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RESUMEN 

La hormona de Crecimiento (GH) y su ARNm han sido detectados en tejidos 
extrahipofisiarios (sistema nervioso central, sistema inmunológico y aparato 
reproductor) en diversas especies de vertebrados. En el aparato reproductor de 
pollos machos, estudios previos han mostrado que la GH y su mensajero se 
expresan diferencialmente a lo largo de la ontogenia. Por otra parte, se ha 
determinado que esta proteína muestra una heterogeneidad molecular en el 
testículo al igual que en la hipófisis. Además, se sabe que la GH interviene en 
procesos de diferenciación, desarrollo y maduración del testículo, sin embargo aún 
no se sabe en que estirpe celular de este tejido se expresa esta proteína por lo 
tanto en este trabajo se estudió mediante inmunocitoquímica la presencia de la 
GH en testículos de pollos de diferentes edades. En cultivos primarios de células 
testiculares se determinó la presencia de GH y sus variantes moleculares 
utilizando inmunocitoquímica y SDS-PAGE-Western-Blot respectivamente. Se 
utilizaron testículos de pollos de 9, 15 y 25 semanas de edad. Para determinar la 
presencia de la cGH se utilizaron dos anticuerpos policlonales. Los resultados 
mostraron que las células inmunopositivas fueron principalmente las germinales 
(espermatocitos secundarios y espermátides), intersticiales (Leydig) y musculares 
(mioides) en testículos de 15 y 25 semanas con ambos antisueros. Los datos del 
cultivo primario mostraron que las células inmunopositivas fueron las mismas a las 
observadas en el tejido completo. Se detectaron variantes moleculares de peso 
molecular de 17, 26, 32, 35, 40, 45 y 52 kDa en el testículo y en las células en 
cultivo, sin embargo, se observaron diferencias en la proporción relativa analizada 
mediante densitometría. En el caso de las células en cultivo, estas mostraron una 
mayor proporción en las formas de alto peso molecular a diferencia del testículo 
en donde la variante más abundante fue un fragmento de 17 kDa. Esto podría 
señalar que el procesamiento proteolítico de la GH para generar este fragmento 
en el testículo podría estar regulado por una influencia parácrina asociada a la 
citoestructura del tejido. 

4 



INTRODUCCIÓN 

Los organismos multicelulares son sistemas organizados en los que los grupos de 

células constituidos como órganos o tejidos se han especializado en determinadas 

funciones. La base de dicha especialización es que esas células presentan una 

intercomunicación eficiente, misma que se ve afectada por los cambios en su 

medio ambiente. Dicha comunicación se da por dos vías principalmente, la 

eléctrica y la química. En la comunicación química se encuentra tradicionalmente 

la vía endocrina, en la que de manera general la célula blanco se encuentra a una 

distancia considerable, y el mensajero llamado hormona viaja a través del sistema 

circulatorio para llegar a su sitio de acción. Mientras que en la comunicación 

eléctrica el mensajero es un impulso de naturaleza eléctrica, el cual es conducido 

a través del sistema nervioso. 

En varias especies de animales, los sistemas endocrino y nervioso trabajan juntos, 

regulando el entorno interno del organismo, manteniéndolo en un estado de 

homeostasis. Tanto el sistema endocrino como el nervioso actúan mediante la 

liberación de mensajeros químicos que permiten que las células que se 

encuentran en las diferentes partes del organismo coordinen sus actividades, uno 

de los principales mensajeros químicos es la hormona de crecimiento (GH), la cual 

exhibe una amplia gama de funciones entre las que destacan el crecimiento y 

desarrollo del organismo, entre muchas otras. (Debuse, 1998; Goffin y col., 1996; 

Tresguerres, 1992). 

HORMONA DE CRECIMIENTO (GH) 

La GH es una hormona de naturaleza polipeptídica, que pertenece a una familia 

de hormonas que se producen principalmente en la glándula hipófisis de todos los 

vertebrados estudiados hasta el momento y por la placenta de los mamíferos, 

aunque recientemente se ha encontrado que una proteína semejante a la GH se 

sintetiza en otros tejidos extrahipofisiarios (Harvey y col., 1995), incluso en 

5 



algunos que se consideraban órganos blanco. La GH pertenece a una familia de 

proteínas que están relacionadas estructuralmente y que presentan gran 

diversidad de funciones. La familia está constituida por la GH, la prolactina (PRL), 

el lactógeno placentario (PL) en roedores y ungulados o somatotropina coriónica 

humana (CS) en primates, la somatolactina (SL), la proliferina (PLF}, las proteínas 

relacionadas (bovino) o parecidas (rata) a la prolactina (PRL), las proteínas 

vinculadas con la proliferina y las relacionadas con la GH (Rand-Weaver y col., 

1993). 

Además de los efectos sobre el crecimiento y desarrollo de los organismos, la GH 

interviene también en el metabolismo de proteínas, lípidos, carbohidratos, ácidos 

nucleicos y minerales. Además exhibe actividad sobre la proliferación y 

diferenciación celular, estos efectos pueden ser directos sobre las células blanco 

o mediados por otros mensajeros regulados por esta hormona como en el caso del 

factor de crecimiento insulinoide tipo 1 o IGF-1 (Harvey y col., 1995). 

La biosíntesis de esta hormona está regulada por factores que ejercen un control 

tanto estimulatorio como inhibitorio y están relacionados con estados fisiológicos 

como la edad, el sexo y la etapa reproductora, entre otros. Los estudios referentes 

a su síntesis, secreción y funciones han sido llevados a cabo en algunas especies 

de mamíferos, sin embargo, es necesario llevar a cabo investigaciones de dicha 

hormona en varios grupos de organismos. En el caso de las aves, y más 

específicamente el pollo, esta especie representa un modelo experimental en el 

que se pueden analizar procesos fisiológicos a corto plazo, tales como el 

crecimiento y el desarrollo. Aunado a lo anterior, el pollo posee un alto valor 

comercial por ser una fuente de proteína animal utilizada en el consumo humano. 

EFECTOS DE LA GH 
La diversidad funcional de la hormona de crecimiento es muy amplia y puede ser 

explicada en parte por la heterogeneidad molecular que esta presenta. Así, se han 

descrito efectos metabólicos directos que facilitan el crecimiento muscular y la 
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conservación de la glucosa, y efectos sobre el crecimiento esquelético que son 

parcialmente directos y parcialmente mediados por el factor de crecimiento 

insulinoide tipo 1 {IGF-1). Entre los primeros efectos se incluyen: la estimulación de 

la lipólisis, captura y transporte de aminoácidos, síntesis de proteínas, inhibición 

de la lipólisis estimulada por adrenalina o por glucagon, inhibición de la lipogénesís 

inducida por la insulina, inducción de la resistencia periférica a la insulina {efecto 

diabetógeno) y participación en la regulación de la absorción tubular de algunos 

iones. Además, estimula el crecimiento lineal del esqueleto participando en la 

diferenciación de los precondrocitos, y promueve la diferenciación de 

preadipocltos, miobl~stos y posiblemente de gran variedad de tejidos, incluyendo 

la placa cartilaginosa de la epífisis (Arámburo y col., 1993) . En la tabla 1 se 

enlistan los efectos que se le han atribuido a esta hormona. 

