Demostracion de la actividad esteroidogénica
de las células de granulosa bovinas in vitro
mediante la utilizacion del DELFIA
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RESUMEN: La unidad basica funcional del ovario es el foliculo, este consiste en una capa externa de células las de la teca, y una interna,
las células de granulosa. Para determinar la funcionalidad de las células de granulosa invitro, se midi6 la produccion de 17-beta estradiol utilizando
el DELFIA. Se hicieron cultivos de 25 ovarios, puncionando foliculos entre 3 y 5 mm de didmetro. Se pudo establecer cultivo y demostrar la
produccion de 17b-estradiol en el material recuperado de todos los ovarios. Se obtuvieron entre 9.200 y 160.000 células viables/ml. Los niveles de
estradiol variaron entre 89.9 pg/ml y 6.665 pg/ml. Se demostré que la produccién de 17-beta estradiol es dependiente de la cantidad de células
cultivadas (p < 0.001). Se demostro la actividad esterioidogénica de las células de granulosa bovinas in vitro y se confirm¢ la utilidad del DELFIA
para la determinacion de los niveles hormonales.
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SUMMARY: The functional unit of the ovary is the follicle. It consists of an outer layer teca cells and an inner layer of granulosa cells. In
order to asses the functionability of the granulosa cells in vitro, the production of 17-beta estradiol was measured using DELFIA. 25 cultures from
equal number of ovaries were done. The granulosa cells were obtained from follicles, between 3 and 5 mm of diameter. The range of viable cells
obtained per ovary was 9.200 to 160.000 cells/ml. The production of 17-beta estradiol of each culture was between 89.9 and 6.655 pg/ml. The

relationship between viable cell concentration and 17- beta estradiol production was demostrated (p ¢ 0.001).
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Introduccion

Una de las consideraciones mds importantes en el éxito
del cultivo de células in vitro es que estas mantengan su
funcionalidad, esto es, que las células puedan comportarse
de una forma similar a como lo hacen in vivo.

Se sabe que la unidad basica del ovario es el foliculo,
éste consiste en una capa externa de células, las células de
la teca , y una capa interna de células, las células de la
granulosa. Algunas células de la granulosa también rodean
el oocito y forman el complejo oocito-cumulus. En respuesta
a la produccién ciclica de gonadotropinas, las diferentes
células del foliculo interactuan de una manera integral para
producir esteroides sexuales (estrégenos y progesterona) y
un oocito maduro (1).

Desde hace algunos afios se ha demostrado la capacidad
esteroidogénica de las células de granulosa in vitro y esta
caracteristica ha sido base de los experimentos en los que
se demostro el papel del cAMP como segundo mensajero
en la actividad de las hormonas gonadotrdpicas (2,3), el
papel de las uniones entre las células de granulosa en la
maduracion del oocito (4.5) y el efecto de las gonadotropinas
sobre las mismas.
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El 17b estradiol (Estra - 1,3,5, (10) - triene 3, 17b-diol)
es una hormona esteroidea producida principalmente por el
foliculo de Graff en el ovario de la hembra y en pequenas
cantidades por los testiculos en el macho. En las hembras
no gestantes hay una variacion ciclica, siendo el pico el dia
anterior a la ovulacion. (7,8). El mecanismo de feed-back
positivo es considerado esencial para la ocurrencia del pico
preovulatorio de la hormona luteinizante para desencadenar
la ovulacién (9). Durante la gestacién las concentraciones
séricas de 17b estradiol se incrementan considerablemente.

Los métodos de determinacién hormonal han sido utiliza-
dos ampliamente tanto in vivo como in vitro, entre ellos
podemos mencionar el radioinmuno ensayo (RIA), andlisis
inmunoenzimatico (ELISA) , Irma (Inmuno radiometric as-
say), y andlisis fluorométricos (DELFIA).

El DELFIA* es un fluroinmunoanalisis en fase sélida,
basado en la competitividad entre una hormona marcada
con europio y una muestra por un anticuerpo policlonal.
Utiliza una fase sélida por consiguiente solo necesita un
procedimiento tnico de incubacion.

