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RESUMEN

La hormona de Crecimiento (GH) y su ARNm han sido detectados en tejidos
extrahipofisiarios (sistema nervioso central, sistema inmunolégico 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 proteina muestra una heterogeneidad molecular en el
testiculo al igual que en la hipéfisis. Ademas, se sabe que la GH interviene en
procesos de diferenciacion, desarrollo y maduracién del testiculo, sin embargo aln
no se sabe en que estirpe celular de este tejido se expresa esta proteina por lo
tanto en este trabajo se estudi6 mediante inmunocitoquimica la presencia de la
GH en testiculos de pollos de diferentes edades. En cultivos primarios de células
testiculares se determind la presencia de GH y sus variantes moleculares
utilizando inmunocitoquimica y SDS-PAGE-Western-Blot respectivamente. Se
utilizaron testiculos 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 espermatides), intersticiales (Leydig) y musculares
(mioides) en testiculos 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 testiculo y en las células en
cultivo, sin embargo, se observaron diferencias en la proporcién relativa analizada
mediante densitometria. En el caso de las células en cultivo, estas mostraron una
mayor proporcion en las formas de alto peso molecular a diferencia del testiculo
en donde la variante mas abundante fue un fragmento de 17 kDa. Esto podria
sefnalar que el procesamiento proteolitico de la GH para generar este fragmento
en el testiculo podria estar regulado por una influencia paracrina asociada a la
citoestructura del tejido.



INTRODUCCION

Los organismos multicelulares son sistemas organizados en los que los grupos de
células constituidos como érganos o tejidos se han especializado en determinadas
funciones. La base de dicha especializacion es que esas células presentan una
intercomunicacion eficiente, misma que se ve afectada por ios cambios en su
medio ambiente. Dicha comunicacién se da por dos vias principalmente, la
eléctrica y la quimica. En la comunicacién quimica se encuentra tradicionalmente
la via 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 accién. Mientras que en la comunicacion
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 intemo del organismo, manteniéndolo en un estado de
homeostasis. Tanto el sistema endocrino como el nervioso actian mediante la
liberacibn de mensajeros quimicos que permiten que las células que se
encuentran en las diferentes partes del organismo coordinen sus actividades, uno
de los principales mensajeros quimicos 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 polipeptidica, que pertenece a una familia
de hormonas que se producen principalmente en la glandula hipéfisis de todos los
vertebrados estudiados hasta el momento y por la placenta de ios mamiferos,
aunque recientemente se ha encontrado que una proteina semejante a la GH se
sintetiza en otros tejidos extrahipofisiarios (Harvey y col., 1995), incluso en



algunos que se consideraban é6rganos blanco. La GH pertenece a una familia de
proteinas que estan relacionadas estructuralmente y que presentan gran
diversidad de funciones. La familia estd constituida por la GH, la profactina (PRL),
el lactégeno placentario (PL) en roedores y ungulados o somatotropina coridnica
humana (CS) en primates, la somatolactina (SL), la proliferina (PLF), las proteinas
relacionadas (bovino) o parecidas (rata) a la prolactina (PRL), las proteinas
vinculadas con la proliferina y las relacionadas con la GH (Rand-Weaver y col.,
1993).

Ademas de los efectos sobre el crecimiento y desarrollo de los organismos, la GH
interviene también en el metabolismo de proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos
nucleicos y minerales. Ademas exhibe actividad sobre la proliferacion y
diferenciacion 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 0 IGF-I (Harvey y col., 1995).

La biosintesis de esta hormona esta regulada por factores que ejercen un control
tanto estimulatorio como inhibitorio y estan relacionados con estados fisiologicos
como la edad, el sexo y la etapa reproductora, entre otros. Los estudios referentes
a su sintesis, secrecion y funciones han sido llevados a cabo en algunas especies
de mamiferos, sin embargo, es necesario llevar a cabo investigaciones de dicha
hormona en varios grupos de organismos. En el caso de las aves, y mas
especificamente el pollo, esta especie representa un modelo experimental en el
que se pueden analizar procesos fisiologicos 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 protefna 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. Asi, se han
descrito efectos metabdlicos directos que facilitan el crecimiento muscular y la



conservacion de la glucosa, y efectos sobre el crecimiento esquelético que son
parcialmente directos y parcialmente mediados por el factor de crecimiento
insulinoide tipo I (IGF-I). Entre los primeros efectos se incluyen: la estimulacién de
la lip6lisis, captura y transporte de aminoécidos, sintesis de proteinas, inhibicién
de la lipblisis estimulada por adrenalina o por glucagon, inhibicién de la lipogénesis
inducida por la insulina, induccién de la resistencia periférica a la insulina (efecto
diabetégeno) y participacién en la regulacion de la absorcion tubular de algunos
jones. Ademas, estimula el crecimiento lineal del esqueleto participando en la
diferenciacibn de los precondrocitos, y promueve la diferenciaciéon de
preadipocitos, mioblastos y posiblemente de gran variedad de tejidos, incluyendo
la placa cartilaginosa de la epifisis (Aramburo 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
Liberacion de iGF-I Scanes C.G 1995 (a)
Mitogénesis en osteoblastos Scanes C.G 1986
Adipogénesis (diferenciacion) Scanes C.G 1995 (b)
Angiogénesis Gould, J. 1995
Diabetégeno Scanes C.G 1995 (c)
Mantenimiento de la poblacién Scanes C.G 1995 (d)
celular en tejido linfatico
Estimulacion del transporte de Scanes C.G 1995(c)
glucosa
Lip6lisis Aréamburo, C. 1989 (a)
Antilipolitico inducido por glucagon Aramburo, C. 1989 (a)
Antilipogénico Scanes C.G 1995 (b)




Transporte de aminoacidos y sintesis Scanes C.G 1995 (e)

de proteinas en musculo. Lombardi, G. 1997
Modulacién en la funcién Scanes C.G 1995 (f)
reproductiva y maduracion sexual
Osmorregulacion Scanes C.G 1995 (g)
Estimulador en la liberacion de Scanes C.G 1995 (h)
insulina
Influencia en la tasa de produccion Scanes C.G 1995 (h)
de T3 circulante (inhibicion de la Darras, V. M. 1993
actividad de la 5-D-lll hepatica en Aramburo, C. 2001
pollos)
Efecto neuroendocrino Harvey, S. 1995 (a)
(autorregulacion a través del
hipotalamo)
Neuromodulador y proliferacion de Harvey, S. 1995 (b)

neuronas y células gliales

Actualmente se sabe bien que la GH esta involucrada de manera integral en el
mantenimiento, control y modulacién del sistema inmunolégico de mamiferos
(Scanes,1995).

Deficiencias en la secrecién de GH, ya sea por causas genéticas (enanismo),
fisiologicas (envejecimiento) y experimentales (hipofisectomia), han sido
asociadas en mayor o menor manera con deficiencias en la funcidn inmunolégica
(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-I, que ha sido propuesto
como el principal mediador en varios 6rganos blanco (Rechler y Nissley, 1990 ;
Baxtery col., 1991)



ESTRUCTURA
La GH se sintetiza como una prehormona constituida por 225 residuos de

aminoécidos, mientras que la forma madura se compone de una cadena de
aproximadamente 191 aminoécidos (dependiendo de la especie); su estructura
primaria presenta dos asas, una grande central y una pequefa proxima al extremo
carboxilo terminal, las dos estan formadas por puentes disulfuro localizados en los
residuos 57-165 y 182-189 (Figura 1). La forma que se presenta en mayor
cantidad en fa mayoria de las especies tiene un peso molecular de entre 21 y 22
kiloDaltones (kDa). Su estructura tridimensional obtenida por cristalografia de
rayos X de las GH porcina y la humana, (Goffin y col., 1996), esta 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 caracter
hidrof6bico, la nimero 4 es la méas hidrofébica de todas (Abdel-Meguid y col.,
1987, Scanes, 1995). Estos segmentos contienen 4 dominios (Agh, BeH, CaH Y
Dgh) altamente conservados en la escala filogenética, siendo el segmento 164-187
el mas 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, Beny Cen corresponden a a-hélices con un arreglo
hacia el exterior de la molécula de GH, mientras que el dominio Dy Se encuentra
localizado en el interior de la molécula. Este arreglo se ha observado en todas las
GHs estudiadas hasta ahora (Cheny col., 1995 ; Scanes, 1995).

En el caso de las aves, se conoce la estructura primaria de la proteina y del
ARNm que la codifica especificamente en el polio, pavo y pato; estas son casi
homologas con una diferencia de solo 3 aminoacidos sustituidos y una delecién en
la secuencia en el caso de la del pato comparada con la de polio (Chen y col.,
1988; Hull y col.,1997a).

En el pollo la GH representa aproximadamente el 10% de la proteina hipofisiaria
total (Sturkie,1986), la prehormona presenta 216 aminoacidos y la hormona



madura se constituye de 191 aminoacidos. Los puentes disulfuro estan formados
por cisteinas localizadas en las posiciones 53-164 y 181-189. El peso molecular
aproximado de la forma mayoritaria es de 22kDa y su punto isoeléctrico (p!) oscila
entre 6 y 8 (Aramburo y col.,1993; Hull y col.,1997a) .

Figura 1. Estructura Primaria de la ¢cGH

La GH presenta dos sitios de unién a su receptor. El sitio 1 est& constituido por fa
region que va del centro hacia el extremo carboxilo de la hélice 4, los residuos 54-
74 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 dimerizacién del receptor es
aparentemente indispensable para iniciar la actividad de la transduccién de la
sefial intracelular, y este mecanismo de union 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 biologica de la
GH. El segmento anfifilico entre los residuos 109-126 contienen una glicina (Gly)
en la posicion 119, que estd conservada en todos los vertebrados y es
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determinante en algunos de los efectos estudiados de la GH como: secrecion del
factor de crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-I) hepético, el efecto tipo insulina y la
lipdlisis (Scanes,1995; Chen y col., 1995).

Ademas, en estudios con ratones transgénicos en los que se expresa una
mutante de la GH bovina con las sustituciones de aminoacidos Glu-117 por
leucina, Gly-119 por arginina y alanina-122 por aspartato, muestran una
disminucién en el crecimiento y las concentraciones de IGF-I circulante, lo que
sugiere que este analogo de la GH actia como un antagonista de la hormona
(Scanes, 1995 ), (Kopchick y col., 1999).

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

la hélice 1 y 3 después de la interaccién con la primera molécula de receptor y
permitir asi la interaccién con la segunda molécula de receptor (Goffin y col.,1996).
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Figura 2. Sitios de unién al receptor de Ja GH

VARIANTES MOLECULARES
La GH esta constituida por una familia de proteinas homélogas pero no idénticas

entre si (Aramburo y col.,1993; Houston y Goddard, 1988). Este patrén de
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variacion estructural ha sido descrito en mamiferos (Hart y col,, 1984; Lewis,
1984), aves (Aramburo 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 sefialan 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 fisiolégico del animal. Ademas existen algunos datos sobre su actividad
biolbgica y se conocen ejemplos de especificidad de funciones o de la diferente
potencia de sus efectos (Scanes, 1995), (Aramburo y col., 2001).

Se ha determinado que la fuente de la heterogeneidad molecular de la GH puede
estar relacionada con:

Multiplicidad _génica: Durante mucho tiempo se pens6é que solamente existia 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 hipofisis;
al segundo se le llama variable 0 hGH-V y se expresa en el sincitiotrofoblasto de
la placenta y en el testiculo (Frankenne y col., 1987; Liebhaber y col., 1989;
Untergasser y col., 1998). La proteina resultante de la expresiéon del hGH-V
difiere de la hGH-N por 13 amino&cidos y presentan un 92% de homologia. Esta
constituida por 191 aminoacidos, su peso molecular es de aproximadamente
22kDa, es mas basico que la proteina codificada por hGH-N, se encuentra
glicosilada y tiene un sitio Gnico de glicosilacién tipo N, se une a los receptores de
PRL y a los de GH y se ha observado que es biolégicamente activa (Hennen y
col.,1988; Ray y col., 1989; Baumann y col., 1991). También en la hipfisis 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 (Diaz y col., 1993).