Tabla 1. Funciones conocidas de la hormona de crecimiento 

Efectos Referencias 

Crecimiento corporal directo e Scanes C.G 1995 (a) 

indirecto 

Liberación de IGF-1 Scanes C.G 1995 (a) 

Mitogénesis en osteoblastos Scanes C.G 1986 

Adipogénesis (diferenciación) Scanes C.G 1995 (b) 

Angiogénesis Gould, J. 1995 

Díabetógeno Scanes C.G 1995 (c) 

Mantenimiento de la población Scanes C.G 1995 (d) 

celular en tejido linfático 

Estimulación del transporte de Scanes C.G 1995(c) 

glucosa 

Lipólisis Arámburo, C. 1989 (a) 

Antilipolitico inducido por glucagon Arámburo, C. 1989 (a) 

Antilipogénico Scanes C.G 1995 (b) 
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Transporte de aminoácidos y síntesis Scanes C.G 1995 (e) 

de proteínas en músculo. Lombardi, G. 1997 

Modulación en la función Scanes C.G 1995 (f) 

reproductiva y maduración sexual 

Osmorregulación Scanes C.G 1995 (g) 

Estimulador en la liberación de Scanes C.G 1995 (h) 

insulina 

Influencia en la tasa de producción Scanes C.G 1995 (h) 

de T3 circulante (inhibición de la Darras, V. M. 1993 

actividad de la 5-0-111 hepática en Arámburo, C. 2001 

pollos) 

Efecto neuroendocrino Harvey, S. 1995 (a) 

(autorregulación a través del 

hipotálamo) 

Neuromodulador y proliferación de Harvey, S. 1995 (b) 

neuronas y células gliales 

Actualmente se sabe bien que la GH está involucrada de manera integral en el 

mantenimiento, control y modulación del sistema inmunológico de mamíferos 

(Scanes, 1995). 

Deficiencias en la secreción de GH, ya sea por causas genéticas (enanismo), 

fisiológicas (envejecimiento) y experimentales (hipofisectomía), han sido 

asociadas en mayor o menor manera con deficiencias en la función inmunológica 

(Hull y Harvey, 1997b). Las acciones que se le han atribuido a la GH pueden ser 

realizadas por ella misma o también a través del IGF-1, que ha sido propuesto 

como el principal mediador en varios órganos blanco (Rechler y Nissley, 1990 ; 

Baxter y col., 1991) 
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ESTRUCTURA 
La GH se sintetiza como una prehormona constituida por 225 residuos de 

aminoácidos, mientras que la forma madura se compone de una cadena de 

aproximadamente 191 aminoácidos (dependiendo de la especie); su estructura 

primaria presenta dos asas, una grande central y una pequeña próxima al extremo 

carboxilo terminal, las dos están formadas por puentes disulfuro localizados en los 

residuos 57-165 y 182-189 (Figura 1). La forma que se presenta en mayor 

cantidad en la mayoría de las especies tiene un peso molecular de entre 21 y 22 

kiloDaltones (kDa). Su estructura tridimensional obtenida por cristalografía de 

rayos X de las GH porcina y la humana, (Goffin y col., 1996), está constituida en 

50% por a-hélices distribuidas en 4 a-hélices antiparalelas que se ubican en los 

segmentos 7-34, 75-87, 106-127 y 152-183, cada una tiene diferente carácter 

hidrofóbico, la número 4 es la más hidrofóbica de todas (Abdel-Meguid y col., 

1987; Scanes, 1995). Estos segmentos contienen 4 dominios (AGH. 8<3H. CGH y 

DGH) altamente conservados en la escala filogenética, siendo el segmento 164-187 

el más conservado. Los cuatro dominios se han identificado en todos los 

vertebrados estudiados hasta la fecha y corresponden a las posiciones 13-33, 54-

94, 113-132 y 157-187, y se encuentran separados por dominios variables o 

deleciones. Los dominios AGH. BGH y CGH corresponden a a-hélices con un arreglo 

hacia el exterior de la molécula de GH, mientras que el dominio DGH se encuentra 

localizado en el interior de la molécula. Este arreglo se ha observado en todas las 

GHs estudiadas hasta ahora (Chen y col., 1995 ; Scanes, 1995). 

En el caso de las aves, se conoce la estructura primaria de la proteína y del 

ARNm que la codifica específicamente en el pollo, pavo y pato; estas son casi 

homólogas con una diferencia de solo 3 aminoácidos sustituidos y una deleción en 

la secuencia en el caso de la del pato comparada con la de pollo (Chen y col., 

1988; Hull y col., 1997a). 

En el pollo fa GH representa aproximadamente el 10% de la proteína hipofisiaria 

total (Sturkie, 1986), la prehormona presenta 216 aminoácidos y la hormona 
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madura se constituye de 191 aminoácidos. Los puentes disulfuro están formados 

por cisteínas localizadas en las posiciones 53-164 y 181-189. El peso molecular 

aproximado de la forma mayoritaria es de 22kDa y su punto isoeléctrico (pi) oscila 

entre 6 y 8 (Arámburo y col., 1993; Hull y col., 1997a). 

Figura 1. Estructura Primaria de la cGH 

La GH presenta dos sitios de unión a su receptor. El sitio 1 está constituido por la 

región que va del centro hacia el extremo carboxilo de la hélice 4, los residuos 54-

7 4 de un asa y parte de la hélice 1. El sitio 2 se une a un sitio con menor afinidad e 

incluye la parte del extremo amino terminal de la hélice 1, la hélice 3 y los residuos 

12, 16 y 19 (ver Fig. 2) (Cunningham y col., 1991). La dimerización del receptor es 

aparentemente indispensable para iniciar la actividad de la transducción de la 

senal intracelular, y este mecanismo de unión sucede cuando la GH se une tanto a 

los receptores somatogénicos como a los lactogénicos (Goffin y col., 1996). 

Hay evidencia sobre la importancia de la hélice 3 en la actividad biológica de la 

GH. El segmento anfifílico entre los residuos 109-126 contienen una glicina (Gly) 

en la posición 119, que está conservada en todos los vertebrados y es 

BIBLIOTECA CENTRAL 
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determinante en algunos de los efectos estudiados de la GH como: secreción del 

factor de crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-1) hepático, el efecto tipo insulina y la 

lipólisis (Scanes, 1995; Chen y col., 1995). 

Además, en estudios con ratones transgénicos en los que se expresa una 

mutante de la GH bovina con las sustituciones de aminoácidos Glu-117 por 

leucina, Gly-119 por arginina y alanina-122 por aspartato, muestran una 

disminución en el crecimiento y las concentraciones de IGF-1 circulante, lo que 

sugiere que este análogo de la GH actúa como un antagonista de la hormona 

(Scanes, 1995 ), (Kopchick y col., 1999). 

Al parecer la participación de la Gly-119 consiste en mantener una hendidura entre 

la hélice 1 y 3 después de la interacción con la primera molécula de receptor y 

permitir así la interacción con la segunda molécula de receptor (Goffin y col., 1996) . 

• 
' \ SltJo 1 

... ... ...... 
'~ -~ .. ____ .,. 

Figura 2. Sitios de unión al receptor de la GH 

VARIANTES MOLECULARES 
La GH está constituida por una familia de proteínas homólogas pero no idénticas 

entre sí (Arámburo y col.,1993; Houston y Goddard, 1988). Este patrón de 
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variación estructural ha sido descrito en mamíferos (Hart y col., 1984; Lewis, 

1984), aves (Arámburo y col., 1989a,1989b; Berghman y col., 1987; Houston y 

Goddard, 1988), reptiles (Yasuda y col., 1989), anfibios (Martens y col., 1989) y 

peces (Kawauchi y col.,1986), y se ha postulado que puede contribuir a la 

diversidad funcional de la hormona. 

Existen varios experimentos que señalan su importancia funcional. Se han descrito 

algunos de los mecanismos por los cuales se sintetizan ciertas variantes y se ha 

observado que estas son secretadas en diferentes proporciones dependiendo del 

estado fisiológico del animal. Además existen algunos datos sobre su actividad 

biológica y se conocen ejemplos de especificidad de funciones o de la diferente 

potencia de sus efectos (Scanes, 1995), (Arámburo y col., 2001). 

Se ha detenninado que la fuente de la heterogeneidad molecular de la GH puede 

estar relacionada con: 

Multiplicidad génica: Durante mucho tiempo se pensó que solamente existía un 

gen que codificaba para la GH en todos los vertebrados. Sin embargo, a la fecha 

se han identificado dos genes en los humanos que codifican para dos GH muy 

similares. Al primero se le denomina normal (hGH-N) y se expresa en la hipófisis; 

al segundo se le llama variable o hGH-V y se expresa en el sincitiotrofoblasto de 

la placenta y en el testículo (Frankenne y col., 1987; Liebhaber y col., 1989; 

Untergasser y col., 1998). La proteína resultante de la expresión del hGH-V 

difiere de la hGH-N por 13 aminoácidos y presentan un 92% de homología. Está 

constituida por 191 aminoácidos, su peso molecular es de aproximadamente 

22kDa, es más básico que la proteína codificada por hGH-N, se encuentra 

glicosilada y tiene un sitio único de glicosilación tipo N, se une a los receptores de 

PRL y a los de GH y se ha observado que es biológicamente activa (Hennen y 

col.,1988; Ray y col., 1989; Baumann y col., 1991). También en la hipófisis de 

humanos se ha encontrado un péptido glicosilado de 12 kDa relacionado con la 
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GH y por su secuencia se piensa que es producto de un gen diferente al de la 

hGH-N y la hGH-V (Díaz y col., 1993). 

