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1. RESUMEN 

El cromosomn "Y" induce In diícrcncinción testicular, sin embargo, cuando la cepa 

Mus musculus poschiavinus (POS) se cruza con In ccpn Mus nws n1uscu/us (BG) origina 

Ja cepa (86.Y''O~). cuy.:i descendencia XY dcsarrollil ovotcstis y ovarios. La hembra XY. 

a pesar de su fenotipo norn1;1f, produce niveles bajos de progcstcrona, estradiol y 

testosterona (T) y no incrementa In sintcsis de ést;:i última en presencia de 

gonadotropinas. Sin cmb<lrgo, se desconoce si uno de los fr1ctorcs involucrados en la baja 

producción de tcstostcron<1 es la variación en l.'.:1 expresión del Dcido ribonucleico 

mensajero (ARNrn) de la enzima P450,~ .•. Por otro lado. In hormona inhibidora de Jos 

conductos de Müllcr (MIS). cuya función mas conocida es en la regresión de Jos conductos 

de Müllcr durante la difcrcnci<Jción 5cxu<JI, se ha detectado en células de la granulosa de 

ovario postnatal, sin embargo, '1Ún se desconoce su ontogeni.:::i en el ovario XY. El objetivo 

de la presente investigación fue cstudinr la expresión del ARNm de la P450tr'-' y del MIS 

en los ovarios de hembras B6.Y 1
'
0

:• (XX y XY) durante la etapa temprana de desarrollo 

postnatal de 1a15 dlas postpartun1 (dpp). Se extrajo el ARN total de los ovarios 86.Yf"O:> 

y se amplificó mediante la re.:icción en cadena de la polimerasa (RT-PCR}. Los resultados 

obtenidos muestran que entre 1 y 8 dpp el ARNm para la P450,,,, no está presente en 

niveles detectables en los ovarios XX y XY. A partir de los 9 dpp se detecta la expresión 

del ARNm de la P450 11" en el ovario XX, mientras que en el XY este mensajero se 

observó hasta los 12 dpp. Con base en los resultados obtenidos se propone que la baja 

producción de andrógenos en el ovario XY se debe a un defecto en el mecanismo de 

regulación de la expresión del ARNm de la P450,tc.. Por otro lado. los resultados 

observados de la ontogenia del ARNm para el MIS nos indican que el ARNm se expresa 

de manera constante a partir de los 4 dpp en el ovario XX y en forma constante a partir 

de los 6 dpp en el ovario XY. Por lo anterior proponemos que el retraso observado en la 

expresión de los mensajeros para el MIS y la P450n·,,. en el ovario XY puede afectar de 

forma irreversible el desarrollo del ovario y, por lo tanto, su funcionamiento normal. 

6 



2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Gonoralldados sobro dlforonclaclón sexual on mamfforos 

2.1.1 Sexo cromosómico 

El primer evento que ocurre en el proceso de diferenciación sexual de un individuo es 

el establecimiento del sexo cromosómico, el cual se lleva a cabo en el momento de fa 

fertilización. Cuando el ovocito es fertilizado por un espermatozoide, los gametos 

femeninos contribuyen con un cromosoma sexual que únicamente puede ser X; por el 

contrario. el espermatozoide o gameto masculino aporta un cromosoma "X .. o "Y'". De tal 

forma que sí el ovocito es fertilizado por un espermatozoide .. x- el producto tendrá un 

genotipo XX (individuo femenino que desarrollará ovarios) y, en cambio, si es fecundado 

por un espermatozoide "Y" el genotipo del producto será XY (individuo masculino que 

desarrollará testiculos). La siguiente fase de la diferenciación sexual es el desarrollo 

morfológico, bioquímico y funcional de las gónadas (Kofman-Alfaro et. al .. 1982; Gilbert, 

1994). 

2-1.2 Sexo gonadal 

a) Migración de las células germinales primordiales 

La gónada surge de tres componentes principales: el epitelio celómico, el mesénquima 

7 



Introducción 

que proviene de la región mesonéfrica y las células germinales primordiales (CGPºs) de 

origen extragonadal. En la mayorla do los vertebrados, el primor proceso durante la 

diferenciación gonadal es la migración de las CGP's (Hing-Sing, 1994), las cuales, en el 

caso del ratón, so originan en el endodermo del saco vitelino y son detectadas a partir del 

día 8 de gestación (d.g.) en la baso del alantoides (Morchnnt-Larios, 1991; Ozdzenski, 

1972). La migración do las CGP's ocurre medianto dos tipos do movimientos: uno pasivo 

y otro activo. El primero es provocado por el crecimiento del embrión y por movimientos 

morfogenéticos lo que permite que los CGP's lleguen a su destino. El segundo movimiento 

es debido al desplazamiento do las CGP's, desdo el intestino hacia la cresta genital 

(Merchant-Larios, 1991 )-

En el movimiento pasivo, el crecimiento del endodermo del saco vitelino provoca el 

desplazamiento de las CGP's al interior del embrión para formar parte del intestino 

primitivo. Mientras que en el movimiento activo es necesaria la formación de estructuras 

membranales como filopodios y lamelipodios (Merchant-Larios, 1991 ). 

b) Formación do la cresta genital 

Uno de los componentes del primordio gonadal es el epitelio celómico. el cual aparece 

como un engrosamiento en la parte media del mesonefros (Peters y Peters. 1980: 

Merchant-Larios, 1991 ). La fase siguiente en la formación de la cresta genital se inicia con 

8 



lntrnrl11r:ciñn 

la llegada a la región de la cresta genital do las CGP's, la cuales comienzan a ser 

rodeadas por células somáticas quo son do tres tipos: mcsenquimáticas (de la región del 

mesonefros). mesotclialcs (del epitelio celómico) y cndotcli'11cs (de los vasos sangufncos) 

(Tabla 1 ); iniciándose asf una prolifcrnción de estos componentes que llevan a la 

formación del blastema gonadal. 

