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INTRODUCCION.

a) ANTECEDENTES:

Ei cuerpo lateo, es una estructura ciclica post-ovulatoria con funciones esteroidogénicas
de gran imporancia durante la época reproductiva en las diversas especies de mamiferos,
incluyendo al hombre. Se encuentra constituido por dos poblaciones celulares: las células teca
luteinicas que proceden de la teca intema, y Jas células granulosa luteinicas que toman su origen
en la capa granulosa del foliculo roto. Las caracteristicas de los dos tipos celulares son muy
similares, sin embargo existen peculiaridades que las distinguen, ya que las células grandes o
granulosa luteinicas contienen mas organelas celulares y se ha demostrado (19, 58, 29) que
poseen receptores a prolactina (53) y a ciertas prostaglandinas, (3, 42) , ademas el numerc de
recepiores a la hormona folicuio estimulante (FSH) es mas abundante que en las células teca
luteinicas, en cambio, en las Gltimas predominan los receptores a la hormona luteinizante (LH),
(34, 19, 35). El funcionamiento de ambas, es regulado por el eje hipotalamo-hipofisiario, a través
de las hormonas (FSH) y (LH) secretadas por |la adenohipéfisis de tal manera que las dos
poblaciones celulares poseen receptores hormenales a las gonadotropinas hipofisiarias, (34, 19,
29). Estos receptores se encuentran en la superficie de la membrana celular (34) y ejercen su
actividad a través de la adenilciclasa, enzima de naturaleza lipoproteica que se localiza por dentro
de la membrana celular (54, 28), y la cual cataliza la formacidén de AMP ciclico a pariir de ATP
(trifosfato de adenosina) con liberacién de iones calcio (37); en consecuencia ésta desencadena el
mecanismo celular de a sintesis esteroidea. El cuerpe l(teo sintetiza andrdgenos, estrégenos y
progesterona, como sucede en el foliculo pre-ovulatorio (45, 50, 67) sin embargo la progesterona
es ¢l principal esteroide que se crigina en el cuerpo liteo post-ovulatorio y progestacional, ademas
ésie esteroide que es muy inestable, se toma estable en presencia del cuerpo liteo (10). Existen
evidencias histoquimicas y bioquimicas que confirman que el colesterol es el principal substrato

utilizado en la produccién de progesterona en las céluias granulosa luteinicas (34, 39, 57, 56).

El colesterol se encuentra en abundancia en el citoplasma de las células granulosa
luteinicas en forma de granulos, constituidos por ésteres de colesterol, sin embargo a partir de
acetato activo se pueden sintetizar pequefas cantidades de progesterona (4, 34). El estudio “in
vitro", y la incubacién han permitido conocer muchos aspectos del cuerpo lateo en cuanto a
funcién y comportamiento, aprovechando que ésta estructura "in vitro" conserva su autonomia
semejando al cuerpo ldteo "in vive", ya que por un corto periodo de tiempo después de la

ovulacion, puede proseguir la estercidogénesis sin estimulo enddcrino (70).



Las poblaciones celulares del cuerpo liteo pueden ser cultivadas “in vitro" en forma
aislada o en combinacion, ya que 105 avances metodoldgicos recientes han hecho posible |a
obtencion de células aisladas procedentes del compardimiento teca luteinico y granuloso luteinico
del cuerpo lateo (9, 62, 29, 35).

Este procedimiento ha permitido caracterizar desde el punto de vista morfolégico, como
bioquimico dos poblaciones celulares ya mencionadas: las celulas pequeiias y las células grandes;
(9, 62, 29, 65, 52). Los estudios se han realizado tanto en humanos como en otros mamiferos. Las
células pequefias como ya se indicd, se originan de células de la teca interna (62), con un
didametro aproximado de 18 micras y las células grandes, que proceden de las ¢élulas granulosas
del foliculo post-ovulatorio y presentan un diametro de 30 micras por término medio (38, 62). A la
observacién a través de microscopia de barrido, ia mayoria de ambas poblaciones celulares
presentan forma esférica o ligeramente elongada y muestran en su superficie protrusiones
digitiformes de tamaiio variable, con apariencia lisa, que se disponen en cumulos (9). Otros
investigadores (20, 51) han demostrado la existencia de un tercer tipo celular conocido como
células K, las cuales se han caracterizado a nivel de microscopia optica comoe células pequefias
de citoplasma eosinofile, nlclec hipercroméatico dispuestas en cumulos que presentan
caracteristicas esteroidogénicas. Fujita en 1981 y Takahedi Mori en 1983 (20, 51), sugieren que su
produccion sea androgénica, ya que solo se han detectado en cuerpos |Gteos muy jévenes, y de
acuerdo con otros autores (44) la concentracion de teslosterona y androstendiona es muy elevada

en las etapas iniciales de desarrollo del cuerpo iUteo.

Existen reportes (1, 62, 65, 52) en los cuales se han puesto en duda el origen de las
poblaciones que constituyen el cuerpo lateo. Esla propuesia la apoyan en estudios previos en los
cuales aplicaron anticuerpos monoclonales de reconocimiento, como marcadores de la superficie
para las células de la teca y de granulosa respectivamenie, éstos fueron aplicades en distintas
fases del desarrollo, detectando una poblacién no marcada por ninguno de los dos anticuerpos a
partir del doceavo dia post-ovulatorio, por o que suponen que éstas poblaciones pudieran provenir
de un sistema generador celular, el cual pudiera encontrarse dentro de! cuerpo liteo o emigrar a el

después de la ovulacién, y contribuir a su desarrollo, como en el caso de 1as células sanguineas.

