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1. RESUMEN 

El ovario produce las hormonas esteroides sexuales y libera un óvulo en cada ciclo 

sexual. Su función esta regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-ovario a través de la 

hormona liberadora de gonadotropinas y la secreción de las hormonas luteinizante y 

folículo estimulante (LB y FSB). La LB pertenece a la familia de hormonas 

glicoproteícas, estas comparten una subunidad a. y presentan una subunidad ~ 

específica. La similitud entre la subunidad ~ de la LB y la gonadotropina coriónica 

(CG), permite que actuen a través del mismo receptor. El receptor para la LHlCG 

pertenece a la superfamilia de receptores de siete dominios transmembranales acoplados 

a proteínas G; la unión con el ligando enciende las vías de señalización mediadas por las 

proteincinasas A (PKA) Y C (PKC). Morfológicamente, el ovario esta integrado por la 

corteza, la médula y el epitelio superficial. El epitelio superficial del ovario esta 

expuesto a lá estimulación continua con FSB y LB durante el ciclo sexual y responde a 

ellas facilitando la ovulación. En este trabajo se estudia el efecto proliferativo de la 

LB/CG en cultivos primarios de células del epitelio superficial del ovario de embrión de 

pollo de 14 días de incubación. El porcentaje de las células que incorporaron 5-Bromo-

2' -deoxiuridina (BrdU) se tomó como índice de proliferación celular. La CG humana 

(hCG) no recombinante estimula la proliferación celular en condiciones de no 

deprivación de suero, en las células epiteliales a la dosis de 0.5 UIlrnl (Testigo 27.82 

versus hCG 35.72 p<0.05) y en condiciones de deprivación de suero, con 12 horas de 

tratamiento con esta hormona (Testigo 13.93 Y hCG 16.31 p<O.05). Los resultados 

indican que la hCG estimula "in vitro" la proliferación de las células del epitelio 

superficial del ovario. El mRNA del receptor a la LB/CG esta presente en este tipo 

celular lo que sugiere que la LB interviene en la regulación de la proliferación de las 

células del epitelio superficial del ovario del embrión de pollo. 



2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Ovario 

2.1.1 Estructura y función 

El ovario maduro es un órgano intra-abdominal en forma de almendra de color rosa o 

blanco, sus principales funciones son: liberar un óvulo durante cada ciclo sexual que sea 

competente para la fertilización y el desarrollo embrionario además de preparar a los 

órganos reproductores para la implantación, mediante la producción de hormonas 

esteroides. La unidad estructural y funcional de este órgano es el folículo ovárico, 

formado por el ovocito, las células de la granulosa y las células de la teca; su 

maduración está regulada por las gonadotropinas hipofisiarias a través del eje 

hipotálamo-hipófisis-ovario. 

Morfológicamente se observan tres compartimentos que funcionan integrados: 

a) La corteza que contiene los folículos ováricos, b) la médula compuesta por células 

productoras de andrógenos, tejido conectivo fibroelástico laxo, 'arterias espiraladas y 

venas contorneadas y c) el epitelio superficial que es un mesotelio derivado del epitelio 

celómico que recubre la superficie del ovario. 

Los folículos primordiales se localizan en una capa avascular en la corteza del ovario 

debajo de la túnica albugínea. En contraste, los folículos en crecimiento, los folículos 

atrésicos y el cuerpo lúteo se encuentran en el límite entre la corteza y la médula. 

(Gougeon, 2004) 

2.1.2 Ovario embrionario. 

El desarrollo de la gónada inicia con la formación de la cresta uro genital a partir del 

mesodermo intermedio, posteriormente se organiza en una gónada indiferenciada 

integrada por células del epitelio celómico, células del mesénquima y células germinales 

primordiales (CGP), con estos elementos embriológicos puede diferenciarse hacia 

ovario o hacia testículo. 
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En el embrión humano de 4 semanas de gestación las CGP migran desde el saco vitelino 

a través del mesenterio dorsal, llegan a la cresta genital a la Sta. semana y la gónada 

queda sexualmente diferenciada' en la 7ma. semana. Una vez en el ovario las CGP se 

conocen como ovogonias y se dividen por mitosis hasta el principio del cuarto mes de 

gestación. La población de ovogonias esta sujeta a tres procesos simultáneos: mitosis, 

meiosis y atresia, la mitosis en las ovogonias termina completamente a los 7 meses de 

gestación, cuando estas células entran en la profase de la primera división meiótica se 

conocen como ovocitos primarios. 

Durante el estado de gónada indiferenciada el epitelio celómico que recubre la cresta 

genital prolifera y se extiende dentro del mesénquima, formando los cordones sexuales 

primarios y posteriormente, en el caso del ovario, los cordones sexuales corticales que 

no penetran profundamente dentro del mesénquima, sino que permanecen en la corteza 

y rodean a las CGP para formar los precursores de las células foliculares que darán 

origen a la capa granulosa. El mesénquima gonadal aportará las futuras células tecales. 

(Gilbert, 2003) 

2.2 El folículo ovárico. 

Como ya se mencionó la unidad funcional del ovario es el folículo, el cual consta de un 

ovocito rodeado por células de la granulosa y dependiendo del estado de desarrollo 

folicular por células de la teca 

2.2.1 Ovocitos. 

El número de ovocitos decrece progresivamente desde la etapa fetal y durante las 

distintas etapas de la vida de la mujer, hasta llegar a la menopausia cuando se han 

depletado la mayor parte de los folículos ováricos y cesa la menstruación. El ovario de 

la niña recién nacida contiene de 1-2 millones de ovocitos primarios, al inicio de la 

pubertad quedan cerca de 300 mil de los cuales solo se ovularán alrededor de 500. 

Durante la maduración folicular, el ovocito crece de 30 flm en folículos primarios hasta 

140 flm en el folículo preovulatorio. El crecimiento inicial parece estar controlado por 
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el sistema KIT (el receptor c-kit y su ligando) y el factor de crecimiento y 

diferenciación 9 (GDF 9)~ posteriormente este crecimiento depende del contacto que se 

establece entre el ovocito y las células granulosas (Gougeon, 2004; Erickson y col.~ 

2001; Thomas y cols., 2005). 

La maduración del ovocito es indispensable para que adquiera la competencia necesaria 

para llevar a cabo la fertilización y el desarrollo temprano del embrión. Esta ocurre en 

tres niveles: la maduración nuclear, que se lleva a cabo con el entrecruzamiento y la 

recombinación de los cromosomas durante la meiosis y la reducción del material 

genético de diploide a haploide. La impronta genómica o maduración epigenética~ que 

produce modificaciones en la cromatina estables y heredables que afectan la expresión 

de los genes improntados sin ocasionar cambios en la secuencia del DNA. La 

maduración citoplasmática es la etapa en la cual los ovocitos acumulan RNA y 

proteínas de origen materno necesarios para el inicio del desarrollo embrionario, 

mientras se da la transición a la expresión del genoma del cigoto (Eppig y cols., 2004). 

El núcleo del ovocito primario permanece en diploteno de la profase de la primera 

división meiótica, hasta la pubertad, cuando antes de la ovulación, se reanuda la meiosis 

por efecto del pico de la LB. El ovocito primario se convierte en un ovocito secundario 

luego de completar la primera división meiótica y la formación del primer cuerpo polar, 

posteriormente se detiene en metafase de la segunda división meiótica y solo la 

concluye si hay fecundación. Durante la ovulación, el ovocito secundario y las células 

de la granulosa circundantes (acúmulo ovígero) son expulsados del ovario e ingresan a 

las tubas uterinas (Carlson, 2004). 

2.2.2 Células granulosas. 

Las células de la capa granulosa se relacionan íntimamente con el ovo cito y son 

esenciales para su supervivencia y maduración. La primera interacción funcional se da 

cuando una capa incompleta de células precursoras de las granulosas rodea al ovocito 

para formar el folículo primordial. La compleja interacción entre las células granulosas 
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y el ovocito permite que algunos folículos inicien su desarrollo, otros pennanezcan en 

reposo o bien, entren en atresia. Una vez iniciado el crecimiento folicular las células 

granulosas se interconectan por uniones en hendidura (gap junctions), de lo que resulta 

un extenso sincicio integrado y funcional. Las uniones gap son fundamentales en el 

intercambio metabólico y en el transporte de pequeñas moléculas entre las células 

foliculares y el ovocito (Juneja y cols.,1999). 

En los folículos antrales se distinguen tres poblaciones de células de la granulosa: las de 

la granulosa mural, las antrales y las células del aCÚInulo ovígero. 

Las células de la granulosa mural son las que contactan con la membrana basal, 

detienen su proliferación, tienen mayor capacidad esteroidogénica, expresan las 

enzimas 3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa, el citocromo P450 aromatasa (P450arom) 

entre otras y producen estrógenos durante la fase folicular. Además, las células de la 

granulosa mural adquieren receptores a LH confonne avanza la maduración folicular. 

Estas características las distinguen de las células de la granulosa antral, que son las más 

cercanas al antro y de las células del aCÚInulo ovígero que rodean al ovocito; las cuales 

continúan proliferando, adquieren pocos receptores a LH y tienen disminuida su 

capacidad esteroidogénica. Las células del acúmulo ovígero son ovuladas junto con el 

ovocito mientras que las células foliculares que pennanecen en el ovario después de la 

ovulación se diferencian en células lúteas por acción de la honnona luteinizante 

(Salustri y cols., 2004). 

2.2.3 Células tecales. 

Las células de la teca son atraídas desde el estroma por las células granulosas para 

rodear a los folículos en desarrollo secundarios y posteriores. Se postula que hay 

organizadores moleculares de la teca derivados de las células de la granulosa como el 

sistema KIT (Parrot y col., 2000), el factor de crecimiento epidérmico ó EGF (Erickson 

y coL, 1983) y el GDF-9 (Bums y cols., 2002) que ocasionan, de acuerdo al estado de 

maduración, la atracción y diferenciación de las células tecales. Las células de la teca 

interna poseen receptores a LH y producen andrógenos durante la maduración folicular. 
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Además, se postula que podrían emitir señales implicadas tanto en el mantenimiento del 

folículo como en su degeneración por atresia. 

2.2.4 Desarrollo Folicular. 

La mayoría de los folículos ováricos se encuentran en reposo por largos periodos ~e 

tiempo; cuando salen de este estado quiescente tienen dos opciones, degenerar por 

atresia o bien iniciar su crecimiento desde folículos primordiales hasta transformarse en 

folículos antrales preovulatorios altamente diferenciados (folículos de Graaf). 