Mosotolialcs o cp11cl1a!os celómica~ 
Mcsonqu1tnállcas 

1 
Precursoras do la gónada 

~-----E-n_d_o_•c_l_"~tles / TcJ•do d1fcrenc1ado 
Tabla 1. Resumen de las cClulas somat1cas que forman la gónada 

e) La gónada fndlforonclada. 

La etapa posterior a la formación del blastema gonadal se conoce con el nombre de 

gónada indiferenciada. En esta fase. común a ambos sexos. la gónada se encuentra 

morfológicamente indiferenciada y es independiente del sexo cromosómico de los 

individuos (XX o XY). 

En el embrión de ratón la gónada es morfológicamente indistinguible desde los 9.5 

hasta los 11.5 d.g., momento en el que ocurre un alineamiento de las células de Sertoli 

en los cordones sexuales. A esta edad Ja gónada bipotencial posee conductos de Wolff 

y de Müller. El desarrollo o la regresión de cada una de estas estructuras unipotenciales 

dependerá totalmente de la gónada que se diferencie. En Ja figura 1 se presenta un 

diagrama que resume estas eventos . 
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Figura 1. Esquema general de la diferenciación sexual en los mamiferos (modificado 
de:Gilbert.S.1994 Oevelopmental Blology. Fourth Edilion. Sinauer Associales,lnc). 
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lntrorl1,1ccit'Jn 

La gónada se forma básicamente por dos tipos de células: a) células somáticas son 

todas aquellas quo forman un organismo. las cuales se diferencian para realizar funciones 

especificas y mueren con el individuo. En el caso de Ja gónada indiferenciada, éstas están 

representadas por las células precursoras do la toca y do la granulosa en el ovario y por 

las antecesoras de las células de Sertoli, Lcydig y mioidcs en el testículo; b) células 

germinales primordiales que dan origen a los gametos masculinos y femeninos y que 

contribuyen en Ja formación del cigoto (Kofman-Alfaro et. al., 1982; Hickman et. al .. 1988). 

La formación de los cordones sexuales se inicia cuando se deposita una lámina basal 

entre las células del blastema gonadal, estableciéndose asi la gónada indiferenciada 

(Merchant-Larios, 1991 ). 

d) Hipótesis sobro la colonización de la gónada 

Para explicar la dirección de la migración de las CGP"s so han propuesto tres modelos 

(Tomado de: Merchant-Larios, 1991) : 

1. Atracción por un gradiente de concentración. el cual se da por factores 

desconocidos secretados en las células epiteliales de la región urogenital, 

2. Guia por contacto, leerla que establece la existencia de receptores para "factores 

de adhesión", como Ja fibronectina, sintetizados por células localizadas en el 

camino a la cresta urogenital, 

3. Organización de células somáticas. donde se explica que las células, por su 
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lnlrnducclón 

organización topogr.'.ífica, forman un tú'nel por el cual mlgrarlan las CGP's hasta la 

cresta urogenital. 

o) Diforonclaclón sexual gonadal 

l. Diforonclaclón testicular 

El evento morfogenético más importante, estructuralmente hablando, que ocurre 

durante la diferenciación de la gónada es la separación de los cordones epiteliales del 

epitelio celómico, proceso que ocurre en machos genéticos (Merchant·Larios, 1984). El 

desarrollo de un mamífero como macho es consecuencia de la formación de un testlculo 

en el embrión, evento iniciado a nivel molecular con la expresión del factor determinante 

de testlculo (TDY), el cual se ha localizado en el cromosoma '"Y" (Koopman et. al., 1990). 

Actualmente se sabe que el TDY es un gen, conocido como SRY en humanos y Sry en 

otros vertebrados (Berta et. al., 1990; Gubbay et. al.,1990; Tiersch, 1991 ), mismo que se 

localiza en el brazo corto del cromosoma -V" y que está presente en una sola copia en el 

genoma masculino. Hasta la fecha se desconoce(n) el(los) mecanismo(s) mediante el cual 

este gen determina la diferenciación gonadal. 

En el macho ocurren dos eventos fundamentales durante la diferenciación morfológica 

y funcional del testlculo embrionario: 1. La secreción por parte de las células de Sertoli de 

la hormona inhibidora de los conductos Müllerianos (AMH o MIS) que trae como 

consecuencia ta regresión de los conductos de Müller y 2. La producción de testosterona 
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lntll'X/uccl6n 

por las células de Leydig. 

U. Dlforonciac1ón del ovario 

Existen dos diferencias citológicas en el desarrollo del ovario con respecto al testiculo: 

primero. Jos cordones epiteliales del ovario mantienen su continuidad con el epitelio 

superficial y segundo, las CGP"s entran a la profase de la primera división meiótica. De 

los 15 a 17 d.g. en el ratón, el parámetro que identifica el desarrollo de un ovario es el 

inicio de la meiosis de las CGP"s. Es importante hacer notar que el ovario no muestra 

cambios con respecto a la estructura morfológica de la gónada indiferenciada y se 

identifica por la ausencia de características testiculares (Merchant-Larios, 1991 ). 

Una vez iniciada la meiosis da inicio el proceso de foliculogénesis, en el cual los 

ovocitos -que se encuentran ugrupados en el interior de los cordones sexuales- son 

separados entre sí por células epiteliales que adquieren una forma cúbica, formándose de 

esta manera los primeros follculos (Merchant-Larios y Chimal-Monroy. 1989). 

2.1.3 Sexo fenotípico 

La formación tanto del ovario como del testfculo se da durante la diferenciación 

gonadal, sin embargo. este evento no da una distinción fenotipica completa. Para alcanzar 

una apariencia masculina es necesario que las células de Leydig en el testfculo sinteticen 

testosterona. la cual se convierte en 5-a-dihidrotestosterona por medio de la 5-a-reductasa 
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lntrorl11ccl6n 

e induce la diferenciación dol tracto masculino en vesfculas scminalos, conductos 

deferentes y el epidfdimo (Münsterbcrg y Lovcll·Badgo. 1991 ). Debido a que las hembras 

no poseen la 5a rcductasa el sistema de conductos do Wolff"dcgcncra y los conductos de 

Müller dan origen a los oviductos, el útero y a la vagina superior; proceso que no depende 

de ningún f.actor (Austin et. al .• 1972). 