El objetivo del presente trabajo fue demostrar los estudios
preliminares tendientes a desarrollar la técnica del cultivo
de células de granulosa bovinas in vitro utilizando como
marcador de funcionalidad de la célula el 17b estradiol.

b DELFIA es una marca registrada de Wallas Co.
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Materiales y Métodos

Para el presente trabajo fueron utilizados 25 ovarios de
hembras bovinas, sacrificados en el frigorifico San Martin
y en la Planta de Sacrificio del Instituto de Ciencia y Tec-
nologia de Alimentos (ICTA), de la Universidad Nacional
de Colombia, en la ciudad de Bogota. El tiempo transcurrido
entre el sacrificio del animal y la recuperacion de los ovarios
no fue mayor de 20 minutos. 14 ovarios provenian de hem-
bras no gestantes y 14 de hembras gestantes, en este caso
se escogio el ovario contralateral al cuerpo liteo de gesta-
cién. Los ovarios fueron llevados al laboratorio en frascos
con solucioén salina bufferada (PBS) sin tener precauciones
de temperatura (10).

Una vez en el laboratorio los ovarios fueron lavados con
PBS y se les retiré la mayor cantidad de sangre posible. Se
puncionaron los foliculos existentes en cada ovario que me-
dian entre 2 y 5 mm de didmetro (la medida se realizd
utilizando una regla), debido a que las células de los foliculos
de este diametro poseen una mayor actividad aromatasa y
por tanto una mayor actividad proliferactiva.

La puncion se realizé con una aguja calibre 18 adherida
a una jeringa de lcc, el liquido folicular (LF) aspirado de
cada ovario fue centrifugado y el pellet que contenia las
células de granulosa resuspendido en 1 ml de Medio RPMI
1640 (Grand Island Biological Co.), suplementado con 20%
de suero fetal bovino (12).

Se hicieron las determinaciones de concentracion, utili-
zando el método de hemocitémetro, y de viabilidad celular,
utilizando el test de eosina.

Posteriormente se sembré el contenido celular obtenido
de cada ovario en cajas de 24 pozos (Falcon Petri Dishes
2004), y se llevaron a incubacién durante 48 horas en una
estufa con 5% de CO: en aire y 37°C de temperatura.

Se reemplaz6 el medio por medio fresco cada 24 horas,
con el fin de determinar la produccion de 17beta-estradiol.
Los sobrenadantes fueron congelados y enviados al labora-
torio de endocrinologia del Instituto Materno Infantil en la
ciudad de Bogot4, para las determinaciones hormonales uti-
lizando el DELFIA

Para tratar de establecer si existe alguna relacién entre
el nimero de células sembradas, la vitalidad y la produccién
de 17beta estradiol, se tomaron 300 pg/ml (nivel de estradiol
de una mujer normal en periodo periovulatorio) como limite
para hacer dos grupos que fueron comparados utilizando el
método de la t de Student.

Para la determinacién hormonal, se tomaron 50ul de los
patrones, sueros control y muestras, colocando cada muestra
con su diluyente en el micropozo correspondiente.

Cada micropozo va recubierto con el segundo antisuero,
anti Ig G de Conejo. A cada pozo se le agregan 100 ul del
trazador (estradiol marcado con Europio) en un buffer acido
y 100 ul de anticuerpo antiestradiol en la misma solucién
buffer. Se deja incubar por 2 horas a temperatura ambiente
con agitacion suave, se lavan los pozos y se agregan 200
ul de una solucién amplificadora de la reaccion, cuya funcién
es disociar los iones europio del estradiol marcado para asi
formar quelatos altamente fluorecentes. Hay que tener en
cuenta que la fluorecencia producida por este método es
altamente estable y que el ensayo es muy sensible. El limite
de deteccién es de 2 pmol/l, el coeficiente de variacién
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interensayo es del 4.7% e intraensayo 6.1%.

Se deja incubando a temperatura ambiente por 5 minutos
y se hace las mediciones. Las mediciones fueron hechas en
un fluorometro de resolucién en el tiempo, LKB 1300 AR-
gus, especialmente disenado (14, 15).

Resultados

Se pudieron establecer cultivos y hacer determinaciones
hormonales en el material obtenido de todos los ovarios.
De los foliculos aspirados por ovario se obtuvo 0,46 ml de
LF en promedio, con variaciones entre 0,1 y 1,2 ml depen-
diendo del numero de foliculos aspirados por ovario.

De cada ovario se recuperaron entre 9.200 y 160.000
células/ml. La vitalidad vari6 entre el 10% y el 50%. Hay
que anotar que las diferencias en la vitalidad hicieron variar
el nimero de células viables por pozo que se sembraron.
Aun en aquellos pozos donde la cantidad de células viables
sembradas por pozo fue menor se demostré la actividad
esteroidogénica de las mismas. En la tabla 1 se puede obser-
var la cantidad de células sembradas, la vitalidad y la pro-
duccién de 17beta estradiol de las células obtenidas de cada
ovario en el experimento.