En algunos peces 6seos (esturiéon, salmén 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 hipéfisis. La estructura primaria de los productos de ambos genes es muy
similar a la GH de otros vertebrados y se conocen como GH-l y GH-ll. En los
esturiones, ambas contienen 190 residuos de aminoacidos, dos puentes disulfuro
en los residuos 52-163 y 180-188, difieren entre si por 3 aminoacidos y al
comparar la secuencia con otros vertebrados presentan mayor homologia con los
tetrapodos (63-76%) que con los telebsteos (salmén y anguilas entre otros) (42-
63%) (Yasuday col., 1992).

Sin embargo, en aves, especificamente 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 proteinas resultantes son
las hGH de 22 kDa con 191 residuos de aminoacidos; una de 20 kDa, que
presenta una delecién en el exé6n 3 de 45 nuclebtidos y de 15 aminoacidos
correspondientes al segmento 32-46 de la secuencia y representa del 5 al 10 %
del monémero sintetizado en la hipéfisis; 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 hip6fisis (Sinha y Gilligan, 1984; Lecomte y col., 1987).

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

identificadas como producto de la hGH-V: un ARNm con 800pb que produce una
proteina de 22 kDa, otro de 1250pb que mantiene el intrén D (hGH-V2), aunque no
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se ha identificado la proteina, podria codificar para una proteina de 230
aminoacidos, y otro mas reconocido en el testiculo que mantiene también parte
del intrén D y codifica para una posible proteina de 25kDa con 219 aminoacidos, la
cual pierde el sitio de glicosilaciéon presente en la hGH-V en los residuos Asn{so Yy
adquiere otro en la posicion 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
qgue se han identificado incluyen: fa agregacién u oligomerizacién, desamidacion,
protedlisis con o sin reduccién, glicosilacién, fosforilacién y acetilacion. 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 adenohipéfisis (Aramburo et
al.,1990; Houston y Goddard, 1988) como en el plasma (Montiel y col., 1992).

En la glandula de todas las especies estudiadas, el andlisis mediante
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) bajo condiciones no reductoras revela
que predomina la forma monomérica de la hormona (22 kDa) (Aramburo y
col.,1990; Baumann y col., 1991). Sin embargo, las formas diméricas y otros
oligbmeros pueden representar el 40% de la GH secretada al plasma en humanos.
La degradacion de los dimeros de las formas 22 kDa y 20 kDa es mas lenta (5y 2
veces menor) que la de sus respectivos monémeros. Por esta razén es
comprensible que la proporcion de oligdmeros sea mucho mas elevada en el
plasma que en la hipdfisis (Baumann y col., 1986). Se piensa que los dimeros de
GH identificados en mamiferos y aves se unen por puentes disulfuro
intercatenarios o por uniones no covalentes; sin embargo, aunque no se conoce la
naturaleza de la unién, se ha observado en polios y humanos la presencia de
dimeros posiblemente unidos covalentemente (Aramburo 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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proporcion del mondémero y permanece una pequefia cantidad de dimero
resistente a la reduccion.

Ademas, se han encontrado variantes de masa que probablemente sean producto
de un proceso proteolitico: una forma de 25kDa observada en condiciones no
reductoras y un fragmento de 15 kDa observada en condiciones reductoras en
pollo (Aramburo y col.,1993). La presencia de la variante de 25 kDa que
posiblemente sea producto de un procesamiento proteoclitico sugiere una forma
cortada de dos cadenas. Esta forma, al analizarse en condiciones reductoras
desaparece e incrementa la proporcion del fragmento de 15 kDa. Por estudios in
vitro, se ha sugerido que enzimas del tipo de la trombina y/o colagenasa podrian
estar involucradas en la generacion de la ¢cGH cortada in vivo (Aramburo y col.,
1991; 1993, 2001).

La GH glicosilada se ha identificado en la hipéfisis y en el plasma de varias
especies de mamiferos, en algunos peces 6seos, en el tiburén y en el pollo (Sinha
y col, 1987; Berghman y col., 1987; Aramburo 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 glicosilacion de la GH hipofisiaria cambia en algunas
situaciones fisiolégicas relacionadas con la etapa reproductiva y el desarrolio fetal
(Sinha y col., 1987; 1990a, 1990b). Por ofra parte, la hGH-V presenta un sitio de
glicosilacién potencial tipo N codificado por el exén 5 en la regidbn comprendida
entre los residuos Asni40-Glnqgs-Thrisz de su secuencia. La expresion de esta
proteina se ha demostrado en experimentos utilizando fibroblastos de raton C127
transfectados con el gen de la hGH-V en los que se observé que se expresan dos
proteinas glicosiladas (24 y 26 kDa) ademas de la foorma monomérica de 22 kDa
(Ray y col., 1989).

Otra forma encontrada en la hipéfisis de humanos es la variante de 12 kDa que
también contiene en su secuencia un sitio consenso N de unidn a carbohidratos (
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Diaz y col.,, 1993). Aunque son escasos los reportes sobre la forma glicosilada de
la GH de vertebrados no mamiferos, estos sitios de glicosilacién potencial se
pueden observar en la region Asnigs -Cysigg -Thrigo en la mayoria de las
secuencias de las GHs de aves, reptiles, anfibios y peces estudiadas, asi como
en la regidon Asngs-Lyss7-Thras en el caso del tiburén. 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 mamiferos una parte de la GH
hipofisiaria se encuentre asociada a carbohidratos a través de uniones de tipo O
(Haro y col., 1996).

En el polio se identificoO una forma glicosilada de la GH (G-cGH) que tiene un peso
molecular aparente de 28kDa en condiciones reductoras, cuando esta forma
molecular se analiz6 con diferentes criterios electroforéticos se mostré que
presenta heterogeneidad molecular, encontrandose seis variantes glicosiladas con
puntos isoeléctricos (Pl) 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 varnaciones de acuerdo con la etapa reproductiva (Aramburo y col., 1991).

Adicionalmente, cuando se analizé la GH de pollo (cGH) por electroforesis no
desnaturalizante, se identificaron tres variantes de carga (0.23, 0.3 y 0.35)
(Aramburo y col, 1989a). Cuando se incrementa la resolucion utilizando
isoelectroenfoque y Western-blot es posible identificar de ocho a diez variantes de
carga (Aramburo y col.,1990; Houston, 1988), algunas de las cuales parecen estar
reguladas durante el desarrollo de estos animales (Aramburo y col., 2000; Houston
y Goddard, 1988).

Otra modificacion postraduccional que contribuye a la heterogeneidad de carga en
una proteina es la fosforilacién, la cual le confiere caracteristicas mas acidas a la
molécula (Aramburo 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 s sasy
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Tyr42 (Baldwin y col.,1983) . En el pollo una proporcion significativa de la hormona
parece estar fosforilada (Aramburo y col., 1989a), y las células de la hipéfisis del
pollo en cultivo primario pueden incorporar fosfato radioactivo a la banda
inmunofreactiva a cGH cuya liberacion es estimulada por la hormona liberadora
de GH (GHRH) (Aramburo y col., 1990b). Ademas, estudios in vitro muestran que
la hormona también puede ser fosforilada por las cinasas de proteinas Ay C
(Aramburo y col., 1990). En el saimén la incubacién 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 unién al receptor que el monémero de 22kDa (Wada y col., 1998), la afinidad
por el sitio 2 es mayor por lo que se considera que son iguaimente efectivas en
estudios realizados por proteinas de uniéon (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 hamster (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 midi6 la expresiéon del ARNm del IGF-I (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 rafas con enanismo espontaneo y
normales fratadas con ambas formas moleculares no se observan diferencias
significativas en la ganancia de peso (Ishikawa y col., 2000). Ademas en un
estudio in vitro utilizando células tumorales de glandula mamaria (T-47D) se
observé que la variante de 20 kDa y la de 22 kDa demostraron efectos contrarios
sobre la proliferacién celular y sintesis de DNA (Fujikawa y col., 1998). Reportes
sobre los efectos metabdlicos de la GH de 20 kDa muestran que presenta efectos
diabetdgenos, tipo insulina y lipoliticos en ratones in vitro, utilizando la linea celular
de adipocitos 3T3-1-hGHR, en la que se observé que la estimulacion es mayor
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que con la GH de 22 kDa y que es un efecto dependiente de la expresion de
genes posiblemente a través de la activacién de la via de las proteinas STAT
(Asaday 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 circulacién durante la gestacién. 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 unién, por lo tanto la
interaccion 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 metabdlicos parecen ser equivalentes de acuerdo con estudios in vitro
sobre la oxidacién de glucosa y la lip6lisis en tejido adiposo de rata (Nickel y col.,
1990; Mc Leod y col, 1991, Goodman y col., 1991). Se piensa que es la
responsable en parte de los efectos anabdlicos y somatotrépicos en la unidad feto-
placentaria y en el anabolismo matemo de la segunda mitad de la gestacion 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 lipidos: la 0.23 es esenciaimente lipolitica
mientras que la 0.3, manifiesta una actividad antilipolitica (Aramburo y col., 1989a;
1993); sin embargo, ambas presentan actividad somatotrpica equivalente
(Aramburo y col., 1993). También se ha identificado una variante de masa de 15
kDa, que corresponde a la porcidn amino-terminal de la secuencia. Este fragmento
ha mostrado actividad biol6gica 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 lil en hepatocitos de embriones de pollo (Aramburo y col., 2001).

MECANISMO DE ACCION 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, interferén e interleucinas entre otros. Se caracteriza
por contener un dominio extracelular, un dominio membranal 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-especificas como la
glicosilacién y ubiquitinacién. Ademas, por edicion alternativa se producen
transcritos y proteinas de diferentes tamainos. Mediante estudios con anticuerpos
monoclonales se han identificado subtipos de GHR en algunos tejidos como el
higado vy el tejido adiposo, y comparando la unién de estos receptores en dichos
organos con las formas 22 y 20 kDa de GH humana, se encontraron diferencias en
su capacidad de unién (Harvey y col., 1995).

La GH se une secuencialmente a dos moléculas de su receptor, causando la
dimerizacién del mismo ademés de cambios estructurales importantes (Goffin y
col.,, 1996). Estos cambios generan la unién del GHR y una tirosina cinasa de la
familia Janus (JAK2), promoviendo la fosforilacién de ambos por la misma JAK2.
Esto produce la asociacién y activacion de una cascada de proteinas, en la que
participan las proteinas SHC, Grb2, posiblemente Sos, Ras, Raf y posteriormente
las proteinas cinasas asociadas a microtubulos, activadoras de la mitosis o
reguladas por una sefial extracelular (cinasas MAP/ERK) (Scanes, 1995; Carter
Suy col.,, 1996).

La GH también induce la expresibn de genes que codifican factores de
transcripcion involucrados en la proliferacion celular como por ejemplo c-myc. La
regulacibn de eventos metabélicos por GH refleja la expresion de genes
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especificos para cada tipo celular. En los adipocitos la GH participa en la
expresion de enzimas lipogénicas y lipoproteinas a través de C-fos. Asimismo,
interfiere en la expresién de algunos de los transportadores de giucosa (GLUT1)
(Tai y col., 1990; Carter Su y col., 1996) y, en el higado, en la manifestacién del
gen que codifica para IGF-| (Carter Su y col., 1996).