2.2 Hormona lnhibidora de los conductos do Mülfor 

2.2.1 Aspectos históricos 

La existencia del MIS fue postulada por Lillie (1916) como una explicación al fenómeno 

del freemartinismo. Éste último es un fenómeno natur.al que so observa en los bovinos, 

en donde la hembra de un par de gemelos heterosexuales (XX y XY) unidos por 

anastomosis vascular de la placenta. se masculiniza debido a la difusión de la testosterona 

producida por el macho. Posteriormente Jost en 194 7 observó que la testosterona no era 

lo único que se requerfa para producir un desarrollo normal en machos y propuso la 

existencia de un factor adicional. al cual denominó MIS. necesario para explicar la 

regresión de los conductos de Müller. 

Se sabe que el MIS es una glucoproteina expresada por las células de Sertoli (Tran 

y Josso, 1982; Price, 1979; Donahoe el. al., 1977; Blanchard y Josso, 1974) durante la 

diferenciación de la gónada en machos, que se produce antes de que pueda notarse una 
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diferencia morfológica (Cato et. ni .• 1986; Bohringor et. al., 1990), y que su expresión 

conduce a la regresión de los conductos de Müller, que de no dnrse impide una virilización 

completa del macho (Cato, et. ni., 1986). El MIS induce en ovarios fctolcs, cultivados in 

vitro, la formación de estructuras semejantes a los tú bulos ::>cm in ifcros, lo que sugiere su 

influencia en la diferenciación testicular (Vigicr et. al., 1987; Berhinger et. al .. 1990). 

Existen varias somejanzDs entre las células de Sortoli y las do la granulosa, entre las 

cuales se encuentran: 1. forman una barrera entre las células somáticas y las germinales. 

2. secretan productos en común como Ja inhibina. plasminógeno y protcoglicanos, 3. 

ambas secretan la hormona inhibidora de los conductos de Müller (Vigier et. al .. 1984 ). 

2.2.2 Características 

El MIS es un dlmero de 140 kOa que se compone de dos subunidades idénticas de 70 

kDa cada una. Parte de la secuencia cercana al extremo carboxilico comparte una elevada 

homologfa con una familia de proteínas conocidas como TGF-'3 • caractcristica que 

comparte con otros factores de crecimiento y diferenciación, como la inhibina y la activina 

(Pepinsky et. al., 1988). La mayoría de las proteínas de esta familia requieren de una 

activación proteolltica, pero la proteina completa del MIS induce la regresión de los 

conductos de Müller. sin embargo, en estudios in vitro en los cuales se utilizó el MIS 

generado por técnicas de ADN recombinan te y sometido a proteólisis con plasminógeno 

se observan fracciones de 70, 57 y 12 kDa. se observó además que el MIS digerido 
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mantiene su actividad (Pepinsky ot. al., 1988). El patrón do aminoácidos que rodea el sitio 

activo del MIS y en particular la presencia do ¡ugininas en posiciones -1 y -4 conforman 

una secuencia que hn sido propuest;i como señal para el procesamiento de ciertas 

prohormonas (Pepinsky et. al., 1988). 

2.2.3 Hormona 1nh1b1dora do los conductos do Müllcr y el ovario postnatal 

La función mas conocida del MIS es la regresión de los conductos de Müller. pero se 

ha postulado que esta hormona pudiera ejercer algún papel en el desarrollo del ovario. Lo 

anterior se deduce ya que este factor se ha localizado en las células de la granulosa 

(Vigier et. ol .• 1984). En las hembras de ratones el MIS es detectado. al principio, en las 

células de la granulosa de follculos preantrales pequef'los y continúa hasta localizarse en 

las células de la granulosa de folículos antrales y preantrales, aunque se encuentra 

ausente en los follculos primordiales y atréticos (Hirobe et. al .• 1992). En estudios 

realizados en la rata se observó que en los ovarios de adultos hay una disminución en la 

expresión del MIS en los foliculos preovulatorios justo antes de la ovulación cuando los 

ovocitos terminan el arresto meiótico (Ueno et. al., 1989). 

En otro estudio realizado en rata se observó que existfa una cantidad abundante del 

mensajero del MIS en las células de la granulosa de follculos antrales peque"'os. en los 

cuales existe una gran actividad mitótica de las células de la granulosa. Cuando el follculo 

inicia su crecimiento las células de la granulosa más alejadas del ovocito dejan de dividirse 

16 



lnrrnrl1Jt':r:l6n 

y de expresar el mensajero del MIS: mientras que. las más cercanas al ovocito continüan 

expresándolo (Hirobe et. DI., 1992; Ucno ot. al., 1989). 

Por otra parte. so sabe que los efectos intracelulares de la FSH pueden ser 

modificados por péptidos intraováricos y csteroides que tienen una función paracrina o 

autócrina: un ejemplo de esto es el MIS (Meunier et. al.,1988). Hirobo y colaboradores en 

1992 realizaron experimentos de Nothern Blot e hibridación in situ en los cuales 

observaron que el MIS está restringido a las células de la granulosa de follculos antrales 

pequef'ios y preantrales, pero no en follculos prcovulatorios. Con base en lo anterior 

proponen que el MIS pudiese ejercer una función regulatoria del crecimiento función 

similar al TGF-p durante el desarrollo temprano del follculo. 
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2.3 Fisiología del ovario postnatal 

2.3.1 Gonoralldados 

a) Irrigación e inervación 

Los ovarios se encuentran localizados en Ja cavidad abdominal. cubiertos por un 

epitelio superficial. el cual se encuentra en constante ruptura y reparación y que genera 

un espacio periovárico. En el caso del ratón y la rata dicho epitelio superficial permite el 

intercambio de liquidas entre ambos tejidos (Zukerman y Weir, 1977). 