Los folículos primordiales miden de 30 a 60 Jlm de diámetro, contienen a un ovocito 

primario de 9-25 Jlm de diámetro rodeado por una capa incompleta de células planas, 

precursoras de las granulosas y delimitada por la lámina basal o membrana granulosa 

que las separa de la teca y del estroma ovárico. Este estadio es independiente del 

estímulo de las hormonas gonadotróficas. 

Crecimiento Preantral. Al iniciar el crecimiento folicular, los folículos primordiales se 

transforman en folículos primarios cuando 1::.8 células planas que rodean al ovo cito 

primario se convierten en una capa única y completa de células granulosas cúbicas y 

aumenta el tamaño del folículo a más de 60 Jlffi de diámetro. La proliferación de éstas 

células origina múltiples estratos celulares y transforman al folículo primario en folículo 

secundario (:5120 Jlm) compuesto por un ovocÍto primario rodeado por dos o mas capas 

de células granulosas cúbicas. Durante la formación del folículo secundario, las células 

de la granulosa desarrollan receptores a: estrógenos, andrógenos y a la FSH. 

La zona pelúcida es una membrana no celular, translúcida que rodea al ovocito desde el 

estadio de folículo primario; a través de ella pasan las microvellosidades que mantienen 

el contacto entre las células de las granulosa y el ovocito. Esta constituida por 

glucosaminoglicanos y tres glucoproteínas, la ZPl, la ZP2 y la ZP3. En varias especies 

de mamíferos la zona pelúcida es sintetizada por el ovo cito con contribución de las 

células foliculares. (Carlson, 2004) 
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En el folículo secundario que presenta de 3 a 6 capas de células de la granulosa se 

organiza la teca a partir de las células del estroma que alcanzan la membrana basal y se 

alinean en estratos concéntricos paralelas unas a otras. Conforme el folículo crece, la 

teca se estratifica y diferencia en dos partes, la teca externa y la teca interna. La primera 

mantiene una apariencia similar a las células del estroma; la teca interna se forma por 

células precursoras alargadas similares a fibroblastos que adquieren la morfología típica 

de células productoras de esteroides (microvellosidades y vesículas cubiertas de 

clatrina, abundante retículo endoplásmico liso, gotas de lípidos citoplasmáticas, 

mitocondrias con apariencia esférica y crestas túbulo vesiculares). El folículo en 

crecimiento adquiere arteriolas para su nutrición y aporte hormonal; a medida que se 

forman vasos capilares en las células de la teca interna, inician su diferenciación con la 

adquisición de receptores a LH y la biosíntesís de esteroides (Hirshfield, 1991). 

Los folículos preantrales van adquiriendo células tecales y se presume que comienzan a 

responder lentamente a la estimulación gonadotrófica; luego, pasan a folículos antrales 

y aumentan de tamaño, principalmente a expensas de la proliferación de células de la 

granulosa y al crecimiento del antro. 

El folículo antral temprano, como su nombre lo indica, se forma con la aparición del 

antro, en el cual el ovocito tiene una ubicación excéntrica y es rodeado por células de la 

granulosa formando el acúmulo ovígero, estás células se conectan con el ovocito 

mediante uniones gap a través de la zona pelúcida para contactar el citoplasma del 

ovocito, este contacto tiene una función crítica durante la maduración folicular. Las 

células del acúmulo ovígero son contiguas a las células de la granulosa murales. 

El antro es una cavidad que acumula líquido folicular entre las células de la granulosa, 

contiene proteínas similares a las que se encuentran en el suero, gonadotropinas, 

hormonas esteroides, enzimas, factores de crecimiento proteoglucanos y electrolitos. 

A través de la acumulación de fluido en la cavidad antral y la proliferación de células de 

la granulosa y de la teca interna, los folículos progresan a los estados subsecuentes de 

desarrollo y crecen desde 5 hasta 20 mm de diámetro. Posteriormente ocurre la 

selección y se alcanza la dominancia folicular por un solo folículo, que es el destinado a 

ovular (Fig 1) (Gougeon, 2004) 
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El folículo dominante se caracteriza por un mayor índice mitótico de las células de la 

granulosa, aumento de los receptores a LH en la células tecales y una vascularización 

desarrollada. El aumento de la irrigación conduce a una mayor disponibilidad de LH y 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) para las células tecales y de FSH para las células 

de la granulosa (Zeleznik,2004). 

La teoría del umbral propone que él mayor número de receptores a FSH en las células 

de la granulosa es lo que definirá la dominancia de un folículo sobre los otros; este 

folículo tiene niveles detectables de FSH en su licor folicular, produce cantidades 

significativas de estradiol ya que tiene la capacidad para aromatizar andrógenos con 

mayor eficiencia en respuesta al aumento de AMPc y por lo tanto mayor producción de 

la enzima P450arom generada por la unión de la FSH y LH con sus receptores; esto se 

acompaña de la caída de los niveles circulantes de FSH privando al resto de los 

folículos de este estímulo y evitando así que continuen con su desarrollo. Sin embargo, 

aún no están del todo claros los mecanismos que llevan a la dominancia folicular 

(Zeleznik, 2004). 

2.3 Ovulación 

El folículo dominante aumenta rápidamente de tamaño durante la primera mitad del 

ciclo ovárico, produce una prominencia que sobresale de la superficie del ovario en la 

que aparece una pequeña mancha avascular llamada estigma. Previo a la ovulación, el 

ovocito primario termina la primera división meiótica, se convierte en ovocito 

secundario y junto con él, algunas células del cúmulo ovígero se desprenden del 

interior del folículo distendido y quedan flotando en el licor folicular. Hormonalmente 

hay un ascenso notable de estrógenos, seguido de la secreción aguda de LH y en menor 

medida, de FSH. El pico de LH es la señal para que se lleve a cabo la ovulación; el 

estigma forma una vesícula que se rompe expulsando el complejo cúmulo-ovocito (el 

ovocito recubierto por la zona pelúcida con una o más capas de células de la granulosa) 

y el licor folicular. La expulsión del ovocito es consecuencia del aumento de la presión 

intrafolicular, de la contracción del músculo liso de la teca externa por estimulación con 
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prostanglandinas, de la digestión enzimática de la pared folicular y del epitelio que 

recubre el ovario en la zona de ovulación inducida por LH (Espey y cols., 2004). 

Edad 

Periodo fetal 

Antes o al 
momento del 
nacimiento 

Después del 
nacimiento 

Después de 
la pubertad 

Histología Folicular 

No hay folículo 

Folículo primordial 

Folículo primario 

Folículo antral 
temprano 

Folículo dominante 

Óvulo ovulado 

Óvulo fecundado 

Sucesos meióticos 
en el óvulo 

Ovogonia 

Ovocito primario 

Meiosis en progreso 

Ovocito primario 

Detenido en la etapa diploteno 
de la primera división mei6tica 

Ovocito primario 

Se completa la primera división 
meiótica. comienza la segunda 
división meiótica 

Ovocito secundario + 
primer cuerpo polar 

Ovulación 

Ovocito secundario + 
primer cuerpo polar 

Detenido en metafase 11 

Fecundación-se completa la 
segunda división meiótica 

Óvulo fecundado + 
segundo cuerpo polar 

Complemento 
cromosómico 

2n,2c 

2n,4c 

2n.4c 

2n.4c 

1n,2c 

1n.2c 

1n.1c + 
espermatozoide 

Figura 1. Resumen de los principales acontecimientos en la ovogénesis y el desarrollo folicular en la 
mujer. (Carlson .2004) 
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2.4 Cuerpo Lúteo 

Después de la ovulación, las células remanentes del folículo dominante se convierten en 

células lúteas y se reorganizan para formar el cuerpo lúteo. Los capilares y los 

fibroblastos del estroma circundante proliferan y penetran la membrana basal guiados 

por factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y 

el factor de crecimiento endotelial derivado de la glándula endocrina (EG-VEGF), que 

promueven la proliferación y migración celular, también aumentan la permeabilidad 

vascular; además factores locales como el IGF-I e IGF-2 pueden sinergizar con las 

gonadotropinas para controlar la expresión de VEGF. Las angiotensinas también son 

esenciales para el crecimiento, mantenimiento y degeneración de los capilares en el 

cuerpo lúteo (Hazzard y col., 2000). 

En el cuerpo lúteo se observan células grandes y pequeñas, se pensaba que las células 

lúteas grandes se derivan de las células de la granulosa, mientras que las pequeñas de 

las células de la teca. Actualmente se ha encontrado que las células lúteas grandes 

también pueden derivarse de la células tecales y aún mas se sugiere que en eL cuerpo 

lúteo permanece el modelo de dos células dos gonadotropinas para la producción de 

hormonas esteroides. En la región paralútea que se cree proviene de las celúlas tecales 

se expresa la P450c17 para la síntesis de andrógenos por estímulo de la LH y en las 

células lúteas originadas de las células de la granulosa, se cataliza su conversión a 

estrógeno s por la P450arom que fue producida como respuesta de la célula a la unión con 

FSH (Stouffer, 2004) 

Durante la luteólisis, el cuerpo lúteo involuciona y forma una cicatriz avascular 

conocida como cuerpo albicans. En este proceso es importante la participación de los 

diferentes tipos celulares como son las células lúteas, los pericitos y el endotelio 

vascular. Algunas moléculas relacionadas con la involución del cuerpo lúteo son las 

endotelinas locales (ET-I) y la prostanglandina PGF2a, además de las células del 

sistema inmune que invaden el cuerpo lúteo. La vida funcional del cuerpo lúteo es de 14 

± 2 días. 
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2.5 Menopausia. 

La menopausia se define como el período de transición en la vida de una mujer cuando 

ya no hay producción de óvulos por el ovario por lo tanto disminuye la producción de 

estrógenos y progesterona; en consecuencia la actividad menstrual disminuye y 

finalmente cesa al igual que la fertilidad. 

Desde la transición menopáusica se observa una disminución de los estrógenos, la 

inhibina y la progesterona; al mismo tiempo se da una elevación gradual de la FSH sin 

que haya aumento paralelo de la concentración de LH. Es hasta la menopausia, 

alrededor de los 50 años cuando los niyeles circulantes de ambas gonadotropinas se 

elevan como reflejo de un aumento en la velocidad de su producción por la hipófisis. 