Tabla 1
PRODUCCION DE 17B ESTRADIOL POR CELULAS
DE GRANULOSA IN VITRO

Pozo Vitalidad  Células Produccion de
R % sembradas 17b estradiol pg/ml
1 50 200.000 1.303,3
2 50 380.000 2.361.3
3 20 150.000 220,9
4 20 80.000 438.,0
5 40 240.000 4.218,0
6 40 400.000 6.655,8
7 40 250.000 3.659,1
8 30 380.000 2.006,8
9 30 380.000 4.308,0
10 10 98.000 291,0
11 30 108.000 209,9
12 30 106.000 1.881,4
13 10 112.000 608,4
14 10 92.000 1227
15 10 110.000 147,2
16 10 130.000 190,9
17 10 140.000 1.336,0
18 20 92.000 89,9
19 20 3.400.000 1.117,9
20 30 860.000 730,7
21 20 64.000 463,5
22 30 94.000 2.391,2
23 10 120.000 561,7
24 40 250.000 870,5
25 20 140.000 312,8

Se pudo establecer una relacién directa entre la cantidad
de células viables sembradas y la produccién de estradiol
(p < 0.001).
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Las células sembradas se adhieren a las cajas de petri
entre 10 y 12 horas después de iniciado el cultivo y profileran
rapidamente hasta formar monocapas después de 4 a 6 dias
de cultivo.

Para las determinaciones hormonales se recuper6 en pro-
medio 0,7 ml de los cuales se utilizaron en las mediciones
100 ul.

Discusion

De los datos obtenidos se desmuestra que las células de
granulosa bovinas obtenidas a partir de hembras de matade-
ro, son capaces de producir niveles detectables por DELFIA,
de 17beta estradiol in vitro.

La alta estabilidad y la larga vida de la fluorescencia del
europio como trazador permite leer la prueba varios dias
después de realizado el ensayo como consecuencia se puede
leer la prueba después que se ha eliminado la fluorescencia
de fondo.

Al establecer los cultivos se pudo determinar que las
células pueden producir estradiol hasta por 48 horas aunque
los niveles caen drasticamente después de las 24 horas de
cultivo (datos no publicados). Esta situacién puede deberse
a una falta de andrégenos para aromatizar por parte de las
células de granulosa (11) o a un cambio en las rutas meta-
bdlicas, de forma que pueden existir otros esteroides en los
sobrenadantes que no fueron medidos. Se ha demostrado
que las células de granulosa bovinas producen in vitro andré-
genos y pregnenolona (12).

Se demuestra una relacion directa entre la concentracién
célular sembrada y la produccion de 17beta estradiol. Se
obtuvo suficiente material del sobrenantes como para realizar
3 6 4 determinaciones hormonales.

El medio RPMI 1640 suplementado con 20% de SBF es
capaz de mantener el crecimiento activo de las células de
granulosa bovinas in vitro atin en periodos superiores a las
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48 horas, evidenciado por la formacion de monocads después
de 4 a 6 dias en cultivo. Las células se adhieren a las cajas
de cultivo y toman una forma elongada fibroblastoide, recu-
perando su forma redondeada inicial después de tripsinizar
los cultivos.

Es un problema en el establecimiento de los cultivos la
contaminacién con sangre, pues aunque no se demostrd
ningiin efecto de la contaminacién de eritrocitos, sobre la
produccion de 17 beta estradiol, en los sitios donde existen
las c€lulas de granulosa no crecen, en las cajas de petri se
observa que las células adheridas al plato se abren camino
por entre los eritrocitos. Aunque se hagan lavados de los
ovarios las muestras de LF se contaminan con eritrocitos,
se piensa en utilizar ficoll o sistemas de lisis para tratar de
dejar los cultivos libres de los mismos. En el LF obtenido
vienen suficientes células para establecer cultivos. Es varia-
ble la calidad de las mismas, aunque determinar el por qué
se sale de los objetivos de este trabajo, reconocemos que
al utilizar foliculos de este didmetro (2 - 5mm) no es posible
macroscOpicamente determinar si son atrésicos o si son fo-
liculos creciendo en una onda folicular (13).

Para tener mas homogenidad podrian utilizarse los foli-
culos existentes en los ovarios de hembras en un dia espe-
cifico del ciclo, de estos se podria inferir la funcionalidad
de los mismos estimando el tamafo del mismo.

Este trabajo deja abierta la posibilidad de cultivar células
de granulosa humana (experimentos iniciales en curso), ba-
sados en los conocimientos adquiridos en esta experiencia.
Ademas, valida la utilizaciéon del DELFIA como método de
determinacién hormonal.
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rifico San Martin, y a los Doctores Guillermo Quiroga y
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