La irrigación se realiza por medio de !a arteria ovárica y ramas de la uterina. 

mientras que la salida se realiza por una red de vénulas. las cuales rodean a las arterias 

provocando una estrecha relación entre ellas. Existen también terminales nerviosas 

simpáticas y parasimpáticas. pero su papel en el desarrollo del ovario aún se desconoce 

(Balrd. 1982). 

b) Componentes celulares 

El ovario adulto se compone de tres unidades funcionales: el estroma. el follculo 

y el cuerpo lúteo. estructuras que se encuentran en cambio continuo. El estroma deriva 

del mesénquima o de Ja región proveniente del mesonefros y forma la matriz celular en 

donde se encuentran distribuidos los foliculos, los cuales al madurar provocan una 

diferenciación del tejido estromático en células de la teca y de la granulosa (Baird. 1982). 

Los foliculos. que constituyen la unidad funcional del ovario, se encuentran 
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distribuidos a lo largo y a lo ancho del ovario, al madurar éstos tendrán varios tipos 

celulares que rodean al ovocito. Las células de Ja granulosa estan separadas de fas 

células de la teca por una mombrana basal. Las cólulas do la teca. se localizan alrededor 

del foliculo y se dividen en teca interna y extorna, las primeras estón irrigadas y permiten 

el flujo hacia el foliculo de los nutrientes y péptidos necesarios para la función adecuada 

del ovario (Baird, 1982). 

El cuerpo lutco se forma por células de la teca y de la granulosa después que ha 

ocurrido la ovulación. En los roedores el número de cuerpos lúteos presentes se encuentra 

directamente relacionado con la cantidad de ovocitos liberados (Austin et. a/., 1972). 

2.3.2 Ovario infantil 

Cuando el ratón nace. el ovario es un órgano sólido que posee células germinales 

y tejido estromático. En el ratón los ovocitos son pequeños y se han estacionado en 

profase meiotica durante la etapa embrionaria a los 17 d.g .• como se mencionó en el 

punto 2.1.2, pero al momento de nacer algunos aún se encuentran en la fase transitoria 

de la profase de la primera división meiótica (paquiteno y diploteno). (Peters, 1969). 

Janes y Krohn en 1961 propusieron una clasificación de los folículos del ovario. 

basada en el tamat\o y el número de células de Ja granulosa que los componen y los 

dividieron en: folfculos pequet\os (tipo 1.2 y 3a. figura 2). follculos preantrales (tipo 3b.4.5a 

y Sb, figura 2) y follculos antrales (tipo 6,7 y 8. figura 2) (Peters, 1969). 
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Figura 2. Esquema que describe el desarrollo del folfculo, se muestra la clasificación de los 
mismos en base a su tamano y madurez (Modificado de: Peters H., 1 969. The develpment of the 
mouse ovary from birth to maturity, Acta Endocrinológica, 62:98·116). 

a) Follculogénesis y crecimiento 

A los 7 dpp se observan los siguientes cambios en el ovario de ratón: todos los 

ovocitos se encuentran bien separados, tienen bordes celulares bien definidos y sus 

núcieos se encuentran en la fase estacionaria de la meiosis (dictiado). El crecimiento del 

ovocito se inicia en la vida postnatal (Peters, 1969). 
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A los 7 dpp se empiezan a observar folículos jóvenes en los cuales los ovocitos se 

encuentran rodeados por una o dos capas de células de la granulosa_ En esta etapa se 

inicia la formación de la membrana basal y Ja proliferación de células de la teca. Al concluir 

Ja primera semana, se observa en algunos follculos un desarrollo claro de la teca; durante 

esta etapa se observan foliculos hast.n del tipo 3b como se observa en la tabla 2 (Peters, 

1969). 

A los 14 dpp los ratones se encuentran en etapas más avanzadas de desarrollo. 

los folfculos se han dcsarrolllado hasta el tipo 4 y Sa. La membrana basal ya se encuentra 

completamente cerrada y se observa una capa de células de la teca bien definida (Peters, 

1969). 

Durante la tercera y cuarta semanas de vida existen simultáneamente foliculos en 

varias etapas de desarrollo en el ovario. El 900/o del total de los folfculos son del tipo 2 y 

3a. aunque se observan foliculos que ocupan Ja mayor parte de la corteza del ovario 

(Janes y Krohn, 1961 }. 

Tabla 2- Desarrollo folicular, considerando el númer-o de foHculos en diferentes etapas del 
desarrollo. Tomado de: Peter-s H .• 1969. The develpment of the mouse ovary from 
blrth to maturity, Acta Endocrinológica. 62:98-116. 
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2.4 Estoroldos gonadalos 

2.4.1 Claslflcaclón 

Los esteroides directamente involucrados en funciones a nívcl de ovario, pueden 

clasificarse qulmicamente por su relación a una estructura base que se forma a partir de 

3 anillos de ciclohexano y uno de ciclopentano, el cual se conoce como núcleo 

ciclopentanoperhidrofenantreno o simplemente núcleo esteroidal (figura 3). Los esteroides 

ovérícos se relacionan y pueden ser considerados como derivados qulmicos de los 

siguientes compuestos: colestano del cual derivan el pregnano, androstano y estrano. Por 

otro lado, se clasifican de acuerdo a sus efectos biológicos, en tres grupos: progestinas. 

andrógenos y estrógenos (Gore~Langton y Armstrong.1988). 

C D 

Figura 3. Estructura base de los asteroides 
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Tabla 3. Principales asteroides sintetizados por el ovario. 
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2.4.2 Blosfntosfs 

Fisiológicamente los estrógenos. la estrena y el 17p-cstradiol. son los estoroides 

foliculares más importantes. además ID androstendiona y testosterona son los precursores 

biosintéticos inmediatos do estos cstcroidcs estrogénicos. La pregnenolona es fa 

progestina más importante producida por el folículo. debido a su posición clave como 

precursora de todas las hormonas esteroidcs. El paso Jimitante en la biosintesis de 

andrógenos por el folículo, como en todos los órganos secretores de andrógenos. es la 

enzima P450 110 (Gore-Langton y Armstrong, 1988). 