(Jaffe, 2001; Schmidt y cols., 1996) 

La pérdida de folículos en el ovario posmenopáusico contribuye a la disminución de su 

peso y tamaño. En apariencia es una estructura atrófica amarillenta y opaca de aspecto 

arrugado provocado por el plegamiento de su superficie. La corteza se aprecia 

adelgazada y generalmente carece de folículos. Se sugiere que la depleción folicular se 

acelera en la última década de la vida previa a la menopausia ya que pueden encontrarse 

algunos folículos primordiales y otros en maduración y atresia hasta cinco años después 

de las últimas menstruaciones. 

En la mujer menopáusica la médula del ovario es amplia en comparación con la corteza, 

En el estroma cortical y las células hiliares se han identificado receptores a FSH y LH 

que son un componente funcional importante de la médula. En el hilio se observan 

grupos de células epiteliales grandes conectadas con' grupos de fibras nerviosas no 

mielinizadas. El estroma ovárico produce andrógenos, predominantemente 

androstenediona y testosterona; pero la producción estrogénica depende casi 

exclusivamente de la aromatización extraglandular de androstenediona. La estrona es el 

principal estrógeno encontratlo en la circulación de las mujeres posmenopáusicas. (Y eh 

y Adashi, 2001) 
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También en esta etapa el epitelio superficial se introduce a la región cortical y 

potencialmente puede formar quistes de inclusión que pierden contacto con la superficie 

ovárica (Auersperg, 2001). 

2.6 Eje Hipotálamo-hipófisis-ovario 

Durante el ciclo sexual la biosíntesis y la secreción de las gonadotropinas está regulada 

por factores hipotálamicos e hipofisiarios. El hipotálamo controla la expresión de estas 

hormonas mediante la secreción pulsátil de la hormona liberadora de gonadotropinas, 

(GnRH); alta frecuencia y baja amplitud favorecen la secreción de LH, mientras que 

baja frecuencia y alta amplitud la de FSH. (Anderson, 1996). La GnRH llega a los 

gonadotropos de la adenohipófisis a través de la circulación del sistema porta­

hipofisisario donde induce la producción y secreción de gonadotropinas. Una vez 

secretadas a la circulación se transportan a las gónadas, se unen a receptores específicos 

y promueven la producción de hormonas esteroides. (Halvorson y Chin, 2001). 

Las gonadotropinas son moduladas principalmente por las hormonas esteroides 

gonadales y por varios miembros de la familia del factor de crecimiento transformante (3 

(TGF-(3) como la activina, la inhibina y otros reguladores como la folistatina. La 

inhibina disminuye la función de los gonadotropos mientras que la activina la estimula. 

La folistatina también suprime la expresión del gen de la FSH al unirse a la activina 

bloqueando su función (Harrison y cols., 2001). 

Las hormonas esteroides gonadales incluyen a los estrógenos, la progesterona y los 

andrógenos. Los estrógenos regulan a la baja los niveles de las gonadotropinas LH y 

FSH excepto en el momento en que se produce el máximo aumento de los niveles de 

LH a la mitad del ciclo sexual cuando ejercen efecto de retroalimentación positiva sobre 

su secreción (Yeh y Adashi, 2001). 

2.7 Hormona Luteinizante 

La familia de las hormonas glicoproteícas hipofisiarias está formada por la hormonas 

luteínizante, la hormona folículo estimulante y la hormona estimulante de la tiroides, 

producidas en la adenohipófisis y por la gonadotropina coriónica que es producida en la 
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placenta (LH, FSH, TSH y CG respectivamente). Estas hormonas están compuestas por 

una subunidad a y una subunidad ~ asociadas por interacciones no covalentes. 

La subunidad a es común para todas las hormonas mencionadas mientras que la 

subunidad ~ es diferente para cada hormona y le confiere especificidad biológica. Cabe 

mencionar que la glucosilación de las subunidades es clave para su actividad biológica y 

ésta sólo se consigue cuando se encuentran formando el dímero al}. (Halvorson y Chin, 

2001). 

La subunidad a consta de 92 aminoácidos y contiene 10 cisteínas que intervienen en 

uniones disulfuro entre las subunidades. En el humano el gen que codifica para esta 

sub unidad. se localiza en el cromosoma 6q12.21 y consiste de 4 exones de los cuales el 

primero no codifica. (Bousfield y cols., 1994) 

La homología entre la subunidad ~ de la LH (LH~) Y de la CG (CG~) es de 82% esto 

justifica que compartan el receptor, (Huhtaniemi, 2004). En el humano, los siete genes 

que codifican para esta subunidad consisten de 3 exones que se localizan en el 

cromosoma 19qI3.32; uno codifica para LH~ y seis para la CG~. La proteína madura de 

la LHI} tiene 121 aminoácidos y la de CG~ 145 aminoácidos. Ambas proteínas 

contienen 12 cisteínas que forman 6 puentes disulfuro entre las subunidades (Bousfield 

y cols., 1994; Bo y Boime, 1992). 

A pesar de que las subunidades (l y ~ no tienen una secuencia de aminoácidos similar, 

su estructura tridimensional si es parecida. Incluyen 2 asas ~ sobre un lado y un asa con 

un nudo de cisteínas en el lado opuesto. Las estructuras ~ están estabilizadas por 

puentes disulfuro adicionales. Las dos subunidades están asociadas en una orientación 

cabeza-cola que forma una estructura curva ligeramente alargada. La molécula dimérica 

se estabiliza por una estructura de "cinturón de seguri~d" formada por los aminoácidos 

de la región carboxilo terminal de la subunidad ~ envuelta alrededor de la subunidad (l y 

estabilizada por una unión disulfuro. 
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Figura 2. Diagrama de la Estructura CristaIizada de la hCG. Las uniones disulfuro 
entre las subunidades se muestran en amarillo para la cadena p y naranja para la 
cadena a. La union disulfuro de 26-110 pertenece a la estructura de "cinturón de 
seguridad" (García-Campayo y cols., 2001) 

Como se mencionó anteriormente, la glucosi1ación de las subunidades de las hormonas 

glicoproteícas es de gran importancia para su actividad biológica. Los grupos de 

azúcares más significativos son del tipo de los que se unen a asparagina con ligaduras 

N. El contenido de azúcar de la LH es del 16% de su peso yel de hCG del 30%. Los 

residuos de monosacáridos incluyen N-acetilglucosamina, manosa, galactosa, fucosa, 

glucosamina, N-acetilgalactosamina y ácido siálico (o neuramínico). Cada ollgosacárido 

está dividido en ramas bicatenarias o tricatenarias y es muy heterogéneo en sus ramas 

periféricas, que finalizan principalmente en ácido siálico y fucosa y ocasionalmente en 

galactosa. Una característica de las gonadotropinas hipofisiarias es la presencia de dos 

grupos de oligosacáridos en la subunidad a (Asn52 y Asn78) y uno en la subunidad p 
para la LH (Asn13). Además de los oligosacáridos presentes en la LHP, la hCOp 

contiene 4 oligosacaridos O-ligados fijados a residuos de serina en su extensión de 24 

aminoácidos de la región carboxilo tenninal. 

Los residuos de carbohidratos son importantes para el plegamiento y el ensamblaje de 

las dos subunidades, para la vida media de la honnona, para la secreción y la 

determinación de la tasa de depuración metabólica de estas gonadotropinas y para la 

correcta interacción con su receptor. (Halvorson y Chin, 2001) 



2.7.1 Funciones de la Hormona Luteínizante 

En el ovario la LH regula la esteroidogénesis, promueve la producción de andrógenos 

en las células intersticiales y de la teca a partir de los folículos secundarios. Cerca de la 

mitad del ciclo ovárico, el incremento de los estrógenos foliculares provoca que la 

secreción de la LH aumente significativa y temporalmente durante aproximadamente 48 

horas. Esta secreción aguda de LH es importante para llevar a cabo la ruptura folicular, 

la disgregación de la superficie del ovario y en consecuencia la ovulación. También es 

causa de que el ovocito reasuma la meiosis y continúe con su maduración. 

Es indispensable para la luteinización del folículo preovulatorio y la posterior formación 

del cuerpo lúteo después de la ovulación. También es imprescindible para la síntesis de 

progesterona y la regulación de la producción de la inhibina (Ascoli y cols., 2002). 

2.7.2 Receptor de LHlCG. 

En el ovario, el receptor para la hormona luteínizante se expresa en las células 

intersticiales, las tecales, las células de la granulosa y las células lúteas. 

Debido a que la LH y la CG se unen al mismo receptor, este se conoce como el receptor 

de LHlCG ó LHR, pertenece a la superfamilia de receptores de siete dominios 

transmembranales acoplados a proteínas G, en particular a la familia relacionada con 

rhodopsina y el receptor ~-adrenérgico. (Halvorson y Chin, 2001) 

En el ser humanos el gen que codifica para el LHR se localiza en el cromosoma 2p21, 

consiste de 10 intrones y 11 exones que en total suman 50 kb. Los primeros 10 exones 

codifican para el dominio extracelular y el exon 11 codifica las regiones restantes del 

receptor. El propéptido del LHR humano tiene un péptido señal de 24 aminoácidos y la 

proteína madura contiene 675 residuos de aminoácidos (Huhtaniemi, 2004). El LHR 

esta formado por un extremo carboxilo terminal intracelular hidrófobo y un extremo 

amino terminal extracelular que se divide en tres regiones, la región N-terminal rica en 

cisteínas, el dominio de 8 a 9 repeticiones ricas en leucina (LRRs) donde se da el 

reconocimiento y la unión de alta afinidad con el ligando y la región bisagra o C­

terminal rica en cisteínas. Esta última región tiene seis sitios para glicosílación (Asn-x-
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SerlThr); el papel de éstas cadenas de carbohidratos es facilitar la síntesis y funciones de 

la proteína en la membrana plasmática ver Fig. 3 (Ascoli y cols., 2002). 