La progesterona se sintetiza principalmente en las células granuiosa luleinicas (51, 96),
perc no es funcién exclusiva de éstas células, investigadores han demostrado que pequefias
cantidades de progesterona pueden ser sintetizadas en la teca interna (38, 57, 40, 43). Meredith
Lemaon y col. {39) realizaron investigaciones en el cuerpo luteo de cerdo "in vitro", y encontraron

que ambos tipos celulares poseen la enzima delta 5-3 Bol deshidrogenasa (3 BHSD), |la cual se



encuentra involucrada en la transformacion de pregnenoclona a progestercna; esta funcién se puso
en evidencia al agregar al cultivo trilostane (compuesto sintétice analogo a la etiniltestosterona, el
cual inhibe la actividad de la 3 BHSD) en consecuencia, ia produccion de progesterona fue

anulada.

Las poblaciones celulares del cuerpo liteo ejercen interrelacién funcional muy estrecha
(58), ésto ha quedado corroborado por numerosos estudios realizados por varios autores (40, 51,
39, 55, 42). Las celulas granulosas luleinicas aisladas, al ser incubadas aumentan
considerablemente la produccién de progesterona cuando son puestas en contacto con las células
teca luteinicas (39). El factor estimulante pudiera ser la testosterona o dihidrotosterona, esteroides
que han demostrado aumentar la produccién de progesterona cuando son agregadas al cultivo de
células granulosa luteinicas aisladas (24, 58, 50). Gregoraszczuk en 1985 (24), reporld que el
agregar estradiol al cultive de cuerpc liteo de bovino, favorecié la produccion de cantidades
considerables de testosterona en el medio. Trabajos previos realizados por algunos autores (11,
68) demostraron que el 17 B. estradiol estimula |la actividad de la 17 - 20 iiasa via deila 4

progesterona, la cual propicid la conversién de progesterona a testosterona.

Se ha establecido que el principal origen de la progesterona son las células luteinicas del
foliculo post-ovulatorio. (58, 48), y que es posible que la progesterona producida por ellas puedan
difundir hacia las células teca luteinicas y de esta manera servir de substrato en la sintesis de
androgenos (30) y estos a su vez son converlidos a estrégenos por las células granulosa luteinicas
(40, 22). Los resultados de estas investigaciones confirman ia hipoiesis propuesta por Dorrington
en 1975 (12), la cual sugiere “"que son necesarias dos células y dos gonadotropinas en la
biosintesis de estrégenos”. Esta hipbtesis ha sido corroborada a través de los trabajos efectuados

por numerosos investigadores (17, 29, 55).

b} JUSTIFICACION DEL TRABAJO:

En los antecedentes se describid una panoramica del perfil morfologico y funcional del
cuerpo laieo, en el que se pusieron de manifiesto las peculiaridades de sus aspectos funcionales,
como la necesaria interrelacidon de sus poblaciones celulares {42, 65), su autonomia (70} y los
cambios que presenta en la esteroidogénesis a través de su maduracion (45, 59). Por éstas
razones se selecciond el cultive de 6rgano como método de estudio, ya que éste sistema ofrece
las siguientes ventajas: 1) Conserva la arquitectura estereoespacial del tejido, semejante a las
condiciones "in vive", 2) Mantiene la estructura histoiégica normal del érgano, 3) Las células que o

forman pueden seguir realizando sus funciones especificas (61, 18, 2); por lo que se considera un



métedo de investigacion adecuado para una estructura tan dindmica como el cuerpo liteo. Al
efectuar una revisién bibliogréfica de los autores que han utilizado el cultive de 6rgano en el
estudio del cuerpo luteo, se encontraron sola 12 trabajos reportados entre enero 1980 a mayo de
1993 (48, 63, 7, 32, 36, 70, 28, 31, 14, 47, 23, 42). En la metodologia utilizada por estos autores
pudimos observar que la siembra de los explantes la realizaron depositandolos directamente en
las placas de cultivo (31) en rejillas de acerc {70) o bien fijandolos con histoacril (goma especial
para tejidos) como en el caso de efectuar microdidlisis al explante (42, 47). Por otro lado, algunos
autores han confirmado las ventajas de utilizar substratos organicos en el cultivo de érganos, de
tejidos altamente especializados como puimén, higado, sistema nervioso, masculo (60, 41, 27).
Estos diferentes criterios en la metodologia nos motivaron una interrogante, Podria haber
diferencia entre un explante cultivado con substrato organico y otro sin él, bajo las mismas
condiciones de cuitivo?. El subsirato aplicado a {os explantes fue ulilizado desde los inicios del
cultivo de tejidos a principios del siglo por Carrell 1912 (8), Fell 1922 (16), Wolff 1952 (69),
quienes colocaron jos explantes sobre medios naturales como plasma, suero y extractos
embrionarios en estado de coagulacion, procedentes de polle, cobayo, fete de ternera y humano.
Con el tiempo llegaron a concluir que no eran los soportes ideales, ya que presentaban algunas
desvenigjas entre ellas el ser fagocitados por las células del explante; por lo que se buscé
experimentar con ofro tipo de materiales mas adecuados para e! propésito, como las rejillas de
acero inoxidable, el filtro de milliparo, trozos de papel, del que se utiliza para limpiar cristales de
los lentes, o bien sobre una fina capa de gel agar: posteriormente como una alternativa a los
medios naturales surgié el colageno (38, 64), gracias a sus caracteristicas tridimensionales ha
resultado de gran utilidad en el cultivo de drgano (38), inicialmente se obtuvo como extracto de
cola de rata (5) y en fecha reciente se ha elaborado en forma de gel de colageno como el Gelfoam
(13). Esta matriz tridimensional presenta la ventaja 1) De no ser fagocitada por las células del
explante, 2) Su uso simplifica el mantenimiento del cultivo a largo plazo, 3) Ofrece una superficie
sobre la que las células pueden adherirse rapidamente; 4) Su propiedad mas relevante es su
capacidad de promover y mantener la diferenciacién celular en las células altamente
especializadas como las pertenecientes al sistema nervioso, muscular e higade mucho mejor que
otros materiales (41). Tomando en cuenta las ventajas del substrato organico surgié ia hipdtesis de
frabajo que a continuacidén enunciamos.