En algunos peces óseos (esturión, salmón y anguila) (Kawauchi y col., 1986, 

Yasuda y col., 1992; Yamaguchi y col., 1987) y anfibios (rana) (Martens y col., 

1989) se han identificado dos genes que codifican para la GH y son expresados 

en la hipófisis. La estructura primaria de los productos de ambos genes es muy 

similar a la GH de otros vertebrados y se conocen como GH-1 y GH-11. En los 

esturiones, ambas contienen 190 residuos de aminoácidos, dos puentes disulfuro 

en los residuos 52-163 y 180-188, difieren entre sí por 3 aminoácidos y al 

comparar la secuencia con otros vertebrados presentan mayor homología con los 

tetrápodos (63-76%) que con los teleósteos (salmón y anguilas entre otros) (42-

63%) (Yasuda y col., 1992). 

Sin embargo, en aves, específicamente en el pollo, solamente se ha determinado 

un gen que codifica para la GH (Tanaka y col., 1992). 

Procesamiento diferencial del ARN mensajero: Se han identificado diferentes RNA 

mensajeros (ARNm) producto del gen de GH tanto en roedores como en 

humanos. El gen de la hGH-N produce tres ARNm y las proteínas resultantes son 

las hGH de 22 kDa con 191 residuos de aminoácidos; una de 20 kDa, que 

presenta una deleción en el exón 3 de 45 nucleótidos y de 15 aminoácidos 

correspondientes al segmento 32-46 de la secuencia y representa del 5 al 1 o % 

del monómero sintetizado en la hipófisis; y finalmente una variante de 17 .5 kDa 

(Lewis y col., 1978, 1992, 2000; Masuda y col., 1988; Palmetshofer y col., 1995). 

La forma de 20 kDa también se ha identificado en roedores y una variante de 

17.5 kDa en la hipófisis (Sinha y Gilligan, 1984; Lecomte y col., 1987). 

Se presentan además otras formas moleculares de la GH, las cuales son 

identificadas como producto de la hGH-V: un ARNm con 800pb que produce una 

proteína de 22 kDa, otro de 1250pb que mantiene el intrón D (hGH-V2), aunque no 
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se ha identificado la proteína, podría codificar para una proteína de 230 

aminoácidos, y otro más reconocido en el testículo que mantiene también parte 

del intrón D y codifica para una posible proteína de 25kDa con 219 aminoácidos, la 

cual pierde el sitio de glicosilación presente en la hGH-V en los residuos Asn140 y 

adquiere otro en la posición 148, a esta forma molecular se le conoce como GH­

Vdelta4 ( Ray y col., 1989; Untergasser y col., 1998). 

Modificaciones Postraduccionales: Las modificaciones postraduccionales de la GH 

que se han identificado incluyen: fa agregación u ofigomerización, desamidación, 

proteólisis con o sin reducción, glicosilación, fosforilación y acetilación. Hasta 

ahora todas las formas moleculares de la GH que se han descrito en aves parecen 

derivar de modificaciones postraduccionales y existen evidencias suficientes de 

que existe una serie de variantes de masa tanto en la adenohipófisis (Arámburo et 

al., 1990; Houston y Goddard, 1988) como en el plasma (Montiel y col., 1992). 

En la glándula de todas las especies estudiadas, el análisis mediante 

electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) bajo condiciones no reductoras revela 

que predomina la forma monomérica de la hormona (22 kDa) (Arámburo y 

col.,1990; Baumann y col., 1991). Sin embargo, las formas diméricas y otros 

oligómeros pueden representar el 40% de la GH secretada al plasma en humanos. 

La degradación de los dímeros de las formas 22 kDa y 20 kDa es más lenta ( 5 y 2 

veces menor) que la de sus respectivos monómeros. Por esta razón es 

comprensible que la proporción de oligómeros sea mucho más elevada en el 

plasma que en la hipófisis (Baumann y col., 1986). Se piensa que los dímeros de 

GH identificados en mamíferos y aves se unen por puentes disulfuro 

intercatenarios o por uniones no covafentes; sin embargo, aunque no se conoce la 

naturaleza de la unión, se ha observado en pollos y humanos la presencia de 

dímeros posiblemente unidos covalentemente (Arámburo C y Scanes CG datos no 

publicados). Cuando la electroforesis se hace en condiciones reductoras 

desaparece la mayor parte de las formas de alto peso molecular, se incrementa la 
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proporción del monómero y permanece una pequeña cantidad de dímero 

resistente a la reducción. 

Además, se han encontrado variantes de masa que probablemente sean producto 

de un proceso proteolítico: una forma de 25k0a observada en condiciones no 

reductoras y un fragmento de 15 kDa observada en condiciones reductoras en 

pollo (Arámburo y col.,1993). La presencia de la variante de 25 kDa que 

posiblemente sea producto de un procesamiento proteolítico sugiere una forma 

cortada de dos cadenas. Esta forma, al analizarse en condiciones reductoras 

desaparece e incrementa la proporción del fragmento de 15 kDa. Por estudios in 

vítro, se ha sugerido que enzimas del tipo de la trombina y/o colagenasa podrían 

estar involucradas en la generación de la cGH cortada in vivo (Arámburo y col., 

1991; 1993, 2001). 

La GH glicosilada se ha identificado en la hipófisis y en el plasma de varias 

especies de mamíferos, en algunos peces óseos, en el tiburón y en el pollo (Sinha 

y col., 1987; Berghman y col., 1987; Arámburo y col., 1991; Montiel y col., 1992). 

Esta forma glicosilada en humanos, representa aproximadamente el 1 % de la 

hGH-N total (Scanes, 1995). Sin embargo existen evidencias -en humanos y 

ratas- de que la tasa de glicosilación de la GH hipofisiaria cambia en algunas 

situaciones fisiológicas relacionadas con la etapa reproductiva y el desarrollo fetal 

(Sinha y col., 1987; 1990a, 1990b). Por otra parte, la hGH-V presenta un sitio de 

glicosilación potencial tipo N codificado por el exón 5 en la región comprendida 

entre los residuos Asn140-Gln141-Thr142 de su secuencia. La expresión de esta 

proteína se ha demostrado en experimentos utilizando fibroblastos de ratón C127 

transfectados con el gen de la hGH-V en los que se observó que se expresan dos 

proteínas glicosiladas (24 y 26 kDa) además de la forma monomérica de 22 kDa 

(Ray y col., 1989). 

Otra forma encontrada en la hipófisis de humanos es la variante de 12 kDa que 

también contiene en su secuencia un sitio consenso N de unión a carbohidratos ( 

15 



Díaz y col., 1993). Aunque son escasos los reportes sobre la forma glicosilada de 

la GH de vertebrados no mamíferos, estos sitios de glicosilación potencial se 

pueden observar en la región Asn188 -Cys1se -Thr100 en la mayoría de las 

secuencias de las GHs de aves, reptiles, anfibios y peces estudiadas, así como 

en la región Asn46-Lys41-Thr4s en el caso del tiburón. Sin embargo, se ha 

identificado una forma glicosilada de 24 kDa de la hGH-N que no contiene ese sitio 

consenso, por lo que cabe la posibilidad que en los mamíferos una parte de la GH 

hipofisiaria se encuentre asociada a carbohidratos a través de uniones de tipo O 

(Haro y col., 1996). 

