en forma de casquete cercano al nucleo (Fig. 12E;
cabeza de flecha). Las espermatides alargadas también mostraron marca positiva para GH,
como se puede observar en la Fig. 12D y 12E, éstas se encuentran agrupadas por la zona de
las cabezas (nucleos, azul) en forma de penachos (asterisco). En la Figura 12C es el control
preabsorbido con un exceso de GH donde no se observd marca para GH Yy solo se
observaron los ndcleos tefiidos con DAPI (azul) como contra-tincién y al contrario de la
clara sefial concéntrica de color verde que se observo en las células germinales (Fig.12D,
12E) que representa la GH-IR.

Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)

Para caracterizar los diferentes tipos celulares que integran el tabulo seminifero se
utilizaron varios marcadores como el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA); este
antigeno es propio de células en proliferacion; se sabe que esta proteina es un cofactor
vinculado con la activacién de las ciclinas y por ende a la modulacion de la replicacion del
ADN. La inmuno-reactividad contra este antigeno se presentd principalmente en el nlcleo

de las celulas del epitelio germinal adyacentes a la membrana basal y en contacto con la
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tunica propria (Fig. 13) que por sus caracteristicas morfologicas y de ubicacion son las
espermatogonias; ademas de éstas células, se observé inmunoreactividad en algunas otras
celulas, que se encuentran mas hacia el interior del lumen del tibulo seminifero que podrian
ser espermatocitos primarios o secundarios. Esta bien definido que las células en contacto
con la membrana basal de la tlnica propria corresponden a células germinales en division
mitdtica o sea en su fase de espermatogonias por lo que se utilizara al PCNA como su

marcador celular.

Figura 13. Micrografias de cortes de tubulos seminiferos de testiculo de 35 semanas de edad para evaluar la
distribucion de antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). A, B, C Se muestra inmuno-reactividad (IR)
contra PCNA en cortes de testiculo de pollo adulto; D control negativo sin anticuerpo primario en contraste de
fases. La IR se observo principalmente en las espermatogonias sefialadas con flechas. La linea punteada
delimita cada tdbulo seminifero.

Receptor de SCF (stem cell factor)

Se utilizé un anticuerpo contra el receptor membranal c-kit para identificar células
germinales (Fig.14). El c-kit es el receptor del ligando stem cell factor (SCF), dicho receptor
en el caso de mamiferos estd implicado en el paso de espermatogonias A, a la etapa de
espermatogonia B, ademas de ser un sistema relacionado con la polarizacion y migracion de
celulas germinales hacia la luz del tibulo seminifero. Se observo (Fig. 14 A-C) una mayor
inmuno-marca membranal en células contiguas a la membrana basal pero esta marca
positiva puede ser observada hasta etapas de diferenciacion posteriores como espermatocitos
y espermatides, las cuales estan distribuidas y localizadas hacia el lumen del tdbulo
seminifero. También se logrd localizar marca positiva en los agregados de espermatides
elongadas previo a su liberacion hacia la luz del tdbulos seminifero. Este marcador no

parece ser especifico de etapa pero si de células germinales.
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Figura 14. Micrografias de una seccion de testiculo de pollo adulto (35 semanas) incubada con un anticuerpo
para receptor C-Kit. A, B, y C muestra inmunoreactividad contra C-kit en cortes de testiculo de pollo. D
control negativo sin anticuerpo primario en contraste de fases. La sefial inmunoreactiva se observé en la

membrana de las diferentes células del epitelio germinal se sefialan con flechas. La linea punteada delimita la
membrana basal.

Receptor a hormona luteinizante (LHR)

e L

Figura 15. Secciones de testiculo de pollo adulto que fueron incubadas con un anticuerpo policlonal dirigido
contra la region extracelular del receptor a LH (LHR). A-C) Se muestra inmuno-reactividad en células
ubicadas fuera del tibulo seminifero que pueden ser células de Leydig. Las flechas sefialan células IR. Contra-
tincién con hematoxilina.
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Se realizé la inmunolocalizacion positiva del receptor a LH en células intersticiales
0 de Leydig en cortes de testiculo (Fig. 15). Los resultados de la inmunohistoquimica
mostraron una inmunoreactividad en células de las zonas intersticiales del testiculo de pollo;
el numero de células presente en el tejido intersticial fue variable, en algunos se agrupaban
hasta mas de 10 células inmunoreactivas a LHR mientras que en algunos intersticios se
encontraron sin presencia de inmunoreactividad (datos no mostrados). Se realizé una
contra-tincion con hematoxilina lo que permitio destacar a las células tefiidas con el
anticuerpo contra LHR (Fig. 15, color marrdn, flechas); una caracteristica morfologica que
permitio su identificacion fue su forma ovoide asi como nucleacidn excéntrica. Todas estas
caracteristicas morfoldgicas y de tincion nos permitieron utilizar a este marcador para
identificar células de Leydig.

Factor transcripcional Sox9

Figura 16. Micrografias de una seccion de testiculo de pollo adulto (35 semanas) incubada con un anticuerpo
contra el factor SOX9. A-D) Se muestran la inmuno-reactividad contra Sox9. Las flechas muestran los
nacleos inmunopositivos en células cercanas a la membrana basal con caracteristicas de células de Sértoli.
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El factor transcripcional Sox9 relacionado al gen SRY determina la diferenciacion
gonadal de machos; este marcador molecular fue de utilidad para identificar los nucleos de
las células de Sértoli en cortes de testiculo de pollo sexualmente maduro, ya que se conoce
que se encuentra especificamente en este tipo celular durante la madurez sexual. Se
observo en la Fig. 16 los nucleos inmunoreactivos de células dentro del tdbulo seminifero
con disposicion radial respecto al lumen y paralelas a la membrana basal. Se observan de
14 a 20 ndcleos en cada corte de 7 um de tabulos seminiferos; en el centro de dichos

nucleos es posible identificar un nucléolo grande.

GH testicular en cortes de testiculo de pollo sexualmente maduro

Previos estudios habian demostrado la presencia de GH en diferentes tipos celulares
del testiculo de animales de 15 semanas de edad; en estos animales se observé una
inmunoreactividad al anticuerpo contra GH solamente en espermatocitos primarios,
secundarios y espermatides; sin embargo no se habia podido identificar la sefial en las
espermatogonias. En este analisis inmunohistolégico se utilizaron animales maduros
sexualmente de 35 semanas de edad y los resultados se muestran en la Fig. 17. Se observo
inmunoreactividad en espermatogonias, espermatocitos y espermatides utilizando un
anticuerpo policlonal contra la GH nativa. La marca se observé tanto en el citoplasma como
en el ndcleo de las espermatogonias adyacentes a la lamina basal, esto en la mayoria de los
tubulos seminiferos; sin embargo en algunas zonas no se observd ésta sefial. Estas
diferencias en el marcaje podrian estar relacionadas con etapas diferentes de maduracion de

las células del epitelio germinal que como se sabe es en forma de espiral y no lineal.
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Figura 17. GH-IR en cortes de testiculo de pollo de 35 semanas. A-D) Se muestra inmunoreactividad en
espermatogonias. Las flechas sefiala la marca de IR contra GH en células cercanas a la membrana basal. Las
lineas punteadas sefialan la membrana basal del tdbulo seminifero.

Colocalizacion de GH con PCNA en cortes de testiculo de pollo

En la Fig. 18 se muestra la colocalizacion de células positivas a PCNA (FITC,
verde) con GH-IR (CY3-rojo) en secciones testiculares de pollos de 36 semanas. La sefial
positiva de GH fue observada principalmente en las células germinales (Fig. 18A, rojo)
como se muestra en la Fig. 18 A, D, G, J donde la marca inmunoreactiva fue mas intensa
alrededor del nacleo de las espermatogonias ubicadas en contacto con la membrana basal.
En estas mismas células y mediante un anticuerpo monoclonal anti-PCNA se mostrd
tincion nuclear como se muestra en la figura 18 B, E, H, K y una clara colocalizacién
indicada por flechas como se muestra en la Fig. 18C, 18F, 18I, 18L (amarillo). En algunos
espermatocitos primario podemos ver sefial de GH-IR en forma de casquete (rojo) que
rodea al ndcleo positivo para PCNA (verde) (Fig. 18C, F, I, L; cabeza de flechas) por lo
que pensamos que pueden ser células germinales en activa diferenciacion. Durante la etapa
de espermatide se muestra sefial inmunopositiva a GH (rojo) en menor proporcion y ya no
se observan los nucleos con inmunofluorescencia para PCNA asi como tampoco en
espermatozoides del lumen (Fig. 18l; asterisco).
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Figura 18. Colocalizacion de GH y PCNA en testiculo de pollo de 36 semanas. Se utilizé un anticuerpo
monoclonal contra PCNA (verde) y un anticuerpo policlonal contra la forma recombinante de GH (C1, rojo),

el color amarillo muestra co-localizacion. Las flechas sefialan espermatogonias, las cabezas de flecha sefialan
espermatocitos, la linea punteada sefiala la membrana basal.
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Co-localizacion GH con GHR en cortes de testiculo de pollo

Figura 19. Vista panoramica de una inmunohistoquimica para la co-localizacién de la GH/GHR en tubulo
seminifero de pollo de 36 semanas de edad. La distribucion de la marca IR para GH (rojo) , GHR (verde) y
Topro-3 para marcaje de nucleos (azul).

La distribucion del receptor para GH (GHR), fue similar a la previamente
observada para GH; estd presente en todas las etapas de la linea germinal durante la
espermatogénesis (Figura 19A-D), aunque también se encontrd colocalizacion de GH y
GHR en las células de Leydig en las zonas intersticiales. También es posible identificar el
GHR en la mayor parte de la membrana basal de los tibulos seminiferos (Figura 19B),
donde se encuentran las células miodes y destaca una mayor fluorescencia con respecto a la
GH.
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Con el objetivo de corroborar esta co-localizacion se realizd una
inmunohistoquimica en secciones de testiculos pollos adultos utilizando un anticuerpo
policlonal contra la GH recombinante y un anticuerpo monoclonal contra el receptor. Los
resultados mostraron nuevamente una amplia distribucion de células positivas para GH en
el tbulo seminifero pero principalmente esta IR se observo en células con morfologia
caracteristica de espermatocitos, con menor intensidad en espermatogonias y en
espermatides y en contraste en el lumen del tdbulo los espermatozoides no mostraron sefial
(Fig. 20A, 20D; rojo).

Con un mayor aumento, se observo que la GH-IR fue localizada en espermatogonias
con una distribucién mas intensa en el citoplasma rodeando la envoltura nuclear, en
concordancia con los resultados previos (Fig. 20D, -D1, -D2 y —D3; rojo; flechas). En
espermatocitos (Fig. 20D, -D1 y -D2; cabeza de flecha) la sefial de IR fue identificada de
manera similar a la figura anterior, en forma de casquete polarizado muy cercano al ndcleo
en el area correspondiente al aparato de Golgi similar con resultados previos en pollos de
15 semanas de edad (Luna et al., 2004). Ademas, fue evidente la inmunotincidn positiva
para GH en espermatides alargadas pero no fue posible definir su distribucion intracelular
por medio de microscopia confocal; solamente se observo la sefial en el area de las cabezas
de las espermaétides alargadas (Fig. 20D, -D1; asterisco).