Los dominios transmembranales hidrofóbos de la LH están orientados de forma 

perpendicular al plano de la membrana celular y están conectados por tres asas 

intracelulares y tres extracelulares que están implicadas en la transducción de señales 

particularmente la parte carboxilo terminal del asa intracelular 3 y las partes mas 

cercanas al citoplasma de las hélices transmembranales 5 y 6 que activan a la proteína G 

(Huhtaniemi, 2004) 

Membrana 
\.J VIllOOOOOOQQ plásmálica 

COOH 

Figura 3. Representación del LHR indicando su dominio amino terminal extracelular con sus 
sitios glicosilados, los siete dominios transmembranales hidrófobos y la región carboxilo 
terminal intracelular (Halvorson y cols., 200 1). 
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2.7.3 Mecanismo de acción de LH 

El receptor de la LHlCG está acoplado a un grupo de proteínas que se unen al guanosín 

trisfosfato (GTP) o proteínas G, principalmente a los tipos Gs , Gi Y Gq • 

La proteína G es un heterotrímero compuesto por tres subunidades (l, ~ Y Y con 

actividad de GTPasa. Cuando la LH interacciona con su receptor induce cambios 

conformacionales que lo capacitan para activar a la proteína G a la que esta unido. 

El principal mecanismo de acción para la LH se da, cuando su receptor esta unido a la 

proteína Gs , la formación del complejo LH-receptor determina el reemplazo del GDP 

unido a la subunidad (l por guanosín trisfosfato (GTP), lo que conduce a la disociación 

de la subunidad (l del complejo ~y, la subunidad (l libre activa a la enzima adenilato 

ciclasa que convierte el ATP en AMPc, el aumento intracelular de este, a su vez activa a 

la proteincinasa A (PKA) que modula la expresión de los genes de una gran variedad de 

proteínas intracelulares. (HaIvorson y col., 2001; AIberts Y coIs., 2002). 

Si el receptor esta unido a la proteína Gq la activación de este complejo, activa a la 

fosfolipasa C-~, que rompe el fosfatidil inositol4,5 bifosfato (PI-4,5P2) en la membrana 

celular para producir inositoI 1,4,5 trisfosfato (InsP3 ó IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG). 

El IP3 determina la liberación del calcio secuestrado en el retículo endoplásmico, lo que 

aumenta los niveles de calcio citosólico y el DAG activa la proteincinasa C (PKC); 

ambos eventos ocasionan respuestas celulares ver Fig. 4 (Halvorson y Chin, 2001). 

Vla de AMPclPKA vra de DAG/PKC 

Figura 4. La interacción del ligando (LH ó CG) con el LHR activa múltiples vías de transducción 
de señales el InsP3 moviliza el Ca2

+ intracelular desde el retículo endoplásmico. Los segundos 
mensajeros AMPc y diacilglicerol (DAG) activan a las familias de las proteincinasas de serina­
treonina de la proteincinasa A (pKA) Y de la proteincinasa C (PKC) respectivamente, las que 
activan respuestas celulares (Halvorson y Chin, 2001). 
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2.8 Desarrollo del ovario de las aves 

En las aves, al igual que en los mamíferos la diferenciación de la gónada depende del 

complemento cromosómico que se establece en la fecundación; ZW para el ovario y ZZ 

para el testículo. 

En el embrión de pollo, desde el cuarto día de incubación (dj.), se observa la cresta 

genital (CG) formada por tejido mesenquimático procedente del mesodermo intermedio 

recubierto por el epitelio celómico. Con la llegada de las células germinales 

primordiales (CGP), se constituye la gónada indiferenciada que posteriormente se 

diferencia en ovario ó testículo. 

Las células germinales primordiales se originan en el epiblasto de la zona central del 

área pelúcida, luego se ubican en el mesodermo extraembrionario del área cefálica 

formando la creciente germinal antes de migrar por vía sanguínea hasta la CG. Entre el 

1.5-1.8 dj. alcanzan los vasos sanguíneos y viajan a través del torrente circulatorio. A 

los 2 d.i. salen de los capilares a la altura del mesenterio. dorsal y por medio de 

movimientos amiboideos se dirigen a la cresta genital (Ando y Fujimoto, 1983; 

Hardisty, 1984) ... 

A los 2.5 d.i.llegan a la región uro genital y traspasan el epitelio celómico que la recubre 

conformando una estructura epitelio-mesenquimática con tres elementos embriológicos: 

el epitelio celómico, las células mesenquimáticas y las células germinales (Fargeix y 

cols., 1981; Gilbert, 2003). En la corteza se observan las CGP y en la médula los 

cordones medulares formados por la proliferación de células epiteliales que se 

introducen al interior de la misma y que se encuentran separados por mesénquima (5 

d.i.) La diferenciación gonadal se hace morfológicamente evidente al 6.5 d.L (para una 

revisión ver Smith y coL, 2004). 

En el ovario izquierdo la proliferación de las células germinales y somáticas de la 

corteza provocan que aumente considerablemente su grosor, mientras que en la médula 

los cordones se vacuolizan para crear los canales lacunares. 

En las hembras se produce una segunda generación de cordones derivados del epitelio 

celómico, los cordones sexuales secundarios o corticales; éstos rodean a las ovogonias 

que se encuentran formando nidos. Al iniciarse la meiosis, las ovogonias pasan a 

ovocitos primarios y las células epiteliales que las rodean las individualizan y establecen 
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las células precursoras de las células granulosas, de esta manera quedan constituidos los 

folículos primordiales. 

En la mayoría de las aves, el ovario derecho involuciona después del décimo d.i.; de tal 

forma que al momento de la eclosión se considera un órgano vestigial (Clinton, 1998). 

La diferenciación gonadal en las aves está influenciada, entre otros factores, por las 

hormonas esteroides. La asimetría del ovario se extiende a la formación del oviducto 

quedando sólo el izquierdo funcional mientras que el derecho involuciona. Los 

oviductos derivan de los conductos de Müller ó conductos paramesonéfricos, que a su 

vez son derivados del epitelio celómico. 

Hay evidencias que sugieren la participación del citocromo P450 aromatasa (P450arom), 

de los estrógenos y sus receptores así como la hormona antimülleriana (AMH) en la 

diferenciación y la asimetría del aparato reproductor. 

Se ha demostrado en los embriones femeninos de las aves que el conducto de Müller y 

el ovario izquierdo tienen mayor cantidad de receptores a estrógenos que el ovario y el 

conducto derecho (Teng y Teng, 1975); Gasc (1980), demostró por autorradiografia que 

el epitelio superficial del ovario izquierdo, une de manera específica a los estrógenos 

desde los 5.5 d.i. 

En las hembras, los niveles de estrógeno s son suficientes para proteger al conducto 

paramesonéfrico izquierdo de la involución ocasionada por la AMH; sin embargo la 

concentración de andrógenos favorece la acción de esta hormona sobre la contraparte 

derecha (Mac Laughlin y cols., 1983). 

La importancia de la P450arom en la diferenciación gonadal de las aves, se hace evidente 

con los trabajos de Nomura y cols. (1999), Villalpando y cols. (2000) quienes refieren la 

expresión de la P450arom en gónadas de embriones hembras de 5-6 d.i. La P450arom se 

expresa también en el ovario, pero no en el testículo, de embriones de pollo de 6.5 dj. 

(Y oshida y cols., 1996; Clinton, 1998; Shimada, 1998). 

La secreción de estrógenos por el ovario embrionario de pollo ha sido documentado por 

varios autores, Tanabe y cols. (1986) e Imataka y cols. (1989). La secreción 17P­

estradiol es mayor en el ovario izquierdo que en el derecho. Además, la administración 

de inhibidores de aromatasa, antes de la diferenciación gonadal provoca la reversión 
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sexual de aves genéticamente hembras formando un testículo capaz de llevar a cabo la 

espermatogénesis (Elbrecht y Smith, 1992). 

Estas evidencias ponen de manifiesto el papel fundamental de las hormonas esteroides 

en la diferenciación gonadal y en el desarrollo del ovario de las aves. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El epitelio superficial del ovario (OSE) es una monocapa' de epitelio cúbico que recubre 

la superficie del ovario; presenta cilios, microvellosidades apicales y está separado del 

estroma del ovario por una membrana basal, debajo de ésta hay una delgada túnica 

albugínea. Proviene del epitelio celómico al igual que los conductos müllerianos que 

originan el epitelio del oviducto, del endometrio y del endocervix. El OSE es activo 

durante la embriogénesis porque da origen a las células somáticas que rodean a las 

ovogonias y posteriormente originan a las células foliculares durante la formación de los 

folículos primordiales (Gilbert, 2003) 

Desde la embriogénesis y durante el ciclo ovárico, el embarazo, la premenopausia y la 

menopausia, el OSE está sujeto a influencias hormonales de gonadotropinas 

hipofisiarias, hormonas esteroides y factores de crecimiento. En respuesta a estos 

estímulos el OSE lleva a cabo procesos de proliferación, diferenciación y apoptosis. 

Se sugiere que en el ovario de la mujer adulta, el OSE no esta completamerte 

diferenciado y mantiene la naturaleza pluripotencial de su precursor, el epitelio 

celómico (Auersperg, 2001) y lleva a cabo de manera activa y regulada los mismos 

procesos fundamentales de proliferación, diferenciación, apoptosis e inclusive de 

migración (en condiciones patológicas) característicos de la embriogénesis. Esto implica 

que las células del OSE se mantienen competentes para responder constantemente a 

diversas señales como lo muestra la apoptosis de la zona del estigma para permitir la 

salida del óvulo o bien la proliferación y diferenciación que permite reparar las 

lesiones epiteliales que se producen en la superficie del ovario como consecuencia de la 

ovulación. 

En el presente estudio nos propusimos evaluar el efecto de la gonadotropina coriónica 

sobre la proliferación celular en células de OSE de embrión de pollo mantenidas en 

cultivo primario 
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En relación al efecto de la LHlCG sobre la proliferación celular del OSE, se ha descrito 

la estimulación de la proliferación celular por LHlCG en cultivos primarios de células 

de ovarios adultos del OSE en diferentes especies de animales: ratones, ratas, conejos y 

bovinos (Davies y cols., 1999; Stewart y cols., 2004; Osterholzer y cols., 1985; Parrott y 

cols., 2000) e incluso en células del OSE humano (Tashiro y cols., 2003; Syed y cols., 

2001; Kuroda y cols., 2001); mientras que también se ha reportado un efecto nulo de 

esta hormona en primates (Wright y cols., 2002) y en humanos (Ivarsson y cols., 2001). 

El embrión de pollo es un modelo interesante para estudiar el desarrollo del ovario y sus 

mecanismos de regulación. Su diferenciación morfológica ocurre al 6.5 dj., la secreción 

de estrógeno s se inicia simultáneamenté con su diferenciación morfológica, a los 9 días 

el ovario inicia una etapa alta de proliferación tanto en células somáticas como en las 

ovogonias. A los 13-14 d.i. se considera que el eje hipófisis-ovario ya es funcional y hay 

niveles plasmáticos de LH y FSH. 