En el pollo se identificó una forma glicosilada de la GH (G-cGH) que tiene un peso 

molecular aparente de 29kDa en condiciones reductoras, cuando esta forma 

molecular se analizó con diferentes criterios electroforéticos se mostró que 

presenta heterogeneidad molecular, encontrándose seis variantes glicosiladas con 

puntos isoeléctricos (PI) de 6.52, 6. 7 y 7.17 en las tres formas predominantes y 

todas ellas con un PM de 29 kDa. Esta forma se ha medido en el plasma y 

muestra variaciones de acuerdo con la etapa reproductiva (Arámburo y col., 1991). 

Adicionalmente, cuando se analizó la GH de pollo (cGH) por electroforesis no 

desnaturalizante, se identificaron tres variantes de carga (0.23, 0.3 y 0.35) 

(Arámburo y col., 1989a). Cuando se incrementa la resolución utilizando 

isoelectroenfoque y Western-blot es posible identificar de ocho a diez variantes de 

carga (Arámburo y col.,1990; Houston, 1988), algunas de las cuales parecen estar 

reguladas durante el desarrollo de estos animales (Arámburo y col., 2000; Houston 

y Goddard, 1988). 

Otra modificación postraduccional que contribuye a la heterogeneidad de carga en 

una proteína es la fosforilación, la cual le confiere características más ácidas a la 

molécula (Arámburo y col., 1993). Existen evidencias sobre la existencia de formas 

fosforiladas de la GH en humanos, ratas, ovinos y pollos. Se ha observado que la 

GH humana puede ser fosforilada por tirosina cinasas en los residuos Tyr 2s 6 3s y 
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Tyr 42 (Baldwin y col., 1983) . En el pollo una proporción significativa de la hormona 

parece estar fosforilada (Arámburo y col., 1989a), y las células de la hipófisis del 

pollo en cultivo primario pueden incorporar fosfato radioactivo a la banda 

inmunorreactiva a cGH cuya liberación es estimulada por la hormona liberadora 

de GH {GHRH) {Arámburo y col., 1990b). Además, estudios in vitro muestran que 

la hormona también puede ser fosforilada por las cinasas de proteínas A y C 

(Arámburo y col., 1990). En el salmón la incubación de la hormona con fosfatasa 

alcalina resulta en un cambio de carga, lo que sugiere la presencia de GH 

fosforilada (Skibeli y col., 1990). 

Aunque se propone que la variante de 20 kDa presenta menor afinidad por el sitio 

1 de unión al receptor que el monómero de 22kDa (Wada y col., 1998), la afinidad 

por el sitio 2 es mayor por lo que se considera que son igualmente efectivas en 

estudios realizados por proteínas de unión (Uchida y col., 1999) . Esto es 

consistente con el hallazgo de afinidades equivalentes para ambas formas 

moleculares de la GH utilizando células de ovario de hámster (CHO) transfectadas 

con el receptor para la hGH (Wada y col., 1998) o incluso una mayor potencia 

para la variante de 20 kDa en experimentos in vitro con células Ba/F3-hGHR en 

las que se midió la expresión del ARNm del IGF-1 (Yoshizato y col., 2000). 

En cuanto a sus efectos somatogénicos existen algunas contradicciones. En 

estudios en ratas hipofisectomizadas parece ser menos activa que la forma de 22 

kDa (Kostyo y col., 1987); sin embargo en ratas con enanismo espontáneo y 

normales tratadas con ambas formas moleculares no se observan diferencias 

significativas en la ganancia de peso (lshikawa y col., 2000). Además en un 

estudio in vítro utilizando células tumorales de glándula mamaria (T -470) se 

observó que la variante de 20 kDa y la de 22 kDa demostraron efectos contrarios 

sobre la proliferación celular y síntesis de DNA (Fujikawa y col., 1998). Reportes 

sobre los efectos metabólicos de la GH de 20 kDa muestran que presenta efectos 

diabetógenos, tipo insulina y lipolíticos en ratones in vitro, utilizando la línea celular 

de adipocitos 3T3-1-hGHR, en la que se observó que la estimulación es mayor 
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que con la GH de 22 kDa y que es un efecto dependiente de la expresión de 

genes posiblemente a través de la activación de la vía de las proteínas STAT 

(Asada y col., 2000). 

Se ha identificado que algunos fragmentos de la GH humana que contienen el 

extremo amino terminal poseen efecto hipoglucemiante, incrementando el efecto 

de la insulina, a diferencia del fragmento 172-191 de GH humana, que tiene un 

efecto hiperglucemiante y antilipogénico (Scanes, 1995). 

La hGH-V es secretada a la circulación durante la gestación. En bioensayos sobre 

ganancia de peso en ratas hipofisectomizadas se ha observado que presenta la 

misma actividad que la hGH-N (Mcleod y col., 1991), y se sugiere que pueden 

unirse con la misma afinidad a los receptores somatogénicos porque las 

diferencias entre sus secuencias no afectan a los sitios de unión, por lo tanto la 

interacción se lleva a cabo utilizando el mismo mecanismo molecular (Goffin y col., 

1996). Esta variante también se une a receptores de PRL y en algunos bioensayos 

se ha determinado su actividad mitogénica en células Nb2. Sin embargo, sus 

efectos metabólicos parecen ser equivalentes de acuerdo con estudios ín vítro 

sobre la oxidación de glucosa y la lipólisis en tejido adiposo de rata (Nickel y col., 

1990; Me Leod y col., 1991; Goodman y col., 1991). Se piensa que es la 

responsable en parte de los efectos anabólicos y somatotrópicos en la unidad feto­

placentaria y en el anabolismo materno de la segunda mitad de la gestación de la 

mujer (Hennen y Frankenne, 1987). 

En el pollo, al menos dos variantes de carga (Rf = 0.23 y 0.3) presentan diferente 

bioactividad en el metabolismo de lfpidos: la 0.23 es esencialmente lipolítica 

mientras que la 0.3, manifiesta una actividad antilipolítica (Arámburo y col., 1989a; 

1993); sin embargo, ambas presentan actividad somatotrópica equivalente 

(Arámburo y col., 1993). También se ha identificado una variante de masa de 15 

kDa, que corresponde a la porción amino-terminal de la secuencia. Este fragmento 

ha mostrado actividad biológica en un ensayo de angiogénesis en células 
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endoteliales de cerebro bovino, y también es capaz de inhibir la actividad de la 

desyodasa tipo 111 en hepatocitos de embriones de pollo (Arámburo y col., 2001). 

MECANISMO DE ACCIÓN DE LA GH 
El receptor de la hormona de crecimiento (GHR) pertenece a la superfamilia de 

receptores hematopoyetina/citocinas, en la que se encuentran también los 

receptores a PRL, citocinas, interferón e interleucinas entre otros. Se caracteriza 

por contener un dominio extracelular, un dominio membrana! y uno intracelular 

(Harvey y col., 1995; Carter Su y col., 1996). Los GHR muestran heterogeneidad 

molecular que también puede contribuir con la diversidad funcional de la GH. El 

GHR presenta modificaciones postraduccionales tejido-específicas como la 

glicosilación y ubiquitinación. Además, por edición alternativa se producen 

transcritos y proteínas de diferentes tamaños. Mediante estudios con anticuerpos 

monoclonales se han identificado subtipos de GHR en algunos tejidos como el 

hígado y el tejido. adiposo, y comparando la unión de estos receptores en dichos 

órganos con las formas 22 y 20 kDa de GH humana, se encontraron diferencias en 

su capacidad de unión (Harvey y col., 1995). 

La GH se une secuencialmente a dos moléculas de su receptor, causando la 

dimerización del mismo además de cambios estructurales importantes (Goffin y 

col., 1996). Estos cambios generan la unión del GHR y una tirosina cinasa de la 

familia Janus (JAK2), promoviendo la fosforilación de ambos por la misma JAK2. 

Esto produce la asociación y activación de una cascada de proteínas, en la que 

participan las proteínas SHC, Grb2, posiblemente Sos, Ras, Raf y posteriormente 

las proteínas cinasas asociadas a microtúbulos, activadoras de la mitosis o 

reguladas por una señal extracelular (cinasas MAP/ERK) (Scanes, 1995; Carter 

Su y col., 1996). 