Respecto a la distribucion del receptor (GHR, verde) este se observo en todas las
células del tubulo seminifero similar a la distribucion de la GH-IR (espermatogonia,
espermatocito primario y secundario y espermatides); no hubo inmunoreactividad
detectable en los espermatozoides presentes en el lumen del tubulo (Fig. 20B, 2E, -E1, —E2
y E3). La co-localizacion de GH y GHR fue principalmente citoplasmatica y se observo en
todas las etapas de diferenciacion del epitelio germinal (Fig. 20C, 2F, -F1, -F2 y —F3). En el
espermatocito, el GHR estuvo principalmente localizado en el citoplasma y en menor
intensidad en el nicleo. También la colocalizacion se mostro en espermatides alargadas con

una gran intensidad en la zona nuclear (Fig. 20C, 2F y -F1; amarillo).
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Figura 20. Colocalizacién de GH y GHR en testiculo de pollo de 36 semanas. Se utilizd un anticuerpo
monoclonal contra el receptor de GHR (CH17) y un anticuerpo policlonal contra la forma recombinante de
GH (C1). Las flechas sefialan espermatogonias y espermatocitos, las cabezas de flecha sefialan espermatides y
los asteriscos espermatides alargadas y espermatozoides inmaduros, la linea punteada sefiala la membrana
basal. A-F) Barra corresponde a 20um; D1-F2) barra de 10um; D3-F3) barra de 5um.

61



DISTRIBUCION INTRACELULAR DE LA GH Y SU RECEPTOR EN CELULAS
GERMINALES.

En cortes de testiculo de pollo de 36 semanas de edad se logré identificar la
distribucion intracelular de la hormona de crecimiento (GH) y su receptor (GHR), para lo
cual se utilizé como control positivo hipofisis de pollo y como control negativo se realizé la
incubacion de células germinales e hipdéfisis con anticuerpo contra GH preabsorbido con un
exceso de (200 ug/ml) GH recombinante de pollo (rcGH).

Se identificaron las caracteristicas morfoldgicas de las células testiculares a través
de micrografias generadas por microscopia electrénica fue necesario establecer puntos de
referencia histoanatomica como la membrana basal y el lumen de los tabulos seminiferos
(Fig. 21). A partir de estas referencias respecto a distribucion celular del epitelio germinal
(lamina propria hacia el lumen) se logr6 establecer caracteristicas de electrodensidad vy
tamafo para los diferentes tipos celulares. Las espermatogonias (SPG) cuya referencia
histoldgica es la proximidad a la membrana basal del tdbulo seminifero fueron asociadas
con una alta electrodensidad citoplasmatica asi como un patron especifico diferencial de la
cromatina. Los espermatocitos (SPC) son la etapa subsecuente a las espermatogonias, en las
cuales la cromatina se descondensa y los nucleos presentan un gran tamafio asi como un
citoplasma menos electrodenso; durante ésta etapa es evidente la gran cantidad de
mitocondrias aunque no es posible definir espermatocitos primarios y secundarios
unicamente por su morfologia. Finalmente se identificaron las espermatides por su posicion
proximal a la luz del tubo, las cuales se encuentran en la fase final de la espermatogénesis,
previo a ser libradas para la maduracién espermatica. Las espermatides presentan un nucleo
pequefio y condensado, escaso citoplasma y en el mayor de los casos fueron identificados

en un corte transversal.
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Figura 21. Ultraestructura de células testiculares de pollo en corte ultrafino de tGbulo seminifero de pollo de
36 semanas de edad. Se muestra el epitelio germinal constituido por la membrana basal, espermatogonias
(SPG), espermatocitos (SPC), espermatides (SPD) y el lumen del tibulo contra-tefiido con osmio y nitrato de
plata.

Para estandarizar y realizar la inmunocitoquimica para localizacion y distribucion de
la hormona de crecimiento se utiliz6 como control positivo cortes de hipéfisis de pollos
adultos que fueron incubados con anticuerpo contra GH (C1). Como se muestra en la figura
22A se observa un somatotropo con marca inmunoreactiva en los granulos de secrecion, los
cuales presentan un tamafio promedio de 300 um. La marca positiva se muestra como
particulas esféricas de oro coloidal (10 nm) ya que se utilizd6 un segundo anticuerpo
policlonal contra IgG de conejo acoplado a estas. Por medio de la preabsorcion del

anticuerpo contra GH con un exceso de hormona recombinante se establecid (control
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negativo) la especificidad de esta reaccion como se muestra en la figura 22B. La marca se
ve abolida casi en su totalidad en las células de la linea germinal para estos controles (Fig.
23C, 23F y 23I).
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Figura 22. Inmunohistoquimica de cGH en somatotropos de hip6fisis de pollos adultos como control positivo
para la inmunoreactividad a GH utilizando un anticuerpo especifico (C1) y segundo anticuerpo acoplado con
particulas de oro coloidal de 10nm. A: Control positivo, granulos de secrecion de somatotropos con granulos
inmunopositivos. B: Control negativo, muestra cortes incubados con el primer anticuerpo C1 preabsorbido
con un exceso de GH recombinante de pollo. Barra de escala 0.5 um. La linea punteada delimita células y
en el recuadro se observa una mayor aumento (2.5 veces).

En contraste se observd marcaje positivo contra GH en las 3 principales etapas de la
espermatogénesis: espermatogonias, espermatocitos y espermatides. En el caso de las
espermatogonias se observo marca nuclear para GH (Fig. 23B, flecha) y en el citoplasma
encontramos marcaje perinuclear y adyacente a la membrana basal (Fig. 23A, flecha). En el
caso de los espermatocitos se encontré marca distribuida ampliamente en el citoplasma
(Fig. 23D, flecha) y con una abundancia aparentemente mayor en contraste con el ndcleo
(Fig. 23E, Flecha), donde también fue posible observar marca positiva. Las espermatides
por su lado también presentaron marca en ambos compartimientos celulares; sin embargo
dado el escaso citoplasma (Fig. 23G, flecha), la mayor parte de la marca se logré observar
en el nucleo (Fig. 23G, circulos y 23H, flechas).

El receptor de GH también fue inmunolocalizado en las tres etapas de diferenciacion
de la linea germinal estudiadas en este trabajo como se muestra en la Fig. 24 con flecha;
dicha marca positiva para GHR también se observo tanto en el citoplasma (Fig. 24A, 24C y
24E) como en el nacleo (Fig. 24B, 24D y 24F). El receptor de GH presenta un patrén de
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distribucion similar al observado para la hormona. También fue posible identificar marcaje
positivo tanto para GH como para GHR en intersticio de los tibulos seminiferos como se
muestra en la Fig. 25 que podrian ser células de Leydig.

Citoplasma Nucleo Negativo

atogonia

perm

Espermatocito

Espermatide

Figura 23. Inmunocitoquimica de cGH en cortes ultrafinos de tabulos semininiferos de pollos adultos. A) GH
en el citoplasma de una espermatogonia; se observa marca positiva. B) GH en un nlcleo de espermatogonia.
C) Control negativo de espermatogonia. D) Marca positiva de GH en citoplasma de espermatocito. E) marca
inmunorparticulas para GH en ndcleo de espermatocito. F) Control negativo de espermatocito. G y H) GH
positiva en espermétide. Particulas de 10nm de oro coloidal indican marcaje positivo. Las fechas y los
circulos marcan zonas de inmunoparticulas de oro. La doble linea punteada delimita la envoltura nuclear. La
barra representa 0.1 um. Nu, nucleo; Cy, citoplasma; Mi, mitocondria; NE, envoltura nuclear.
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Figura 24. Inmunocitoquimica del receptor de GH (GHR) en cortes ultrafinos de tdbulos seminiferos de
testiculo de pollos adultos. A) Marca positiva para el anticuerpo a GHR en citoplasma y B) nicleo de
espermatogonia. C y D) Marca positiva a GHR en citoplasma y nicleo de espermatocito respectivamente. E
y F) GHR en citoplasma y ndcleo de espermatide. Las flechas sefialan inmunoreactividad positiva (Particulas
de 10nm de oro coloidal indican marcaje positivo). La barra representa 0.1 um. Nu, nucleo; Cy, citoplasma;
Mi, mitocondria; NE, envoltura nuclear.
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Figura 25. Inmunocitoquimica de cGH y GHR en cortes de testiculo de pollo adulto. A) marca positiva a
cGH en célula de Leydig y membrana basal. B) marca positiva para GHR en célula de Leydig y membrana
basal. Linea punteada delimita la lamina propia del tibulo seminifero y la célula de Leydig. Las flechas
sefialan inmunoreactividad positiva. Particulas de 10nm de oro coloidal indican marcaje positivo.

Aislamiento y caracterizacipon de subpoblaciones de células testiculares de pollo a
través de centrifugacion en gradiente de densidad

Se separaron subpoblaciones mixtas de células testiculares por medio de
centrifugacion en un gradiente lineal continuo de 0-17.5% de iodixanol en medio DMEM,
el cual tuvo un intervalo de densidad entre 0.998 — 1.096 g/ml. La linealidad del gradiente
se verificd mediante espectrometria midiendo fracciones de 1 ml a una absorbancia a

360nm mostrando una correlacion lineal de r’=0.96 (Fig. 26).

r?=0.96

Fraccién

Figura 26. Se muestra la regresion lineal de la absorbancia de fracciones del gradiente lineal continuo de
iodixanol - DMEM (0-17.5%). Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 360 nm. Se colectaron 30
fracciones de 1ml. Se realiz6 una regresion lineal obteniéndose una r’= 0.96.

La suspension celular previamente disgregada por métodos mecanico-enzimaticos

se separ0d mediante la centrifugacion en el gradiente de iodixanol durante 40 min a 1800 x g
con lo cual se formaron 3 bandas de células como se muestran en la Fig. 27. Al observar las
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subpoblaciones recuperadas del gradiente mediante microscopia de luz y en contraste de
fases se logré identificar diferentes caracteristicas morfoldgicas entre las subpoblaciones,
las cuales aportaron datos para su caracterizacion.
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Figura 27. A) Esquema del gradiente de separacion lineal continuo de lodixanol (0-17.5%; Densidad 0.998-

—Banda 3 @3

1.096 g/ml); después de la centrifugacion a 3500 x rpm durante 30 min se formaron 3 bandas : B1, B2, y B3
dependientes de sus diferentes densidades. B) Células testiculares de pollo separadas a partir de su densidad
observadas en contraste de fases; tincién azul de tripano 5:1 observadas en aumento 40x.
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Figura 28. Tincion de hematoxilina y eosina en cultivo de células testiculares de pollo separadas por
gradiente de densidad. a, d, j) muestran micrografias panoramicas a 40x y b,c, e, f, k, 1) se muestran los
principales tipos celulares a mayor detalle (aumento 100x).