c} HIPOTESIS DE TRABAJO

Los explantes del cuerpo [Gteo en cultivo de érgano, colocados sobre una matriz organica

presentan una mejor preservacion en cuanto a estructura y funcion asi como un buen



mantenimiento de la diferenciacién, que aquelios explantes colocados directamente sobre una

superficie inerte.

d) OCBJETIVOS

1.- Implementar un sistema de cultivo de 6rgano para el tejido luteinico que permita su

mantenimiento viable y funcional optimo,

2.- Cultivar explantes de cuerpo lGteo en dos modalidades, con y sin substrato org&nico hasta por

tres dias, y comparar [a evolucion de ambos a las 24, 48 y 72 horas.

3.- Analizar, el mantenimiento de |a estructura a nivel de microscopia de luz y su funcionalidad,
por medio del Radiocinmunocanalisis (R.1.A) para detectar produccion de progesterona vy

estrégenos,

4 .- Comparar los datos obtenidos con un analisis estadistico.

MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron cuerpos liteos de ratones albinos mus musculus Cepa CD-1 en &l dia 17 de
gestacion. El procedimiento se inicié con el sacrificio del animal por dislocacién cervical, de
inmediato se efectud una laparatomia y se extrajeron amhos ovarios, en éste (ltimo paso se utilizd
material quirirgico fino previamente esterilizado (pinza de Adson, bisturi # 11). Los ovarios se
depositaron en una caja de Petri con 2 ml. de sol. de Hanks, se llevé a la campana de flujo
laminar, ubicada en un cuarto estéril colocandose hajo el estéreomicroscopio donde se efectud la
diseccion del cuerpo lGteo, una vez disecado se colocd en una seqgunda caja de Petri a la que se le
agregaren 2 ml. de medioc de cultive (para evitar desecacién), se procedié a fraccionar el mismo
en pequefios fragmentos de un milimetro de espesor por lado, para lograr esto uitimo se coloco

una regla milimétrica bajo la caja de Petri.

Una vez obtenido el total de fragmentos se procedié a tomarlos con una pipeta Pasteury a
depositar 3 fragmentos en cada foseta de la camara de cultivo, la cual se preparé previamente
dentro de la campana de flujo laminar de la siguiente manera: las camaras constan de ocho
fosetas de una capacidad de 0.7 ml, a cuatro de ellas se les coloco un cajincillo de Gelfoam, que

en el resto fue omitido. A continuacién se les agregé 0.4 ml de medio esencial minimo modificado



por Dulbecco (MEM) y medic F12 de Ham en proparcién de 1:1 + 100 microgramos de
estreptomicina por ml. Finalmente la camara se colocd en la incubadora a 37°C, en un ambiente
de 95% de aire y 5 % de CO5 y con alto grado de humedad. El medio se renovo cada 24 hrs,
Paraielamente al procedimiento metodoeldgico que ya se expuso, se tomaron 2 cuerpos lateos
completos, uno de ellos fue homogenizado en 2 ml de medio de cultive (ya descrito) depositado en
un vial y enviado para su inmunovaloracién por el método de Radicinmunoanalisis para obtener
las concentraciones hormonales del tejido luteinico en fresco. El segundo cuerpo liteo fue
fragmentado {(como ya se describié) y procesado por métodos convencionales de microscopia
electrdnica (de igual forma que a los explantes cultivados, como se detalla mas adelante). La
preparacion obtenida se conoce como tiempo cero y nos sirvié como modelo de comparacion

durante la evaluacién morfolégica de los cultivos.

Los explantes en cultivo se detuvieron a las 24, 48 y 72 hrs. Pasadas las primeras 24 hrs.
se detuvieron las dos primeras fosetas, una con Gelfoam y otfra sin Geifcam como a continuacion
se detalla: Para llevar a cabo la detencidn de los cultives, la camara se retird de la incubadora y se
colocd en la campana de flyjo laminar, una vez ahi se extrajo el medio utilizando una pipeta
Pasteur, y se colocd en un vial de cristal el cual se tapé herméticamente y se llevé a congelacion a
-20°C, para posteriormente detectar la presencia de Progesterona (P) y Estradiol (E2) por medio
del método de RIA. Los explantes se colocaron en viales los cuales se habian provisto con sol.
fijadora de Ito y Kamovsky (33) y se colocaron en refrigeracidn a 4°C para posteriormente
procesarse por métodos convencionales de microscopfa electrénica. En los cultivos de las fosetas

correspendientes a las 48 y 72 hrs. el medio fue renovado y se detuvieron como ya se describio.