Se sugiere que a través de una via directa y dependiente del tipo celular, en la que
participa JAK2, la GH activa proteinas de la familia Stat, que son transductoras y
activadoras de la transcripcion. Estas se unen a ofras proteinas formando
homodimeros y heterodimeros que se translocan al nucleo y se unen con el DNA,
activando la transcripcion de genes blanco (Carter Su y col., 1996).

Una tercera via de transduccién de GH interviene en el efecto tipo insulina, es
decir, en el aumento del transporte de glucosa por reclutamiento de GLUT 1y 4 en
la membrana. En esta via la GH y la insulina comparten moléculas sefial 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, Ia sintesis del DNA y la actividad de una enzima
implicada en el ciclo celular, p70 15kDa. También se conoce que esta cinasa
interviene en la sintesis de lipidos dependientes de GH y en la lipdlisis inducida
por noradrenalina (Carter Su y col., 1996).

En la sefalizacién de respuesta a GH, se ha reconocido una cuarta via, aquella
en la que se activa una proteina cinasa C (PKC) que se requiere en efectos como
lipogénesis, expresion de c-fos, uniéon de proteinas nucleares a oligonucleétidos,
incremento de Ca®" intracelular y activacién de ofras cinasas. La activacién de la
PKC ocurre mediante la unién del GHR a una proteina 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 Ca®* 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 expresion de enzimas como el citocromo p450, que esta involucrado en
el metabolismo de esteroides en ambos sexos e influido por las diferencias
sexuales en la secrecion de GH (Harvey y col., 1995; Carter Su y col.,1996).

SINTESIS Y SECRECION DE LA GH
Los factores reguladores de la sintesis y secrecidén de la hormona de crecimiento,

actian a nivel del hipotalamo o de la hipéfisis. Se sabe que la GH se sintetiza y
almacena en los somatotropos de la adenohipéfisis y sus niveles circulantes se
modifican ante situaciones fisiolégicas como el crecimiento y desarrollo, la
privacion de alimento, la exposicién al frio, el ejercicio, y durante el suefio de
ondas lentas (Devesa y col., 1992). Ademas de los somatotropos, la GH se
sintetiza también en células secretoras de prolactina de humanos, ratfas, ratones,
murciélagos, borregos, vacas y ranas. Estos lactosomatotropos comparten
caracteristicas morfolégicas semejantes a los somatotropos y lactotropos. En la
regulacion de la proliferacién de estas células participan las hormonas esteroides,
como la testosterona que inhibe la proliferacion mientras que los estrégenos 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 regién ventral de la adenohipéfisis de pollos.

La secrecién de esta hormona tiene un comportamiento pulsatil, observado en
todas las especies estudiadas, y los tejidos blanco son mas sensibles a la
frecuencia que a la cantidad secretada en un periodo similar; un pulso de
secrecion de GH esta controlado por la ritmica liberacién alternada de la hormona
liberadora de la GH (GHRH) y la somatostatina (SRIF) (Devesa y col., 1992). La
secrecién de GH muestra ritmos circadicos y ultradianos, sujetos a variaciones de
acuerdo con el estado nutricional, la composicion del cuerpo, el metabolismo, el
dimorfismo sexual y la edad (Mdiller y col., 1999).
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Adicionalmente, otros mensajeros quimicos pueden modular la liberacion de GH a
través de la regulacién del efecto de los factores hipofisiotropicos, tales como la
noradrenalina, acetilcolina, dopamina, histamina, serotonina, y algunos
neuropéptidos como los péptidos opioides, la galanina y el neuropéptido Y
(Devesay col., 1992).

La GHRH se produce en neuronas localizadas en el nucleo arqueado, las cuales
expresan receptores para SRIF que inhibe la sintesis de GHRH (Bertherat y col.,
1995). Contrariamente, las neuronas del area periventricular del hipotalamo
anterior secretan SRIF y son estimuladas por la GHRH (Aguila y McCann, 1987).
La SRIF inhibe su propia sintesis por un mecanismo de retroalimentacion
ultracorta (Aguila, 1998). Esta interaccion entre los péptidos parece ser ia
responsable de la secrecion episddica de la GH. Sin embargo, estos factores
hipotaldmicos estan sujetos a modulacién por otros péptidos hipotalamicos y por
una compleja red de neurotransmisores que funcionan como intermediarios entre
las influencias metabdlicas, endocrinas, neurales e inmunolégicas, y la liberacién
de la GH (Harvey y col., 1995).

Otro péptido hipotalamico identificado en el nucleo arqueado, paraventricular y
periventricular, es el ‘neuropéptido Y (NYP). Este péptido también influencia los
niveles de GH; neuronas con NYP presentan contacto sinaptico con las neuronas
de SRIF y se ha observado que inyecciones cerebroventriculares de NYP
bloquean la secrecién de GH. Este péptido inhibe la secreciéon de GH al estimular
la secrecién de SRIF, porque no se observa un efecto directo sobre la hipdfisis
(Blue-Pajot y col., 1998).

Dentro de los mecanismos periféricos mas importantes en la regulacién de la GH
se encuentra la retroalimentacion negativa de asa larga en la que participa el IGF-
I. Este factor produce un incremento en el ARNm de la SRIF y la disminucién de!
ARNm de la GHRH a nivel hipotalamico. E! IGF-I también actia directamente
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sobre la hip6fisis y se propone que reduce la exocitosis y el procesamiento
postraduccional de la GH (Mdiller y col., 1999).

Por otra parte, se ha demostrado que las hormonas tiroideas (HT) regulan la
sintesis de la GH y que son necesarias para la expresiéon de este gen. Sin
embargo, los estudios sobre el efecto de las HT sobre la secrecion son
contradictorios: algunos muestran un incremento en la secreciéon de GH y otros la
disminucién de la GH circulante (Harvey y col., 1995). Tal contradiccion se puede
explicar al analizar los diferentes modelos utilizados y al considerar la participacion
de otras hormonas en los circuitos de retroalimentacion negativa que afectan a
ambas hormonas. La T3 tiene un efecto inhibitorio sobre la TRH, por lo que el
incremento en la concentracion de T3 reduce la secrecién de GH inducida por
TRH (Harvey y col., 1991). A diferencia de los mamiferos, en polios las HT inhiben
la sintesis y liberacion de la GH inducida por TRH y GHRH, posiblemente a través
de la disminucién en la sensibilidad de los somatotropos a GHRH y por la
reduccion de los niveles de secretagogos de GH liberados (Radecki y col., 1994).

Otras hormonas que intervienen en el control de la transcripcién del gen de GH y
su secrecion son los glucocorticoides, los cuales tienen un efecto estimulatorio. En
estudios in vitro se ha demostrado que el efecto de los glucocorticoides sobre la
sintesis de GH es dependiente de HT. También afectan la expresion del gen del
receptor de GHRH incrementando el ARNm, mientras se observa una disminucion
en los niveles de ARNm del receptor de SRIF. No obstante, una exposicion
prolongada a glucocorticoides produce el efecto contrario en la expresion de
dichos receptores. Como se menciono anteriormente, el patrén de secrecion de
GH es especifico para cada sexo; se sabe que, durante la maduracion, los
esteroides sexuales participan modulando GHRH y SRIF en el hipotalamo y
afectando la respuesta de la hip6fisis a estos reguladores a través de la expresioén
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 regulacién por GH llamado asa ultracorta, en el
que se supone un efecto inhibitorio de la hormona sobre su propia secrecion.
También puede estar mediada por factores paracrinos extrasomatotropicos, por
ejemplo, a través de las IGF que se producen en la hipéfisis en respuesta a GH, y
que inhiben la liberacién de la hormona vy la transcripcién del gen de GH, tanto en
condiciones basales como inducidas por GHRH. Ademas, la GH sistémica
disminuye su propia secrecion basal o estimulada independientemente de cambios
en ofras hormonas 0 metabolitos inhibitorios, como la glucosa o los acidos grasos
libres. Se piensa que este efecto puede ocurrir por inhibicion de los receptores a
GHRH y TRH, por aumento de los receptores SRIF, por la combinacién de ambos
en las membranas somatotropicas o por dafo en la sefial de transduccién. La GH
sistémica también regula su secrecién a través de su efecto sobre los niveles de
otras hormonas, como los IGF hepaticos (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 hipéfisis 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 higado, rifién, pulmén, masculo estriado,
colon, estdémago y cerebro de humanos, a partir de ensayos de paralelismo por
radioinmunoensayo e inmunocitoquimica, se planted la posibilidad de que la GH
fuera sintetizada localmente y pudiera ejercer un efecto paracrino, autocrino o
intracrino. En los ultimos afos se han identificado sitios extrahipofisiarios en los
cuales se sintetiza la GH, tales como: poblaciones neuronales hipotalamicas y
extrahipotalamicas del sistema nerviosos central (Render y col., 1995), células
epiteliales de la glandula mamaria, gbnadas de ambos sexos (Hull y Harvey, 2000;
Luna y col., 2000), células endoteliales de vasos sanguineos, fibroblastos, células
epiteliales del timo, células del sistema inmune que incluyen a los macréfagos y
linfocitos de diferentes tipos (Wu y col., 1996; Liu y col., 1997), y en algunos
tejidos embrionarios en pollos desde los 3 dias de desarrollo (Harvey y col., 2000).
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La presencia de GH en estos tejidos se ha confirmado con la identificacion del
ARNmM en extractos de tejido y por hibridacién in situ. Se sugiere que la produccién
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
hipofisectomia 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 tamafio y antigenicidad a ia
hormona hipofisiaria, asi como el ARNm gue presenta una alta homologia y sitios
de corte por las enzimas Bam HI y Rsal equivalentes al de la hip6fisis (Render,
1995 a,b). Algunos autores han identificado en tejidos como el hipotalamo 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 testiculo y bolsa de Fabricio en pollos es un
fragmento de 17 kDa. Para esta inmunodeteccién utilizaron un anticuerpo
policlonal acGH lo que sugiere que la proteina de 17 kDa puede corresponder a un
fragmento de la GH monomérica.

Recientemente se ha demostrado la presencia de proteinas parecidas a la GH en
el testiculo y tracto reproductivo masculino de polio, y esto sugiere efectos locales
de la GH en {a funcién reproductiva (Luna y col., 2002). La inmunoreactividad de
GH en el testiculo esta asociada con proteinas de varios tamafios. Al igual que en
la hipéfisis esta puede ser el resultado de modificaciones post-traduccionales de la
hormona (Aramburo y col., 2000, 2001b).

Se ha demostrado inmunoreactividad a GH en el testiculo de pollos de diferentes
edades, esta se incrementa durante el desarrollo y esta asociada con diferentes
variantes moleculares. Los cambios tisulares relacionados con {a edad y la
abundancia relativa de las variantes testiculares de GH,‘ pueden estar relacionadas
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con cambios en la funcién 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
comparacion con la que se encuentra en los somatotropos de la hipéfisis. Asi por
ejemplo, la inmunorreactividad a GH en cerebro, timo y Bolsa de Fabricio en pollos
representa menos del 10% de la GH existente en Ia hipéfisis (Render y col., 1995b

).

GH Y APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS
La hormona de crecimiento es requerida para una maduracion nomal de los

mamiferos; la deficiencia de la misma, en roedores se asocia con una disminucién
en la maduracién sexual. En algunas especies, la GH puede acelerar la pubertad
por la accion potenciada de andrégenos, debido a que esta hormona reduce la
cantidad de testosterona requerida para inducir las caracteristicas sexuales
secundarias en hombres jovenes. Ademas, se ha detectado que a través de una
inmunoneutralizacion de la GHRH se induce una deficiencia en la maduracion
sexual de ratas, la que se visualiza como una reduccién en: tamafo testicular,
espermatogénesis y respuesta a FSH (Hull y Harvey, 2000). La terapia de GH
estimula el crecimiento de vello corporal en aduitos con deficiencia de GH, atin
cuando los niveles de andrégenos son normales (Hull y Harvey, 2000).