La GH también induce la expresión de genes que codifican factores de 

transcripción involucrados en la proliferación celular como por ejemplo c-myc. La 

regulación de eventos metabólicos por GH refleja la expresión de genes 
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específicos para cada tipo celular. En los adipocitos la GH participa en la 

expresión de enzimas lipogénicas y lipoproteínas a través de C-fos. Asimismo, 

interfiere en la expresión de algunos de los transportadores de glucosa (GLUT1) 

(Tai y col., 1990; Carter Su y col., 1996) y, en el hígado, en la manifestación del 

gen que codifica para IGF-1 (Carter Su y col., 1996). 

Se sugiere que a través de una vía directa y dependiente del tipo celular, en la que 

participa JAK2, la GH activa proteínas de la familia Stat, que son transductoras y 

activadoras de la transcripción. Estas se unen a otras proteínas formando 

homodímeros y heterodímeros que se translocan al núcleo y se unen con el DNA, 

activando la transcripción de genes blanco (Carter Su y col., 1996). 

Una tercera vía de transducción de GH interviene en el efecto tipo insulina, es 

decir, en el aumento del transporte de glucosa por reclutamiento de GLUT 1 y 4 en 

la membrana. En esta vía la GH y la insulina comparten moléculas señal como las 

llamadas "sustrato principal del receptor de insulina" (IRS). En respuesta a GH se 

fosforilan IRS-1 e IRS-2, y se piensa que esto se lleva a cabo a través de JAK2. 

En consecuencia, se activa la cascada de fosfatidilinositol, que se sabe que 

aumenta el transporte de glucosa, la síntesis del DNA y la actividad de una enzima 

implicada en el ciclo celular, p70 15kDa. También se conoce que esta cinasa 

interviene en la síntesis de lípidos dependientes de GH y en la lipólisis inducida 

por noradrenalina (Carter Su y col., 1996). 

En la señalización de respuesta a GH, se ha reconocido una cuarta vía, aquella 

en la que se activa una proteína cinasa C (PKC) que se requiere en efectos como 

lipogénesis, expresión de c-fos, unión de proteínas nucleares a oligonucleótidos, 

incremento de Ca2
+ intracelular y activación de otras cinasas. La activación de la 

PKC ocurre mediante la unión del GHR a una proteína G, que a su vez se une a la 

fosfolipasa C y, en consecuencia, se produce diacilglicerol (DAG), que es un 

activador de PKC. El incremento de Ca2
+ intracelular se produce por apertura en 

los canales tipo L activados por voltaje, y es importante en algunos efectos de la 
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GH, como los tipo insulina. Otro efecto de GH que requiere el efecto permisivo de 

PKC es la expresión de enzimas como el citocromo p450, que está involucrado en 

el metabolismo de esteroides en ambos sexos e influido por las diferencias 

sexuales en la secreción de GH (Harvey y col., 1995; Carter Su y col., 1996). 

SfNTESIS Y SECRECIÓN DE LA GH 
Los factores reguladores de la síntesis y secreción de la hormona de crecimiento, 

actúan a nivel del hipotálamo o de la hipófisis. Se sabe que la GH se sintetiza y 

almacena en los somatotropos de la adenohipófisis y sus niveles circulantes se 

modifican ante situaciones fisiológicas como el crecimiento y desarrollo, la 

privación de alimento, la exposición al frío, el ejercicio, y durante el sueño de 

ondas lentas (Devesa y col., 1992). Además de los somatotropos, la GH se 

sintetiza también en células secretoras de prolactina de humanos, ratas, ratones, 

murciélagos, borregos, vacas y ranas. Estos lactosomatotropos comparten 

caracteñsticas morfológicas semejantes a los somatotropos y lactotropos. En la 

regulación de la proliferación de estas células participan las hormonas asteroides, 

como la testosterona que inhibe la proliferación mientras que los estrógenos la 

estimulan (Boockfor y col., 1986). Otras células hipofisiarias en las que se sintetiza 

la GH son los llamados tirosomatotropos que también sintetizan TSH, 

recientemente identificados en la región ventral de la adenohipófisis de pollos. 

La secreción de esta hormona tiene un comportamiento pulsátil, observado en 

todas las especies estudiadas, y los tejidos blanco son más sensibles a la 

frecuencia que a la cantidad secretada en un periodo similar; un pulso de 

secreción de GH está controlado por la rítmica liberación alternada de la hormona 

liberadora de la GH (GHRH) y la somatostatina (SRIF) (Devesa y col., 1992). La 

secreción de GH muestra ritmos circádicos y ultradianos, sujetos a variaciones de 

acuerdo con el estado nutricional, la composición del cuerpo, el metabolismo, el 

dimorfismo sexual y la edad (Múller y col., 1999). 
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Adicionalmente, otros mensajeros químicos pueden modular la liberación de GH a 

través de la regulación del efecto de los factores hipofisiotrópicos, tales como la 

noradrenalina, acetilcolina, dopamina, histamina, serotonina, y algunos 

neuropéptidos como los péptidos opioides, la galanina y el neuropéptido Y 

{Devesa y col., 1992}. 

La GHRH se produce en neuronas localizadas en el núcleo arqueado, las cuales 

expresan receptores para SRIF que inhibe la síntesis de GHRH (Bertherat y col., 

1995). Contrariamente, las neuronas del área periventricular del hipotálamo 

anterior secretan SRIF y son estimuladas por la GHRH (Águila y McCann, 1987). 

La SRIF inhibe su propia síntesis por un mecanismo de retroalimentación 

ultracorta (Águila, 1998}. Esta interacción entre los péptidos parece ser la 

responsable de la secreción episódica de la GH. Sin embargo, estos factores 

hipotalámicos están sujetos a modulación por otros péptidos hipotalámicos y por 

una compleja red de neurotransmisores que funcionan como intermediarios entre 

las influencias metabólicas, endocrinas, neurales e inmunológicas, y la liberación 

de la GH (Harvey y col., 1995). 

Otro péptido hipotalámico identificado en el núcleo arqueado, paraventricular y 

periventricular, es el ·neuropéptido Y {NYP). Este péptido también influencia los 

niveles de GH; neuronas con NYP presentan contacto sináptico con las neuronas 

de SRIF y se ha observado que inyecciones cerebroventriculares de NYP 

bloquean la secreción de GH. Este péptido inhibe la secreción de GH al estimular 

la secreción de SRIF, porque no se observa un efecto directo sobre la hipófisis 

(Blue-Pajoty col., 1998). 

Dentro de los mecanismos periféricos más importantes en la regulación de la GH 

se encuentra la retroalimentación negativa de asa larga en la que participa el IGF-

1. Este factor produce un incremento en el ARNm de la SRIF y la disminución del 

ARNm de la GHRH a nivel hipotalámico. El IGF-1 también actúa directamente 
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sobre la hipófisis y se propone que reduce la exocitosis y el procesamiento 

postraduccional de la GH (Múllery col., 1999). 

Por otra parte, se ha demostrado que las hormonas tiroideas (HT) regulan la 

síntesis de la GH y que son necesarias para la expresión de este gen. Sin 

embargo, los estudios sobre el efecto de las HT sobre la secreción son 

contradictorios: algunos muestran un incremento en la secreción de GH y otros la 

disminución de la GH circulante {Harvey y col., 1995). Tal contradicción se puede 

explicar al analizar los diferentes modelos utilizados y al considerar la participación 

de otras hormonas en los circuitos de retroalimentación negativa que afectan a 

ambas hormonas. La T3 tiene un efecto inhibitorio sobre la TRH, por lo que el 

incremento en la concentración de T3 reduce la secreción de GH inducida por 

TRH (Harvey y col., 1991). A diferencia de los mamíferos, en pollos las HT inhiben 

la síntesis y liberación de la GH inducida por TRH y GHRH, posiblemente a través 

de la disminución en la sensibilidad de los somatotropos a GHRH y por la 

reducción de los niveles de secretagogos de GH liberados (Radecki y col., 1994). 