Una vez reunidos los explantes de todos los tiempos de cultivo, bajo 1as dos condicicnes
establecidas, se procedid a retirar de refrigeracion los mismos, para procesarlos por el método

convencional de microscopia electrénica como se describe a continuacion:

1.- Fijar en solucion de Ito y Karnovsky, de 12 horas como tiempo minimo a 72 horas como tiempo
maximo.

2.- Enjuagar en buffer de cacodilatos pH 7.4 tres cambios de 5 minutos cada uno.

3.- Post-fijar en tetréxido de osmioc al 2% en buffer de cacodilatos pH 7.4 a 4°C por 40 minutos.

4.- Lavar en buffer de cacodilato, tres cambios de 5 minutos cada uno.

5.- Teidiir en bloque con nitrato de uranilo al 1% 30 minutos.

6.- Deshidratar en acetona de 30%, 50%, 70% vy 95%, cinco minutos cada uno, acetona 100% tres
cambios de 5 minutos cada uno.

7.- Preincluir en acetona y epon puro en una porcion de 50% cada uno por 60 minutos.



8.~ Incluir en epon y polimerizacidn de 12 a 72 hrs, a 65°C

Transcurrido el tiempo requerido para la polimerizacion, ¢l expiante queda incluido en un
molde de resina de forma rectangular, y al extremo mas proximo al explante se le dio forma de
piramide rebajandolo con una navaja tal como se hace, al sacar punta a un |apiz. A continuacion el
molde quedé listo para ser cortado en el ultramicrotomo L.K.B, Ultratome V a un grosor de una
micra. Como siguiente paso se montaron en portacbjetos y se tifieron con azul de toluidina (sol.
acuosa al 5%), se Nevaron al fotomicroscopio de luz Kari Zeiss donde se evaluaron las

cendiciones morfoldgicas de los explantes.
DETERMINACION DEL D.N.A.

Para establecer una relacién cuantitativa entre la esteroidogénesis de las células del
explante en cultivo, y las concentraciones hormonales en el medio, reportadas por el R.1L.A_, se
efectud una determinacion del D.N.A.; ya que ésta dltima permitid cdrregir las diferencias
atribuibles a las distintas dimensiones del explante, y asi obtener resultados mas precisos. Para
llevar a cabo la determinacion del D.N.A., se seleccion6 el método combinado de Burion {6} y Tsai
{68) en el cual se utiliza como testigo D.N.A. de timo de ternera tipo |; la técnica se aplicd primero
para la estandarizacion de fa curva de calibracion, la que tiene por objeto establecer las
concentraciones adecuadas de D.N.A. tipo | en el rango ideal de trabajo, las que deben ser
similares a las del D.N.A. del explante [uteinico en estudio. Las concentraciones de D.N.A. tipo |
que resultaron adecuadas al estudio, quedaron en el rango de 5pg., 10 4g ., 15 ug, 20 ug , vy 25
g, cada determinacidn se realizé por triplicado, ademas de los cuatro explantes de la muestra
problema y de una muestra control, en la que se omitid el D.N.A., recibiendo el resto de los
reactives coma se indica en {a técnica. Con el valor promedio de {a absorbancia que se obtuvo de
la lectura de las concentraciones del D.N.A. tipo |, se elaboré la curva de calibracion que se

muestra en el apéndice Tabla |, Fig. [.

Una vez obtenido el rango ideal de trabajo se procedié a correr el total de las muestras

problema. L.a técnica se describe a continuacién:

1.- Colocar 3 fragmentos del tejido en tubcs de Ependorff en hidrdlisis alcalina par medic de
NaOH, 0.5 M a 37°C por 18 horas.

2.- Agregar 0.2 ml. de albimina de una concentracidn de .1 mgfl.

3.- Neutralizar afiadiendo 0.4 ml. de acido tricloroacético (TCA} al 50% vy refrigerar 4°C por 10

minutos.



4 - Centrifugar a 2000 r.p.m./10' descartar sobrenadante, el botdn resultante se conservara.
5.- Lavar el boton con 0.5 mi. de TCA al 15%.
6.- Centrifugar 2000 r.p.m./10' descartar sobrenadante.
7.- Lavar el boton en 8.2 ml. de NaCH 0.1 M.
8.- Centrifugar a 2000 r.p.m./10' descantar sobrenadante.
9.- Resuspender el botén en 1 ml. de etanol
al 100% e incubar a 60°C durante 15 minutos.
10.- Centrifugar a 2000 r.p.m./10", dejar secar toda la noche (por 10 a 14 horas).
11.- Resuspender el botén seco en 12.- Colocar D.N.A. standard de timo
acido perclorico (P.C.A) 4 N 1 mi temera 1 mg/l. Sid. 5 pg 10 ug, 15
pa vy 20 pg.
Por triplicado cada concentracion en
tubos de Ependorffde 1.5 ml.
Aforarcon P.C.A. 4N1ml
13.- Sumergir ambos grupos de tubos en H>O a 90°C durante 15 minutos.
14 .- Centrifugar a 4000 r.p.m./15 minutos.
15 .- Eliminar precipitado y tomar sobrenadante.
16.- Pasar el sobrenadante a tubos de borosilicato y agregar reactivo de difenilamina 2 ml., dejar
en la obscuridad toda la noche (14 a 16 horas como tiempo maximo).
17 - Leer en el espectrofoidmetro y examinar a una

longitud de onda de 600 nm.