68



Se separaron células testiculares en tres bandas o subpoblaciones celulares las
cuales presentaron densidades diferenciales y fueron clasificadas de acuerdo a su
morfologia (Fig. 28 y cuadro 2) y marcadores moleculares (Fig. 29). En la primera banda o
subpoblacion (B1) con densidad de 1.045 g/ml se observaron células de tamafio y forma
homogénea en las cuales con la técnica de hematoxilina y eosina fue posible identificarlas
con citoplasma acidofilo y nacleo basofilo; el 95.64% presentd un nucleo descondensado lo
que identifica estas células como espermatocitos primarios, el resto presentd nicleo
condensado uniforme por lo que se trata de espermatogonias (2.55%). La segunda banda
celular (B2) presentd una densidad de 1.068 g/ml y se observaron 2 tipos celulares
predominantes formando agregados con confluencia celular; se identificaron un 9.62% de
células de tamafio grande, forma irregular y con una refringencia citoplasmaética a la luz
muy diferente al resto de las células las cuales fueron identificadas como células de Sértoli;
el otro tipo celular (55.29%) son células de la linea germinal con un tamafio que
corresponde a espermatogonias. El patron de tincion citoplasmético de estas Gltimas es
parecido al encontrado en la primera banda de células recuperadas del gradiente, las cuales
tuvieron ndcleo bien definido y condensado por lo que se sugiere que también sean
espermatogonias en diferente estado de maduracién. En la banda 3, constituida de células
que presentan una mayor densidad (1.087 g/ml), se encuentrd una sub-poblacion con una
proporcién relativa de 41.26% de células con formas alargadas en algunos casos flageladas
que corresponden a la morfologia descrita para espermatides alargadas y por otro lado
encontramos un 56.46% de células de mayor tamafio de forma redonda, nucleo excéntrico y
basofilo, citoplasma abundante y ligera afinidad a la tincion con eosina y con una
difraccion citoplasmatica de luz identificadas como células de Leydig; estas células son de

mayor tamafo.
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Tipo Celular Subpoblacién 1 (B1)| Subpoblacién 2 (B2) | Subpoblacién 3(B3)
Espermatogonias 3.55+1.3% 55.29+6.09% -
Espermatocitos 95.64+11.4% - -
Espermatides - 32.60+4.7% 41.26+9.9%
Células de Leydig - - 56.46+16.1%
Células de Sértoli - 9.62+3.2% 2.10+£1.6%
densidad (5) 1.045 g/ml 1.068 g/ml 1.087 g/ml

Cuadro 2. Proporcion relativa de células testiculares de pollo adulto en cada subpoblacion separada por
centrifugacién en gradiente de densidad. Se realizo el conteo de células de 4 animales. + S.E.M. Densidad en
g/ml.

Caracterizacion de subpoblaciones celulares de testiculo mediante marcadores celulares

kDa

testiculo

Cultivo24 h

220

— Cultivo24 h testiculo PCNA
| — -—
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bl b2 b3 cIINc2 el ex

Figura 29. Deteccion de LHR y PCNA por Western bolt. Luminograma de bandas inmuno-reactivas al LHR
y PCNA. Banda de células 1 (b1), banda 2 (b2) y banda (b3) provenientes de la centrifugacién en gradiente.
Cultivos celulares de banda 1 (C1), cultivo de banda 2 (C2) y Cultivo de banda 3 (C3); extracto de testiculo
(ex). Unidades en kilodaltones (kDa). Se colocaron 35 g de proteina por carril.

Mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras y Western blot y la utilizacion
de anticuerpos contra marcadores de los diferentes tipos celulares se trataron de identificar
las diferentes subpoblaciones de células separadas a partir de su densidad, tanto en células
recién separadas por el gradiente como cultivadas durante 24 h (Fig. 29). Se encontr6
inmuno-reactividad contra el receptor a hormona luteinizante (LHR) en las células de la
tercera banda (b3) donde existe una proporcion del 56.46 % de células de Leydig; en tanto a
las 24 h de cultivo se observé inmuno-reactividad en el cultivo de la banda 1 (c1) asi como
en el cultivo de la banda 3 (c3); como control positivo se usé homogenado de testiculo de
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pollo adulto donde se determind un proteina de peso molecular aproximado de 108 kDa que
coincide con el PM tedrico para el receptor a LH.

La inmuno-deteccion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) mostro
una banda inmuno-reactiva con un peso molecular de 35.4 kDa, en las 3 bandas (b1, b2,
b3) de células recién recuperadas del gradiente de centrifugacion; sin embargo después de
24h dicha inmuno-reactividad solo se encontré en el cultivo celular de la segunda banda (c2)
expresando una proporcion significativamente menor que en la banda b2 y en extracto de

testiculo.

Determinacion del patron de heterogenidad molecular de GH en subpoblaciones

testiculares

Con el fin de determinar el patron de heterogeneidad molecular de la GH en las
subpoblaciones de células testiculares se realiz6 una electroforesis en condiciones reductoras
(RC) y se detectd a la GH con un anticuerpo contra la forma nativa de la hormona (CAP-1).
Se lograron identificar 3 isoformas principales que mostraron diferentes proporciones
relativas entre las bandas de células separadas en gradiente de densidad (Fig. 30). Se
observo una isoforma de 29 kDa de peso molecular en la primera banda celular (B1) la cual
se encontrd presente en menor proporcion cuando se comparé con la banda 2 (B2) y banda
3 (B3) (Fig. 30A); la diferencia fue significativa (P<0.01). La forma monomérica de 26 kDa
se encontrd principalmente en B3 y B2 y en menor abundancia relativa en B1 la cual
presentd diferencia significativa (P<0.05) (Fig. 30B). En B1 se present6 una diferencia
respecto a la isoforma de 17kDa con respecto a las dos subpoblaciones de mayor densidad

(Fig. 30B), esta se encontrd en una proporcion relativa menor a las otras bandas.
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Figure 30. A) Luminograma representativo de Western Blot de GH en extractos de células previamente
fraccionadas en subpoblaciones. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y reveladas a
través de quimioluminiscencia Unidades en kilodaltones (kDa). Banda celular 1 (B1), banda celular 2 (B2),
banda celular 3 (B3). B). Proporcidn relativa de isoformas por banda celular, se muestra la media + error
estandar. (*) sefiala diferencias significativas (P<0.05) n=b5.

Cuantificacién de GH en subpoblaciones testiculares

Para cuantificar el contenido total de hormona de crecimiento (GH) en células
testiculares de pollo separadas por centrifugacion se realizd un ensayo inmuno-enzimatico
(ELISA) (Fig. 31). Se encontr6 una diferencia significativa entre la cantidad encontrada en
la banda Bl y B2 (71.22+6.4 y 77.85+8.2 ng / mg de proteina respectivamente) al
compararse con la tercera banda (B3) donde fue de 32.2+15.1 ng / mg de proteina. Se
encontraron diferencia significativa (P < 0.001) entre B1/B2 vs B3 como se muestra en la
Fig. 31; ésta cuantificacion se realizd en al menos 3 animales y se analiz6 por medio de
ANOVA de 1 via con prueba post hoc de Tukey.
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Figura 31. Cuantificacion de cGH. Se muestra la media + error estdndar de la concentracion de cGH en sub-
poblaciones de células de testiculo de pollo sexualmente maduro. Cuantificacion por el método de ELISA
indirecto por competencia. (**) Diferencia significativa (P<0.001) a través de ANOVA de 1 via con prueba
de Tukey.

Efecto de GH y GHRH en cultivos de células testiculares
Efecto de GHRH sobre PCNA

En cultivos primarios de células testiculares incubados con GHRH durante 24 h en
medio enriquecido se determinG el efecto sobre la proliferacion. Las células fueron
cultivadas durante 24 h previas a su estimulacion para estabilizacion; durante su colecta y
homogenizacién se usaron inhibidores de proteasas. Mediante el método de SDS-
PAGE/Western blot y a través del analisis densitométrico se obtuvieron las areas bajo la
curva de bandas inmunoreactivas al anticuerpo contra PCNA a partir de 30 pg de proteina
y se compararon entre las condiciones control y aquellos cultivos tratados con diferentes
concentraciones de GHRH (Fig. 32). Al comparar estas areas se observO un incremento
estadisticamente significativo con respecto al control de 2.7, 3.6 y 2.0 veces para los
tratamientos con 1nM (P<0.05), 10nM (P<0.01) y 100nM (P<0.05) de GHRH

respectivamente (Fig. 32).
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Figura 32. A) Luminograma de un SDS-PAGE y Western Blot (condiciones no reductoras) de bandas IR al
anticuerpo contra PCNA. Se colocaron 30 pg de proteina por carril 'y C, corresponde al control sin
tratamiento; 1, 1 nM; 10, 10 nM y 100, 100 nM de GHRH, las unidades en kilodaltones (kDa). B) Analisis
densitométrico de las bandas IR para PCNA control sin tratamiento con GHRH (C) y el tratamientos con
GHRH, 1nM, 10 nM y 100 nM respectivamente. Cada barra representa la media + SEM de las unidades
arbitrarias, (areas bajo la curva) n = 4. Se analizaron con ANOVA y una prueba posthoc Tukey (*) P <0.05,
(**) P<0.01.

Efecto de GH sobre la tasa metabdlica y proliferacion de células testiculares en cultivo

Para determinar el efecto de la hormona de crecimiento sobre el metabolismo de las
células testiculares en los cultivos primarios se adicion6 la GH recombinante de pollo al
medio de cultivo y se evaluaron a través del ensayo de MTT (Fig. 33). Para determinar el
efecto de la GH en la proliferacion se determind la incorporacion de timidina tritiada (Fig.
34) 24 h después de haberse realizado el estimulo.

El ensayo de MTT mostr6 un incremento en la actividad metabolica (Fig. 33) al
compararse con el control del 6.59£1.5, 4.84+1.2 y 5.64+1.2% cuando se estimularon los
cultivos con 1nM, 10nM y 100nM de GH respectivamente. Solo presentd diferencia
significativa (P<0.01) el tratamiento de 1nM de GH al compararse contra el grupo control.
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Figura 33. Efecto de rcGH en la actividad metabélica de células testiculares en cultivo primario. Mediante el
ensayo de MTT se evaluo la actividad metabdlica de los cultivos en condiciones control y en presencia de
diferentes concentraciones de rcGH. Los resultados se muestran la diferencia en la actividad metabolica
expresado en (%) + error estandar (N=5). Asterisco, muestra diferencia significativa al compararse con el
control con ANOVA de una via y una prueba post hoc Tukey (P<0.01).

Los resultados del ensayo de timidina tritiada (Fig. 34) dieron evidencia de un
aumento en la incorporacion del 18.76%, 70.79% y 2.13% respectivamente para los
tratamientos con GH de 1, 10 y 100 nM. EI Unico tratamiento que presentd diferencia

significativa al compararse con el control fue 10nM de rcGH.
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Figura 34. Efecto de rcGH en la incorporacion de timidina tritiada por células testiculares en cultivo
primario. Se muestra el incremento (%) en la incorporacion de timidina £ error estdndar. N=4. Asterisco
sefiala diferencia significativa ANOVA una via con prueba de Tukey (P<0.01).
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Analisis de la expresion de ghrelina, GHS-R1a, Ob-r y GnlH en el testiculo del pollo

Ontogenia de la expresion en la de los genes ghrelinay GHS-R1a
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Figura 35. Expresion de ghrelina y GHS-R1a en testiculo de pollo durante la ontogenia. A) se muestran un
ensayo representativo de los productos de RT-PCR para el ARNm de ghrelina y GHS-R1 y como control de
carga GADPH en testiculo de pollos de 1 dia posteclosion, 4, 22 y 36 semanas. Se utilizé6 un marcador en
escalera de 100pb (M). B) Se presentan los datos semi-cuantitativos de los niveles de expresion del ARNm de
ghrelina o y GHS-R1a m por RT-PCR en las edades previamente sefialadas. Las barras representan la media
error estandar de 3 determinaciones. (*) Diferencia significativa (P<0.05) al analizarse a través de ANOVA
seguida de Tukey.