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

funcionales y de desarrolio. En el caso de los machos, estos incluyen la
fertilizacion, formacién del tracto reproductivo, produccion de esperma,
manifestacién de patrones conductuales especificos de los machos y la expulsion
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 testiculo, epididimo, y un ducto deferente. Los testiculos estan
suspendidos por un corto mesenterio del techo celomico, entre la aorta y el rifion.
Este mesenterio se une a la superficie ventral del testiculo y, por tanto, oculta el
epididimo de la vista ventral. Cada testiculo es un agregado de tdbulos
seminiferos anastomosados, asociados con tejido intersticial y envueltos por una
capsula de tejido conectivo. El testiculo contiene dos tipos de tejido
parenquimatoso: el tejido intersticial y el epitelio seminifero. El tejido intersticial
contiene sangre y vasos linfaticos, nervios, células epiteliales peritubulares y
células Leydig (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000; Sisson y Grossman, 1982).
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Figura 3. Diagrama de [a morfologia del tracto reproductivo de las aves.
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Capas delgadas de células mioepiteliales, fibroblastos, y tejido conectivo forman ia
lamina basal de los tibulos seminiferos. El epitelio seminifero dentro de los
tibulos de machos maduros sexualmente, estéd compartimentizado en regién basal
y adluminal a través de uniones estrechas (tight junctions) entre las células Sertoli
adyascentes. Y este contiene células germinales en desarrolio en distintas
asociaciones referidas como estados. Los estados estédn arreglados
secuencialmente en una hélice que se extiende a lo largo de los tubulos
seminiferos (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000).

El tracto reproductivo de los machos adultos se deriva de dos 6rganos
embriolégicos: la génada y su mesonefros. La gbénada surge de la superficie
ventromedial del mesonefros. Tres pares distintos de érganos excretores surgen
subsecuentemente durante el desarrollo embrionario: el pronefros, mesonefros y
metanefros. El punto critico en la ontogenia de! tracto reproductivo es la
diferenciacién gonadal, el embrién tiene gdnadas bipotenciales representadas por
el rudimento de los oviductos y por los ductos deferentes en la forma de ductos de
Mller y Wolff respectivamente (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000).

Halverson y Duorak (1993) propusieron que la determinacion sexual en las aves
que poseen la capacidad del vuelo (no ratites), depende de la proporcion de
cromosomas Z con autosomas. Aparentemente esta proporcion determina la
relacion entre las aromatasas, las cuales son las responsables de convertir la
testosterona a estradiol (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000).

Mizuno et al (1993) reporté que el ARNm de la aromatasa aparece en los
embriones de pollos hembra entre los 5 —7 dias de incubacién. El antigeno H-Y en
pollos es sexo-especifico en hembras, pudiendo no aparecer hasta el momento de
la diferenciacion gonadal, y puede ser inducido por estrégeno 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 genotipicos (ZZ) para sintetizar estrégenos al tiempo de la diferenciacién
gonadal (Kirbi y Froman, 2000; Causey, 2000).

La diferenciacién gonadal en embriones de pollo se presenta aproximadamente
entre los 6.5-7 dias de incubacion. Bioquimicamente, la diferenciacién gonadal es
evidente, en términos de un incremento en las concentraciones de nucleétidos
ciclicos, incremento en sintesis de proteinas y el patrén de sintesis de esteroides
sexuales. Esto da indicios del desarrollo necesario del eje hipéfisis-gbnadas, el
cual parece volverse funcional a los 13.5 dias de incubacién en el polio (Kirbi y
Froman, 2000; Causey, 2000).

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

que la carencia de la secrecién de dicha hormona provoca en ratas adultas una
deficiencia en la diferenciacion de las células germinales (Arsenijevic y col., 1989).

El factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) se ha observado que
normaliza el tamafio testicular en machos resistentes a GH (Laron y Klinger,
1998). Ademas, el IGF-1 maternal transmitido via placenta o por la leche, puede
ser suficiente para el desarrollo normal en la ausencia de IGF-1 producido
localmente (Bartke y col., 1999).

Gametogénesis

Estudios recientes muestran una fuerte relacién entre la GH y la fertilidad
masculina. Por ejemplo, la movilidad espermatica se ve afectada en ratones con
deficiencia de la hormona, y se restaura mediante la administracion de GH;
también se ha determinado que el nimero y morfologia de espermatozoides, se
reduce con la deficiencia de GH, y con una administracién de dicha hormona se
revierte dicho efecto. También se ha observado un decremento en el nimero de
espermatozoides maduros, pero niveles normales de espermatides en roedores
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deficientes de GH, asi, estos datos muestran que dicha hormona puede afectar la
maduracién final y no la espermatogénesis (Kuroda, 1989).

Se ha visto que la GH induce rapidamente la espermatogénesis en aigunos
machos infértiles, probablemente por el incremento de la diferenciacion de céiulas
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 hepético 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 morfologia de los espermatozoides, pero no con
su motilidad o concentracién, mas bien, el IGF-1 en contraste con la GH inhibe la
motilidad espermatica (Ovesen y col., 1998; Breier y col., 1996; Breier y col., 1998;
Glander y col., 1996; Miao y coal., 1998).

Esteroldogenesis

La GH puede alterar la gametogénesis, afectando la sintesis de testosterona, ya
que la testosterona es necesaria para la produccion de esperma. La accién
esteroidogénica de Ja hormona de crecimiento, puede ser mediada a través de
IGF-1, ya que concentraciones subfisiolégicas de este factor pueden inducir
esteroidogénesis en foliculos de rata (Handelsman y col., 1985).

Los testiculos estan altamente vascularizados, y muchas de las acciones
testiculares de la GH exégena es probable que reflejen acciones endécrinas de la
GH hipofisiaria, sin embargo, la barrera hemato-testicular, sugiere que muchas de
las acciones esteroidogénicas en células de Serfoli 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 ftesticular pueda actuar localmente afectando la
funcién reproductiva directa o indirectamente, se apoya por la distribucion del
receptor a GH (GHR) en el tracto reproductivo masculino, la inmunoreactividad de
GHR se presenta abundantemente en los ductos de Wolff y de Miiller, uretra,
epididimo, vasos deferentes, vesicula seminal y génadas en la rata (Hull y Harvey,
2000).
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JUSTIFICACION

Se sabe que una proteina 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 ofra parte se ha
determinado que presenta heterogeneidad molecular en el testiculo y que cambia
con respecto al desarrolio (Luna y col., 2003). Sin embargo, ain no se conoce su
distribucion y regulacion 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 patron de heterogeneidad.

HIPOTESIS

Se sabe que la GH se encuentra presente en el aparato reproductor del polio, y
que esta hormona muestra un patrén de heterogeneidad molecular al igual que en
la hipofisis, por lo tanto, proponemos que estas variantes moleculares son
sintetizadas y liberadas diferenciaimente en el testiculo. Sin embargo, ain no se
conoce su distribucion celular, por lo que proponemos que esta hormona y sus
variantes son sintetizadas y liberadas por tipos celulares especificos del testiculo.
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OBJETIVOS

General
- Determinar la presencia y distribucion de la hormona de crecimiento en
testiculo de pollo.

Particulares

1. Conocer la distribucién de la GH inmunorreactiva en el testiculo de polio
mediante inmunohistoquimica en tejido testicular de pollo.

2. Determinar la distribuciéon de la GH inmunorreactiva en cultivos primarios de
células testiculares de pollo mediante inmunocitoquimica.

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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MATERIALES Y METODOS

Material Biol6gico

Se utilizaron testiculos de pollos adultos, los organismos eran machos de engorda
raza Avian, 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 diseccion de los testiculos, se
lievé a cabo mediante un corte en la parte ventral para posteriormente extraer los
testiculos y depositarlos en un tubo Coming® de 50 ml en el que se lavaron dos
veces en solucién de lavado (Anexo 5), para después proceder con la técnica de
dispersion, cultivo celular e inmunocitoquimica, o depositados en fijador para la
técnica de inmunohistoquimica.

I. Dispersi6n y Cultivo Primario de Células de Testiculo

a) Dispersion: Después de la diseccién, en la campana de cultivo los testiculos
fueron descapsulados quitando la tinica albuginea, y el tejido se cortd en
fragmentos pequefios con la ayuda de bisturi y tijeras de diseccion. Los
fragmentos de tejido fueron transferidos a un tubo cénico (15 X 76 mm) con 30 mi
de solucion de Colagenasa al 0.25%. Las células testiculares se dispersaron en
esta solucién durante una hora en bafio Maria a 37°C, con agitacion moderada.
Después se lavaron una vez en la solucién de lavado 2, posteriormente se
incubaron durante 15 minutos con 10 ml de solucién de Tripsina (0.05%) — EDTA
(0.53 mM), en bafio Maria a 37 °C con agitacion moderada. Se ayudd a la
dispersion mecanicamente utilizando una pipeta de 10 ml estéril. Después de la
dispersién se lavaron una vez con la solucién de lavado 2 (Anexo 5).

b) Conteo Celular: Se toman 27 plL de solucién de células dispersas y se le
agregan 3 pl de colorante Azul Tripan. Posteriormente se colocan 10 pl de esta
mezcla en cada uno de los pozos del hematocimetro (camara Neubauer). Se
cuentan las células al microscopio (Anexo 5).
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c) Cultivo Celular: Alicuotas de 1 X10° células / ml se sembraron en cajas de 24
pozos y 24 X10° células / ml en cajas de 9X9 cm en medio de cultivo DMEM+F12
adicionado con antibiético y se incubaron durante 24, 48 y 72 horas, a 37°C bajo
condiciones de 5% de CO; y 95% de aire en una incubadora humidificada
NUAIRE®.

Obtencién de testiculos

'

Lavado del tejido con Hanks estéril

'

Dispersion de las células

'

Siembra de 1 X10°% y 24 X10° células
por pozo, en caja de 24 pozos y de 9 cm de diametro

!

| Incubacion por 24, 48 y 72 horas |

Figura 5. Diagrama de Flujo de La Dispersién y Cultivo Celular.
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Il. Inmunocitoquimica
Para lilevar a cabo la Inmunocitoquimica, a las células cultivadas en cajas de 24

pozos se sometieron a la siguiente técnica:

Se le absorbié el medio de cultivo a cada pozo, y se agregaron 500 pi de solucion
fijadora a cada uno y se incubaron durante 30 minutos, después se lavaron con
500 pl de solucién de lavado 1 (ver anexo) durante 5 min (tres veces), se procedio
a eliminar la peroxidasa endégena afadiéndoles 500 pl de solucién inhibidora de
peroxidasas (ver anexo) durante 1 hora, posteriormente se lavaron con 500 pl de
solucién de lavado 1 a cada pozo durante 5 min (tres veces), después se
incubaron con 200 pl de solucién bloqueadora durante 2 horas, se lavaron con 500
pl de solucién de lavado 1 a cada pozo durante 5 min (tres veces), después se
incubaron con el anticuerpo segun el esquema 1 (minimo 2h en cada uno, con un
lavado de 10 min entre uno y otro). Los pozos que tenian anticuerpo-biotinilizado
se incubaron 30 minutos con reactivo ABC Vectastain® (ver anexo),
posteriormente se lavaron con 500 pl de solucién de lavado 2 (ver anexo) durante
5 min (tres veces), finalmente se incubaron con 30 pl de solucién de revelado a
cada pozo durante 10 min para después observar la reaccién al microscopio y
tomar fotografias de cada uno de los tratamientos en 10 Xy 40 X.