RESULTADOS

a) MORFOLOGIA:

La evaluacion morfologica del tejido luteinico se inicia con la descripcién del cuerpo liteo
tiempo cero, (fig. 1) donde se puede observar tejido iutelnico constituido por dos poblaciones
celulares, las células granulosas luteinicas y las células teca lutefnicas, ambas muestran formas
poliédricas; (las dltimas de menor tamaio y con basofilia acentuada), nucleo grande excéntrico
con prominente nucleolo y cromatina dispuesta en la periferia, la envoltura nuclear bien
delimitada, el citoplasma de aspecto vacuolado, los limites celulares aparecen bien definidos,
escaso tejido conectivo laxo, fibroblastos y vasos sanguineos de pequefio calibre en cuya luz se

observan eritrocitos.

En el estudio morfalégico de |as primeras 24 horas de cultivo bajo Ias dos modalidades en
estudio se observé que los explantes en general conservaron aspecte estructural muy semejante
al tiempo cero, sin embargo en los explantes en que fue omitida la matriz organica algunas de las
células no muestran limites celulares definidos, en cambio en los ciioplasmas de ambos tipos de
cultivo, se observd una vacuolizacién bien conservada, nlcleos con envoltura nuclear bien
delimitada, cromatina dispuesta en la periferia y algunos de ellos se muestran heterocromaticos y
de menor volumen, nucleclos prominentes, abundantes vasos sanguineos, con eritrocitos y

algunas células de la formula blanca dentro de su luz.

Las condiciones morfoldgicas de los explantes de tejido luteinico de 48 horas de cultivo
bajo las dos modalidades en estudio, al compararse con ¢l tiempo cero, mostraron una
disminucion de volumen y de vacuolizacidn, algunas células de |0os explantes colocados sobre
matriz organica mostraron extraccién citoplasmaética (fig. 3a, flechas), pero la diferencia mas
notable entre los dos sistemas propuestos, lo constituyd una mejor preservacion de las células
provenientes de cultivos colocados sobre substrato orgénico en comparacion con aquellas en gue
éste fue omitido, en donde los nidcleos se observaron hipercrematicos y retraidos (fig. 3b, flecha),

los limites celulares no se mostraron definidos en ambos sistemas de cultivo.

El aspecto morfologice de los explantes correspondientes a las 72 haras, colocados sobre
malriz organica, las células mostraron gran disminucion de volumen, escasa vacuolizacion,

nacleos y ciloplasmas clarps con limites celulares no definidos. En los cultivos donde el substrato



organico fue omitido, se observaron células disminuidas de volumen y pérdida de la vacuolizacién
celular. En el margen inferior izquierde de la figura 4b, se aprecia nucleo con dos nucleolos, los

limites celulares son imprecisos.
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Fig. 1. Corte semifino de tejido luteinico sin cultivar (Tiempo cero) tedide con azul de
toluidina. Muestra células granulosoluteinicas de forma poliédrica de gran volumen, limites
celulares bien delimitados, citoplasma vacuolar, ndcleo excéntrico con prominente
nucleolo, algunas con dos. (). Se observan ademas, células mas pequefas de las
mismas caracteristicas que corresponden a las células tecaluteinicas Gk) al centro capilar

sanguineo con eritrocito en su luz { . ). 100.8x.
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Fig. 2a, Corte de cuerpo liteo 24 hrs de cultivo, con Gelfoam tefiido con azul de toluidina

que muestra células luteinicas que conservan vacuolizacion. 100_8x.

Fig. 2b. Corte de cuerpo liteo 24 hrs de cultivo sin Gelfoam tefido con azul de toluidina
donde se aprecian células Iuteinicas que han perdido vacuolizacion y limites celulares

vasos sanguineos con eritrocitos { =g} ¥ células de la fdrmula blanca { * }- 100.8x.
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Fig. 3a. Corte de tejido luteinico 48 hrs. de cultivo con Gelfoam tefiido con azul de

toluidina, con células luteinicas disminuidas de volimen con extraccién citoplasmatica.

{~=-}. 100. 8x.

LR
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Fig. 3b. Corte de tejido luteinico de 48 hrs cultivado sin Gelfoam tedido con azul de
toluidina muy parecido al anterior no hay limites celulares precisos, algunas células

muestran nucleo heterocromatico {wesjii-) 100. §x.
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Fig. 4a. Corte de cuerpo lateo 72 hrs de cultive con Gelfoam gque muestra células luteinicas
en franca disminucion de la vacuolizacién con nicleos y citoplasmas claros (w=g) y [imites

celulares indefinidos. 100.8x.

Fig. 4b. Corte de cuerpo 1Gteo 72 hrs. de cultivo sin Gelfoam donde se aprecia disminucién

del volumen celular, se ha perdido la vacuolizacién. 100.8x.
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b) CUANTIFICACION DEL D.N.A.