Estos datos mostraron una expresion de ghrelina y su receptor a lo largo del
desarrollo postnatal del pollo (Fig.35). Existen cambios tanto en el ligando como en el
receptor; ghrelina tiene una tendencia a disminuir a lo largo del desarrollo, siendo ya

significativa esta disminucion en la edad de la madurez sexual (36-semanas de edad). Por
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su parte el receptor presenta una tendencia a aumentar durante su fase exponencial de
crecimiento corporal, es decir, durante su etapa infantil (4-semanas), pero en la pubertad y

madurez sexual los niveles de receptor descienden significativamente.

Ontogenia de la expresion del gen del receptor a leptina (Ob-R)
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Figura 36. Expresion de Ob-R en testiculo de pollo durante la ontogenia. A) se muestra un ensayo
representativo de los niveles de ARNm de Ob-R por RT-PCR en pollos de 1 dia post-eclosion (1d), 4, 22 y
36 semanas (4, 22 y 36w). Se utiliz6 GADPH como control de carga. Se utiliz6 un marcador en escalera de
100pb (M). B) Se presentan los datos semi-cuantitativos de los niveles de expresion del ARNm en las edades
previamente sefialadas. Las barras representan la media + error estdndar de 3 determinaciones. (**) Diferencia
significativa (P<0.01) al analizarse a través de ANOVA seguida de Tukey.

El ARN del receptor a leptina (Ob-R) se amplifico en las diferentes etapas de
desarrollo gonadal (Fig. 36). Se observd un marcado aumento en la expresion de Ob-R
durante y después de la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-gbnada; se presentaron
niveles similares de expresién al comparar 1 dia post-eclosion con la edad de 4 semanas y

se incrementa significativamente entre las 22 y 36 semanas. Al comparar las edades
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neonatal e infantil con la puberal y madurez sexual se observa un aumento de al menos 5

VecCes.

Ontogenia de la expresion de gen de la hormona inhibidora de gonadotropinas GnlH
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Figura 37. Expresion de GnlH en testiculo de pollo durante la ontogenia. A) se muestra un ensayo
representativo de los niveles de ARNm de GnlH por RT-PCR en pollos de 1 dia post-eclosion (1d), 4, 22 y
36 semanas (4, 22 y 36w). Se utiliz6 GADPH como control de carga. Se utiliz6 un marcador en escalera de
100pb (M). B) Se presentan los datos semi-cuantitativos de los niveles de expresion del ARNm en las edades
previamente sefialadas. Las barras representan la media + error estandar de 3 determinaciones

En la figura 37 se muestra una tendencia a incrementar la expresion del mensajero
de GnlH a partir de la etapa neonatal hasta la pubertad del pollo, y una disminucién durante
su madurez sexual. Si bien no existen diferencias significativas al realizar el analisis
estadistico de ANOVA de una via. Se puede sefialar que se encontrd la mayor expresion
testicular del factor inhibidor de la liberacion de gonadotropinas a las 22 semanas de edad y

la menor expresion en la edad de 1 dia post-eclosion.
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Expresion durante el estrés metabdlico de ghrelina y GHS-R1a
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Figura 38. Expresion de ghrelina y GHS-R1a en testiculo de pollo bajo estrés metabolico (fasting). A) se
muestra un ensayo representativo de los niveles d¢ ARNm de ghrelina o y GHS-Rla m por RT-PCR de
muestras por duplicado de pollos de 4 semanas. Se utiliz6 GADPH y L19 ribosomal como controles de carga.
Se utilizd un marcador de 100pb (M). B). Las barras representan la media + error de la densidad éptica de la
sefial entre GADPH. (**) Diferencia significativa (P<0.01) al analizarse a través de ANOVA seguida de
Tukey.
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Para obtener datos respecto a la regulacion de los factores previamente estudiados
durante la ontogenia del pollo, se analizé el cambio en los patrones de expresion del ARNm
de las sefiales ghrelina/GHS-R1a, receptor a leptina y GnlH bajo estrés metabdlico en 2
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tiempos, 24 y 48 h con el fin de establecer una relacion entre el estatus alimenticio y la
regulacion local de estos sistemas. Para este objetivo se utilizaron pollos de 4 semanas los
cuales se mantuvieron Unicamente con agua ad-libitum.

Fue posible amplificar los mensajeros del sistema ghrelina/GHS-R1a en los 3
grupos experimentales (Fig. 38). No existen diferencias significativas en ninguno de los 2
componentes del sistema (ligando-receptor) entre la condicion control y 24h de ayuno. Sin
embargo cuando el ayuno se prolonga a las 48 h si existen diferencias al comparar la
expresion tanto de ghrelina como de GHS-Rla con respecto a los otros grupos
experimentales, mostrando un marcado aumento del sistema en relacién al estrés
metabolico después de 48 horas sin alimento. Los resultados graficados en la Fig. 42B
corresponden a la relacion entre la densidad Optica de la sefial dividida entre el control de
carga GADPH.

Expresion de Ob-R durante el estrés metabolico en el testiculo
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Figura 39. Expresion de Ob-R en testiculo de pollo bajo estrés metabolico (fasting). A) se muestra un ensayo

representativo de los niveles de ARNm de Ob-R por RT-PCR de muestras por duplicado en pollos de 4

semanas. Se utilizo GADPH y L19 ribosomal como controles de carga. Se utilizé un marcador de 100pb (M).
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B) Se presentan los datos semi-cuantitativos de los niveles de expresion del ARNm en las edades previamente
sefialadas. Las barras representan la media + error de la densidad Optica de la sefial entre GADPH estandar de
3 determinaciones para los grupos experimentales y 5 el grupo control. (*) Diferencia significativa (P<0.05) al

analizarse a través de ANOVA seguida de Tukey.

Existe una tendencia a aumentar la expresion del receptor a leptina bajo estrés metabdlico
agudo (24h) y cronico (48h). La mayor expresion de Ob-R se encontré a las 48 horas de
privacion de alimento donde se determind un aumento de 3 veces con respecto al control

(Fig. 39).
Expresion durante el estrés metabdlico de GnlH
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Figura 40. Expresién de GnlH en testiculo de pollo bajo estrés metabdlico (fasting). A) se muestra un ensayo
representativo de los niveles de ARNm de GnlH por RT-PCR de muestras por duplicado en pollos de 4
semanas. Se utilizo GADPH y L19 ribosomal como control de carga. Se utilizo un marcador en escalera de
100pb (M). B) Se presentan los datos semi-cuantitativos de los niveles de expresion del ARNm en las edades
previamente sefialadas. Las barras representan la media + error de la densidad optica de la sefial entre

GADPH estandar de 3 determinaciones para los grupos experimentales y 5 el grupo control.
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Control

Con respecto a la expresion del ARNm de GnlH tanto en el grupo control como en los dos
tiempos de estrés metabolico (24 y 48 horas), el nivel de expresion se mantuvo constante lo
que plantea que no existe un efecto del ayuno sobre este factor inhibidora (Fig. 40).

Ghrelina en testiculo de pollo

neonatal infantil puberal madurez

Negativo™ |

Figura 41. Inmunohistoquimica de testiculo durante la ontogenia del pollo. Se muestran controles negativos
sin primer anticuerpo (-) en la parte superior en 4 etapas: 1 dia (1d) neonatal, 4 semanas (4w) infantil, 22
semanas (22w) puberal y 36 semanas (36w) madurez sexual. Las flechas indican células inmunoreactivas al
anticuerpo contra ghrelina. Aumento 40x.

Se realiz6 la localizacion de inmunoreactividad a ghrelina a través de
inmunohistoquimica en 4 edades representativas del pollo (Fig. 41). En la etapa neonatal
del pollo de 1 dia posteclosion encontramos una distribucion de la marca para ghrelina con
una distribucién ubicua, tanto dentro de los tubulos seminiferos poco diferenciados como
en las zonas extratubulares; en tanto a las 4 semanas de edad se observa una marca de
ghrelina principalmente dentro de los tabulos seminiferos no maduros, es decir en la zona
donde se encentran tanto las células somaticas que daran origen a las células de Sértoli
como los gonocitos precursores de las células germinales. En una edad representativa de la
pubertad del pollo (22 semanas), los testiculos presentan una marca positiva para ghrelina

principalmente en las zonas intersticiales de los tibulos semiferos donde se han descrito
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células mioides y células de Leydig; dichos tdbulos en esta edad ya presentan un epitelio
germinal aparentemente funcional y solo algunas células muestran IR positiva. Por Gltimo
la inmunoreactividad en los tabulos seminiferos de pollos sexualmente maduros de 36
semanas de edad se observo distribuida tanto en el epitelio germinal como en las zonas
intersticiales y peritubulares. En todos los casos el control negativo sin anticuerpo primario

result6 en la pérdida de la marca.

8. Discusion

En este trabajo describimos la localizacion de la inmunoreactividad para la GH y su
receptor (GHR) en testiculos de pollos sexualmente maduros. Se caracterizaron los
diferentes tipos celulares que expresan GH y su co-localizacién con marcadores y también
fue posible obtener evidencias sobre la distribucién celular e intracelular de la GH vy el
GHR durante las 3 principales etapas de la espermatogénesis (espermatogonias,
espermatocitos y espermatides) mediante microscopia electrénica y la marca se encontrd
tanto en el citoplasma como en el nucleo de estas células. Por otra parte, se demostré la
participacion de la GH en la proliferacion celular del testiculo de pollo. Finalmente se
determind en testiculo la presencia de péptidos que intervienen en la regulacion de la
sintesis y secrecion de GH hipofisaria; se determiné el patron de expresion de ghrelina y su
receptor (GHS-R1a), GnlH y del receptor de leptina (Ob-R) a lo largo de la ontogenia del
pollo, asi como la modificacion en la expresion de estos péptidos ante un estrés metabolico.