Primer anticuerpo
CAJA 1 CAJA 2
SD 1D 3D 4!:! 5B BU
PV PV Pab Pab -~ PV M M PN PN - M
RcGH Ovo
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Segundo anticuerpo

JUD000 Quonon

Figura 6. Se presenta la distribucién de los diferentes anticuerpos utilizados en la técnica de
Inmunocitoquimica, donde: (PV) = Policlonal CAP1; (Pab rcGH) = Preabsorbido con GH-
recombinante; (Pab Ovo) = Preabsorbido con ovoalbumina; (M) = Monoclonal; (PN) =
Policional C1; {Nc) = Segundo anticuerpo contra Conejo marcado con peroxidasa; (Ac) =
Segundo anticuerpo contra Conejo - biotilinizado; (Nr) = Segundo anticuerpo contra Rat6n
marcado con peroxidasa; (Ar) = Segundo anticuerpo contra Rat6n ~ biotilinizado; {—) = Sin
anticuerpo.

lil. nmunohistoquimica
Para el andlisis inmunohistoquimico, los testiculos 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
(dilucién 1:500, durante toda la noche), y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-igG-HRP (marcado con peroxidasa de rdbano) generado en cabra
contra raton para el anticuerpo monoclonal y contra conejo para el policlonal. Se
revelaron con diaminobencidina y H202 (Malamed ef al, 1997).

La especificidad de la tincién fue determinada preabsorbiendo el primer anticuerpo

con exceso de rcGH (1.5 mg/mi). El primer anticuerpo fue ademas 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 x1 0° células en caja de Petri de 9
cm y se incubaron por 48h, después se procedié a adicionarles 10 ml de una
solucion 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, ademas de sus
correspondientes controles.

Para el caso de los controles, el medio de cultivo se cambia por solucion de
DMEM-F12. Después de los tiempos de incubacioén, el medio de cultivo se colecta
en tubos de 15 ml estériles, se etiquetan y se congelan hasta su posterior analisis.
Las células se cosechan y se ponen en tubos eppendorf de 1.5 ml, se lavan una
vez con solucion DMEM-F12 y se procede a etiquetarios y congelarios para su
posterior analisis.

b) Preparacion de las Células: Se descongelaron las muestras de células, y
posteriormente se procedié a agregarle a cada muestra 10 uL de una solucién
inhibidora de proteasas (Complete mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche)
adicionada de una alicuota de MgCl; 0.2 M. Después de esto, se sonicaron las
células durante 10 seg., con pulsos de 8 watt de potencia, con la finalidad de
romper las membranas celulares.

El homogenado se incubd con agitacién moderada durante 30 min a 4°C. Las
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min, y se extrajo el
sobrenadante el cual se etiquetd y se volvié a congelar para posteriormente hacer
la cuantificacién de proteinas de cada una de las muestras y seguir su analisis por
electroforesis y Westem Blot.
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V. Cuantificacion de Proteinas por el Método de Bradford

Se prepard la curva patrén por duplicado con una proteina estandar (albimina
sérica bovina); se utilizaron 5 concentraciones de proteina (1, 5,10 15y 20 ug) en
un volumen de 800u! de agua desionizada y se les adicionaron 200u! del Reactivo
de Bradford. Las diferentes concentraciones se dejan incubar a temperatura
ambiente durante 15 minutos y posteriormente se lee la absorbancia a 595nm y
los valores obtenidos se graficaron.

Para el caso de las muestras, estas se prepararon de [a siguiente manera: 2yl del
homogeneizado se diluyé en un volumen de 798yl de agua desionizada y se le
agregaron 200p! de reactivo de Bradford, cada muestra se preparé por duplicado.
Después de 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente se leyeron a
595nm y las-lecturas obtenidas para cada muestra se interpolaron en la curva
patrén. |

Una vez que se cuantificaron las proteinas totales presentes en cada muestra se
prepararon aficuotas con 50 ug de proteina total de cada muestra para proceder a
analizarlos mediante electroforesis (SDS-PAGE) y western blot.

VL. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La separacion y el andlisis de las proteinas presentes en los homogenados de
células se llevé a cabo mediante la técnica de Electroforesis desnaturalizante
siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (Laemmli U, 1970).

Se prepararon geles de acrilamida al 12.5% de 1mm de espesor, de 10 carriles.
Las muestras se prepararon en presencia de p-mercaptoetanol (condiciones
reductoras). Se colocd en cada carril un volumen final de 30ul de la muestra (50
ng) . En cada uno de los geles se colocaron ademas de las muestras, dos
controles internos, hormona de crecimiento de pollo recombinante (rcGH 500ng) y
una muestra de homogenizado de testiculo de pc;IIos de 9 semanas de edad (30
pg), ademas de poner los marcadores de peso molecular pretefiidos de alto rango
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(Bio-Rad®) (811 de marcadores mas 12ul de amortiguador de muestra). Los geles
se corrieron a un voltaje constante de 100V en el gel concentrador y 150V en el
gel separador hasta que el frente llegé a la parte inferior del gel (aproximadamente
1 hora).

VIl. Inmunoelectrotransferencia (Western — Blot)

Después de la electroforesis los geles se dejaron equilibrar en amortiguador de
transferencia (ver anexo) durante 10 minutos. Al mismo tiempo se pusieron a
equilibrar en el mismo amortiguador, las membranas de nitrocelulosa (d.45um de
poro, Bio-Rad®) de 7.5 x 9.5 cm y el papel filtro (Whatman No. 1). La transferencia
se llevé a cabo bajo una corriente constante de 200 mA, durante una hora con
agitacion y en frio. Después de la transferencia las membranas se lavaron en
amortiguador TBS (ver anexo) durante 10 minutos. Después se bloquearon con la
solucion bloqueadora (TBS con leche descremada al 5%) durante 2 horas.
Posteriormente las membranas se lavaron con TTBS (TBS con Tween 20® al
0.05%) 3 veces durante 10 min cada vez, y se dejaron incubando toda la noche
con la solucidon del primer anticuerpo (dilucién 1:10000). Al dia siguiente, las
membranas se lavaron con TTBS (3 veces 10 min.) y después se incubaron
durante 2 h en la solucidon del segundo anticuerpo (marcado con peroxidasa o
biotilinizado). Después de la incubacién se lavaron con TTBS, 4 veces durante15
min cada vez y después con TBS 3 veces durante 15 min cada vez
Posteriormente se le adicion6 el reactivo ABC, y se deja incubar durante 30 min, al
terminar se lavaron las membranas con TBS 3 veces durante 10 minutos cada
vez. Después de los lavados se agrega el sustrato para quimioluminiscencia (ECL-
TBS 1:1).

Cada membrana se incubo con 5 ml de solucibn de sustrato de
quimioluminiscencia durante 5 minutos. Posteriormente las membranas se
introdujeron en una bolsa plastica (Ziploc). Se reveld en la oscuridad, en presencia
de una placa radiografica (Kodak Biomax) durante 30 segundos para después
revelarias.
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El luminograma se sometié a un analisis densitométrico utilizando el programa
IPLab Gel (Gel Analysis and Densitometry for Macintosh, Scanalytics, Inc.) para
identificar el peso molecular y los porcentajes relativos del drea bajo la curva de
las bandas imunorreactivas encontradas en cada muestra. Los resultados
obtenidos se graficaron y se analizaron estadisticamente.
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RESULTADOS

Estandarizacion de las Técnicas

Se llevaron a cabo curvas patrén de las siguientes técnicas:

1) Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford.

2) Electroforesis desnaturalizante y Western Blot.

A continuacién se presentan las curvas patrén obtenidas para cada una de las
técnicas.

I. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA BRADFORD
La cuantificacion de proteinas por el método de Bradford se utilizé para determinar

la cantidad de proteinas totales en cada uno de los homogenados de células
testiculares. Para cada curva se utilizaron diferentes concentraciones de albumina
sérica bovina (BSA): 1, 5, 10, 15y 20 pg/ul..

Se realizaron 10 curvas bajo las mismas condiciones, después los resultados de
cada uno de los puntos se promediaron para obtener una curva patrén de todos
los ensayos y obtener los datos de coeficiente de variacién interensayo y el
coeficiente de correlacion de la recta. Los resultados se muestran en la figura 7.

126} n=20
. #=09716

bt CV.=5.022

078

ey 25 50 75 100 925 150 178 20 28

pg/ml

Figura 7. Curva patrén de cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.
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La curva presenta una pendiente de 0.051 + 0.0009, ademas fiene un coeficiente
de correlacion de 0.9718, y el coeficiente de variacion entre cada una de las
curvas fue de 5%, lo cual nos indica que la técnica es confiable para determinar la
cantidad de proteinas presentes en los extractos cada vez que se lieve a cabo.

! is d lizante y W -bl
Las técnicas de SDS-PAGE y Western-blot fueron la principal hemramienta
utilizada para separar las proteinas presentes en los homogenados de células
testiculares, y posteriormente analizar las bandas inmunoreactivas a GH
utilizando un anticuerpo policlonal especifico. Después se realizdé una
densitometria con el programa P Lab Gel® .

Inicialmente se corrieron varios geles de poliacrilamida al 15%, tanto en
condiciones reductoras como no reductoras, en los cuales se colocaron muestras
de rcGH y de extracto hipofisiario, para identificar las bandas caracteristicas de la
¢GH bajo diferentes condiciones.

Las razones por las cuales se analizaron las muestras en dos diferentes

condiciones; reductoras y no reductoras son las siguientes:

- En condiciones no reductoras se puede conocer la cantidad y proporcion de
variantes de masa (oligobmeros), formadas por diversas isoformas de la
molécula presentes en las muestras. Estas formas agregadas pueden estar
unidas por puentes disulfuro intercatenarios o por interacciones no covalentes
débiles, del tipo de Van Der Waals o puentes de hidrégeno (como el dimero
(44 kDa) y otras de mayor peso molecular).

- Posteriormente en condiciones reductoras, al adicionar g-mercaptoetanol a las
muestras y reducir los puentes disulfuro, los oligbmeros se separan y asi se
puede observar el aumento en las bandas que corresponden a las variantes
moleculares que los estaban formando, por ejemplo la forma monomérica, o
bien formas submonoméricas.










































La inmunocitoquimica de testiculo adulto demostr6 una distribucién amplia de la
inmunoreactividad en los tibulos seminiferos. Esta GH-inmunoreactiva estuvo
presente en todos los tibulos pero no en el compartimento basal de las células de
Sertolli, ni tampoco en espermatogonias, sin embargo, se observé una abundante
presencia de esta proteina en espermatocitos primarios y secundarios y en
espermatides en la parte luminal de los tlbulos. Los espermatozoides no fueron
tefiidos (Figura 19 I, Il y lll) pero si en células intersticiales (Leydig) y algunas
musculares (mioides) (figura 19 IV).

La especificidad de la tincion fue corroborada utilizando como controies cortes
tefiidos sin el primer anticuerpo (figura 18 1) o con el primer anticuerpo

preabsorbido con un exceso de rcGH (figura 18 II).

En ambos casos no se observ6 ninguna inmunoreactividad positiva en ninguna de
las diferentes areas de los tibulos seminiferos.
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DISCUSION

1) Estandarizacién de las técnicas

En cuanto a la estandarizacion de las técnicas, esto se realizé6 con el
objetivo de conocer las técnicas y familiarizarse con ellas, y posteriomente, para
determinar cual era el nivel de reproducibilidad.

Los resultados con respecto a la técnica de cuantificacién de proteinas
mediante la técnica de Bradford, mostré que las 10 repeticiones llevadas a cabo
con diferentes concentraciones de una proteina estandar (BSA), exhibié una
pendiente de 0.05 + 0.0009, un coeficiente de correlacion de 0.97, y un
coeficiente de variacion del 5%, por lo cual se comprobé que la técnica es
confiable, y que se puede utilizar con un margen de error interensayo muy bajo.