El conocer el efecto de LHlCG en el desarrollo del OSE es importante porque a partir de 

las células del OSE se orig·:nan las células somáticas de la corteza que luego darán 

origen a los folículos primordiales del ovario (Gougeon, 2004). 
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4. HIPÓTESIS 

Si la proliferación del epitelio superficial del ovario embrionario está regulada por las 

gonadotropinas hipofisiarias, entonces esta proliferación se verá modificada por el 

tratamiento de las células del epitelio superficial con gonadotropina coriónica. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general. 

Estudiar el efecto proliferativo de la gonadotropina coriónica humana sobre el epitelio 

superficial del ovario de embrión del pollo mediante la cuantificación de las células en 

fase de síntesis, y así establecer el efecto mitogénico de la bCG sobre el epitelio 

superficial. 

5.2 Objetivos particulares. 

Estudiar la proliferación celular cuantificando el porcentaje de células que incorporaron 

BrdU en cultivos primarios de células de epitelio superficial del ovario (OSE) del 

embrión de pollo de 14 días de incubación testigo y tratados con hCG para determinar el 

índice mitótico. 

Evaluar el efecto proliferativo de diferentes dosis de hCG mediante la detección en fase 

S de las células del OSE en cultivo primario, para establecer el efecto mitogénico de 

esta hormona. 

Comparar el efecto de la hCG no recombinante y recombinante sobre la proliferación 

celular en cultivos primarios de células del OSE para corroborar el efecto mitogénico de 

lahCG. 

Detectar el RNA mensajero para el receptor de la LH/CG en las células del epitelio 

superficial del embrión de pollo de 14 días por RT-PCR para determinar la presencia de 

este receptor en las células del OSE 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

6.1 Material Biológico 

Los embriones de pollo de 14 días de incubación se obtuvieron a partir de huevo fértil 

de gallinas White Leghom, provenientes de la granja avícola ALPES (Aves Libres de 

Patógenos Específicos) de Tehuacán, Puebla. Se incubaron a 37°C con 80% de 

humedad relativa. 

6.2 Reactivos. 

Tripsina, inhibidor de tripsina, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) baja 

glucosa, TRIZOL Reagent, antibiótico (penicilina-estreptomicina-glutamina en solución 

de 10000 UI/ml), azul tripano y suero bovino fetal fueron obtenidos de Gibco-BRL 

Products (Rockville, MD). 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR y 5-Bromo-2'­

deoxiuridine Labeling and Detection Kit I. de Roche (Indianapolis, IN). Sensi Tek HRP 

Anti-Mouse (DAB) Kit producidos por Scy Tec (Logan, UTA). Albúmina sérica 

bovina, poli-L-lisina, medio MCDB 105 y medio 199 fue obtenida de Sigma Chemical 

(St Louis, MO). DNA Ladder 100pb de Invitrogen (Carlsbad CA). Pregnyl de Organon 

(Os s Holanda) y Ovidrel de Serono (Bari, Italia). 

6.3 Control histológico del ovario 

Muestras de ovarios de embrión de pollo de 14 d.i. se fijaron en paraformaldehído al 4% 

en PBS para la detección inmunohistoquímica de citoqueratinas y en líquido de Bouin 

para cortes histológico teñidos con H-E. Esto se hizo con el fin de controlar el grado de 

disociación celular del ovario después de la disgregación fraccionada y para evaluar el 

grado de contaminación de las células del epitelio superficial con otros elementos 

celulares de la corteza. Para detalles de la técnica ver apéndice n. 
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6.4 Obtención de células epiteliales 

La suspensión celular enriquecida con células del epitelio superficial se obtuvo del 

ovario izquierdo de al menos 30 embriones por experimento de 5 experimentos para 

Pregnyl y 3 experimentos para Ovidrel. Los ovarios se disecaron cuidadosamente y se 

recibieron en solución salina balanceada libre de calcio y magnesio (SSB); se lavaron 

tres veces en la misma solución y tres veces mas con versene (SSB + EDTA 0.1 mM). 

Se procedió a la digestión enzimática fraccionada del ovario incubándolo con 

tripsinalversene al 0.01 % (lmllovario) en un matraz Erlenmeyer de lL por 6 minutos a 

37°C Y 70 ciclos de agitación/mino 

Con este tratamiento se disgregan las células del epitelio superficial y quedan 

suspendidas en la solución, misma que se recibe en un tubo cónico con inhibidor de 

tripsina al 0.02% en DMEM y albúmina sérica bovina al 0.1 %. 

Las células se centrifugaron a 200 G durante 10 minutos y el botón celular se 

resuspendió en 300 111 de medio completo (medio 105/199 1: 1 con 10 Illlml de 

antibiótico y 10 % de suero bovino fetal). 

La densidad celular se calculó contando las células epiteliales en cámara de Neubauer; 

para controlar su viabilidad se usó el método de exclusión del colorante con azul 

tripano. Se sembraron 140,000 células/caja con medio completo y se incubaron 48 h a 

37°C en atmósfera de 5% COz/ aire. 

6.5 Cultivo primario de células epiteliales 

Para estudiar el efecto de la LHlhCG en las células epiteliales, se utilizaron células 

cultivadas por 48 h en medio completo y cuya confluencia celular en la caja fuera del 

40-50%. Las cajas con mayor o menor confluencia fueron descartadas. 

Después de las 48 h se hicieron dos esquemas de tratamiento, en el primero (sin 

deprivación de suero) se reemplazó el medio completo por medio pobre en suero (la 

misma preparación que el medio completo pero con 1 % de suero bovino fetal libre de 

26 



esteroides, tratado con carbón activado al 1 %) Y con diferentes dosis de hCG no 

recombinante (0.06, 0.12, 0.25 Y 0.5 UVml) y se mantuvo el cultivo por 12 h a los 

grupos experimentales. 

En el segundo esquema (con deprivación de suero) se remplazó el medio completo a 

medio pobre en suero por 12 h para sincronizar las células en la etapa G¡ del ciclo 

celular, transcurrido ese tiempo se cambio el medio a otro con el tratamiento de 0.5 UV 

mI de hCG recombinante en medio pobre en suero por 9h y 12 h, para los grupos 

experimentales. 

En ambos casos, al final del tratamiento hormonal se agregó 5-Bromo-2'-deoxiuridina 

(BrdU) l011M en medio de cultivo por 50 minutos. Las células se despegaron de las 

cajas de cultivo con 500 III de tripsina al 0.05% disuelta SSB libre de Ca y Mg con 

ayuda de una pipeta pasteur. Las células se recibieron en inhibidor de tripsina al 0.1 % 

en DMEM y se centrifugaron a 200 G por 10 minutos. El botón celular se lavó dos 

veces con PBS, se resuspendió en 50 llL de PBS y se elaboraron extendidos celulares en 

portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina. Los extendidos se secaron al aire y se fijaron 

en alcohol ácido a -20 OC por 30 mino 

La detección de las células en síntesis se hizo por inmunohistoquímica con un 

anticuerpo primario para detectar la BrdU que se reveló con un segundo anticuerpo 

acoplado a fluoresceína de acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el proveedor 

ver apéndice H. 

El índice mitótico de las células cultivadas se evaluó calculando el porcentaje de células 

positivas a BrdU con ayuda de un microscopio de epifluorescencia, en al menos 200 

células por muestra. 

6.6 Aislamiento del RNA y reverso transcripción RT 

A partir de 211g de RNA total aislado con TRlZOL Reagent se sintetizó el DNA 

complementario (cDNA) mediante 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR de 

acuerdo a los procedimientos indicados en el apéndice H. El cDNA se utilizó para 
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detectar el RNA mensajero del receptor a la hormona luteínizante por PCR en el ovario 

completo del embrión de pollo de 14 d.i. Y en las células epiteliales. 

6.7 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para amplificar el fragmento del receptor a LHlCG de pollo a partir del cDNA, se 

emplearon olígonuc1éotidos sintéticos de 20pb, no complementarias que delimitan un 

fragmento de 241 pb (Mizutani y cols., 1998) con la siguiente secuencia: 

SENTIDO 

ANTISENTIDO 

5'- ATG AAA TGA CCG GCT TTG AC -3' ~ 

5'- GCA AAG GAG AGG TTG CAC AT -3' ~ 

Se amplificó simultáneamente un fragmento de 300pb del gen de la ~-actina de pollo 

que es un gen constitutivo utilizado como control de PCR. Los oligonuc1eótidos fueron 

diseñados de acuerdo al cDNA de la ~-actina de pollo reportado por Kost y cols. 1983. 

SENTIDO 5' - CAl\. AGC CAA CAG AGA GAA GA -3' ~ 

ANTISENTIDO 5'- TCACGCACAATT TCT CTC TC-3' ~ 

Los productos de amplificación se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 

1 % Y el tamaño del fragmento se obtuvo utilizando un marcador de peso molecular de 

lOOpb. Como solución de corrimiento se empleó TAE (buffer Tris-Acetato EDTA). Ver 

apéndice 1 
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7. RESULTADOS 

7.1 Inmunodetección de cito queratinas en OSE. 

En el embrión de pollo de 14 dj., el ovario está cubierto por un epitelio cúbico simple: 

el epitelio superficial del ovario, por debajo de este se observa la región cortical donde 

se localizan nidos de ovogonias; enseguida se encuentra la médula, donde se reconocen 

una zona subcortical y la médula profunda situada en la parte mas interna del ovario. La 

médula tiene la particularidad de presentar un sistema de canales o lagunas llamados 

canales lacunares características del ovario de las aves (Fig.l A). 

Previo a la selección de embriones de 14 días de desarrollo se realizaron pruebas piloto 

con células del OSE en embriones de 9-14 días, obteniéndose el mejor desarrollo en 

cultivo en los embriones de 14 dj. 

Las células del OSE son positivas a citoqueratinas características de epitelios, no así las 

células de la corteza o la médula, a excepción de las céluhs que rodean los espacios 

lacunares que también son positivas como se observa en el ovario antes del tratamiento 

enzimático. (Fig. lB) 

Para obtener las células epiteliales se empleo el método de digestión fraccionada, luego 

de 6 minutos de tratamiento con tripsina se logra la disociación del epitelio superficial 

del ovario (Fig. 1 C y ID) Y se obtiene una suspensión enriquecida en células epiteliales 

(80-85% de pureza) y un bajo porcentaje de ovogonias (Fig 2). 