Existen reportes sobre los efectos que tiene la GH en la espermatogénesis y
esteroidogénesis (Hull y Harvey, 2000). Por otra parte se ha reportado que los receptores a
GH estan ampliamente distribuidos en el tejido testicular de peces (Ma et al., 2007; Davis
et al., 2008), roedores (Lobie et al., 1990), cerdos (N’Diaye et al., 2002) y humanos
(Berensztein et al., 2008). Sin embargo se sabe que la GH circulante, no puede tener un
acceso libre a las células testiculares debido a la presencia de la barrera hemato-testicular
(Harvey, 2010). Es por eso que las acciones de la GH en las espermatides y
espermatozoides (como la induccion de la motilidad espermatica) podrian estar
relacionadas a la produccion local dentro del testiculo (Champion et al., 2002; Roser,
2008). Esta posibilidad esta apoyada por el hallazgo sobre la inmunoreactividad a la GH-N

en los testiculos humanos, aunque el ARN mensajero que se encuentra normalmente
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expresado es el de GH-V (Untergasser et al., 1996, 1997; Berger et al., 1999). En el caso de
los pollos se conoce que solo existe un gen de GH por lo que su expresion extra-hipofisaria
se puede deber al mismo gen, ya que el anélisis de su secuencia muestra una alta homologia
(>99%) tanto en testiculo como en tejidos neurales (Harvey et al., 2004; Alba-Betancourt et
al., 2010) con respecto a la secuencia hipofisiaria. La expresion del ARNm de GH se ha
determinado en el testiculo de diferentes especies (humano, peces, pollos) y se ha
observado un incremento en la expresion durante el desarrollo gonadal en caso de los peces
(Harvey et al., 2004 2010; Sciara et al., 2006; Filby et al., 2007). En el pollo el ARNm de
GH es también expresado en espermatogonias y espermatocitos primarios y no esta
presente en espermatocitos secundarios, espermatides y espermatozoides (Harvey et al.,
2004). Eso sugiere que la transcripcion de GH es especifica de etapa y no ocurre en células
haploides (Harvey, 2010).

Resultados previos sobre la cuantificacion de GH mostraron que esta presente en los
testiculos de pollos durante la ontogenia alcanzando valores maximos de su concentracién
local a las 35 semanas de edad. Por otra parte, la distribucion de la inmunoreactividad en
cortes de testiculo de pollos pre-puberales (15 semanas) mostrd que la marca es intensa en
los tibulos seminiferos. Sin embargo no se encontr6 presente en el compartimento basal de
las células de Sértoli, espermatogonias, espermatocitos primarios, pero es abundante en
espermatocitos secundarios, espermatides y espermatides elongadas asi como en células
intersticiales (Leydig) y en miocitos circundantes (Luna et al., 2004). La inmunoreactividad
a GH en el testiculo de pollo esta principalmente asociada (30-50%) con una variante
submonomeérica de 17-kDa y a proteinas de 32 y 45-kDa de peso molecular. La abundancia
relativa de estas proteinas cambia durante la ontogenia, como se observo con las variantes
de 14 y 40 kDa que disminuyen conforme a la edad en tanto que las de 17 y 45-kDa se
incrementan (Luna et al., 2004). Este es el primer reporte que logré mostrar una
heterogeneidad molecular de la GH dependiendo del tipo celular despues de la separacion
de subpoblaciones testiculares en las cuales la presencia de la 17-kDa se mantuvo como la
mas abundante. Por otro lado, estd ampliamente descrita la participacion de la GH en la
funcién testicular en mamiferos y humanos, durante el desarrollo como en la fisiologia de
la génada madura (Hull y Harvey, 2000); sin embargo, en las aves no existen muchos

hallazgos respecto a la participacion de la GH en el funcionamiento testicular. Por primera
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vez se determiné la localizacion del receptor de GH (GHR) por inmunohistoquimica en el
testiculo de pollos sexualmente maduros, ya que anteriormente solo se conocia la presencia
de su ARNm (Harvey et al., 2004). Con estos resultados se puede sugerir que la GH tanto
testicular como de aporte endocrino podrian llevar a cabo sus efectos mediado por la accion
no solo enddcrina dentro del compartimiento basal, es decir por fuera de la barrera-hemato
testicular sino también autdcrina y parécrina a través de estos receptor GHR una vez que las
celulas germinales han cruzado la union ocluyente formada por las células de Seértoli.

En todas las especies como en el pollo el principal aporte de hormona de
crecimiento (GH) se lleva al cabo a través de la hipdfisis una vez que se ha conectado el
sistema de sefiales neuroendocrinas entre el hipotdlamo y la hipdfisis (Scanes et al., 1984).
Sin embargo, la expresion extrahipofisiaria de esta hormona en diversos tejidos ha
generado un aumento en la complejidad para el entendimiento de sus acciones y su
regulaciéon (Harvey, 2010). El testiculo de las aves ha sido poco estudiado en comparacion
con otras especies de mayor relevancia pecuaria y clinica, lo cual dificulta la disposicion de
informacion respecto al complicado proceso de la espermatogénesis, aunado a esto la
necesidad de la preservacion cito-arquitectonica del tabulo seminifero para el estudio de su
fisiologia se reflejan en esta falta de informacion (Huleihel et al., 2007).

En el pollo sexualmente maduro se pueden identificar los diferentes tipos celulares
del epitelio germinal a partir de sus caracteristicas morfoldgicas y localizacién, ademéas
identificar la etapa de diferenciacion en la que se encuentran (Gonzalez-Moran y Soria-
Castro, 2010). En las aves, al igual que en la mayoria de los mamiferos y a diferencia de los
peces (Fishelson et al., 2007), existe un tubulo seminifero bien diferenciado con una
membrana basal en contacto con las espermatogonias y un lumen en el centro a donde se
desplazan las células diferenciadas en espermatozoides. Entre estas 2 etapas de
diferenciacion, las células germinales tienen cambios drasticos anatomicos y fisioldgicos.
En las aves se han descrito 4 etapas de diferenciacion principales de la linea germinal,
espermatogonias, espermatocitos (primarios y secundarios), espermatides (redondas y
alargadas) y espermatozoides (Thurston y Korn, 2000). Con la ayuda de histoquimica,
inmunohistoquimica, inmunocitoquimica y microscopia (éptica, electrénica y confocal) en
el presente trabajo fue posible identificar las diferentes etapas de diferenciacion de la linea

germinal del pollo. Una de las limitantes en la caracterizacion de las células testiculares de
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pollo es la falta de marcadores moleculares especificos de etapa, ya que dada la diversidad
de estrategias reproductivas los patrones de expresion y presencia de moléculas que
permiten su identificacion varia considerablemente en cada especie y durante las diferentes
estaciones del afio (Vigodner et al., 2001; Sekido y Lovell-Badge, 2006; Raucci y Di Fiore,
2007). A pesar de esto se realizd la caracterizacion de estadios de diferenciacion y tipos
celulares mediante la utilizacion de marcadores moleculares especificos como la
inmunoreactividad contra los receptores C-kit (linea germinal) y LH-R (células de Leydig),
el factor transcripcional Sox9 (células de Sértoli) y el antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA) para la identificacion de células en division.

El receptor C-kit se ha descrito como un marcador especifico de espermatogonias en
raton (Manova et al. 1990; Sorrentino et al. 1991); en el caso del humano se ha asociado a
estados inmaduros de espermatogonias con una alta expresion durante el proceso
proliferativo y de renovacion de espermatogonias aungque también se encontrd una forma
del ARN mensajero de C-kit truncada en espermatides redondas (Unni, et al., 2009).

Sin embargo en otras especies como en la rana (Raucci y Di Fiore, 2007) vy el
hamster (Vigodner et al., 2001) existen reportes en donde este receptor (C-kit) permanece
presente durante toda la cascada de diferenciacion de las células germinales. El ligando de
este receptor es el stem cell factor (SFC) o factor steel, indispensable para la
espermatogénesis ya que estudios han demostrado que el bloqueo de esta sefial resulta en
muerte por apoptosis de las espermatogonias. En este trabajo fue posible observar
inmunoreactividad membranal, por medio de la cual se pudieron delimitar células en todo
el epitelio germinal cdémo espermatogonias, espermatocitos y espermatides, por lo cual, este
marcador en el caso del pollo no es selectivo de un etapa particular de la espermatogénesis.

Las espermatogonias se renuevan a partir de su division en el compartimiento basal
del tubulo seminifero, el cual esta constituido en el espacio formado entre la parte basal de
las células de Sértoli y la tunica propia. En este compartimiento las espermatogonias llevan
a cabo mitosis para posteriormente ser seleccionadas e iniciar su diferenciacion (de Rooij,
2001). El antigeno nuclear de proliferacion celular se ha descrito como un cofactor de
sintesis de ADN durante el proceso de replicacion (Schlatt y Weinbauer, 1994; Chandra et
al., 1997; Furuya et al., 2006). En este trabajo el anticuerpo contra PCNA marcé claramente

a las células adyacentes a la membrana basal por lo que se utiliz6 como un marcador de
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espermatogonias en el testiculo de pollo sexualmente maduro; este hallazgo fué apoyado
por evidencias previamente en las aves sobre su misma distribucion (Thurston y Korn,
2000). En otras especies como en ratobn Chandra y cols. (1997) encontraron marcaje
positivo a PCNA en células que ya no proliferan, como son las espermatides elongadas;
esta discrepancia puede deberse a las diferencias entre especie.

Las células de Sértoli son fundamentales para el desarrollo de la espermatogénesis y
la dindmica de la barrera hemato-testicular (Petersen y Sdder, 2006). Un marcador que ha
sido utilizado para su identificacion en reptiles, anfibios y mamiferos es el factor
transcripcional vinculado al gen SRY 0 Sox9, cuya expresion esta asociada a la
determinacion sexual de machos. También se ha reportado que se expresa y es esencial
durante el desarrollo embrionario de la gbnada de todos los vertebrados investigados hasta
la actualidad (Koopman, 1999). Durante la vida postnatal y especificamente durante la
madurez sexual éste factor transcripcional se expresa constitutivamente en el nucleo de
células de Sértoli por lo que este factor ha sido aceptado como un marcador molecular
especifico de células de Sértoli. En este trabajo se pudo inmuno-localizar Sox9
eficientemente en el ndcleo de éstas células en cortes de testiculo de pollo adulto. En
estudios de co-localizacion se encontrd que la GH no co-localiza con Sox9 en el nucleo de
este tipo celular (datos no mostrados). Por otra parte, en otras especies como en la trucha
arcoiris (Gémez et al., 1998), la rata adulta (Lobie et al., 1990) y en carneros prepuberales
donde se han sefialado efectos directos de la GH sobre éstas células (Swanlund et al., 1995)
si se ha reportada la presencia de los receptores a GH en células de Sértoli.

Las células de Leydig son las principales células esteroidogénicas del testiculo y
dicho proceso se encuentra regulado por las hormonas gonadotropicas especialmente por la
hormona luteinizante (LH) (Ascoli et al., 2002). Aunqgue este receptor (LHR) ha sido
encontrado en diversos tipos celulares, es en las células de Leydig donde la expresion y
funcién de este receptor esta bien caracterizada. Estas células tienen una ubicacion
extratubular, particularmente en los intersticios de los tubulos seminiferos, lo que permite la
exposicion a la LH, que a través de la red de irrigacion testicular llega al compartimento
intersticial. También nosotros en este trabajo pudimos demostrar su localizacion con
inmuno-histoquimica en la membrana de estas células en cortes de testiculos de pollos

sexualmente maduros. La participacion del LHR en la produccién de testosterona en esta

87



etapa de la vida reproductiva es fundamental, ya que el bloqueo de estos receptores
repercute en una atrofia del epitelio germinal.