En las gónadas, la biosfntesis de esteroides se inicia con la sfntesis del colesterol, 

del cual Ja mayor proporción proviene del hfgado por vía sanguínea, otra parte se obtiene 

mediante la absorción intestinal y una cantidad pequef\a es sintetizada en la gónada a 

partir del acetato. El colesterol entra a las células esteroidogénicas acoplado a complejos 

proteicos conocidos como lipoprotefnas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta 

densidad (HDL). las cuales interactúan con receptores de membrana. Una vez 

intemalizadas éstas, el colesterol se libera rápidamente y es utilizado, o bien, almacenado 

en forma de ésteres en el citoplasma. En las figuras 4 y 5 se muestra la síntesis de 

estrógenos por parte del ovario y las enzimas involucradas en el proceso. 

Estudios sobre el origen del colesterol, que es utilizado en la sintesis de esteroides 

-especificamente la progesterona- han demostrado que la principal fuente de este 
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1 P450scc 
2 P450o,.. 

í 3 P450...,.ou 
' c:J 3P,.HSO 

~ 17·HSOR 

o ~ 

Figura 4. Blosíntesls de asteroides a partir del colesterol, en donde se observan las principales 
enzimas involucradas en este proceso: 1. Enzima 20,22 desmolasa (P450scc). 2. Enzima 170 
hidroxilasa (P450, 7 .. ), 3. P450 aromatasa (P450-o-.ii). 4. Enzima hidroxiesteroide deshidrogenasa 
(3¡)-HSO) y 5. 1713-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17-HSOR). (modificado de: Adashi E. y 
Leung P. 1993. The Ovary. Raven Press lnc. New York). 
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Figura S. Biosfnlesis de esteroidcs en el ovario. Modificado de: Baird T. 1982. The 
Ovary. En: Reproduction in mnmmals, Vol 3. Hormonal control of reproducUon. 
Editado por Austin C.R. y Short R.V. Segunda edición. Cambridge University Press. 
Cambridge. 

metabolito son las lipoprotefnas del suero en lugar de la sintesis de novo a partir de 

acetato {Tureck y Strauss, 1982; Carr et. al., 1981). Se ha demostrado en el humano que 

existe ta necesidad de LDL para una síntesis óptima de progesterona, en otras especies 

como en los bovinos y borregos se ha observado que éstC:j se da también a partir de HDL 

(Hinshelwood el. al., 1993) 

Las moléculas generadas en la biosíntesis de estrógenos en el folículo ovárico 
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requieren de una reducción en el número de átomos de carbono de su precursor el 

""colesterol'" como so observa en la figura 4; esto ocurre medianto una serie de reacciones 

de hidroxilación que son catalizadas por tres proteinas que son: 1. La citocromo P450 

liasa de cadena lateral dependiente de citocromo P450 (P450scc) 6 20,22 desmolasa. 2. 

Citocromo P450 17-a-hidroxilasa (P450ir..,) y 3. Citocromo P450 aromatasa (P450arom); 

cuyos genes se encuentran agrupados en una super familia (dividida en 12 familias) que 

es conocida como citocromos P450 (Hinshelwood et. a/., 1993;Youngblood et. a/., 1991: 

Nelson et. a/.,1993). 

De las dos posibles vías enzimáticas (.ó.41 y .O.!>) la via que se favorece para ta 

conversión de colesterol a andrógenos en las células de la teca de humanos (Aakvaag. 

1969) y en bovinos (Lacroix et. al., 1974) es la via .ó.5
; la dehidroepiandrosterona 

producida por esta via luego es metabolizada a androstendiona (figura 4). 

2.4.3 Papel de las gonadotropinas 

La hipófisis anterior produce al menos 6 hormonas trópicas, cuya función principal 

es regular glándulas endócrinas, de las cuales 2 ejercen una actividad reguladora en la 

gónada de mamiferos y se conocen como gonadotropinas: la honnona estimulante del 

foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas gonadotropinas participan en la 
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regulación de los procesos esteroidogénicos del ovario. En los mamlferos las principales 

células involucradas en la estcroidogénesis folicular son de dos tipos (Gore-Langton y 

Armstrong, 1988): 

Células sensibles a la LH. las cuales se forman por las células de la teca del 

follculo y las células intersticiales del estroma ovárico. 

Células sensibles a la FSH, estas so constituyen exclusivamente por células 

de la granulosa, las cuales al madurar adquieren la habilidad de responder a 

la LH. 

Las gonadotropinas FSH y LH aumentan la actividad de las enzimas 

esteroidogénicas en las células de la teca y de la granulosa después de interaccionar con 

su receptor y activar procesos vla AMPc. Esto tiene como consecuencia una mayor 

sintesis y acumulación de asteroides en la circulación asi como en el liquido folicular 

(lreland, 1987). 
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Figura 6. Diagrama que muestra la acción de la hormona luteinizanle (LH) y la hormona 
estimulante del folículo (FSH) en el foliculo. asf como las células en donde se localiza la protefna 
P450, 7,. y la sfntesis de asteroides (Modificado de:Baird T.1982 The Ovary en Reprodution in 
mammals Vol 3. Hormonal control of reproduction editado por Austin C.R. y Short R.V. Segunda 
edición. Cambridge University Press. Cambridge). 
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2.5 IMPORTANCIA DE LA ENZIMA P4SO,,. 

2.5.1 Características 

La P450, 70 pertenece a una familia de enzimas que participan en el metabolismo 

de numerosos compuestos endógenos como: estcroides. ácidos biliares, ácidos grasos, 

prostaglandinas. leucotrienos y aminas biogénicas. Muchas de estas enzimas también 

participan en el metabolismo de una gran gama de moléculas exógenas como: fármacos, 

contaminantes atmosféricos y alcoholes (Nelson et. al .• 1993). Es importante hacer notar 

que la nomenclatura de esta enzima varía en muchas de las referencias utilizadas (17a 

hidroxilasa, P-450 170.117.:-okoli'l.1. P450 17a hidroxilasa/C17-20), por lo que se decidió utilizar 

en este trabajo la nomenclatura sugerida por el "P450 Nomenclatura Committe'" para 

nombrar la P450 17a(Nelson et. al .• 1993). 