Con esta suspensión celular se hicieron los cultivos primarios; en el periodo inicial de 

cultivo las células epiteliales son alargadas y con múltiples . prolongaciones 

citoplásmicas. Pasadas 48 h de cultivo se observan zonas confluentes donde las células 

adquieren una forma poliédrica como formando un "adoquinado". Esta morfología 

concuerda con la descrita en la literatura para las células del epitelio superficial 

mantenidas en cultivo (Auersperg y coIs., 2001). 

29 



Al B) 

Figura 1. A) Corte histológico del ovario de embrión de pollo de 14 días de incubación teñido con ~E, 
se observa el epitelio superficial (OSE), la corteza (CO), la médula yuxtacortical (My) Y los espacios 
lactmares (EL). B) las céluJas del OSE muestran reacción positiva a citoqueratinas (en color café) C) el 
OSE se ha desprendido del ovario después de la disgregación ftacionada con tripsina. Se observa la 
corteza am.teniendo a las ovogonias Y la médula que permanecen integrados en el OV'.ni.o, corte 
histológico tetUdo con H-E. D) después de la disgregación del OSE ya no se observan células 
positivas a citoqueratinas recubriendo la superficie del ovario. 
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Figura 2. Inmunocitoquímica para la detección de citcx:¡ueratinas 
en la suspensión enriquecida con células del OSE. Se obtiene un 
porcentaje del 80-85% de células positivas correspondientes a las 
células del OSE. 

7.2 Proliferación celular del OSE en cultivos primarios,. 

En la primer serie experimental se aplicó el tratamiento con hCG no recombinante sin 

que hubiera un periodo previo de privación de suero. El grupo testigo presentó un 27% 

de células marcadas con BrdU y luego del tratamiento con hCG se observó lIn 

incremento, de las células que incorporaron BrdU, de manera dosis dependiente, siendo 

estadísticamente significativo a la dosis de 0.5 UIlml ver Gráfico 1. 

En la segunda serie experimental las células del OSE fueron sometidas a un periodo de 

deprivación de suero previo al tratamiento con hormona gonadotropina coriónica 

recombinante rhCG (Ovidrel) a la dosis de 0.5 DI/mI. Este tratamiento incrementó el 

porcentaje de células que incorporaron BrdU respecto a los controles simultáneos tanto 

a las 9 como a las 12 h posteriores al tratamiento ver Grafico 2. 
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Figura 3. El Índice de proliferación celular se evaluó como porcentaje de 
células que incorporaron BrdU. Se observa una fluorescencia Íntensa en 
el núcleo de las células positivas para estemmpue$:O. 

Se puede observar que el índice de proliferación celular se ve afectados por la 

deprivación de nutrientes suplementado por el suero bovino, encontrando que este 

índice es- de alrededor de 30% en el primer esquema de tratamiento (sin deprivación de 

suero) comparado con el segundo esquema (con deprivación de suero) en el que el 

índice de proliferación se encuentra alrededor de 20% a las 9 horas y menor de 20% a 

las 12 horas de tratamiento. 
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Proliferación de las células del epitelio superficial del ovario estimuladas con bCG. 

Sin deprivación 
de suero 

Con deprivación 
de suero 

Tiempo de 
cultivo 

12h 

9h 

12 h 

Tratamiento 

Testigo 
hCG 0.06 VI/mI 
hCG 0.12 UI/ml 
hCG O .25 VI/mI 
hCG 0.5 VI/mI 

Testigo 
rhCG 0.5 VI/mI 

Testigo 
rhCG 0.5 VI/mI 

% de Incorporación 
de BrdU 

27.82 ± 1.39 
31.98 ± 2.6 
33.62 ± 1.9 

33.45 ± 1.62 
35.72 ±2.23 

18.77 ± 0.2699 
23.12 ± 1.1 
13.93 ± 0.5 

16.31 ±0.41 

Tabla 1. Se reporta la media de los tratamientos realizados por triplicado en experimentos 
independientes ± el error estándar de la media. El análisis estadístico de los datos se realizó mediante 
ANOV A seguida de la prueba de Duncan. 
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Grafico l. La proliferación celular, valorada como incorporación de BrdU, en las células del OSE 
mantenidas en cultivo primarios por 48 h, sin deprivación de suero se incrementa después de 12 h de 
tratamiento con 0.05 UI/ml de Pregnyl, (hCG no recombinante). p< 0.05 % comparada con el testigo. Las 
barras representan la media el error estándar de la media (sem). 
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Grafico 2. La proliferación celular, valorada como incorporación de BrdU, en las células 
del OSE mantenidas en cultivo primaríos por 48 h, mas 12 h de deprivación de suero se 
incrementa después de 9 y 12 h de tratamiento con 0.05 UI/ml· de Ovidrel, (hCG 
recombinante). p< 0.05 % comparada con el testigo. Las barras representan la media ± el 
error estándar de la media (sem). 
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7.3 Receptor de CGILH en el OSE 

La presencia del RNA mensajero para el receptor a CG/LH se observa en el ovario del 

embrión de pollo de 14 d.í. Asimismo fue localizado en la población enriquecida de 

células epiteliales sin cultivar (tiempo cero de cultivo) Fig 6. La identidad del fragmento 

amplificado se corroboró por un estudio de secuencia de sus bases las cuales 

corresponden a la secuencia esperada (Mizutani y cols., 1998) tal como se observa en la 

Fig 51. 

300pb -7 
200pb -7 

..... -­"""'-
2 3 4 5 

"",--- ~ ~ ~ 

YIi!; ~"" 

~-Actina rLH ~-Actina rLH 
Ovario OSE 

<E-- 241pb 

Figura 4. Muestra la amplificación de un fragmento de 241 pb del gen del 
receptor para la hormona luteinizante (LHR) a partir del cDNA. En el ovario 
completo yen las células del OSE sin cultivar (carriles 3 y 5). Como control de la 
reacción de PCR se amplificó un fragmento de 300pb del gén de la ¡3-actina 
(carriles 2 y 4). 

La secuencia obtenida, corresponde al mRNA del LHR de pollo en la posición 1109 a 

1349 pb flanqueado por los oligonuc1eotidos diseñados. 

ATG AAA TGA CCG GCT TTG ACT TTG AGT ATG ACT TCT GTC AGC CCA 
AGA TAC TGA CGT GTA CTC CAG AAC CAG ATG CCT TTA ATC CCT GTG 
AAG ACA TCC TAG GAT ACA GCT TIC TCA GGG TCC TGA TCT GGT TCA 
TAA ACA TCC TTG CCC TTG CTG GCA ACT TCA TTG TGC TCC TCG TCC 
TCA TAA CCA GCC ACT ACA AGC TCA CGG TTC CTC GCT TCC TCA TGT 
GCA ACC TCT CCT TTG e 
Fig 5. Secuenciación de las bases del fragmento del mRNA para el LHR. 
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8. DISCUSIÓN. 

En el embrión de pollo de 14 d.i. se distingue claramente el epitelio superficial 

recubriendo totalmente la superficie del ovario, en algunas zonas se invagina hacia la 

corteza sin perder su morfología característica la cual se mantiene por moléculas de 

adhesión celular dependientes de calcio como la N caderina (Auersperg y cols., 2001); 

a diferencia de las células somáticas de la corteza este tejido expresa citoqueratinas 

características de los epitelios, lo que permite reconocer a las células epiteliales. 

Para obtener las células epiteliales se realizó la digestión del ovario con tripsina a baja 

concentración en soluciones quelantes del calcio lo que digiere suavemente el epitelio 

superficial, desestabiliza las uniones celulares que mantienen su integridad y permite 

obtener una suspensión enriquecida con células del epitelio superficial y baja 

contaminación de otros elementos celulares de la corteza como las ovogonias, las 

células precursoras de la granulosa y aún menos de las células somáticas de la médula. 

Esto se muestra con los controles histológicos de los ovarios digeridos, teñidos con 

hematoxilina y eosina y los procesados para inmunodeteción de citoqueratinas. 

Las células epiteliales del ovario del embrión de pollo de 14 d.i. se cultivan mejor que 

las obtenidas de embriones más jóvenes (9-13 d.i.). Esto podría deberse a que en esta 

edad el ovario izquierdo se encuentra en franco crecimiento, principalmente a expensas 

de la proliferación las células somáticas y en consecuencia el epitelio superficial esta 

involucrado en este proceso de crecimiento ya que recubre la superficie de este órgano. 

A esta edad, ya se considera integrado el eje hipotálamo-hipófisis-ovario por lo que el 

aporte de gonadotropinas hipofisiarias esta presente en el embrión (Wodds, 1987). 

La proliferación del OSE depende del calcio extracelular por medio de receptores 

sensibles a calcio (Hobson y cols., 2000), por lo que el medio de cultivo fue una mezcla 

de medio 1 99IMCDB 1 05 y suero. Esta mezcla fue seleccionada porque aporta los 

requerimientos de calcio (1.0 a 2.2mM) y nutrientes necesarios para que las células 

epiteliales proliferen y mantengan su fenotipo epitelial. Este medio ha sido utilizado por 

otros autores para el cultivo de OSE humano, para una revisión ver: Auersperg y cols., 

2001. 
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Los cultivos primarios se realizaron primero en cajas de cultivo de 48 pozos y en cajas 

de 35 mm de diámetro con el revestimiento original para cultivo y sin agregar ningún 

recubrimiento adicional. En ambos casos las células se adhirieron a la superficie, pero la 

distribución varía, cuando fueron cultivadas en pozos hubo mayor densidad celular en la 

periferia que en el centro, en contraste con las cajas de 35 mm en las cuáles las células 

crecían predominantemente en el centro y esto permite un crecimiento hacia la periferia. 

Con los cultivos celulares en cajas de 35 mm se obtuvo mejor reproducibilidad de los 

resultados. Estos resultados confirman las observaciones de otros autores que 

demuestran la plasticidad del fenotipo de las células epiteliales in vitro dependiendo de 

las condiciones del cultivo, como el recubrimiento de la superficie, el tipo y 

dimensiones de la caja y el medio utilizado (Auersperg y col., 2000). 