Una vez que se identificO y caracterizd la presencia de algunos marcadores
moleculares en el epitelio germinal corroboramos la inmunoreactividad a GH a través de 3
diferentes anticuerpos (uno monoclonal y dos policlonales) en todas las etapas de
diferenciacion de la linea germinal, obteniéndose el dato novedoso de la presencia de GH
en las espermatogonias de pollos sexualmente maduros. Este hallazgo abre la probabilidad
de que esta hormona esté actuando como un modulador de la proliferacion y diferenciacion
como en otros tejidos. Sin embargo, no existen datos sobre la funcionalidad de la hormona
en este tipo celular como ya se ha determinando en los peces y las ratas adultas, donde se
conocen acciones de la GH sobre la proliferacion de espermatogonias (Loir, 1999;
Matsushima, 1986). En resultados previos no observamos a la GH-IR en las
espermatogonias de pollos pre-puberes (Luna et al., 2004). Sin embargo ahora si se
encontrd IR en espermatogonias de animales adultos permiten proponer que estas células
expresen diferencialmente a la GH dependiendo de la edad o bien que dicha produccion sea
muy baja y que quede fuera de los limites de deteccion con los métodos implementados
para dicho estudio. Interesantemente y en paralelo con este trabajo, se reportd la presencia
de ARNm de GH en las espermatogonias de testiculo de pollos adultos (Harvey et al.,
2004); estos datos correlacionan positivamente con la distribucién de la GH-IR mostrada en
este trabajo.

Nuestros resultados sobre la GH-IR también correlacionan con la distribucion de la
GH en los otros estadios de las células germinales como son espermatocitos, espermatides
alargadas y redondas presentes en testiculos tanto pre-puberes como adultos. En estas
células, especialmente en espermatocitos, la inmunoreactividad se conserva con el patron
de tincién en forma de casquete estrechamente cercano al nicleo previamente observado en
pollos de 15 semanas (Luna et al., 2004).

El receptor de GH se encuentra presente en la mayoria de los tejidos a lo largo del
desarrollo hasta la etapa adulta y el tejido que presenta la mayor proporcion de estos
receptores es el higado. En el caso del aparato reproductor de pollo macho el GHR se
localiz6 de manera similar que la reportada para el caso de la rata, donde tanto el receptor y

su proteina transportadora (GHR/GHBP) fueron observados en el nacleo y citoplasma del
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epitelio de vasos deferentes, epididimo, células de Leydig y células de tubulos seminiferos
(espermatogonias, espermatocitos primarios, secundarios, y espermatides) donde la maxima
intensidad en la IR estuvo presente en las células de Leydig (Lobie et al., 1990). En el caso
de la distribucion testicular del receptor en el pollo se encontr6 mayoritariamente en el
epitelio germinal, en miocitos peritubulares y en las células de Leydig y ademas co-
localizando con la GH. Estos datos coinciden con estudios previos hechos en rata y en
lineas celulares donde reportaron la co-localizacion del receptor y la GH ubicados en el
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico, lo que sugiere una interaccion GH/GHR
intracrina que permitiria explicar parcialmente la distribucion en forma de casquete o cap
perinucleares de la inmunoreactividad observada en los espermatocitos (Luna et al., 2004;
van den Eijnden y Strous., 2007).

En conjunto los resultados anteriores sobre la expresion y distribucion diferencial de
la hormona de crecimiento asi como su co-localizacion con el receptor en las células
germinales e intersticiales en testiculos de pollos sexualmente maduras nos permiten
plantear un efecto autocrino y/o paracrino de esta hormona.

Ademas de la distribucion de la GH y su receptor en cortes de testiculo, se analiz6
su distribucion intracelular en las diferentes etapas de diferenciacion de la linea germinal
mediante microscopia electrénica de transmision. Los resultados mostraron la localizacion
no solo a nivel del citoplasma sino también se pudo observar una distribucion nuclear de la
GH vy su receptor en espermatogonias, espermatocitos y espermatides. La presencia de GH
y GHR en el nucleo y citoplasma incorpora la probabilidad de que estén en trafico o
biotransformacion intracelular. Este planteamiento se tiene que explorar ya que los datos
obtenidos hasta la fecha no permiten definirlo. Entre los mecanismos que se han propuesto
en otros tipos celulares estan que la GH y su receptor se perfilan hacia la via lisosomal de
degradacion (Roupas y Herington 1989) o bien hacia su translocacién nuclear por medio de
la interaccion con importinas o/p (Johnson et al., 2004). Se conoce que la union de la GH al
receptor induce la endocitosis, transduccion de sefial y/o degradacion del receptor para lo
cual se requiere la union especifica de la ligasa BTrCP y un sistema activo de nedilacion
(van Kerkhof et al., 2007), ademas de la translocacién hacia la degradacién via lisosomal.
Con respecto a la translocacion al nlcleo esta parcialmente apoyada en evidencias sobre la

existencia de este complejo de proteinas (las importinas) en el testiculo. Sin embargo, adin
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no existen datos que relacionen a estas familias de transportadores nucleocitoplasmatico y
la acumulacion de GH y su receptor en el nucleo de las células de la linea germinal como
se ha reportado para otros lineas celulares derivadas de humano y en ratas donde el
complejo GH/GHR es capaz de viajar al nicleo y se ha vinculado la interaccién directa con
las importinas (Conway- Campbell et al., 2007, Major et al., 2011). Las importinas se
encuentran presentes en las células testiculares de diferentes especies; tienen un alto grado
de conservacién, ya que se ha reportado durante la espermatogénesis de vertebrados
inferiores (Mason D.A., et al., 2002) asi como en mamiferos (Hogart y col., 2005). Esta
claro que las importinas ayudan a migrar macromoléculas del citoplasma al nicleo durante
todos los estadios de diferenciacion y renovacion de la linea germinal en rata y humano
(Major et al., 2011). Si bien la acumulacion del GHR en el nucleo de diferentes células se
ha relacionado con el desarrollo de procesos oncogénicos y tumorigénicos (Lincoln et al.,
1998), también se ha detectado su presencia en procesos no patolégicos de renovacion
celular como en tejidos en crecimiento (cartilago) o regeneracion (higado). A pesar de
estos, estudios recientes han dado importancia a la produccion local de GH en células no
hipofisiarias y se han generado datos relativos al potencial oncogénico de la GH local, pero
casi ninguno sobre procesos durante la fisiologia normal. Mediante el modelo de células
murinas neoplésicas pro-B (BaF/3) las cuales se transfectaron con la fusion del GHR y un
péptido sefial de localizacion nuclear (NLS) se encontré que estas células son capaces de
proliferar independientemente de la adicion de GH exdgena, por lo cual se asume que dicha
proliferacion fue dependiente de la GH producida localmente por estas células, es decir la
GH autdcrina. Ademas en estas mismas células se observo que mediante el silenciamiento
del ARNm de GH y el uso de un antagonista de GH (G120R) se indujo un decremento en la
proliferacion (Brooks et al., 2008).

Este es el primer reporte que muestra la presencia de GH y GHR nuclear en
espermatogonias, espermatocitos y espermatides en el pollo. Por lo tanto, tampoco se han
descrito los mecanismos involucrados con ésta localizacion de la hormona y su receptor.
Debido a que se observéd inmunoreactividad a la GH y su receptor en diferentes estratos de
la tanica propia (lamina basal, células mioides y matriz extracelular), se ha propuesto que la
hormona circulante (aporte hipofisiario) sea translocada mediante la unién con su receptor

hacia el compartimiento basal. Por lo tanto con estas evidencias es factible proponer que la
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presencia del GHR en las células mioides circundantes y membrana basal forman parte de
procesos de pinocitosis y endocitosis para péptidos provenientes de la circulaciéon como
propone Dym et al., 1994 en la rata.

Hallazgos anteriores sobre la distribucion y concentracion de GH en el testiculo
completo, en donde se mostré un patrén de heterogeneidad molecular de esta hormona
diferente al que se expresa en la hipofisis (Luna et al 2004), permitieron proponer la
estrategia de separar las diversas subpoblaciones de las célula testiculares (células
germinales, células de Leydig y Sertoli) con el objeto de definir la posible distribucion
diferencial de las isoformas de GH dependiendo del tipo celular y la etapa de
diferenciacion. El fraccionamiento celular por centrifugacién en un gradiente lineal
continuo de iodixanol (Ford, 1994) tiene la cualidad de ser no-i6nico e iso-osmotico, con
baja toxicidad, en comparacion con metrizamida (Georgiou et al., 1987); por lo tanto se
logré la separacién de subpoblaciones celulares. El intervalo del gradiente de densidad
seleccionado permitié la separacion de 3 subpoblaciones parcialmente enriquecidas de los
diversos tipos celulares: como espermatocitos en la fraccion B1, espermétides y
espermatogonias en la B2, y una mezcla de espermatides y células de Leydig en B3.

Como se menciono antes, debido a que no existen marcadores especificos de etapa
para los diferentes estadios de diferenciacion de la linea germinal de pollo, asi como las
limitaciones metodoldgicas, la caracterizacion de las células se llevo a cabo a través de su
morfologia y se complementd con el uso de algunos marcadores moleculares para células
no germinales. En la primera banda de células (B1) se obtuvo una poblacion de células de
tamafno y forma similar identificadas como espermatocitos (>95 %). Para identificar
espermatogonias se utilizo como marcador celular al antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA), que previamente se utilizé en cortes de testiculo. Por medio de SDS-
PAGE/Western blot se localizé al PCNA principalmente en la fraccion B2, la cual presentd
un 55.29% de células con morfologia de espermatogonias. La sefial del PCNA se presentd
en las otras fracciones con menor intensidad (20 veces menos), lo cual sugiere que otras
células no germinales pudieran estar en division en el momento del analisis y/o que existen
espermatogonias con densidad diferente a la presente en la B2 como se muestra en el

cuadro 2.
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Para la identificacion de las células de Sértoli en subpoblaciones separadas con el
gradiente de densidad se determiné la presencia del factor transcripcional Sox9 (Koopman
et al., 1999; Oreal et al, 1998), el cual se expresa especificamente en el nicleo de estas
células. Se encontrd inmunoreactividad a Sox9 en las 3 subpoblaciones, con mayor
intensidad de la sefial en la fraccion B2, lo cual correlaciona con la mayor proporcion de
células de Sértoli evaluadas con base a su morfologia en esta fraccion (9.62 %), aunque
cabe mencionar que en general la proporcion de estas células con respecto a las otras
poblaciones es mucho menor.

Por este mismo método se identifico al receptor de LH, el cual se utilizd6 como
marcador de células de Leydig y se determind un 56.46 % en la fraccion B3 que fue la de
mayor densidad (1.087g/ml). Estos resultados coincidieron en parte con reportes previos
donde utilizando gradientes de metrizamida y/o Percoll pudieron separar dos
subpoblaciones de células de Leydig: para el gradiente de metrizamida con una densidad
igual y otra mayor (1.070-1.100 y 1.113-1.143 g/ml) en tanto que para el gradiente de
Percoll fue menor e igual a 1.033-1.065 y 1.074-1.097 g/ml, pero en ambos gradientes la
mayor proporcién de células de Leydig se encontré en las poblaciones de alta densidad
como fue el caso de Georgiou et al., 1987 y en este trabajo. Sin embargo, existe la
posibilidad de que haya otra pequefia poblacion de células de Leydig inmaduras que no
presenten el LHR en cantidades detectables con nuestra metodologia o bien que en el caso
del pollo solo exista una sola subpoblacion de células de Leydig.