La P450170 cataliza dos reacciones, la primera es una hidroxilación (en el carbono 

17) de la A'-progesterona o la A 5-pregnenolona; estos productos además de ser 

precursores de asteroides gonadales son precursores, en la corteza adrenal. del cortisol. 

La segunda, es un corte de la cadena lateral del carbono 20 del núcleo esteroidal (función 

17,20 liasa), lo que resulta en la formación de ácido fórmico y androstendiona o 

dehidroepiandrosterona, precursores de testosterona y estrógenos. Se ha observado que 

en la mayoría de las especies. incluyendo al humano y al bovino, la P45017o. favorece más 

a la conversión de 17-a-hidroxipregnenolona a dehidroepiandrosterona que a la 
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conversión de 17-a-hidroxiprogesterona a androstendíona (Fevold et. al., 1989; Chung et. 

al., 1987). Este paso enzimático esté'l sujeto a regulación hormonal y es uno de los puntos 

clave en el control folicular de la secreción de estcroides (Gore-Langton y Armstrong, 

1988; Chung et. al .• 1987 ). 

La P450 11 .. para catalizar sus reacciones requiere un donador de electrones que es 

la flavoproteína reducida NADPH-citocromo P450 reductasa, localizada en el retlculo 

endoplásmico de las células esteroidogénicas. El gen que codifica para la P450 11" de ratón 

(Cyp-17) se ha aislado y caracterizado y posee una secuencia en el sitio de inicio de la 

transcripción que es regulada por AMPc (Youngblood y Payne, 1992). 

En estudios de inmunohistoquímica en ovario de rata se ha localizado la P450m. 

en células de la teca interna y en células intersticiales, en las cuales se lleva a cabo la 

producción de androstenediona en el ovario. De igual manera. se ha observado que la 

baja en la producción de estrógenos, que ocurre justo antes de la ovulación, es 

consecuencia de la degradación de la enzima y no por disminución de su actividad 

(lshimura et. al .• 1990). 

2.5.2 Regulación 

En estudios realizados en células de Leydig de ratón adulto se observó que el 

AMPc es esencial para la expresión del ARNm de la P450 17 .. y que además existe un 

efecto represor de la testosterona sobre la slntesis del mensajero. Por el contrario, el 
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estradiol no produjo el mismo efecto (Payno y Unli. 1991; Youngblood y Payne. 1992). 

Dicho estudio también demostró que so requieren mediadores proteicos sintetizados ·do 

novo·. cuya naturalez<J se desconoce hasta el momento, para que el AMPc induzca el 

mensajero para la P450,,., (Youngblood y Payne, 1992; Zuber ot. al., 1986). 

Existo una expresión constitutiva de la 3pHSD y P450scc. rnientrns que la expresión 

del mensajero para P450 17'-' depende totnlmontc do la cstimulación continua mediada por 

AMPc (Payne y Linli, 1991 ). En estudios realizados en testiculo de ratón quo carecen de 

gonadotropinas endógenas (hpg), se ha demostrado que las gonadotropinas no son 

necesarias para la actividad basal de las enzimas P450 11,. y 3p-hidroxiosteroide 

deshidrogcnasa. En este modelo se observaron niveles bajos de actividad para la P450,,ª. 

sin embargo. al administrar LH se incrementó 11 veces la actividad de la P450, 1"' por lo 

cual se propone que la sintesis de esta enzima es dependiente de LH. En estos estudios 

se demostró que la P450 17., depende de la estimulación por LH para manifestar su 

actividad y que es altamente sensible a la presencia de LH (O'Shaughnessy. 1991: 

Bogovich y Richards,1982). Por orto lado, se observó que en testículos de ratas 

hipofisectomizadas existe una disminución en la actividad de la P450,,.. con respecto al 

control (Purvís et. al .• 1973). 
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2.6.1 Origen y proporción do los sexos 

lntroducdón 

Eicher y colaboradores en 1982 reportaron que la transferencia del cromosoma "Y" 

del ratón Mus musculus poschiavinus (POS) a la cepa Mus musculus rnuscu/us 

(C57BL/6J) da origen a un número de hembras mucho mayor a lo esperado en una 

camada normal. Sin embargo. al hacer un análisis de los embriones 86.YPOs de 14 y 16 

dlas de gestación (d.g.) encontraron que la mitad de los embriones genotípicamente XV 

presentaban ovarios bilaterales y la otra mitad se desarrollaba como hermafroditas, con 

un ovario o un ovotestis (gónada con tejido ovárico y testicular) o con dos ovotestis. De 

tal forma que por definición, no existen machos normales en la etapa embrionaria en esta 

cepa (Eicher y Washburn. 1986). En la figura 7 se muestra un diagrama que ejemplifica 

Jo anterior. Es importante hacer notar que Ja cantidad de tejido testicular puede variar y dar 

origen a machos con testiculos bilaterales que son capaces de fertilizar hembras 86, para 

mantener la producción de hembras XY. 

Eicher y colaboradores en 1982 concluyeron. en base a sus trabajos, que el 

desarrollo anormal que ocurre en el 86.YP05 • es debido a que el gen determinante del 

testlculo del M. poschiavinus (TdyP05 ) interactúa inadecuadamente con un gen putativo 

y recesivo del 86, denominado gen autosómico determinante del testfculo (fda-1) (Eicher 

y Washbum. 1986 y Nagamine et. al .• 1987) o bien. por un gen T-asociado a la reversión 
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del sexo (Tas) localizado en el cromosoma 17 (Washbum y Eicher .1983: Eicher y 

Washburn. 1986). 