Otras hormonas que intervienen en el control de la transcripción del gen de GH y 

su secreción son los glucocorticoides, los cuales tienen un efecto estimulatorio. En 

estudios in vitro se ha demostrado que el efecto de los glucocorticoides sobre la 

síntesis de GH es dependiente de HT. También afectan la expresión del gen del 

receptor de GHRH incrementando el ARNm, mientras se observa una disminución 

en los niveles de ARNm del receptor de SRIF. No obstante, una exposición 

prolongada a glucocorticoides produce el efecto contrario en la expresión de 

dichos receptores. Como se menciono anteriormente, el patrón de secreción de 

GH es específico para cada sexo; se sabe que, durante la maduración, los 

esteroides sexuales participan modulando GHRH y SRIF en el hipotálamo y 

afectando la respuesta de la hipófisis a estos reguladores a través de la expresión 

de sus receptores {Devesa y col., 1992; Argente y Chowen, 1994; Blue-Pajot y 

col., 1998). 
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Se ha propuesto un mecanismo de regulación por GH llamado asa ultracorta, en el 

que se supone un efecto inhibitorio de la hormona sobre su propia secreción. 

También puede estar mediada por factores paracrinos extrasomatotrópicos, por 

ejemplo, a través de las IGF que se producen en la hipófisis en respuesta a GH, y 

que inhiben la liberación de la hormona y la transcripción del gen de GH, tanto en 

condiciones basales como inducidas por GHRH. Además, la GH sistémica 

disminuye su propia secreción basal o estimulada independientemente de cambios 

en otras hormonas o metabolitos inhibitorios, como la glucosa o los ácidos grasos 

libres. Se piensa que este efecto puede ocurrir por inhibición de los receptores a 

GHRH y TRH, por aumento de los receptores SRIF, por la combinación de ambos 

en las membranas somatotrópicas o por daño en la señal de transducción. La GH 

sistémica también regula su secreción a través de su efecto sobre los niveles de 

otras hormonas, como los IGF hepáticos (Harvey y col., 1995; Blue-Pajot y col., 

1998). 

GH EXTRAHIPOFISIARIA 
El descubrimiento de la presencia de la hormona de crecimiento en otros sitios 

diferentes a la hipófisis es algo relativamente reciente. Hay trabajos como el de 

Kyle y colaboradores (1981), en el cual identificaron moléculas parecidas a la GH 

en varios tejidos extrahipofisiarios, como hígado, riñón, pulmón, músculo estriado, 

colon, estómago y cerebro de humanos, a partir de ensayos de paralelismo por 

radioinmunoensayo e inmunocitoquímica, se planteó la posibilidad de que la GH 

fuera sintetizada localmente y pudiera ejercer un efecto parácrino, autocrino o 

intracrino. En los últimos años se han identificado sitios extrahipofisiarios en los 

cuales se sintetiza la GH, tales como: poblaciones neuronales hipotalámicas y 

extrahipotalámicas del sistema nerviosos central (Render y col., 1995), células 

epiteliales de la glándula mamaria, gónadas de ambos sexos (Hull y Harvey, 2000; 

Luna y col., 2000), células endoteliales de vasos sanguíneos, fibroblastos, células 

epiteliales del timo, células del sistema inmune que incluyen a los macrófagos y 

linfocitos de diferentes tipos {Wu y col., 1996; Liu y col., 1997), y en algunos 

tejidos embrionarios en pollos desde los 3 días de desarrollo (Harvey y col., 2000). 
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La presencia de GH en estos tejidos se ha confirmado con la identificación del 

ARNm en extractos de tejido y por hibridación in situ. Se sugiere que la producción 

local de GH es regulada por mecanismos independientes a los de la GH 

hipofisiaria, que responden a necesidades propias del tejido que la produce y se 

ha observado que la GH inmunorreactiva no se modifica por efecto de la 

hipofisectomía en algunos extractos de tejido como el cerebro (Ramesh, 1996). 

Existen evidencias de que la hormona sintetizada en tejidos como el cerebro, 

bazo, timo y bolsa de Fabricio en pollos es similar en tamaño y antigenicidad a la 

hormona hipofisiaria, así como el ARNm que presenta una alta homología y sitios 

de corte por las enzimas Bam HI y Rsal equivalentes al de la hipófisis (Render, 

1995 a,b). Algunos autores han identificado en tejidos como el hipotálamo y 

sistema inmune el predominio de la forma dimérica utilizando un anticuerpo 

policlonal acGH (Render y col., 1995 a,b). Sin embargo, Luna y colaboradores 

{2000) han identificado recientemente por Western Blot que la forma molecular 

predominante de GH en tejidos como testículo y bolsa de Fabricio en pollos es un 

fragmento de 17 kDa. Para esta inmunodetección utilizaron un anticuerpo 

policlonal acGH lo que sugiere que la proteína de 17 kDa puede corresponder a un 

fragmento de la GH monomérica. 

Recientemente se ha demostrado la presencia de proteínas parecidas a la GH en 

el testículo y tracto reproductivo masculino de pollo, y esto sugiere efectos locales 

de la GH en la función reproductiva (Luna y col., 2002). La inmunoreactividad de 

GH en el testículo está asociada con proteínas de varios tamaños. Al igual que en 

la hipófisis esta puede ser el resultado de modificaciones post-traduccionales de la 

hormona (Arámburo y col., 2000, 2001 b). 

Se ha demostrado inmunoreactividad a GH en el testículo de pollos de diferentes 

edades, esta se incrementa durante el desarrollo y esta asociada con diferentes 

variantes moleculares. Los cambios tisulares relacionados con la edad y la 

abundancia relativa de las variantes testiculares de GH, pueden estar relacionadas 
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con cambios en la función reproductiva, y pueden reflejar acciones locales de la 

hormona testicular (Luna y col., 2002). 

Se sabe que la cantidad de GH en tejidos extrahipofisiarios es menor en 

comparación con la que se encuentra en los somatotropos de la hipófisis. Así por 

ejemplo, la inmunorreactividad a GH en cerebro, timo y Bolsa de Fabricio en pollos 

representa menos del 10% de la GH existente en la hipófisis (Render y col., 1995b 

). 

GH Y APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS 
La hormona de crecimiento es requerida para una maduración normal de los 

mamíferos; la deficiencia de la misma, en roedores se asocia con una disminución 

en la maduración sexual. En algunas especies, la GH puede acelerar la pubertad 

por la acción potenciada de andrógenos, debido a que esta hormona reduce la 

cantidad de testosterona requerida para inducir las características sexuales 

secundarias en hombres jóvenes. Además, se ha detectado que a través de una 

inmunoneutralización de la GHRH se induce una deficiencia en la maduración 

sexual de ratas, la que se visualiza como una reducción en: tamaño testicular, 

espermatogénesis y respuesta a FSH (Hull y Harvey, 2000). La terapia de GH 

estimula el crecimiento de vello corporal en adultos con deficiencia de GH, aún 

cuando los niveles de andrógenos son normales (Hull y Harvey, 2000). 

REPRODUCCION DE LAS AVES 
La reproducción es un proceso que puede ser organizado en distintas fases 

funcionales y de desarrollo. En el caso de los machos, estos incluyen la 

fertilización, formación del tracto reproductivo, producción de esperma, 

manifestación de patrones conductuales específicos de los machos y la expulsión 

corporal de esperma (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000). 
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El aparato reproductor consta de 2 tractos reproductivos, cada uno de ellos 

consiste de un testículo, epidídimo, y un dueto deferente. Los testiculos están 

suspendidos por un corto mesenterio del techo celómico, entre la aorta y el riñón. 

Este mesenterio se une a la superficie ventral del testiculo y, por tanto, oculta el 

epidídimo de la vista ventral. Cada testículo es un agregado de túbulos 

seminíferos anastomosados, asociados con tejido intersticial y envueltos por una 

cápsula de tejido conectivo. El testículo contiene dos tipos de tejido 

parenquimatoso: el tejido intersticial y el epitelio seminífero. El tejido intersticial 

conti~ne sangre y vasos linfáticos, nervios, células epiteliales peritubulares y 

células Leydig (Kirbí y Froman, 2000; Causey, 2000; Sisson y Grossman, 1982). 