Se determind el patron de las variantes moleculares de GH presentes en estas
subpoblaciones y se observaron diferencias en la proporcién, lo cual podria relacionarlas a
posibles funciones diferentes que requieren ser determinadas. Esto con base en los
resultados obtenidos para la fraccion B1 (95.6 % espermatocitos) en donde se identificaron
2 variantes moleculares de GH (29 kDa y 17 kDa) con mayor abundancia. La isoforma de
29 kDa fue la méas abundante en B1, la cual podria corresponder por su tamafio molecular
aparente a la variante glicosilada (G-cGH) que previamente se ha reportado en la hipofisis y
plama de pollo (Berghman et al., 1988; Aramburo et al., 1991, 2000; Berumen et al., 2004).
Ademas se conoce que la glicosilacion incrementa la vida media de la hormona en el
plasma y es capaz de modificar su bio-actividad como se prob6 en un ensayo de

proliferacion en celulas NB2 (Berumen et al., 2004). Los resultados podrian indicar una
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correlacion entre la presencia de la GH de 29 kDa y la etapa de espermatocitos, sugiriendo
la probabilidad de una glicosilacién postraduccional especifica de esta etapa de la
espermatogénesis. Con respecto a la variante de 17 kDa se encontr en mayor proporcion a
la de 29 kDa.

En contraste con la B1, en las subpoblaciones B2 y B3 se encontré en mayor
proporcion al monomero de 26 kDa y al fragmento de 17 kDa de GH. Esto estd en
concordancia con resultados previos sobre la expresion de GH en tejidos del aparato
reproductor de machos y hembras (Harvey et al.,, 2004; Hrabia et al., 2009) donde
especificamente en testiculos de pollos (Harvey et al.,, 2004, Luna et al.,, 2004) se
detectaron diferentes variantes de GH (14, 17, 23, 26, 29, 32, 40, 45, 52kDa) entre las
cuales la variante de 17 kDa de GH present6 la mayor abundancia (Luna et al., 2004).
Aunque la mayoria de la inmunoreactividad a GH en la hipofisis esta asociada con el
monomero de 26 kDa (bajo condiciones reductoras), en el caso del tracto reproductivo de
macho y otros tejidos extrahipofisiarios se describié a la variante submonomérica de 17
kDa como la isoforma mayoritaria (Luna et al., 2004, 2005).

La proporcion relativa de la variante de 17 kDa de GH en la subpoblacién B1 fue
significativamente menor al compararla con la B2 y B3; sin embargo es importante aclarar
que esta isoforma es la variante mas abundante en todas las subpoblaciones (42.3 + 1.8,
538 + 24 y 51.7 £ 1.3 % del total de la GH-IR en cada poblacién, B1, B2 y B3,
respectivamente). El origen y funcién del fragmento de 17 kDa en el testiculo ain no se ha
determinado. Sin embargo, con base en evidencias obtenidas en otras especies y tejidos se
pueden plantear al menos 2 opciones con respecto al origen de esta variante de GH en el
testiculo, una es a nivel de la transcripcion por corte y empalme alternativo del RNA, como
se ha observado en la retina del pollo, y la otra a nivel postraduccional mediante un
procesamiento proteolitico como en el caso de la prolactina donde es mediado por la
expresion de metaloproteasas (Lewis et al., 2000; Takeuchi et al., 2001; Baudet et al.,
2007). En células hipofisiarias de rata transfectadas con el receptor para GHRH, se
reportaron mutaciones en el sitio de empalme del exdn 3 del gen de GH, lo que disminuye
la tasa transcripcional de la GH 22 kDa e incrementa la transcripcion de una isoforma de
menor peso molecular 17.5 kDa (Petkovic et al., 2010). En la retina y corazon de embriones

de pollo de 7 dias se reporté la presencia de un ARNm pequefio de GH (426pb) publicado

93



por Takeuchi et al. (2001), y la expresion de una proteina de 16kDa correspondiente a la
variante previamente propuesta por Baudet et al., (2007).

Estudios recientes han incrementado las evidencias sobre el contenido de variantes
de menor peso molecular de la GH previamente detectadas en el humano (Lewis et al.,
1980), como es el caso de los estudios en rata (Petkovic et al., 2010; Such-SanMartin et al.,
2009) y en pollos (Aramburo et al., 2001), en los cuales se ha propuesto que estas variantes
moleculares se generan principalmente por modificaciones postraduccionales a lo largo de
su trafico intracelular hacia las vias de la degradacion lisosomal o del proteosoma y/o por
procesamiento proteolitico limitado por enzimas enddgenas que producen fragmentos de
GH de 7, 15, 16, 17.5 kDa (Such-SanMartin et al., 2009, Petkovic et al., 2010). Dicha
propuesta se apoya en estudios previos in vitro que han probado que la protedlisis
enzimatica controlada de GH de pollo, usando por ejemplo trombina, tripsina, proteasa V8,
0 colagenasa (Aramburo et al., 2001), asi como la pepsina, la tripsina, la proteasa V, la
proteinasa K y la termolisina en la GH humana (Such-SanMartin et al., 2009), son capaces
de generar fragmentos de 15 kDa para GH de pollo, y otro de 5 y 17 kDa para GH humana,
respectivamente. Otros reportes describen la biotransformacion de GH a formas
submonomeéricas por las proteinas morfogénicas de hueso en la matriz extracelular
endotelial; estas metaloproteasas BMP1-like procesan a la PRL y GH tanto in vitro como in
vivo, para producir fragmentos N-terminal de 17 kDa con actividad anti-angiogénica (Ge et
al., 2007; Clapp et al., 1993). En el caso del testiculo ain no se ha encontrado ningun
transcrito pequefio del ARNm de GH (Harvey et al., 2004), por lo cual se sugiere que la
forma 17 kDa presente en todas las subpoblaciones puede ser originada
postraduccionalmente.

Con respecto a la funcion de estas isoformas de GH en la diferenciacion de los
gametos aln no se conoce nada; sin embargo los cambios en los patrones de variantes
sugieren acciones especificas aunadas a la presencia del receptor que plantean efectos
autocrinos o paracrinos.

La GH hipofisiaria juega un papel importante en la diferenciacion y desarrollo del
tracto reproductor y testiculos, determinado en casos de deficiencia de esta hormona (v.g.
por hipofisectomia), donde se ha mostrado un efecto marcado en el crecimiento somatico y

un retraso para alcanzar la madurez sexual (Hull y Harvey, 2000). También se ha
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establecido que la GH regula la esteroidogénesis, la gametogénesis y la diferenciacion
gonadal, asi como la secrecién de gonadotropinas (Zachmann et al., 1990). En la
reproduccion la GH ejerce sus acciones a través de la modulacion de la esteroidogénesis en
las células de Leydig, ya que se ha mostrado la expresion del ARNm del receptor de GH
(GHR), tanto en células de Leydig de rata maduras como inmaduras (Kanzaki y Morris,
1999). En adicidn, se sabe que la GH es capaz de modular la produccion de andrégenos por
medio de la modificacion de la expresion StAR y 3p-HSD, ambas enzimas esteroidogénicas
(Kanzaki y Morris, 1999). Por lo tanto, la GH tiene acciones capaces de modular la
esteroidogénesis, y también de manera directa puede modificar la motilidad espermatica en
especies de mamiferos como el toro, el cerdo y el humano (Lechinak et al., 1999); mientras
que en peces puede mejorar la proliferacion in vitro de espermatogonias (Lior et al., 1999).
Estos efectos directos de la GH estdn parcialmente apoyados por la presencia de
inmunoreactividad al GHR en células de Sértoli, de Leydig asi como en espermatogonias,
espermatocitos y espermatides de rata (Lobie et al., 1990). Aunado a estas evidencias y a
los resultados que hemos obtenido en el pollo sobre la expresion de los genes de GH y
GHR en testiculo adulto (Harvey et al., 2004), la presencia de la GH-IR y su receptor en
células del epitelio germinal y en células intersticiales (Luna et al., 2004), y ahora con la
distribucion de esta proteina y su receptor a nivel nuclear es posible sugerir acciones
intracrinas, autdcrinas y paracrinas durante la diferenciacion, desarrollo y etapa de madurez
sexual en las diferentes subpoblaciones testiculares ademas de las endocrinas previamente
establecidas de la hormona de origen hipofisiario.

Se evalu6 el efecto de la GHRH sobre la proliferacion de células testiculares
cultivadas por 24 hr a través de la deteccion del antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA) por SDS-PAGE/Western blot. Esté factor se vincula con la replicacién del ADN y
en testiculo de rata marca principalmente espermatogonias indiferenciadas (Gerdes et al.,
1983); este marcador ha sido utilizado para evaluar en cultivos de celulas testiculares de
pollo el fendbmeno proliferativo bajo estimulacion de FSH y testosterona (Mi et al., 2004).
Los resultados permitieron determinar que el tratamiento con GHRH puede inducir division
celular en un lapso de 24 h en mayor proporciéon a 10nM sin embargo también los
tratamientos a menores dosis lograron inducir un aumento en la inmunoreactividad a PCNA

aunque no fueron significativamente diferentes. Estos datos sin embargo no permiten
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definir si el efecto es directo 0 mediado a través de la induccion de la liberacion de GH
testicular. Existen reportes sobre la localizacion del receptor de GHRH en los diferentes
tipos celulares de testiculo de rata, y se sabe que el GHRH participa en la modulacion del
sistema SFC/C-kit entre las células de Sértoli y espermatogonias. También se tiene
conocimiento de que este factor liberador participa en la modulacion de la produccién de
testosterona en las células de Leydig (Cimpiani et al., 1992; Srivastava et al., 1994; Fabbi et
al., 1995). Con estas evidencias se puede sugerir que existen efectos directos de GHRH
sobre la funcion testicular, tanto en la diferenciacion como en la esteroidogénesis.

En estudios previos se logré determinar que la GHRH tiene efecto sobre la
liberacion de GH en cultivo primario de células testiculares (articulo en preparacion) por
lo que es posible sugerir que esta GH liberada sea el transductor de sefiales del efecto
proliferativo de GHRH. Por otra parte otro factor que puede estar regulando este efecto en
el siguiente nivel es el IGF-1, el cual esta participando cascada rio abajo en este sistema de
sefiales testiculares a través de sus efectos autdcrinos y/o parécrinos, por lo que queda una
ventana abierta a la investigacion respecto a la funcionalidad de los componentes del
micro-eje testicular formado por GHRH-GH- IGF-1.

Para corroborar si la GH participa directamente en la proliferacién en cultivos
primarios de células testiculares fueron estimulados con diferentes concentraciones de GH
recombinante de pollo. Se analiz6 la proliferacion en estos cultivos por medio de la
incorporacién de timidina tritiada (H®). De manera paralela mediante el ensayo de MTT se
determino el efecto de la GH en el metabolismo celular.