La LH esta involucrada en el desarrollo folicular, la ovulación y el mantenimiento del 

cuerpo lúteo, por lo tanto es clave para la función ovárica. Debido a su gran homología 

con la gonadotropina coriónica ambas se unen al mismo receptor (LHR ó LHlCGR) y 

desencadenan la misma respuesta biológica (Huhtaniemi, 2004). En este estudio se 

empleó gonadotropina coriónica humana ya que es más accesible que la LH y produce 

el mismo efecto. 

En este trabajo empleamos la técnica de BrdU para valorar el Índice de proliferación 

celular en los cultivos primarios en monocapa de las células epiteliales testigo y 

tratados con hormona gonadotropina coriónica. La BrdU es un análogo de la tímina la 

cual se une al DNA durante la fase de síntesis. Su incorporación es uniforme y su 

detección específica, por lo que proporciona una herramienta accesible y eficaz para 

evaluar la proliferación de células y tejidos. 

Se encontró que las células epiteliales cultivadas (aproximadamente con 50% de 

confluencía) aumentan su proliferación por efecto de la hCG no recombinante de 

manera dosis dependiente. Esta hormona se obtuvo de orina de mujeres embarazadas 

por lo que cabe la posibilidad que estuviera contaminada con otras moléculas con efecto 

mitogénico como el factor de crecimiento epidérmico, por consiguiente se decidió 
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corroborar los resultados obtenidos en una segunda serie experimental utilizando hCG 

recombinante. Además, después de las 48 h de cultivo en medio completo las células se 

sometieron a un medio pobre en suero (1 % de suero libre de esteroides) durante 12 h. 

La deprivación del suero sincroniza a las células antes de entrar al ciclo celular (Alberts 

y cols., 2001; Dedov y cols., 2004) y hace más evidente el efecto mitogénico de la 

gonadotropina coriónica en las células que estuvieron expuestas a hCG por 9 y 12 horas. 

Estos experimentos confirman el efecto estimulatorio de la hCG sobre la proliferación 

celular del epitelio superficial del ovario del embrión de pollo. 

Para ejercer sus funciones, la LH se une a receptores transmembranales específicos 

presentes en las células diana, por lo que consideramos necesario investigar si el 

receptor LHlCG está presente tanto en el ovario del embrión de pollo como en las 

células del epitelio superficial a esta edad. Se detectó por RT -PCR el RNA mensajero 

del receptor LHlCG en el ovario completo del embrión de pollo de 14 d.i, así como en 

la suspensión celular enriquecida con células del epitelio superficial, lo que indica que 

las células expresan el receptor a LHlCG por lo que el efecto de hCG puede estar 

ínediado por su receptor. 

A bajas concentraciones la LH estimula la producción de cAMP y activa a la proteína 

cinasa A; a concentraciones elevadas, aumenta el IP3 y activa la proteína cinasa C. 

También se ha demostrado que el receptor a LH/CG media la activación de proteína 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Ascoli y cols., 2002; Huhtaniemi, 2004; 

Hirakawa, 2002), por lo que el efecto proliferativo de la CG puede ocurrir a través de 

alguna de estas vías. Otra alternativa, es que la CG active la proliferación celular a 

través del aumento de la producción de andrógenos y su conversión a estrógenos por 

aromatización de los primeros como sucede en las células tecales de los folículos 

ováricos en desarrollo (Hugues, 2000). El dilucidar el mecanismo de acción de CG 

sobre las células epiteliales requerirá de otros estudios. 

La observación de que la CG estimula la proliferación del epitelio superficial del ovario 

embrionario es un aporte relevante que no se había descrito previamente. Se conoce que 
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LH/CG actúa a nivel del folículo ovárico (teca y granulosa) y del cuerpo lúteo, sin 

embargo, hay pocas evidencias de un efecto a nivel del epitelio superficial (Ivarsson y 

cols., 2001). Un efecto sobre el crecimiento epitelial podría ser importante durante el 

ciclo menstrual ya que favorecerá la reepitelialización luego de la ruptura del folículo en 

la ovulación. Otro aspecto de interés es que en la menopausia, en la que los niveles de 

LH y FSH están aumentados, un estímulo proliferativo es considerado un factor de 

riesgo en el desarrollo de neoplasias. En el caso del epitelio superficial del ovario, se 

sabe que este es el origen de 90% de las neoplasias de ovario de origen epitelial. 
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9. CONCLUSIONES. 

La hormona gonadotropina coriónica no recombinante incrementa in vitro la 

proliferación de las células del epitelio superficial del ovario del embrión de pollo de 14 

días de incubación 

Se observa un efecto proliferativo de la hCG no recombinate a partir de la dosis de 0.5 

DI/mI. 

Tanto la hCG recombinante y la no recombinante tienen efecto proliferativo en las 

células del OSE. 

Las células del epitelio superficial del ovariO" del embrión de pollo expresan el mRNA 

para el receptor a LHlCG. 
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10. PERSPECTIVAS. 

Es interesante estudiar si las células del epitelio superficial del ovario de embriones de 

pollo responden in vivo a la gonadotropina coriónica humana incrementando su 

proliferación al igual que lo hacen in vitro. 

Es importante analizar el mecanismo de acción de la hCG ya que ésta podría actuar de 

manera directa sobre las células de OSE a través de la unión con su receptor, o bien 

aumentando la secreción de andrógenos que sirven de sustratos para la aromatización a 

estrógeno~. 

Es de interés conocer sobre la capacidad esteroidogénica de las células del OSE y los 

mecanismos que regulan este proceso. 

Otra posibilidad es que la gonadotropina coriónica interactué con otros factores como el 

factor de crecimiento epidérmico que es un mitógeno potente. 
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12. GLOSARIO 

CONDUCTO PARAMESONEFRlCO. 

También llamados conductos de Müller, son estructuras embrionarias que en el sexo 

femenino forman los oviductos, el cervix y el útero. 

ECLOSIÓN. 

Nacimiento de las aves, cuando salen del cascarón. 

EPIBLASTO. 

Capa externa del embrioblasto también llamada ectodermo primario a partir de la cual 

se formarán las tres capas blastodermicas en el embrión trilaminar. 

EPITELIO CELOMICO. 

Es el epitelio que reviste la cavidad ce10mica que posteriormente dará origen a las 

cavidades torácica y abdominal embrionarias, también origina los cordones sexuales 

primarios, el epitelio superficial del ovario, los conductos de Müller y de Wolf. 

ESTIGMA. 

Mancha no vascularizada que aparece en el ovario en el sitio donde se disgregara la 

superficie del ovario para liberar el óvulo al momento de la ovulación. 

ESTROMA. 

Trama o armazón de un órgano glándula u otra estructura generalmente de tejido 

conjuntivo, que sirve para sostener entre sus mallas los elementos celulares. 

FIBROBLASTO. 

Célula alargada plana de tejido conjuntivo que constituye el elemento de los tejidos 

fibrosos. 
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GONADOTROPOS. 

Se encuentran en la hipófisis anterior, son las células responsables de la síntesis y 

secreción de LH y FSH. 

HILIO. 

Fisura o depresión especialmente en el ovario, por la que entran y salen los elementos 

vasculares, nerviosos y simpáticos. 

LUTEOLISIS. 

DegeneracÍón del cuerpo lúteo para convertirse en un elemento no funcional conocido 

como cuerpo albicans. 

ORGANO VESTIGIAL. 

Estructura rudimentaria en el adulto que en el embrión esta bien desarrollado. 

QUIESCENTE 

/ En reposo temporal 

SECRECIÓN PULSATIL. 

Que se libera en fonna de ondas o pulsos de acuerdo a una detenninada frecuencia y 

amplitud por ejemplo la GnRH (honnona liberadora de gonadotropinas). 

SINCICIO. 

Masa de citoplasma fonnada por la fusión de varias células cuyos núcleos pennanecen 

independientes. 
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13. APÉNDICES 

13.1 Apéndice I 

SOLUCIÓN SALINA BALANCEADA LIBRE DE CALCIO Y MAGNESIO 

NaCl 8.09 g. 

KCl 0.2g. 

Na2HP04 1.15 g. 

KH2 P04 0.2 g. 

En 1 litro de agua destilada y agregando de 6-8 gotas de rojo de fenol como indicador 

depH 

PBS (BUFFER DE FOSFATOS) 

NaCI 137 mM 8 g. 

KCl 2,7 mM 0.2 g. 

Na2HP04 10 mM 1.44 g. 

KH2 P04 2 mM 0.24 g. 

ANTIBIÓTICO 

Penicilina con Glutamina de Gibco. No. Catalogo 10378-016 (1000 U/mI) 

SUERO BOVINO FETAL LA VADO 

Agregar al Suero bovino fetal carbón activado al 1 % agitando toda la noche, luego 

centrifugar para precipitar el carbón. 

BUFFER DE GLICINA. 

Glicina 0.2 M en agua destilada, ajustar el pH a 2.0 con HCl. 
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ALCOHOL ACIDO 

Etanol al 70% en Buffer de Glicina. 

BUFFER DE INCUBACIÓN (proporcionado en el Kit de Roche) 

Buffer Tris 66 mM 

MgCh 66 mM 

2-Mercaptoetanol 1 mM 

AGUA TRATADA CON DEPC (libre de RNAasas) 

Agregar a un litro de agua bidestilada lmI. de dietilpirocarbonato (DEPC).y agitar hasta 

que se disuelva, dejar en reposo toda la noche y esterilizar en autoclave. 

PORTAOBJETOS TRATADOS CON POLI-L-LISINA. 

Se diluye en proporción 1: 10 solución de Poli-L-Lisina de Sigma al 0.1 % Y se sumergen 

los portaobjetos que se limpian con alcohol-ácido por 5 minutos 

AMORTIGUADOR DE CARGA 

Azul de bromofenol, xileno cyanol con glicerol y TBE 10X 

BUFFER TBE 20X 

Tris base 121g 

Ácido Bórico 61.7 g 

Na2EDT A .2H20 7.44g 

En un volumen de 1 litro 

SUPER BLOCK 

H 202 al 30% en Metanol 

BUFFER TAE 

Tris-Acetato 400mM 

EDTA 10rnM 
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SOLUCIÓN DE BOUIN 

Solución acuosa saturada de ácido pícrico 750ml. 

Formol (37-40%) 250ml 

Ácido acético glacial 50mI. 