Mus musculus poschiavinus (POS) X Mus muscu/us rnusculus (C57BU6J) 

! es.v­

' ¡----------· 
XX 

1 

Ovarios 
bilaterales 

J 
Hembras 
normales 

Etapa 
embrionaria 

Etapa 
postnatal 

Figura 7. Esquema del origen del 86.yPOS 

Machos 
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Ovotcstls 
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Existen dos propuestas para explicar el posible papel del Tda-1 en este efecto 

(Eicher y Washbum. 1986): la primera menciona que el Tda-1 puede ser un elemento de 

la cascada que lleva a la diferenciación testicular y la segunda que existe un gen 
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determinante del ovario que actúa antes en el 86 que en el yPOs. 

Palmar y Burgoyne (1991) realizaron experimentos mediante los cuales demostraron 

que el cromosoma yPOs causa un retraso de 14 horas en el inicio de la formación de 

cordones testiculares con respecto al cromosoma "Y" de la cepa 86. Asl mismo. proponen 

que las anormalides en este modelo son consecuencia de un inicio tardío en la función del 

TdYPOS_ 

En la gónada del 86.vros a los 11 d.g. el inicio de la expresión del Sry es normal, 

mientras que los eventos moleculares subsecuentes como son la inactivación de este gen 

y el inicio de la expresión de genes como el de la P450 11.,, la aromatasa y el MIS se 

retrasan. lo que provoca un desarrollo testicular anormal (Lee y Taketo, 1994). Se ha 

propuesto que el retraso en el desarrollo no es programado por el cromosoma yPOs 

directamente, sino que por el contario, el problema puede ser a nivel de traducción o 

expresión de genes como resultado de una interacción inadecuada entre el Sry y sus 

moléculas blanco. La causa especifica de esta reversión sexual no se ha esclarecido 

completamente y los estudios aún continúan. 

2.6.2 El ovario B&.YPos 

En observaciones morfológicas, se ha visto que el ovario XY es indistinguible del XX 
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entre los 12 y 16 d.g. Sin embargo. a los 17 y 19 d.g. en el primero. todos los ovocitos de 

la médula degeneran mientro:Js que los de la corteza permanecen y posteriormente forman 

foliculos (Taketo-Hosotani et. al., 1989). 

Las hembras con genotipo XY poseen ovarios bilaterales y se ha observado que 

copulan pero no llevan a término la preñez (Eicher et. al., 1982; Taketo-Hosotani et. al., 

1989). Los ovocitos liberados por el ovario 86.YPOs pueden ser fertilizados eficientemente 

e iniciar el desarrollo, pero todos Jos embriones mueren durante periodos tempranos de 

preimplantación, lo cual ocurre generalmente en etapa de dos células (Mcrchant-Larios 

et. al., 1994). Las hembras XY carecen de un ciclo estral regular y permanecen en un 

estado de diestro permanente (Taketo-Hosotani et. al., 1989). 

Se ha propuesto que el problema de la hembra XY es a nivel de ovario, ya que al 

transplantar ovarios XY a individuos XX y viceversa. se observó en las hembras XY -con 

ovarios transplantados de hembras XX· un ciclo estral regular y en el caso de las hembras 

XX con ovarios XY se detuvo el ciclo estral regular. Con estos resultados se conluyó que 

Ja glándula pituitaria de hembras XY puede responder normalmente a las señales 

producidas por el ovario (Taketo-Hosotani et. al., 1989). 

Eicher y Washbum en 1986 observaron que se podia inducir Ja ovulación con PMSG 

y gonadotropina coriónica humana (hCG): con estos resultados proponen que una de las 

posibles causas de la infertilidad es la función endócrina inadecuada del ovario de las 

hembras 86. yPOs. Existe una muerte precoz de ovocitos en Ja región medular que evita Ja 
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formación de follculos, lo cual trae una diferenciación anormal de las células 

esteroidogénicas (Taketo-Hosotani. et. al., 1989). Se hi'.1 observado que el ovario XY 

produce niveles menores de asteroides que los observados para el XX del periodo 

neonatal hasta la pubertad; de igual manera el ovario XY no responde a las 

gonadotropinas para producir progesterona y testosterona (Villalpando et. al .• 1993). En 

este estudio también se observó que la baja actividad esteroidogénica del ovario XV no 

se puede atribuir a la cantidad de tejida ya que no se observan diferencias en el contenido 

de protefnas al comparar los ovarios XX y XY (Villalpando et. al .• 1993). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPÓTESIS 

3.1 Planteamlento dol probloma 

El cromosoma .. Y .. induce la diferenciación testicular, sin embargo, cuando la cepa 

del ratón Mus musculus poschiavinus (POS) se cruza con la cepa Mus mus musculus (86) 

la descendencia XY (B6_YP05
) desarrolla ovotestis y ovarios en la vida fetal. pero nunca 

testfculos normales. Algunos machos son fértiles. sin embargo la hembra XY a pesar del 

fenotipo normal produce niveles bajos de progesterona. testosterona y 1713- estradiol y 

además es infertil. El ovario infantil no puede incrementar la slntesis de testosterona en 

presencia de PMSG. probablemente debido a que hay un número pequeño de receptores 

a gonadot..-opmas. o bien, a una deficiencia enzimática en la slntesis de este andrógeno. 

Tomando en cuenta lo anterior. se considera importante estudiar la expresión del ácido 

ribonucleico mensajero (ARNm) que codifica para la enzima P450 17,., protelna 

determinante de la slntesis de asteroides en el ovario. 

Se ha demostrado que el MIS se encuentra presente en ovarios postnatales y se ha 

relacionado con el desarrollo folicular, pero aún se desconoce su función especifica, con 

base en los antecedentes descritos es importante determinar la ontogenia de este factor 

en el ovario XY. Para lograr lo anterior se plantea un estudio de la expresión del 

mensajero del MIS, a lo largo del desarrollo de las gónadas XX y XV para aportar 

elementos que nos hablen de su posible relación con la disfunción del ovario XY. 
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3.2 Hipótesis 

En la cepa 86.YPOs. los problemas de baja producción de testosterona asf como los 

de jnfertilidad están relacionados con la sfntesis de los mensajeros para la P45017ª y el 

MIS o con procesos que requieren la presencia de estos mensajeros en etapas tempranas 

del desarrollo postnatal. 