Con respecto a la estandarizacion de la técnica de electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) tanto en condiciones reductoras como no
reductoras, se utilizaron como muestra diferentes concentraciones de proteina
estandar (BSA), y se obtuvo un peso molecular promedio experimental de 6412
kDa, mientras que el valor te6rico fue de 60 kDa, para los experimentos en
condiciones reductoras. Mientras que para los experimentos en condiciones no
reductoras se obtuvo un valor experimental promedio de 49+1 kDa y un valor
tedrico promedio de 49+2 kDa; con los valores anteriores, se puede constatar que
el método permite obtener un valor muy cercano al esperado o teérico. En cuanto
a la curva patron elaborada a partir de 5 repeticiones y utilizando los valores
obtenidos de los pesos moleculares registrados en condiciones reductoras se
obtuvo una pendiente de 1+ 0.04, un coeficiente de correlacion de 0.96, y de
variacibn de 10 %; para las condiciones no reductoras, la curva exhibidé una
pendiente de 1+ 0.05, un coeficiente de correlacién de 0.94, y coeficiente de
variacion de 6 %. Con base en los datos anteriores podemos decir que fa técnica
de electroforesis desnaturalizante, es confiable en cuanto a confiabilidad y
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reproducibilidad con un bajo error interensayo, y que representa una herramienta
importante para la caracterizacion de proteinas.

Para la estandarizacién de la técnica de inmunotransferencia (Westem-
Blot), tanto en condiciones reductoras como no reductoras, utilizando como
muestra diferentes concentraciones de extracto de hipéfisis de pollos de 9
semanas de edad, y diferentes concentraciones de hormona de crecimiento
recombinante (rcGH), teniendo como control los pesos moleculares. La curva
patron elaborada a partir de los pesos moleculares de las bandas inmunoreactivas
obtenidas en condiciones reductoras, present6é una pendiente de 0.6378+ 0.0412,
un coeficiente de correlacién de 0.96, y coeficiente de variacion de 9 %; para las
condiciones no reductoras, la curva exhibié una pendiente 0.636 + 0.047, ademas
de un coeficiente de correlacion de 0.9482, y un coeficiente de variacion de 8.9 %.
Con los datos anteriores se llegé a la conclusibn de que la técnica de
inmunotransferencia, es reproducible y confiable ademas de tener un bajo error
interensayo, y que al igual que la técnica de electroforesis representa una
herramienta importante para la identificacion y caracterizacién de proteinas.

2) Andlisis de las variantes moleculares de ¢GH por Western-Blot y
densitometria

Se determiné si la heterogeneidad molecular de la GH previamente
demostrada en extractos de testiculo, se mantenia al dispersar a las células y
cultivarlas “in vitro” durante 48 hr., en un medio enriquecido. Los datos obtenidos
al analizar los homogeneizados de células de testiculo de pollo, por Western-Blot y
densitometria, mostraron un patrén de bandas inmunoreactivas a ¢cGH similar al ya
observado en tejido testicular completo por Luna y Col. (2004), sin embargo, se
presenté un cambio en la proporcion de estas bandas con respecto a las horas de
incubacion con el secretagogo (Figuras 13 y 15).
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Las muestras se analizaron en condiciones reductoras, con la finalidad de
ver cuales de las variantes no resisten la reduccion de los puentes disulfuro, y asi
poder observar las variantes de bajo peso molecular.

Las variantes moleculares caracterizadas en células de testiculo de pollo, se
presentan a continuacién, y se comparan con las encontradas anteriormente en
hipdfisis, asi como también se comparan con las detectadas en las células
testiculares (Aramburo y Col., 2000; Luna y Col., 2004).

Tabla 2. Varfantes moleculares de cGH detectadas en hipéfisis, tejido testicular y células
testiculares de polilo en condiclones reductoras.

Hipoéfisis Tejido testicular | Células testiculares
—— —— 58 kDa
52 kDa 52 kDa 52 kDa
45 kDa 45kDa 45 kDa
40 kDa 40 kDa 40 kDa
— 35 kDa 36 kDa
32 kDa 32 kDa 32 kDa
29 kDa 28 kDa o
26 kDa. 26 kDa - 26 kDa
— 23kDa 20 kDa
17 kDa 17 kDa
15 kDa 14 kDa ----

En cuanto a los resultados ya reportados por Luna y Col., 2004, para el
caso de la heterogeneidad molecular encontrada en tejido testicular completo, se
corroboré que se presentan bandas inmunoreactivas a ¢cGH de diferentes pesos
moleculares, y estas van desde los 52 hasta los 17 kDa, siendo la variante de 17
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kDa la que representa la mayor proporcién relativa que fue de 40 %, mientras que
la variante que presenté la menor proporcién relativa (1 %) fue 1a de 14 kDa,
seguida por la variante de 23 kDa que exhibié un 3 % al igual que la variante de 40
kDa. En el caso de las variantes 29, 32 y 35 kDa estas presentaron una
proporcion relativa similar (7 %), una proporcion relativa de 10 % se present6 para
el caso de 1a variante de 52 kDa, y las variantes 26 y 45 kDa, presentaron la
misma proporcion (11 %) (Figura 15). A pesar de que el patron de variantes de GH
presente en el testiculo es similar al encontrado en las células en cultivo, los
valores de la proporcion relativa son diferentes. En el caso del fragmento de 17
kDa este exhibié un 40% en testiculo y este bajo hasta un 6 % en las células en
cultivo en condiciones control.

Por otra parte, en testiculo completo no fue detectada la variante de alto
peso molecular de 58 kDa y esta se observé en células en cultivo tanto en
condiciones control como estimulada con GHRH (2nM) a los diferentes tiempos de
estimulacion (2 y 16 hr.). De hecho a las 16 hr. de incubacién la proporcién llegé a
un porcentaje de 52% tanto en condiciones controi como en presencia de GHRH
(Figura 15).

Se piensa que esta heterogeneidad al igual que la detectada en la GH
hipofisiaria es el resultado de modificaciones post-traduccionales de fa proteina
(Aréamburo et al, 2000, 2001b).

En los homogeneizados de células testiculares se presentaron diferencias
en las proporciones relativas de las variantes moleculares encontradas en
condiciones experimentales incubadas en presencia de GHRH durante 2 y 16 h.
En estas condiciones de incubacién se observé que las variantes de alto peso
molecular son las mas representativas. En el caso de la variante 58 kDa, en las
células incubadas en condiciones control representa aproximadamente el 20 %,
en tanto que en las células tratadas con el secretagogo se incrementé la
proporcién de esta variante aproximadamente al doble (45%). Cabe mencionar
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que la variante de 52 kDa que en las células control representa una de las mas
dominantes, en las células tratadas con secretagogo desaparece. También se
observdé que la variante de 17 kDa representa una proporcion baja
(aproximadamente 5 %) y en las células incubadas con secretagogo durante 2 h,
no se presenta dicha variante. Las demas variantes moleculares (26, 32, 35 y 40
kDa) se encuentran relativamente constantes tanto en las células control como en
las tratadas con la GHRH.

Los resultados anteriores proporcionaron elementos para la caracterizacion
parcial de una proteina semejante a la ¢cGH que es expresada en tejidos
extrahipofisiarios, en este caso en homogeneizados de células de testiculo de
pollo. Ademas de que se corrobord que la cGH presente en cultivos primarios de
células testiculares exhibe un patrén de heterogeneidad molecular igual al
encontrado en la glandula hipofisiaria (Luna y Col., 2004). En este estudio se
determind la presencia de la ¢cGH en cultivos primarios de células de testiculo, y
ademas enconframos que también a ese 'nivel se exhibe un patrén de
heterogeneidad molecular.

Al comparar el patrén de bandas inmunoreactivas a GH vimos que coincide
en ambas muestras, encontrandose similitudes en las variantes moleculares
encontradas, pero al analizar las proporciones relativas de cada variante entre las
muestras, si encontramos importantes diferencias, lo que nos hace pensar en
diferentes procesos postraduccionales a que es sometida la proteina, ya que la
mayoria de las formas moleculares de GH en aves parecen derivar de
modificaciones postraduccionales (Aramburo, 1990; Houston, 1988; Montiel,
1992). Cuando se compara el tejido testicular con los cultivos primarios de células
testiculares, se ve que en el primero las variantes de bajo peso molecular son las
dominantes, mientras que en los cultivos primarios son las de alto peso molecular
(Figura 15). Estos resultados permiten proponer que tal diferencia se pueda deber
a que en el tejido las células tienen una comunicacién mas eficiente, ademas de
que puede haber factores necesarios para que se produzca la variante
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submonomeérica por procesamiento proteolitico (fragmento 17 kDa), tales como las
enzimas del tipo trombina y/o caterpsina que ya han sido detectadas en estudios
“in vitro” {(Aramburo, 1991; 1993; 2001), mientras que al dispersar las células y
someterias a cuitivos primarios, la comunicacién intercelular se pierde o bien se
vuelve menos éﬁciente y se pueden perder los factores enziméaticos necesarios, lo
cual esta provocando que las variantes oligoméricas sean las predominantes.

Los resultados obtenidos mediante la inmunocitoquimica, en la cual se
utilizaron dos diferentes anticuerpos contra GH para detectar la presencia de
células con inmunoreactividad positiva fueron que efectivamente se presentd una
reaccién inmuno-positiva en algunos tipos celulares, y que esto se corrobor6 al
utilizar controles negativos tratados con anticuerpo preabsorbido con rcGH. Por
otro lado, no se pudo determinar con presicion el tipo celular que teia
inmunopositivamente en las células dispersas, para poder determinar la
localizaciéon de la cGH se realizd un analisis de inmunohistogquimica y en cortes
incubados en presencia de anticuerpos especificos contra GH determinaron la
distribucién de GH en diferentes tipos celulares. Se detecté una inmunoreactividad
positiva en células intersticiales (Leydig), células germinales (espermatides y
espermatocitos primarios y secundarios), y células epiteliales (mioides) (Figura
19). Cabe mencionar que para poder asegurar qué tipos celulares son los que
presentan la reaccién a la GH seria necesario primeramente tener los cultivos
marcados molecularmente para identificar las diferentes poblaciones celulares
aisladas o bien las diferentes subpoblaciones en forma muy especifica.

Al detectar la cGH presente tanto en el tejido testicular como en los cuitivos
primarios del mismo tejido, proponemos que fa hormona de crecimiento y sus
variantes moleculares estan jugando un papel importante en la diferenciacion y
desarrollo de las células germinales. Asi como lo han detectado en algunos
ensayos y en los que han visto que la falta de la hormona de crecimiento
decrementa su efecto modulador en la diferenciaciéon de las células germinales
(Arsenijevic et al, 1989). Asimismo, también se ha determinado que esta hormona



hipofisiaria regula la esteroidogénesis, gametogénesis y diferenciacion gonadal
(Zachmann, 1992). Por lo anterior, podemos suponer, que al detectar a la
hormona de crecimiento se deba a que esta siendo sintetizada localmente, y no
seria de origen hipofisiario.

Por otra parte, el hecho de que las variantes moleculares de GH se encuentren en

estos cultivos primarios podrian plantear la posibilidad de que fa hormona tenga
una funcién paracrina y/o autécrina.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este proyecto obtuvimos las siguientes
conclusiones:

e Estos datos claramente demostraron la presencia de una proteina parecida
a la cGH tanto en el testiculo de pollo, como en cultivos primarios del
mismo tejido.