13.2 Apéndice 11 (Técnicas) 

INMUNOCITOQUIMICA 

Los frotis celulares se fijaron en alcohol-ácido por 30 minutos a -20°C y se dejaron 

secar al aire. Se hizo un lavado con PBS frío y tres lavados mas con PBS caliente 

(90°C) por 10 mino Se incubaron las preparáciones con 30111 del anticuerpo primario 

monoclonal de ratón, Anti-BrdU (contenido en una solución con nucleasas para la 

desnaturalización del DNA en PBS-glicerina) diluido 1: 1 O con buffer de incubación, se 

dejó incubando por 1 hora en una cámara húmeda a 37°C en baño María y protegido de 

la luz. Se lavaron tres veces con PBS en agitación por 10 minutos. Se incubó por 1 hora 

las muestras con 30 III del anticuerpo secundario de oveja marcado con fluoresceína 

anti-Ig de ratón diluido 1: 1 O con PBS incubando en las mismas condiciones que el 

anticuerpo primario. Se retiró el segundo anticuerpo lavando con una solución de PBS 

con Tween 20 al 0.01% por 10 min y se hicieron dos lavados mas con PBS solo. Se 

montaron antes de su observación al microscopio. 

OBTENCIÓN DE RNA. 

Esta técnica se empleo para obtener el RNA total de los ovarios de embrión de pollo de 

14 días y de las células epiteliales y detectar la presencia del mRNA de LHR en estos 

tejidos. 

Una vez obtenidos los ovarios se homogenizaron por 5 minutos a temperatura ambiente 

(TA) en lml por ovario del reactivo de Trizol utilizando pistilos estériles y un 
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homogenizador, las células epiteliales se homogenizaron en lml de reactivo de Trizol 

por caja en un tubo eppendorf. Para realizar la purificación se agregaron 200111 de 

cloroformo al tubo que contenía las muestras y se agitó vigorosamente 15 segundos para 

después incubar a TA por 2-3 minutos, posteriormente se centrifugó a 11,500 rpm/min a 

4 oC por 15 minutos y se recuperó la fase acuosa en un tubo limpio cuidando no 

contaminar con la interfase, se agregaron 500 III de alcohol isopropílico y se incubo a 

T A por 10 minutos, se centrifugó a 11,500 rpm/min a 4 oC por 10 mino El RN A apareció 

como un pellet ligeramente blanco, se decantó el sobrenadante y se lavó el pellet en 1 

mI de etanol al 75%, y se agitó con vortex, se centrifugó a 8500 rpm a 4 oC por 5 

, minutos, se desecho el sobrenadante y seco al aire. El pellet se resuspendió en 20-50 III 

de agua DEPC. Para calcular la concentración y verificar la pureza del RNA obtenido se 

tomó una alícuota de 10 J..LI Y se llevó a 1 mI con agua destilada, se leyó la muestra en un 

espectrofotómetro marca Beckman modelo DU 650 en una cubeta de cuarzo a una 

densidad óptica de 260/280 nm. Se obtuvo la concentración de RNA mediante la 

siguiente relación 

1 DO = 40 J..Ll/ml de RNA. 

REVERSO TRANSCRIPCIÓN (RT) 

2J..Lg de RN A total obtenido se agregó a la siguiente mezcla de reacción; se preparó una 

mezcla de solución de 2 J..Ll de Buffer 10X constituído por Tris 100mM y KCI 500mM, 

4J..LI de MgCI 25 mM, 2J..LI de una mezcla de deoxinucleotidos (dNTPs) de lOmM de 

cada uno (dGTP, dATP, dTTP, dCTP), lJ..L1 de inhibidor de RNAasa de una solución de 

50 unidades/J..LI, 0.8J..LI de la enzima reverso transcriptasa AMV y se aforó con agua 

DEPC hasta un volumen de 20J..L1. Se incubó el tubo con la mezcla de reacción en un 

termociclador marca Perkin ELMER Gene Amp PCR System a 25°C por 10 minutos, 

42°C por 60 minutos, 99°C por 5 minutos y 4°C por 5 minutos. El DNA 

complementario (cDNA) obtenido se mantuvo a -20°C hasta su uso. 
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REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Esta técnica nos permite amplificar un fragmento del gen que nos interesa a partir del 

cDNA obtenido por reverso transcripción. Los eventos moleculares que ocurren durante 

la amplificación son tres: 

1. La desnaturalización del DNA la cual ocurre a 94°C 

2. El alineamiento de los oligonucleótidos sintéticos iniciadores en cada una de las 

hebras por separado en dirección 3;---7 5' a 59°C 

3. La síntesis de ADN a 72°C. 

Con estos tres pasos se obtiene un ciclo de la reacción, la cual se comporta de manera 

exponencial al generar copias idénticas del fragmento flanqueado por los 

oligonucleótidos sintéticos que sirven como moldes para la síntesis de nuevas copias del 

DNA (Erlich et al, 1991). A continuación se menciona la técnica empleada. 

A cada muestra de 2~ de cDNA se agregó una solución compuesta por 14¡l1 de agua 

estéril, 2.5¡l1 de Buffer II PCR 10X constituido por KCl 2.6 mM y Tris-HCI 0.53mM, 

1.5¡l1 de MgCI25mM, 1.5¡l1 de una mezcla de dNTPs de 10mM de cada uno, 0.5¡l1 de 

la enzima Ampli-Taq DNA polimerasa, 1 ¡ll de cada oligonucleótido sintético de una 

concentración 20¡lM y 2¡l1 de dimetilsulfóxido (DMSO). La mezcla de reacción se 

incubó en el termociclador a 94°C 5 minutos y 30 ciclos a 94°C, 59°C Y 72°C 1 minuto 

cada temperatura y 72°C por 5 minutos, el producto de la reacción se mantuvo a -20°e. 

ELECTROFORESIS DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO. 

Se preparó un gel de agarosa al 1 % en amortiguador T AE con 1 ¡ll de una solución 

bromuro de etidio concentrada. El marcador de peso molecular utilizado fue el DNA 

Ladder 100pb de la marca Invitrogen del cual se colocaron 0.75¡l1 de una concentración 

de 1.0 ug/¡.tl. De cada producto amplificado se tomaron 5¡ll y se mezclaron con el 

amortiguador de carga (ver apéndice) y se colocaron individualmente en los pozos del 

gel. Se agregaron 200 mI. de amortiguador TBE IX a la cámara de electroforesis y se 
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aplicaron 90 volts durante media hora y se visualizó en un transiluminador de UV. Cada 

gel fue fotografiado. 

TÉCNICA mSTOLÓGICA. 

Se obtuvieron los ovarios por disección del embrión de pollo de 14 días y se fijaron en 

paraformaldehído al 4% a una temperatura de 4° C por 2 horas. Se lavaron dos veces 

con PBS a 4°C en intervalos de 5 min cada uno. Los ovarios se deshidrataron en etanol 

aumentando las concentraciones gradualmente desde 3D% hasta 100% en intervalos de 

10 min cada uno y dos veces mas en Xilol. Posteriormente, los tejidos se sumergieron 

en dos cambios de parafina a 56°C por 1-2 horas cada vez, se colocaron en moldes para 

su solidificación. Se realizaron cortes de 5 J.lm de grosor en microtomo y se colocaron en 

portaobjetos tratados con poli-L-lisina 

Los ovarios que se emplearon como controles de la disgregación se fijaron con líquido 

de Bouin por 2 horas y se procedió de la misma manera para teñirlos con Hematoxilina­

Eosina (H -E) 

INMUNOHISTOQUIMICA. 

La inmunohistoquímica para identificar el OSE se hizo con un anticuerpo primario anti­

citoqueratinas (CK) por Scy Tek que se reveló con un segundo anticuerpo anti-Ig 

acoplado a la enzima peroxídasa y revelado con diaminobencidina en H202 de acuerdo a 

las instrucciones proporcionadas por el proveedor (kit de Scy Tec, Sensi Tek HRP Anti­

Mouse (DAB) No. Cat. AEA080-IFU para revelado de la inmunohistoquímica). Las 

preparación de células se contratiño con el colorante hematoxilina. 

Los cortes se desparafinaron a 55°C por 1 hora y se rehidrataron sumergiéndolos por 

periodos de 5 minutos en las siguientes soluciones Xilol dos cambios, etanol en 

concentraciones descendentes 100%, 96%, 70%, 50%, agua destilada y PBS dos veces, 

se incubaron con peróxido de hidrógeno en metanol al 30% por 10 minutos para 

bloquear la actividad de fosfatasas alcalinas endógenas y se hicieron dos lavados con 

agua destilada y dos con PBS. La permeabilización del tejido se realizó en olla de 
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presión Decloaking Chamber sumergidos en buffer de citratos por 3 min y se lavaron 4 

veces con PBS. Posteriormente se colocaron en cámara húmeda y se les colocó la 

solución Super Block por 6 mino para bloquear epítopos inespecíficos lavando después 

con PBS. Se les colocó el anticuerpo primario anti-CK por 1 día a 4° C ó 1 hora a 37°C 

en cámara húmeda. Se lavaron 4 veces con PBS y se les colocó el anticuerpo secundario 

anti-Ig de ratón marcado con la enzima peroxidasa aTA por 20 mino Se les agregó la 

solución StreplHRP aTA por 20 min y se hicieron 4 lavados con PBS. Para revelar la 

reacción se incubaron las muestras en una solución de diaminobencidina (DAB) 

dilución 1: lOen H202 hasta observar la marca en el microscopio óptico. Los núcleos se 

contratiñeron con Hematoxilina. 

TINCIÓN HEMATOXILINA Y EOSINA (H-E). 

Se sumergieron las muestras en las siguientes soluciones, agua destilada por 5 minutos, 

Hematoxilina de Harris por 1-2min, alcohol ácido, agua amoniacal, Eosina, después se 

deshidrataron en concentraciones de etanol de 50%, 70%, 80%, 96% Y 100% por 1 

segundo varias veces y finalmente en Xilol. Se montaron con resina sintética, 

cubriéndolas con un cubreobjetos. 

CONTRA TINCrÓN DE LOS NÚCLEOS CON HEMATOXILINA. 

Se sumergieron las muestras en agua destilada por 5 minutos, en Hematoxilina de Harris 

por 1 segundo dos o tres veces, en agua corriente por 1 segundo, en agua amoniacal 5 

segundos y nuevamente en agua corriente, después se deshidrataron en concentraciones 

de etanol de 50%, 70%, 80%,96% Y 100% por 1 segundo varias veces y finalmente en 

Xilol. Se montó con resina sintética, cubriéndolas con un cubreobjetos. 
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