En el resultado obtenido de la cuantificacién del D.N.A. por las técnicas de Burton (6) y
Tsai (66) se establecid un rango entre el 17.9 y 18.6 15 de D.N.A. por explante, la tabla con los

resultados en detalle se muestra en el anexo, Tabla Il.
¢) PRODUCCION DE HORMONAS,

Los estudios de radicinmunoanalisis se efectuaron por triplicado en cada tiempo y tipo de
cultivo, y ademas al medic nutriente aislado utilizado en el cultivo, se le efectud el mismo estudio

(RIA), Tabla I

Tablal

Estradiol No detectable

Progesterona No detectable

Resuitados del R.\.A. en el medio de cultivo.

Los resultados obtenidos por medio del R.LA. en el cuerpo liteo "in situ” se muestran en
las tablas Il y LII.
Tabla Il

E. pg/ml E. pg/.4ml

7.69 3.07

Concentracion de estrégenos en el cuerpo liteo "in situ™.

Tabla Il

P. ng/ml P. ng/.4ml

0.280 0.112

Niveles de progesterona en el cuerpo lateo "in situ"

1020091249
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A continuacidn se incluye tabla IV con los resultados definitivos expresados en picogramos
de hormonas (E2 P) por microgramos de D.N.A. elaborada con la media X de los mismos.

Tabla IV
TIEMPO CONDICIONES DE | ESTROGENOS (E2| pROGESTERONA
CULTIVO pg/{xg_ D.N.A.| pg/ug D.N.A.
X X
con Gelfoam 208270 1.0745
24 hrs
X X
sin Gelfoam 17.27 1.752
X X
con Gelfoam 1.596 0.895
48 hrs
X X
sin Gelfoam 1.3995 0.865
X X
con Gelfoam 6.65 17.29
72 hrs
e _
sin Gelfoam 3.0 14.77

Los resultados de la tabla |V se utilizaron en diseflo de diagrama en barras figs. 5a y 5b
donde se puede observar la produccion hormonal de los explantes bajo las dos modalidades de

cultivo durante las 72 hrs. que duré el estudio.
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ESTROGENOS

Figs. 5a y 5b.
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DISCUSION.

La hipdtesis propuesta en el presente trabajo puede considerarse comprobada, ya que el
método estadistico aplicado en los resultados funcionales apoya la misma al demostrar diferencias
significativas entre los dos sistemas de cultivo, al comprobar una mayor produccion hormonal en
explantes colocados sobre substrato organico, con excepcion de los explantes de 24 horas de
cultivo donde la preduccion de progesterona fue igual en ambos sistemas en estudio, y de los
explantes correspondientes a ias 48 horas donde la produccion de estrégenos y progesterona fue
similar en las dos modalidades de cultivo. También en el estudic morfolégico se observd mejor
preservacion de los explantes colocados sobre matriz orgdnica. Por otra parte, si se toma en
cuenta la actividad esteroidogénica de las células luteinicas de ambaos sistemas de cultivo, durante
las 72 horas que durd el experimento, lleva a considerar que al tejido lutefnico en cultivo de
drgano no le es indispensable el uso de matriz organica tal como sucede en otros tejidos, como
pulmadn, higado, sistema nervioso practicado por algunos autores (41, 60, 27), quienes han
confirmado la ventaja de su utilizacidn; una explicacién posible a nuestros resultados podriamos
encontrarla en la misma naturaleza del cuerpe liteo, el cual como sabemos es una estructura
ciclica con un inicio de desarrollo e involuciéon bien determinados (59), caracteristicas gue
posiblemente tomen origen en la autonomia que posee {21), la que ha sido demostrada tanto in
"vivo" al hipofisectomizar ratas al inicio de su gestacion y observar que esta liegaba a su término
{44). Como "in vitro", por Yuh 19886, al cultivar tejido luteinice sin estimulo enddcrino, ni de alguna
ofra naturaleza conservando su capacidad esteroidogénica {70). La aportacion de estos autores
esta de acuerdo con los planteamientos de Jones Seggar 1976 (34), el cual confiere que todos
estog acontecimientos tienen origen a nivel molecular, ya que el cuerpo lifeo posee RN.A.

mensajero de larga duracion.

Poar otra parie, al obtener los resultados funcionales se observaron ciertos patrones en la
produccién hormonal, los cuales pudieran estar relacionados con lo anteriormente expuesto, como
es el caso de la diferencia tan significativa en el valor medio de la P y E2, en cuanto a tiempos de
cultivo. La elevada concentracion de E2 durante las primeras 24 hrs. y la caida tan brusca a las 48
hrs., pudieran deberse al agotamiento de los precursores naturales existentes dentro de la célula,
0 bien pudieran obedecer a una programacion genética de las células ya que se trabajoé con

cuerpo liteo del dia 17 de gestacidn y en esta especie el parto ocurre el dia 19.
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La elevada concentracién de E2 se puede explicar tomando en cuenta que en los roedores
tiene funcion luteotréfica, (25). Respecto a la produccién de P sus variaciones pudieran igualmente
abedecer a la programacidn celular ya establecida y al agotamiento de sus precursores {colesterol
y pregnanolona). Ademas, otros investigadores han demostrado que en los roedores el dia 15 de
gestacion la progesterona baja dramaticamente, y el estradiol aumenta o permanece igual {(13). En
este experimento se debe tener en cuenta que se trabajé con cuerpo liteo muy proximo a la fecha
del parlo y que durante éste periodo ocurren ajustes hormanales importantes, se proponen mas
estudios a diferentes etapas de desarrolle del cuerpo IGteo {tanto del gestante como el del ciclo),

de ser posible hasta su regresion.
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CONCLUSIONES.