» En cuanto a los resultados electroforéticos y densitométricos se encontré
una diversidad de variantes moleculares de la cGH, en condiciones
Reductoras que van desde los 17 hasta los 58 kDa en células testiculares
cultivadas.

e Se presenté similitud en cuanto a la presencia de una heterogeneidad
molecular encontrada en células testiculares con respecto a la encontrada
en hip6fisis.

¢ Se observé una reduccién en la proporcion relativa de la variante de 17kDa
en cultivos primarios de testiculo con respecto al tejido completo.

¢ Mediante las técnicas inmunocitoquimicas, se observd que solo algunos
tipos celulares fueron positivos a la presencia de GH: células germinales
(espermatocitos secundarios y espermatides), células intersticiales (Leydig)
y musculares (mioides), lo que indica una distribucién diferencial de dicha
hormona.

e Todos estos datos permiten sefialar que la hormona de crecimiento

sintetizada a nivel local en las células testiculares pudiera tener un efecto
autéerino y/o paracrino en el desarrollo testicular.
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ANEXOS

Anexo 1.

Cuantificacién de Proteinas

El ensayo de cuantificacion de Proteinas basado en el método de Bradford (1976),
es un procedimiento simple y exacto utilizado para determinar fa concentracion de
proteinas en solucién en una muestra dada.

Involucra la adicién de un colorante &cido (Azul de Comassie® G-250) a una
solucion de proteina, y después se mide la absorbancia a 595 nm, y se compara
contra una curva patrén realizada con un estandar de proteina (generalmente
albamina sérica bovina), se obtiene entonces una medida relativa de la cantidad
de proteinas en la muestra problema.

El colorante Azul de Comassie, se une principaimente a residuos aminoéacidos
basicos y aromaticos, especialmente arginina (Compton 1985).

Procedimiento
Microensayo

» Preparar de 3 a 5 diluciones de una proteina estandar que sea representativa
de la solucién de proteina que va a ser examinada. El rango lineal del ensayo
para la albimina sérica bovina (BSA) es de 1.2-10 pug/ml. Mientras que para el
IgG el rango lineal es de 1.2-25 pg/ml.

» Colocar 800 ul de la solucién estandar o muestra en tubos de vidrio limpios y
secos. Normalmente se realizan duplicados o triplicados de cada muestra o

dilucién del estandar.

» Adicionar a cada tubo 200  del reactivo de Bradford y agitar bien cada tubo.
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» Incubar a temperatura ambiente cada tubo por 1o menos 5 minutos y como
maximo una hora. La absorbencia ird incrementandose con el tiempo.

» Medir la absorbencia a 595 nm,

Preparacion de la solucion stock para la curva :

Solucién requerida: 0.1ug/pl
colocar 93ul de la solucién patrén de BSA (1.29ug/ul ) mas 1,197ul de H20 DD.

Tubo Concentracién de | Volumen de la H20 DD () Reactivo de color
BSA (ug/ul) solucién de BSA ()
(1)

1 - - 800 200
2 1 10 790 200
3 5 50 750 200
4 10 100 700 200
5 15 150 650 200
6 20 200 600 200

incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Calcular la regresién lineal o realizar la curva para interpolar los valores de
absorbancia de las muestras no conocidas en la curva.

Grafico:

D.O.

Concentracion de proteinas




Anexo 2.

Electroforesis

Es una técnica basada en el transporte de particulas cargadas con respecto al
medio en donde se encuentran inmersas, lo anterior mediante la accién de un
campo eléctrico. De manera general ias particulas cargadas son iones y el medio
es un liquido. Un punto importante es que se mantiene una constante dieléctrica lo
suficientemente alta para mantener las particulas en forma ionizada y no
agregada.

La carga neta de las moléculas depende del pH del medio, lo cual influye en la

movilidad de la molécula.

La electroforesis puede operar como un proceso cinético o de equilibrio:

a) Cinético: toma en cuenta las velocidades relativas del movimiento de los iones
en un medio uniforme y un campo eléctrico constante.

b) Equilibrio: los solutos logran posiciones caracteristicas de equilibrio en un
gradiente estacionario.

Ademas de la carga de la molécula, hay otros factores que influyen en el
desplazamiento de la misma, entre ellos se encuentran la friccion, el grado de
ionizacion, la produccion de calor, entre otras.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Soluciones utilizadas

Solucién A

30 % Acrilamida ; 0.8 % bis acrilamida

30 g de Acrilamida

0.8 g de N'N’-bis-metilen-acrilamida

para 100 ml de Agua Desionizada

Se mezclan con agitador magnético, y se filtran en papel Whatman No. 1. Esta
solucion se debe conservar a 4 °C cubierta con papel aluminio o en recipiente de
color ambar porque es sensibie ala luz.
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Nota: Manejarla con guantes ya que es un compuesto muy téxico.

Solucién B: A i or para ¢l gel rador (inferior

1.5 M Tris —HCI pH 8.8

18.15 g de Tris Base

Mezclar con 50 mi de Agua desionizada , agregar HCI hasta que el pH sea de 8.8
aforar a 100 ml y conservar a4 °C.

Solucion C: Amortiguador del gel concentrador rior
0.5M Tris-HCI pH 6.8
6 g de Tris Base

Mezclar con 50 mi de Agua desionizada , agregar HCl hasta que el pH sea de 6.8
aforar a 100 miy conservar a 4 °C.

Solucién D: SDS 10%
5 gde SDS

Aforar a 50 ml y conservar a 4°C.

Solucion_F: Amortiguador del Electrodo (Buffer de corrida) 5X pH 8.3
Trisbase: 9g

Glicina: 43.2 g

SDS: 3¢

Ajustar a 600 ml mezclary guardar a 4 °C.

Solucién E: Amortiguador de la muestr:
Tris- HC! 0.5M, 10 % SDS pH 6.8

4 mi de H,0

Soluciéon C: 1.0 ml

Solucién D: 1.6 mi

Glicerol 0.8 M

Azul de Bromofeno!: 0.2 ml (0.5 %)
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2 B mercaptoetanol: 0.4 ml (solo para condiciones reductoras)
para condiciones no reductoras se colocan inicialmente 4.4 mi de H20.

PSA: Persulfato de amonio 10 %
100 mg de Persulfato de Amonio en 1 mi de H20
Preparar fresco.

olucié ra teiiir gel
Azu! Brillante de Coomassie R-250: 0.1%
Metanol: 40%
Acido Acético: 10%

ofucion desteiii
Metanol: 40%
Acido Acético: 10%
Diluir en agua desionizada.

Solucién para secar geles
Etanol: 35%
Glicerol: 2%

Se diluyen en agua desionizada.

Preparacion de los geles

Los vidrios deben ser lavados con las yemas de los dedos usando agua y jabén y
se secan con aire. Posteriormente se limpian con una gasa impregnada con
solucion amoniacal al 10% o con alcohol con el objeto de quitar la grasa, esto con
la finalidad de que la acrilamida polimerice bien.

Las soluciones antes de ser utilizadas se deben atemperizar, sumergiendo los
recipientes en un bario de agua.



Para montar el Kit, se debe de colocar el ensamblador en la cuneta de la torre con
las pestaflas hacia arriba y los tomillos hacia atrés, colocar los vidrios en el
ensamblador (el vidrio mas pequefio va hacia el frente), empujar con la placa de
piastico los separadores hasta que se encuentren en los extremos del
ensamblador totaimente verticales. Con el acrilico transparente presionar el
ensamblador y apretar los tornillos superiores. Verificar la alineacion y apretar
tomnillos inferiores.

Acomodar los ensambladores en la torre. Presionar el acrilico del ensamblador
sobre el hule hasta que se inserte el ensamblador en la pestafia de la torre (45°
empuje hacia abajo y atras).

Pesar el persulfato de amonio (solucién preparada fresca cada vez).
Preparar la solucién del gel separador segin la concentracion requerida (ver

tabla), antes de adicionar el SDS y los catalizadores es necesario desgasificar
durante 5 minutos. Una vez desgasificado afiadir los catalizadores.

GEL RESOLVEDOR GEL CONCENTRADOR
4%
7.5% 10% 12% 15%

H20 (ml) 485 4.35 3.35 235 H20 (mi) 3.05
Solucién B (mi) 25 25 25 25 Solucibn C (ml) | 1.25
Solucion A (ml) 25 3.0 4.0 5.0 Solucibon A(ml) | 0.65

DESGASIFICAR POR 5 MINUTOS
Solucion D () 100 100 100 . 100 Solucién D (ul)
TEMED (ni) 5 5 5 5 TEMED (i) 5
PSA 10%(d) 50 50 50 50 PSA 10%(yd) 25




Llenar el espacio entre los vidrios hasta 2 cm antes del borde del vidrio mas
pequefio. Con una jeringa Hamilton cubrir con agua la interfase para evitar la
formacién de meniscos. Se deja polimerizar, aproximadamente 25 min.

Se prepara la solucién del gel concentrador (4%) con ias mismas indicaciones,
colocar la solucién sobre el gel separador ya formado (quitar el agua) casi hasta el
borde. Introducir el peine del grosor y nimero de pozos deseado (tiene que ser del
mismo grosor que lo separadores). Aplicar mas solucién hasta cubrir los bordes.
La polimerizacién tarda aproximadamente otros 30 min.

Preparar las muestras a analizar en volimenes finales adecuados al tipo de
peine utilizado (el tamafio del pozo determina la cantidad de muestra que se va a
colocar) Para peines de 10 pozos y un mm de grosor se frabaja con volimenes
de aproximadamente 10ul de muestra y se adicionan otros 20ul de amortiguador
de muestra {(que contiene glicerol para que por efecto de la densidad se evite la
difusion hacia el amortiguador de corrida).

Las muestras se hierven durante 5 minutos.

Para desarrollar la técnica se siguen las siguientes indicaciones:

» Montar la camara con los geles asegurandose de que el hule selle bien para
evitar fugas.

> Retirar el gel no polimerizado, es posible lavar los pozos con agua y después
secarla (puede ser con tiras de papel filtro).

» Colocar el amortiguador de corrida en el tanque y colocar la camara en su
interior. Lienar el centro de la cdmara con amortiguador.

» Tapar el tanque con la tapa plastica que tiene los electrodos y conectarios a la
fuente de poder.

» Encender la fuente de poder con un voltaje constante : 100v hasta que las
muestras pasen del gel concentrador al gel resolvedor (aproximadamente 20
minutos) y después a 150 V hasta el final del gel (evitar que se salga el frente).
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» Desconectar la fuente y sacar la camara; retirar los ensambladores de la base
y despegar los vidrios utilizando los separadores (haciendo palanca), despegar
el gel del vidrio y colocarlo en un recipiente que tiene solucién para tefiir geles.
Si no se desea teiiir el gel, puede preparase para la transferencia.

Tincién y secado de los geles

Los geles se tifien en la solucion destefidora durante al menos 2 horas, y
después de esto, se pasa a lavarlos durante 3 veces con solucion desteiiidora, 15
minutos cada vez. Se prepara la solucién secadora y se montan los geles entre
dos hojas de celofan previamente humedecidas en la misma solucién, se
tensionan las hojas, se sacan las burbujas y se sujetan con broches. Se dejan
secar al ambiente durante 24 horas, se procede a cortarlos de acuerdo a su
tamano y se sigue con su analisis.

Anexo 3.

inmunoelectrotransferencia (Western Biot)

Esta técnica se basa en la utilizacion de anticuerpos marcados, como
herramientas de deteccidon y cuantificacion de alguna molécula en particular,
ademdas de identificar proteinas especificas después de que estas han sido
separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida.

En este ensayo, se lleva a cabo la transferencia de la proteina hacia una matriz
(nitrocelulosa o PVDF), mediante la aplicacién de un campo eléctrico (Towbin
1979).

Para revelar la matriz, se usa un sustrato quimioluminiscente (reaccion de
formacion de ésteres de acridina).