Figura 3. Diagrama de la morfologia del tracto reproductivo de las aves. 
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Capas delgadas de células mioepiteliales, fibroblastos, y tejido conectivo forman la 

lámina basal de los túbulos seminíferos. El epitelio seminífero dentro de los 

túbulos de machos maduros sexualmente, está compartimentiZado en región basal 

y adluminal a través de uniones estrechas (tight junctions) entre las células Sertoli 

adyascentes. Y este contiene células germinales en desarrollo en distintas 

asociaciones referidas como estados. Los estados están arreglados 

secuencialmente en una hélice que se extiende a lo largo de los túbulos 

seminíferos (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000). 

El tracto reproductivo de los machos adultos se deriva de dos órganos 

embriológicos: la gónada y su mesonefros. La gónada surge de la superficie 

ventromedial del mesonefros. Tres pares distintos de órganos excretores surgen 

subsecuentemente durante el desarrollo embrionario: el pronefros, mesonefros y 

metanefros. El punto crítico en la ontogenia del tracto reproductivo es la 

diferenciación gonadal, el embrión tiene gónadas bipotenciales representadas por 

el rudimento de los oviductos y por los duetos deferentes en la forma de duetos de 

Müller y Wolff respectivamente (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000). 

Halverson y Duorak (1993) propusieron que la determinación sexual en las aves 

que poseen la capacidad del vuelo (no ratites), depende de fa proporción de 

cromosomas Z con autosomas. Aparentemente esta proporción determina la 

relación entre las aromatasas, las cuales son las responsables de convertir la 

testosterona a estradiol (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000). 

Mizuno et al (1993) reportó que el ARNm de la aromatasa aparece en los 

embriones de pollos hembra entre los 5 -7 días de incubación. ~I antígeno H-Yen 

pollos es sexo-específico en hembras, pudiendo no aparecer hasta el momento de 

la diferenciación gonadaf, y puede ser inducido por estrógeno en cultivos de 

tejidos embrionarios gonadales masculinos. Sin embargo, la ontogenia del tracto 

reproductivo masculino en aves galliformes parece depender de la habilidad de los 
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machos genotípicos (Zz} para sintetizar estrógenos al tiempo de la diferenciación 

gonadal (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000). 

La diferenciación gonadal en embriones de pollo se presenta aproximadamente 

entre los 6.5-7 dfas de incubación. Bioquímicamente, la diferenciación gonadal es 

evidente, en términos de un incremento en las concentraciones de nucleótidos 

cíclicos, incremento en síntesis de protefnas y el patrón de síntesis de esteroides 

sexuales. Esto da indicios del desarrollo necesario del eje hipófisis-gónadas, el 

cual parece volverse funcional a los 13.5 días de incubación en el pollo (Kirbi y 

Froman, 2000; Causey, 2000). 

ACCIONES TESTICULARES DE LA GH 
La GH juega un papel importante en la diferenciación y desarrollo testicular, ya 

que la carencia de la secreción de dicha hormona provoca en ratas adultas una 

deficiencia en la diferenciación de las células germinales (Arsenijevic y col., 1989). 

El factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) se ha observado que 

normaliza el tamafto testicular en machos resistentes a GH (Laron y Klinger, 

1998). Además, el IGF-1 maternal transmitido vía placenta o por la leche, puede 

ser suficiente para el desarrollo normal en la ausencia de IGF-1 producido 

localmente (Bartke y col., 1999). 

Gametogénesls 

Estudios recientes muestran una fuerte relación entre la GH y la fertilidad 

masculina. Por ejemplo, la movilidad espermática se ve afectada en ratones con 

deficiencia de la hormona, y se restaura mediante la administración de GH; 

también se ha determinado que el número y morfologia de espermatozoides, se 

reduce con la deficiencia de GH, y con una administración de dicha hormona se 

revierte dicho efecto. También se ha observado un decremento en el número de 

espermatozoides maduros, pero niveles normales de espermatides en roedores 
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deficientes de GH, así, estos datos muestran que dicha hormona puede afectar la 

maduración final y no la espermatogénesis (Kuroda, 1989). 

Se ha visto que la GH induce rápidamente la espermatogénesis en algunos 

machos infértiles, probablemente por el incremento de la diferenciación de células 

de Leydig y Sertoli {Shoham y col., 1992). 

Las acciones gametogénicas de la GH pueden ser directas o mediadas por IGF. 

Sin embargo, es poco probable que el IGF-1 hepático cruce la barrera hemato­

testicular. Las acciones testiculares de la GH pueden estar mediadas por el IGF-1 

gonadal. Hay estudios en los que se ha visto que las concentraciones seminales 

de IGF-1 se correlacionan con la morfología de los espermatozoides, pero no con 

su motilidad o concentración, más bien, el IGF-1 en contraste con la GH inhibe la 

motilidad espermática {Ovesen y col., 1998; Breiery col., 1996; Breiery col., 1998; 

Glander y col., 1996; Miao y col., 1998). 

Esteroldogenesls 

La GH puede alterar la gametogénesis, afectando la síntesis de testosterona, ya 

que la testosterona es necesaria para la producción de esperma. La acción 

esteroidogénica de la hormona de crecimiento, puede ser mediada a través de 

IGF-1, ya que concentraciones subfisiológicas de este factor pueden inducir 

esteroidogénesis en folículos de rata (Handelsman y col., 1985). 

Los testículos están altamente vascularizados, y muchas de las acciones 

testiculares de la GH exógena es probable que reflejen acciones endócrinas de la 

GH hipofisiaria, sin embargo, la barrera hemato-testicular, sugiere que muchas de 

las acciones esteroidogénicas en células de Sertoli y su papel en la 

gametogénesis pueden reflejar acciones de GH producida localmente (Hull y 

Harvey, 2000). 
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La posibilidad de que la GH testicular pueda actuar localmente afectando la 

función reproductiva directa o indirectamente, se apoya por la distribución del 

receptor a GH (GHR) en el tracto reproductivo masculino, la inmunoreacttvidad de 

GHR se presenta abundantemente en los duetos de Wolff y de MOller, uretra, 

epidfdimo, vasos deferentes, vesícula seminal y gónadas en la rata (Hull y Harvey, 
2000). 
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JUSTIFICACIÓN 

Se sabe que una proteína parecida a la hormona del crecimiento se encuentra en 

tejido testicular y tracto reproductivo masculino de pollo, y esto sugiere efectos 

locales de la GH en el aparato reproductor (Luna y col., 2002}, por otra parte se ha 

determinado que presenta heterogeneidad molecular en el testículo y que cambia 

con respecto al desarrollo (Luna y col., 2003). Sin embargo, aún no se conoce su 

distribución y regulación en este tejido, por lo tanto es necesario hacer ensayos 

para determinar si en células testiculares cultivadas y tratadas con GHRH se 

presenta la hormona y mantiene su patrón de heterogeneidad. 

HIPÓTESIS 

Se sabe que la GH se encuentra presente en el aparato reproductor del pollo, y 

que esta hormona muestra un patrón de heterogeneidad molecular al igual que en 

la hipófisis, por lo tanto, proponemos que estas variantes moleculares son 

sintetizadas y liberadas diferencialmente en el testículo. Sin embargo, aún no se 

conoce su distribución celular, por lo que proponemos que esta hormona y sus 

variantes son sintetizadas y liberadas por tipos celulares específicos del testículo. 
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OBJETIVOS 

General 

Determinar la presencia y distribución de la hormona de crecimiento en 

testículo de pollo. 

Particulares 

1. Conocer la distribución de la GH inmunorreactiva en el testículo de pollo 

mediante ínmunohistoquímica en tejido testicular de pollo. 

2. Determinar la distribución de la GH inmunorreactiva en cultivos primarios de 

células testiculares de pollo mediante inmunocitoquímica. 