1.- Se cumplié con las objetivos propuestos al inicio del trabajo al implementar un sistema de
cultivo de 6rgano para el tejido luteinico, el cual se mantuvo viable y funcional dentro de las 72

horas establecidas.

2.- Se probaron las dos modalidades de cultivo con y sin substrato organico y el resultado mostro
gue si existen diferencias en el mantenimiento de la estructura, bajo las dos modalidades

propuestas.
3.- El andlisis del mantenimiento de la estructura y su actividad esteroidogénica fueron positivos,
ya que se detectd produccion de estrogenos y progesterona, sin agregar estimuio de ninguna

naturaleza, durante las 72 horas que durd el experimento,

4 - Enumerados nuestros objetivos, otra de las caracteristicas del cuerpo ldfeo que quedé

corroborada fue [a de su autonomia, propuesta por Yuh y col, en 1986.
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RESUMEN

En el presente trabajo se cultivaron explanies de cuerpo I0teo procedentes de ratones
albinos mus muscutus Cepa CD-1 en el dia 17 de gestacion, y se compararon dos modalidades de
cultivo, explantes depositados directamente en la fosa de cultivo y explantes colocados sobre
soporte organico {cojincillo de Gelfoam) independientemente de las condiciones de cultivo a las
fosetas se les agregd medio nutriente, que consistié en una mezcla de F12 de Ham y medioc
esencial minimo (MEM} en proporcidn de 1:1 sin suero fetal y con antibidticos. Se incubaron a
37°C en 5% de CO» en aire y humedad. Los cultivos se detuvieron cada 24 horas hasta por 72
horas y se destinaron los explantes para estudio moifoldgico, procesandose por la téenica para
microscopia electrénica hasta su inclusidn en epoxyresina. Otros fragmentos se utilizaron para ia
extraccion y cuantificacién del D.N.A. por medio de la técnica combinada de Burton (6) y Tsai (66).
El medio se utilizé para detectar la presencia de estrogenos y progesterona y la cuantificaciéon de
las mismas por medio de Radioinmunoanalisis y demostrar funcionalidad de los explantes. Las
concentraciones de hormonas se expresan por unidades de D.N.A. Los resuitados muestran que
los explantes se mantienen viables por 72 horas con buena preservacion de la histologia,
pudiéndose detectar secrecidn de estrégenos y progesterona en todas las muestras colectadas
durante el tiempo que duré el cultivo. La comparacidn estadistica de la concentracién de

hormonas mostré diferencias significativas en los dos sislemas comparados.
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TABLA I

mg D.N.A. Absorbancia
valor X

0 0

5 0.2
10 0.39
15 0.59
20 ) _ 0.8
25 1.05

En esta tabla se muiestran los mg de D.N.A. standard y el valor
medic de la absorbancia de los mismos, con €l que se elabord curva de

calibracién fig. I




Absorbancia

CURVA DE CALIBRACION

Para Cuantificacion de D.N.A.

1.2 ——

0.8

0.67

0.4

021 -

vg/ul de D.N.A.

Fig. I. Con los datos de la Tabla I se elaboré esta curva



TABLA 11

TIEMPO CONDICIONES DE MICROGRAMOS DE X
CULTIVO D.N.A. MEDIA

18.4
con Gelfoam 17.2 18
24 hrs 18.4
17.6
gin Gelfoam 17.4 17.8
18.¢%

18.6
con Gelfoam 18.2 18.6
48 hrs 18.0
18.9
sin Gelfoam 18.4 18.16
17.2

18.6
con Gelfoam 17.4 17.9
72 hrs 17.8
18.2
sin Gelfoam 18.6€5 18.4
18.4

En esta tabla se muestra el peso en ug de D.N.A. de cada unc de

los explantes en los tres tiempos y bajo las dos condiciones de cultivo.

Tomando en cuenta que el reporte hormonal de laborateorio R.I.A.
se hace en unidades hormonales por mililitroe, hubo necesidad de ajustar
al volumen de la fosa de cultivo correspondiente a .4 ml (tabla II y

III).




Valores de Estradiocl (E) reportados por el RIA.

Tabla III
24 horas
Con Gelfgam 8in Gelfoam
pg/ml pg/ . 4ml pg/ml pg/.4ml
916.14 366.4 749 298.¢6
933.00 373.2 811 324.4
940.00 376.0 736.9 294.76
48 horas
Con Gelfoam Sin Gelfoam
pg/ml pg/ . 4ml pg/ml pg/ . 4ml
68.26 27.30 67.83 27.132
74.34 29.73 62.09 24.836
70.40 28.20 62.95 25.18
72 horas
Con Gelfoam Sin Gelfoam
pa/ml pa/.4ml pg/ml pg/.4ml
308.1 122.0 135.4 54.16
317.5 127.0 138.43 55.37
301.6 120.64 141.4 E6.56




En esta tabla se muestran los valores de Progesterona (P)

reportados por el RIA.