Soluciones utilizadas

Buffer de Transferencia: TRIS 0.025 M, Glicina 0.192M, Metanol 20%, PH 8.3

TRIS: 9.09g
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Glicina: 432 g
Metanol. 600 mi
Aforar a 3 litros con Agua desionizada.

Meétodo

>

>

>

Realizar una electroforesis (SDS-PAGE), después equilibrar el gel durante 15
Minutos con amortiguador de transferencia.

Humedecer la membrana de Nitrocelulosa (0.45um de poro) que va a ser
utilizada como matriz en buffer de transferencia (aproximadamente el mismo
tiempo que se equilibra el gel).

Se ama el “sandwich” dentro de un recipiente o charola con suficiente
amortiguador de transferencia utilizando un cassette plastico; (el lado negro del
cassette se coloca abajo y el transparente arriba) utilizando guantes en todo
momento, se coloca sobre el lado negro del cassette una fibra (scotch brite)
bien impregnada de la solucién de transferencia .

Sobre la fibra se coloca una hoja de papel filtro igualmente impregnada con la
solucion de transferencia.

Sobre el papel filtro se coloca el gel procurando que no queden burbujas entre
el

papel y el gel, sobre el gel se coloca la membrana de Nitrocelulosa, evitando
también la formaciébn de burbujas, luego se pone ofro papel filtro
prehumedecido y por Ultimo ofra fibra (scotch brite) humedecida; cerrar
entonces el cassette.

Se deposita el cassette dentro de la c&mara orientando los electrodos de modo
que el gel quede orientado hacia el lado negativo y la membrana hacia el lado
positivo (que coincidan el lado negro del cassette con el lado negro de ia
camara). Agregar el buffer suficiente para cubrir los electrodos.

> Colocar dentro de la cdmara un agitador magnético (para mantener en

agitacion
durante la corrida) y un refrigerante (hielo) para evitar que se caliente el

sistema.



» Tapar la camara y conectaria a la fuente de poder. Correr a 200 mA durante

una
hora.

» Transcurrido el tiempo se apaga la fuente de poder se desconecta la camara y
se saca el "sandwich” con cuidado, al desmontario se utilizan guantes para no

manchar la membrana.

Anexo 4.
Quimioluminiscencia

Soluciones Utilizadas

Amortiguador Salino de Tris (TBS) 5X: Tris 100 mM, NaCI2.5M.pH 7.5

Tris: 1211 g
NaCl: 146.1 g

Adicionar aproximadamente 900 mi de Agua desionizada estéril, con agitacion

ajustar el pH con HCl y aforar a un litro. Conservar a 4 °C.

lucidn Blogueadora: leche Descrema TBS al 5%
Leche Descremada: 5 g
TBS: 100 mi

Pesar la leche y disolver en TBS con agitacion constante.

olycion de Lavado: TTBS, pH 7.5
Tris: 20mM
NaCl: 500nM
Tween 20: 0.05%
Medir un litro de TBS 1X, y agregar 500 pl de Tween 20.

olucion rimer Anticuerpo
Amortiguador: TTBS leche descremada al 1%
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Leche descremada: 2 g

TTBS: 200ml

Pesar la leche y disolver en TTBS, agregar 20 ul del primer anticuerpo (a-cGH)
con un titulo adecuado (1:3000) en 60 mi. Al afadir el anticuerpo mezclar muy
lentamente.

lucién de undo Anticuerpo anticuerpo conjugado Bio R:
(goat anti —rabbit IgG horseradish peroxidase)
Diluir 20 pl del anticuerpo conjugado (ditucién 1:3000) en 60 mi de TTBS con leche
al 1%.

Sustrato

El sustrato utilizado es ECL (ECL Western biotting detection reagents Amershamp
Pharmacia Biotech) y se prepara de acuerdo a las instrucciones del kit mezclando
partes iguales de las dos soluciones (segun instrucciones del proveedor), esta
mezcla se diluye 1:1 con agua desionizada.

La reaccién estd basada en la oxidacion del compuesto PS-3 Lumigen para
generar ésteres de acridina (intermediarios de la reaccién) que producen
luminiscencia.

Procedimiento
Se colocan las membranas del Western-Blot en un recipiente con amortiguador
TBS pH 7.5 para lavarla durante 10 minutos repetir el lavado tres veces.

Después se bloquea la membrana con 30 ml de leche descremada al 5% en TBS
pH 7.5% durante 2 horas. ‘

Se lavan las membranas con TTBS durante 10 minutos, repetir este lavado dos
veces mas.
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Se procede a incubar con el primer anticuerpo «-cGH en TTBS con leche al 1%
durante toda la noche con agitacién constante (la dilucion del anticuerpo es
1:10,000).

A continuacion se lavan las nﬁembranas con 30 ml de TTBS durante 10 minutos,
repitiéndolo en 3 ocasiones.

Se pasa a la incubacién con el segundo anticuerpo a-igG-HRP (peroxidasa)
dilucion 1:3000 en TTBS leche al 1% durante dos horas con agitacién constante.
Posteriormente se lavan las membranas con TTBS pH 7.5 durante 15 minutos en
3 ocasiones, para después lavar con TBS pH 7.5 (para eliminar el Tween) por
15 minutos en 3 ocasiones.

Revelado

1) Quimioluminiscencia

Se preparan aproximadamente 5 ml (por cada membrana) de la mezcla del
sustrato.

Se incuba durante 5 minutos con agitacion moderada. Se escurren y se colocan
en una bolsa de plastico sacando las burbujas.

Autoradiografia

En un cassette se coloca la bolsa con las membranas y sobre ellas un film Kodak
Biomax ligth film (Eastman Kodak Company). Se exponen por 15 segundos o0 un
minuto.

Se toma el film con unas pinzas y sumergirla en la soluciéon de revelado por un
minuto, lavarla con agua por un minuto, sumergirla en la solucién fijadora por un
minuto, finalmente se lava una vez mas con agua por un minuto. Se escurren y se
procede a su analisis.
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Esta metodologia se debe realizar en un cuarto obscuro v frio.

2) Diaminobencidina

Se colocan las membranas en un recipiente con aproximadamente 30 ml de
Solucién de diaminobencidina, y se dejan entre 10 y 15 min, hasta que las bandas
se observen, entonces se enjuagan en agua desionizada durante 15 min, se
escurren y se guardan en papel filtro hasta su posterior analisis.

Anexo 5.

Cultivo celular

Esta técnica ayuda a resolver problemas basicos de ia biologia celular, ya que ai
mantener y propagar las células fuera de su organismo de procedencia implica
controlar las condiciones de su entomo, cuando la organizacién y la influencia de
tejidos adyacentes se pierde, lo que permite conocer los requerimientos celulares
minimos. Mediante ésta técnica se pueden obtener las siguientes ventajas:
facilidad para obtener células en gran cantidad, la mayor parte de los cultivos solo
contienen un Gnico tipo celular, el gran numero de diferentes actividades celulares
que se pueden estudiar, oportunidad de estudiar la diferenciacion celular,
respuesta a farmacos, hormonas y otras sustancias activas, entre otras (Gonzales-
Moran, 1996; Karp, 1996).

Ei primer paso para el cultivo es obtener las células. En el caso de que las células
se obtengan a partir del propio organismo, es denominado un cultivo primario. El
siguiente paso es la disociacién celular, quitando el tejido con enzimas
proteoliticas, a continuacion se lava el tejido para liberario de la accién de las
enzimas, y una vez disociadas se pueden cultivar directamente o someterias a una
separacion segun los tipos presentes y después cultivar cada uno de ellos
(Gonzéles-Moran, 1996; Karp, 1996).

Conteo celular

En aumento de 10 o 20X, se cuenta el nimero de células que se encuentran en el
cuadrado formado por los 25 cuadrillos pequefios. Si el nimero de células es tal
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que no se puede contar con claridad, se hacen diluciones de la muestra, y
entonces se cuentan s6lo cinco cuadrillos y se obtiene un promedio. Finalmente el
nimero de células por mililitro se calcula con la siguiente formula:

# CELULAS = # de céluias contadas X 25 (si es que se sac6 promedio) X factor de
dilucién X 10000.

Soluciones para Dispersién y Cuitivo Celular

Solucién de lavado 1 (adicionada con antibidtico)
1% de Estreptomicina / Penicilina en Hank’s libre de Ca** y Mg®*.

lucién de Colagen
Colagenasa tipo Il 0.25% en Hank's libre de Ca®* y Mg?*.

olucién de lavado 2 (adicionada con antibiéti uer | bovin
1% de Estreptomicina / Penicilina y SFB 10% en Medio modificado de Dulbecco
(DMEM).

Medio de cultivo adicionado con antibiético
Streptomicina / Penicilina 1% y SFB 10% en DMEM-F12 1:1.

Anexo 6.

Tratamiento con secretagogo (GHRH)

Preparacion de la Solucion de tratamiento con secretagogo

1. Se pesan 13 pg de GHRH (PM = 5039.7 g/mol; 93 % de pureza, SIGMA®).
2. Se agregan 200 pyl. de NaOH 0.001 N y 800 pL de soluciéon DMEM-F12

3. Se calcula ia cantidad que se preparara:

13000 ng GHRH - 1000 yL de solucién

(10.7 ng GHRH) (70 ml) - X
X = 54,22 yL de solucién.
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Anexo 7.

inmunocitoquimica

Se basa en el uso de anticuerpos, los cuales al ser altamente especificos con un
determinado antigeno, funcionan como sondas altamente especificas para
investigar ia presencia de su antigeno en un tejido particular, mediante técnicas
angliticas. Dado que la reaccién antigeno-anticuerpo no es visible con Ia
microscopia estandar, los anticuerpos se deben marcar o conjugar con una
sustancia que los haga visibles, de manera que no se interfiera con su
especificidad de unién y puedan ser detectados (Gonzdles-Moran, 1998; Karp,
1996).

Soluciones para la inmunocitoquimica

- Solucion fijadora: Paraformaldehido 4% en PBS 0.1 M.

- Solucién de lavado 1: Tritén 0.5 % en PBS 0.1 M.

- Solucién de lavado 2: PBS 0.1 M.

- Solucién inhibidora de peroxidasas endégenas: HxO2 1%, Tritén 0.5% en PBS
0.1M.

- Solucién bloqueadora: BSA 10%, Tritén 0.5% en PBS 0.1 M.

- Solucién para diluir los primeros anticuerpos: BSA 1%, Triton 0.5% en PBS 0.1
M.

- Solucion para diluir los segundos anticuerpos: BSA 1% en PBS 0.1 M.

- Reactivo ABC: 70 pl de reactivo A (Vectastain), 70 pl de reactivo B en 3.5 mi de
Pbs 0.1 M.

- Soluci6n de revelado: DAB 0.003 gr, H202 2.4 mi, en 12 mi de PBS 0.1 M.

Anexo 8.

Preparacion de Extractos de células testiculares

En extractos de tejidos animales se encuentran presentes enzimas proteoliticas,
las cuales actGan sobre aminoacidos especificos degradando algunas proteinas
que pudieran ser de interés en un estudio en particular. Para eliminar ese efecto
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en estudios celulares, es necesario tratar las muestras con una solucién inhibidora
de tales proteasas.

Complete mini® (Portease Inhibitor Cocktail Tablets, ROCHE®) es un cocktail
inhibidor, que actia eficazmente sobre las proteasas de serina y cisteina, ademas
de las metaloproteasas y calpainas. Una tableta de dicho producto es suficiente
para producir 10 mi de una solucion inhibidora de proteasas.

La preparacién de dicha solucién es muy facil y basta con agregar una pastilla de

Complete mini a 10 ml de agua desionizada y agitar moderadamente hasta su
disolucion.
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