La GH fue efectiva a diferentes dosis; en el caso del ensayo de MTT donde 1nM de
GH indujo un mayor el niamero de células (metabolicamente activas) mientras que con el
ensayo de la incorporacion de timidina tritiada (H) la mayor incorporacion se observé con
la dosis de 10 nM de GH. Aparentemente a bajas concentraciones existe un efecto
metabolico pero al aumentarse la concentracion de GH se puede logra inducir un efecto
proliferativo.

Por otra parte aun queda por determinar si el efecto de GH sobre la proliferacion de
células testiculares de pollos en cultivo primario es mediado por el IGF-1, que se produce
de manera local, y puede ser regulado por la GH. Se conoce que dentro del microambiente

del epitelio germinal en el testiculo existe una alta capacidad proliferativa de las
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espermatogonias (De Rooij, D.G. et al. 2001), aunque no son las Unicas células que tienen
capacidad de renovacion, entre ellas también pueden dividirse las células de Leydig y se ha
demostrado que la GH potencia su maduracion (Kanzaki y Morris, 1999).

En mamiferos el nimero de células de Sertoli permanece constante despues de la
diferenciacion gonadal (Orth et al., 1988). Por lo anterior este tipo celular no estaria
dividiéndose, a diferencia de las células de la linea germinal en su etapa de
espermatogonias que son las que principalmente estdn proliferando. Existen evidencias
directas del efecto de GH e IGF-1 sobre la proliferacion de espermatogonias en trucha
arcoiris, en donde se report6 un efecto maximo con concentraciones entre 0.25-6 nM de GH
(Lior, M. et al. 1999), lo que coincide con los datos obtenidos en este trabajo donde 1-10
nM inducen este efecto en células testiculares de pollo.

Como se mencioné en la introduccion existen mdltiples sefiales hormonales
periféricas vinculadas a la regulacion de la sintesis y liberacion de GH en la hipdfisis las
cuales regulan la funcion reproductora en machos (De Vriese et al., 2007; Garcia et al.,
2007).

Ghrelina y leptina son hormonas relacionadas a la regulacion de la ingesta y del
metabolismo; ambas sefiales tienen un efecto sobre el sistema nervioso central
principalmente a través del hipotalamo; ademas de este efecto central, estos péptidos tienen
efectos periféricos en tejidos como los testiculos (Barreiro y Tena-Sempere, 2004; Tena-
Sempere, 2005). Inicialmente se describié que la principal fuente de aporte de ghrelina es
el estbmago (Van Der Lely, et al. 2004; Ahmed y Harvey et al., 2002), en tanto que la
leptina es una hormona con origen en el tejido adiposo pero ahora se conoce que estas
hormonas se producen en diferentes tejidos como el testiculo de rata (Tena-Sempere et al.,
2002).

En el testiculo de aves la presencia del sistema ghrelina y su receptor GHS-R1a no
habian sido descritos; sin embargo, en este trabajo se determind la presencia del RNAm de
estos y su incrementd durante la edad de mayor crecimiento somatico del pollo (4
semanas). Este aumento coincide con los mayores niveles de GH circulante y con el
incremento de la concentracion gonadal de GH observado después de la eclosion (Luna et
al., 2004). En edades méas avanzadas este sistema (ghrelina/GHS-R) baja su nivel de

expresion aunque la expresion de GH aumenta principalmente en edad reproductora.
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Por otra parte utilizando un modelo de ayuno (fasting) de 24 y 48h se estudid la
expresion del sistema (ghrelinas/ GHS-R) y fue posible observar que con una restriccion
alimenticia de 48 h se incrementaron significativamente los niveles de expresion gonadal de
estos. Estudios previos han propuesto que la ghrelina inhibe la esteroidogénesis en los
testiculos de rata (Tena-Sempere et al., 2002). Es posible que los resultados obtenidos
expliquen parcialmente la existencia de un mecanismo de inhibicion de la funcién gonadal
ante un estrés metabdlico. Resultados sobre la distribucion de la ghrelina en el testiculo
mostraron que en etapas iniciales del desarrollo gonadal la inmunoreactividad se observo
principalmente dentro de los tabulos seminiferos, en tanto durante la pubertad la marca se
localiz6 en las zonas peri-tubulares y durante la etapa de madurez sexual ésta fue
ampliamente distribuida dentro del tejido gonadal. Al parecer existe una dindmica en la
localizacion de éste péptido lo que sugiere que participa de manera diferencial durante el
desarrollo gonadal y la madurez sexual. En apoyo a estos hallazgos el grupo de Sirtokin
(2006) encontrd la presencia de este sistema (ghrelina/GHS-R1a) en foliculos ovaricos de
gallinas y propone que ghrelina funcione como modulador de la proliferacion, la
produccién de hormonas y la apoptosis en el ovario.

Asi mismo el gen de leptina no ha sido descrito para el pollo y existe controversia
respecto a la produccién de esta hormona, ya que se ha demostrado el efecto clasico de
leptina a través de suministrar leptina de rata y humano; sin embargo los analisis bio-
informaticos han dado evidencia de una posible pérdida del gen durante la evolucion (Pitel
et al., 2010). Se tiene también datos respecto a la existencia del receptor (Ob-R) en pollo a
través de la union de leptina marcada (McMurtry et al., 2004) y de su clonacion (Horev et
al. 2000; Ohkubo et al. 2000); sin embargo las implicaciones fisioldgicas de la presencia
del receptor a leptina no han sido dilucidadas.

En este trabajo los datos sobre el ARNm del receptor de leptina en testiculo de pollo
mostraron un incremento de 5 veces en su expresion durante la pubertad y aparentemente se
mantiene durante la madurez sexual. La expresion de este receptor testicular presenta una
tendencia a aumentar cuando se somete a privacion de alimento durante 24 y 48 h en pollos
de 4 semanas de edad por lo que aparentemente el estrés inducido por la privaciéon de
alimento tanto aguda como cronica es un factor importante en la regulacién de esta sefial en

el tejido testicular. Sin embargo la relevancia funcional ain no se ha determinado.
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La hormona inhibidora de las gonadotropinas o GnlH es una hormona
hipotaldmica recientemente descubierta en aves capaz de inhibir la produccion y liberacion
de gonadotropinas hipofisiarias (Tsutsui et al., 2007). En el testiculo de codorniz y de
gorrion se localizé a la GnlH y Bentley et al., (2008) ha propuesto que participa en la
modulacion de la produccidn de enzimas esteroidogénicas y en la maduracion de las células
de la linea germinal. En esta tesis obtuvimos evidencias de la expresion de GnlH en el
testiculo de pollo de diferentes edades y se logré determinar que la méaxima expresion fue a
las 22 semanas (pubertad), y presenta valores menores tanto en su fase de crecimiento
somatico como durante su madurez sexual. Es probable que la GnIH a nivel testicular esté
correlacionada con la activacion del eje hipotadlamo-hipofisis-gonadas y localmente
funcione como un modulador de autdcrino/paracrino de la funcién reproductora cuya
expresion aparentemente no se ve alterada ante la privacion de alimento.

Aparentemente el estrés metabolico inducido por restriccion alimenticia tiene un
efecto principalmente sobre ghrelina/GHS-R1a y sobre el receptor a leptina (Ob-R), en
respuesta al cambio de los niveles circulantes de glucosa e insulina principalmente, en tanto
qgue GnlH aparentemente parece no verse afecta por el estrés metabdlico. Sin embargo se
requieren realizar estudios complementarios que definan los mecanismos que estan
regulando a estos factores como son aquellos que se modifican en condiciones de estrés

como glucocorticoides, insulina y glucosa.
9. Conclusion

Durante el desarrollo de esta tesis los resultados mas relevantes fueron con respecto
a la localizacion de GH y su receptor (GHR) en las diferentes etapas de diferenciacion de la
linea germinal en pollos sexualmente maduros. Por primera vez se determind la
localizacion ademas de citoplasmatica también nuclear de GH/GHR en las células
germinales, lo que nos permite proponer un efecto intracrino, autdcrino y/o paréacrino

ademas del enddcrino en el tejido testicular.

Ademas con base en los resultados sobre el efecto de la GH en la induccién de la
proliferacion en cultivos primarios de células testiculares asi como con la colocalizacion de

esta hormona con el marcador PCNA en estas células se sugiere que esté participando en el
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proceso de proliferacion de las espermatogonias y la modulacion de este proceso en los
demaés tipos celulares de la linea germinal.

Por otro lado, fue posible determinar la presencia de ghrelina/GHS-R1a, el receptor
a leptina y el GnHI durante la ontogenia del pollo y el efecto del estrés metabdlico sobre la

expresion de estos factores.

Conclusiones Particulares:

e La GH y su receptor colocalizaron en las células germinales durante todas sus
etapas de diferenciacion. También fue posible observar su distribucion en zonas
peritubulares e intersticiales en cortes histoldgicos de tejido testicular.

e Tanto GH como su receptor estan localizados citoplasmatica y nuclearmente en las
3 principales etapas de diferenciacion de la linea germinal.

e GH y PCNA co-localizaron en espermatogonias en proliferacion presentes en cortes
de testiculo de pollos adultos.

e Concentraciénes de 1 a 100 nM de GHRH estimulan la proliferacion de células
testiculares en cultivo primario.

e Las células testiculares en cultivo primario aumentan su tasa de proliferacion
cuando se estimulan con GH recombinante de pollo a una concentracion 10 nM.

e Existe una expresion diferencial de ghrelina y su receptor (GHS-R1a) en etapas de
maduracion del testiculo de pollo, observandose una mayor expresion a las 4
semanas de edad.

e Laexpresion gonadal del receptor a leptina en testiculo de pollo se encontr6 durante
en etapa neonatal, infantil, puberal y de madurez sexual, siendo su mayor nivel de
expresion durante la pubertad donde aumentd significativamente (7 veces) en
comparacion con su etapa previa

e EI GnlH se expresa a lo largo del desarrollo posnatal en el testiculo de pollo
mostrando un incremento en la etapa puberal.

e El estrés metabdlico inducido por restriccion de alimento indujo un aumento en la
expresion de ghrelina/GHR-1a y también en el receptor de leptina, pero no asi en el
caso del gen de GnlH.
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Con base en todas las evidencias encontradas en este trabajo respecto a la
localizacion del sistema GH/GHR en el testiculo de pollo y su implicacién en la regulacion
de la proliferacion en células testiculares asi como la presencia local de factores
reguladores los cuales cambian durante las diferentes etapas de la ontogenia de la génada
de pollo, es posible sugerir acciones intracrinas, autocrinas y paracrinas de la GH a nivel
local. En adicion la expresion de factores vinculados a la regulacion de la sintesis y
secrecion de la GH se modifican ante un estrés metabolico lo que puede incidir en la

modulacién de la fisiologia reproductiva.

Si bien, falta mucho por investigar en este campo, los resultados mostrados en este
trabajo son un avance en el entendimiento de los mecanismos moleculares locales del

testiculo de pollo implicados en la regulacion de la espermatogénesis.
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