Tabla IV
24 horas
Con Gelfoam 3in Gelfoam
ng/ml ng/.4ml ng/ml ng/.4ml
0.G500 0.0200 0.0810 0.0324
0.0460 0.0184 0.0780 0.0312
0.0480 0.0912 0.0740 0.0296
48 horas
Con Gelfocam Sin Gelfoam
ng/ml ng/ . 4ml ng/ml ng/ . 4ml
0.0375 0.0150 0.0380 0.0152
0.0400 0.0160 0.0400 0.0160
0.0417 0.0166 0.0412 0.0164
72 horas
Con Gelfoam ' 8in Gelfoam
ng/ml ng/ . 4ml ng/ml ng/.4ml
0.760 0.304 0.660 0.264
0.840 0.338 0.710 0.284
0.790 0.316 0.680 0.272




Tabla V

TIEMPO CONDICIONES DE | ESTROGENOS {(E2) pg/#& | PROGESTERONA pg/iQ DNA
CULTIVO DNA
15.916 X 1.8409 X
con Gelfoam 20.966 20,8270 1.772 1.752
24 hrs 21.605 1.644
17.02 % 1.0869 X
sin Gelfoam 18.43 17.27 1.033 1.0745
16.37 1.103
1.500 Y 0.872 X
con Gelfoam 1.670 1.596 0.898 0.895
48 hrs 1.540 0.916
1.4355 X 0.804 X
sin Gelfoam 1.3955 1.3995 0.898 0.865
1.3680 0.895
6.63 X 16.70 X
con Gelfoam 6.86 6.65 18.01 17.29
72 hrs 6.48 17.17
2.97 X 14.34 X
sin Gelfoam 2.96 3.0 15.35 14.77
3.07 14.62

En base a los resultados expuestos en la tabla V se elabord el
diagrama en barras donde se agrega la desviacién standard (std) de les

migmos.



PROGESTERONA

picogramos de hormona/microgramos DNA

|
24 Hrs c/gelfoam i 24 Hrs s/gelfoam

S — , : -
Muestra 1 : 1.841 : 1.087
Muestra 2 j 1772 ; 1034
Muestra 3 . 1.644 ; 1.103
Promedio ’: 1752 ; 1076
Desviacién Std. 0.1 { 0.5653

B Muestra1  EZE Muestra 2 Muestra 3

ESTRADIOL

picogramos de hormona/microgramos DNA

e

24 Hrs c/gelfoam 24 Hrs s/gelfoam
{lMuestra 1 18.916 17.02
!Muestra 2 20.9€6 18.43
Muestra 3 21.6 16.375
Promedgio 20.827 j 17.275
Desviacion Std. 0.851 | 1.051 |

B Muestra1  ZZ Muestra 2 [__IMuestra 3

Fig. 2.~ Grafica gue muestra la produccién de hormona por el explante

expresados en pg de hormona por 14§ de D.N.A. bajo las dos modalidades de

cultivo durante las primeras 24 horas.



PROGESTERONA

picogramos de hormona/microgramos DNA

48 Hrs c/gelfoam 1 48 Hrs s/gelfoam |

‘Muestra 1 | 0.872 : 0.804

Muestra 2 0.898 ' 0.895
‘Muestra 3 ] 0.916 ! 0.895
Promedio : 0.895 ; 0.865
Desviacion Std.. 0.022 1 0.053

I vuestra | Muestra 2 L Muestra 3

ESTRADIOL

picogramos de hormona/microgramos DNA

_ i 48 Hrs c/gelfoam l 48 Hrs s/gelfoam
. Muestra 1 ‘ 1.58 : 1.436

‘Muestra 2 '; 167 : 1.385

Muestra 3 1.64 i 1.368

Promedio _' 1.597 1.4

Desviacion Std. ; 0.067 i 0.034

B Mucstra 1 ZZE Muestra2 [ Muestra 3
Fig. 3.- Tlugtracibn de la produccién hormonal del explante

correspondiente a las 48 horas de cultive expresadc en pg de hormona /mg

de D.N.A.



PROGESTERONA

- picogramos de hormona/microgramos DNA

20 S e i — = e m e e e e e o e e e =

I 72 Hrs ¢/gelfoam | 72 Hrs s/gelfoam |
'Muestra 1 167 14.34
Myestra 2 18.01 15.35
:Muestra 3 : 17.17 i 14.62
'Promedio 17.293 ' 14.77
Desviacign Std.- 0664 . 0821 |

ESTRADIOL

picogrémos de hormona/microgramos DNA

8 - T
[
6 _i .-
§- -
4+ - T
31 -
1=
0- l
i 72 Hrs c/gelfoam ! 72 Hrs s/gelifoam
H i
Muestra 1 i 6.63 ! 2.97
Muestra 2 _ 6.86 ' 2.96
Muestra 3 : 6.48 f 3.07 !
Promedio ‘ 6.657 : 3 5
Desviacion Std. ; 0.191 0.061 i
M Muestra 1 22 Muestra 2 | _IMuestra 3

Fig. 4.- Ilustracidén que muestra la funcionalidad del explante a las 72
horas de cultivo, la produccién hormonal se expresa en pg de hormona por

49 de D.N.A.
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