3. Determinar la presencia de variantes moleculares de GH en cultivos primarios 

de células testiculares y el posible efecto de la GHRH sobre estas. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
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Figura 4. Diagrama de flujo de la parte experimental. 
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MATERIALES Y METODOS 

Material Biológico 

Se utilizaron testículos de pollos adultos, los organismos eran machos de engorda 

raza Avían, obtenidos en Querétaro de las granjas de Pilgrim's Pride de México, 

fueron mantenidos en un cuarto especial, hasta su fecha de sacrificio. Las edades 

utilizadas fueron entre 15 y 25 semanas de edad. La disección de los testículos, se 

llevó a cabo mediante un corte en la parte ventral para posteriormente extraer los 

testículos y depositarlos en un tubo Coming® de 50 mi en el que se lavaron dos 

veces en solución de lavado {Anexo 5), para después proceder con la técnica de 

dispersión, cultivo celular e inmunocitoquímica, o depositados en fijador para la 

técnica de inmunohistoquímica. 

l. Dispersión y Cultivo Primario de Células de Testfculo 

a) Dispersión: Después de la disección, en la campana de cultivo los testículos 

fueron descapsulados quitando la túnica albugínea, y el tejido se cortó en 

fragmentos pequenos con la ayuda de bisturí y tijeras de disección. Los 

fragmentos de tejido fueron transferidos a un tubo cónico (15 X 75 mm) con 30 mi 

de solución de Colagenasa al 0.25%. Las células testiculares se dispersaron en 

esta solución durante una hora en bafío María a 37ºC, con agitación moderada. 

Después se lavaron una vez en la solución de lavado 2, posteriormente se 

incubaron durante 15 minutos con 10 mi de solución de Tripsina (0.05%) - EDTA 

(0.53 mM), en bailo María a 37 ºC con agitación moderada. Se ayudó a la 

dispersión mecánicamente utilizando una pipeta de 1 O mi estéril. Después de la 

dispersión se lavaron una vez con la solución de lavado 2 (Anexo 5). 

b) Conteo Celular: Se toman 27 µL de solución de células dispersas y se le 

agregan 3 µI de colorante Azul Tripán. Posteriormente se colocan 1 O µI de esta 

mezcla en cada uno de los pozos del hematocfmetro (cámara Neubauer). Se 

cuentan las células al microscopio (Anexo 5). 
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c) Cultivo Celular: Alícuotas de 1 X106 células J mi se sembraron en cajas de 24 

pozos y 24 X106 .células I mi en cajas de 9X9 cm en medio de cultivo OMEM+F12 

adicionado con antibiótico y se incubaron durante 24, 48 y 72 horas, a 37ºC bajo 

condiciones de 5% de C02 y 95% de aire en una incubadora humidificada 

NUAIRE®. 

1 Obtención de testículos¡ 

+ 
1 Lavado del tejido con Hank' s estéril 1 

1 Dispersión de las células 1 

+ 
Siembra de 1X106 y24 X106 células 

por pozo, en caja de 24 pozos y de 9 cm de diámetro 

1 Incubación por 24, 48 y 72 horas 1 

Figura 5. Diagrama de Flujo de La Dispersión y Cultivo Celular. 
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11. lnmunocitoquimlca 
Para llevar a cabo la lnmunocitoquímica, a las células cultivadas en cajas de 24 

pozos se sometieron a la siguiente técnica: 

Se le absorbió el medio de cultivo a cada pozo, y se agregaron 500 µI de solución 

fijadora a cada uno y se incubaron durante 30 minutos, después se lavaron con 

500 µI de solución de lavado 1 (ver anexo) durante 5 min {tres veces), se procedió 

a eliminar la peroxidasa endógena aiiadiéndoles 500 µI de soJución inhibidora de 

peroxidasas (ver anexo) durante 1 hora, posteriormente se lavaron con 500 µI de 

solución de lavado 1 a cada pozo durante 5 min (tres veces}, después se 

incubaron con 200 µI de solución bloqueadora durante 2 horas, se lavaron con 500 

µI de solución de lavado 1 a cada pozo durante 5 min (tres veces), después se 

Incubaron con el anticuerpo según el esquema 1 (mínimo 2h en cada uno, con un 

lavado de 1 o min entre uno y otro). Los pozos que tenían anticuerpo-biotinilizado 

se incubaron 30 minutos con reactivo ABC Vectastain® (ver anexo). 

posteriormente se lavaron con 500 µI de solución de lavado 2 (ver anexo) durante 

5 min (tres veces), finalmente se incubaron con 30 µI de solución de revelado a 

cada pozo durante 1 o min para después observar la reacción al microscopio y 

tomar fotografías de cada uno de los tratamientos en 1 O X y 40 X. 

Primer anticuerpo 

CAJA1 CAJA2 

DODDDD 
PV PV Pab Pab - PV M M PN PN M 

RcGH Ovo 
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Segundo anticuerpo 

CAJA1 CAJA2 

000000 
Ne Ae Ne Ne Ne Nr Ar Ne Ac Ae 

Figura 6. Se presenta la distribución de los diferentes anticuerpos utilizados en la técnica de 
lnmunocitoqufmica, donde: (PV) = Policlonal CAP1; (Pab rcGH) • Preabsorbldo con GH­
recomblnante; (Pab Ovo) • Preabsorbldo con ovoalbúmlna; (M) • Monoclonal; (PN) = 
Policlonal C1; (Ne)• Segundo anticuerpo contra Conejo marcado con peroxldasa; (Ac) = 
Segundo anticuerpo contra Conejo - blotillnlzado; (Nr) = Segundo anticuerpo contra Ratón 
marcado con peroxldasa; (Ar) • Segundo anticuerpo contra Ratón - blotillnlzado; (-) • Sin 
anticuerpo. 

111. lnmunohlstoqufmlca 
Para el análisis inmunohistoquímico, los testículos se fijaron con Bouin-Hollande 

sublimado por 48 h, se deshidrataron en etanol y se embebieron en parafina. Las 

secciones de tejido fueron rehidratadas con xileno, alcohol absoluto, alcohol 95%, 

alcohol 70%, lugol, tiosulfato y agua destilada. 

Las secciones de tejido se incubaron con un anticuerpo policlonal dirigido a rcGH 

{dilución 1:500, durante toda ta noche}, y se incubaron con el anticuerpo 

secundario anti-igG-HRP (marcado con peroxidasa de rábano) generado en cabra 

contra ratón para el anticuerpo monoclonal y contra conejo para el policlonal. Se 

revelaron con diaminobencidina y H202 (Malamed et al, 1997). 

La especificidad de la tinción fue determinada preabsorbiendo el prim&r anticuerpo 

con exceso de rcGH (1.5 mg/ml). El primer anticuerpo fue además sustituido por 

suero normal de conejo u omitido, con la finalidad de tener controles negativos. 
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IV. Efecto de GHRH en Cultivos primarios de Células testiculares 

a) Tratamiento con GHRH: Se sembraron 25 x106 células en caja de Petri de 9 

cm y se incubaron por 48h, después se procedió a adicionarles 1 O mi de una 

solución 2nM de GHRH en medio de cultivo DMEM a cada caja de cultivo y se 

dejaron incubando en dos lotes, uno de 2 h y otro de 16 h, además de sus 

correspondientes controles. 

Para el caso de los controles, el medio de cultivo se cambia por solución de 

DMEM-F12. Después de los tiempos de incubación, el medio de cultivo se colecta 

en tubos de 15 mi estériles, se etiquetan y se congelan hasta su posterior análisis. 

Las células se cosechan y se ponen en tubos eppendorf de 1.5 mi, se lavan una 

vez con solución OMEM-F12 y se procede a etiquetarlos y congelarlos para su 

posterior análisis. 

b) Preparación de las Células: Se descongelaron las muestras de células, y 

posteriormente se procedió a agregarle a cada muestra 1 o µL de una solución 

inhibidora de proteasas (Complete mini Protease lnhibitor Cocktail Tablets, Roche) 

adicionada de una alícuota de MgCl2 0.2 M. Después de esto, se sonicaron las 

células durante 1 O seg., con pulsos de 8 watt de potencia, con la finalidad de 

romper las membranas celulares. 

El homogenado se incubó con agitación moderada durante 30 min a 4ºC. Las 

muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 1 o min, y se extrajo el 

sobrenadante el cual se etiquetó y se volvió a congelar para posteriormente hacer 

la cuantificación de proteínas de cada una de las muestras y seguir su análisis por 

electroforesis y Western Blot. 
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