4. OB.JETIVOS 

Determinar el sexo genético de hembras 86. yPOs por hibridación puntual. 

Analizar con Ja técnica de RT-PCR la expresión del ARNm de la enzima P450rn~ en 

ovarios. de 1 a 15 dpp. de hembras 86.YPOs. con genotipo XX y XY. 

Estudiar la ontogenia del ARNm para el factor inhibidor de los conductos Mülferianos 

entre ovarios posnatales X.X y XY, de las edades arriba mencionadas, utilizando para 

ello RT-PCR. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Modelo blo16glco 

Se utilizaron hembras 66.YPOs de 1 a 15 dpp (lactantes). obtenidas a partir de la 

cruza de Mus musculus poschiavinus (POS) y Mus musculus musculus (C57BL/6J ó 86), 

las cuales estuvieron expuestas a 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las madres 

fueron alimentadas con alimento LAS DIE~ The Richmond Standard T .... Mouse Diet de 

PMI Feeds lncorporated y se les proporcionó agua potable estéril para que bebiesen a 

voluntad. 

5.2 Ootormlnaclón del soxo genótico por hibridación puntual 

Por análisis de fragmentación de ADN con enzimas de restricción y clonación 

molecular se obtuvo una sonda denominada 145SC5 que reconoce secuencias repetidas 

de ADN en el cromosoma Y del ratón mus musculus (Nishioka, 1988). Esta sonda de 1.5 

kilobases (kb) clonada en el plásmido pUC8 fue donada amablemente por el Dr. Nishioka 

de la Universidad McGill en Montreal. Canadá. El inserto se corta con Ja enzima de 

restricción EcoR1 que reconoce la secuencia palindrómica GAATTC3·. 

5.2.1 Obtención de la sonda 

El ADNc se digirió con la enzima EcoR1 de GIBCO. BRL durante tres horas a 37 ºC 

y se centrifugó brevemente cada 20 minutos. Se preparó un gel de agarosa al 0.8°/a para 
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separar la sonda del plásmido para lo cual se colocaron 26 µI de la muestra digerida en 

cada carril: en uno do ellos se incorporó un marcador de peso molecular, fragmentos de 

ADN del fago A cortado con la enzima Hind 111 (>i.DNNHIND 111 Frogments). 

Ratón 66.""(""C- ----+- Muestra do 

~ 
1 

Aislar tejido 

1 
ExtraerARN 

1 
RT-PCR 

MIS 
y 

P45017u 

sangre 

¡ 
Hibridación 

puntual 

¡ 
Identificación 

del sexo 
cromosómlco 

Figura 8. Diagrama de flujo del procedimiento experimental realizado. 
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So realizó una electroforesis a 100 volts (v} por tres horas a temperatura ambiente. 

El gel se tii'\ó con una solución de bromuro de etidio de 10 mg/ml, durante 10 minutos 

y las bandas se visualizaron en un transiluminador SIGMA T-1202 con luz ultravioleta. Se 

cortó el fragmento do agarosa que contenia la banda do peso molecular de 1.5 kb. la cual 

corresponde a la sonda (inserto Cy). 

5.2.2 Eloctroolución 

El fragmento Cy se colocó en una membrana de diálisis con un tamai'\o de poro de 

6000 a 8000 Daltons (O) con 500 µI de amortiguador TBE pH 8.0 (TRIS 89 mM. ácido 

bórico 89 mM. ácido etilendiaminotetracético disódico (EDTA) 2.5 mM). Se realizó una 

electroelución una durante hora y treinta minutos a 100 v y a 4-c. Posteriormente el 

amortiguador se colocó en un tubo Eppendoñ. se adicionaron: 15 µI de NaCJ SM, 2 

volúmenes de etanol absoluto y se precipitó por 24 horas a -20ºC. La muestra se lavó con 

etanol al 70°/o, se centrifugó a 8000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos, se 

decantó y resuspendió en 5 µI de amortiguador TBE. 

5.2.3 Determinación do Ja concentración de la sonda 

Se preparó un gel de agarosa al 0.8%, y se aplicaron 6 µI de Ja muestra eluida. Se 

realizó una electroforesis. bajo las condiciones descritas anteriormente. El gel se tif'\ó con 

bromuro de etidio (10 mg/ml) y la banda se comparó con un gradiente de diversas 

concentraciones de ADN de 50 a 300 ng. 
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5.2.4 Marcado do la sonda 

La sonda se marcó con el kit Random Primor de GIBCO. BRL. Para el marcado se 

utilizaron 250 ng de la sonda como molde y se adicionaron secuencialmente los siguientes 

nucleótidos: 

2 µI de dCTP 

2 µI de dGTP 

2 µI de dTTP 

5 µI de [a -32P) dATP (Amersham). 

Se agregaron 15 µ1 del amortiguador incluido en el kit y 1 µI del fragmento Klenow. se 

incubó dos horas a 25 ºC. 

La sonda se purificó en una columna de Sephadex G-50 en TE (TRIS 10 mM + EDTA 

0.1 mM, pH 7 .5). La columna se empacó en una jeringa de 1 mi y se centrifugó a 2000 

rpm, 4 minutos. Se repitió dos veces este proceso hasta que se observó el nivel adecuado 

de Sephadex en la columna (5 cm). Se adicionó 0.1 mi de amortiguador TEN (TRIS 1 O 

mM, EDTA 1mM. NaCI 100 mM a pH 8) y se centrifugó dos veces más. Se adicionó a la 

columna el volumen total de la muestra marcada (aproximadamente 50 µI diluido a 150 

µl con TEN) y se centrifugó a 2000 rpm, 4 minutos a 4 ºC. El residuo colectado 

corresponde a la sonda purificada. En un contador de emisiones p (modelo Tri-Carb 1500 

de Packard) se determinó la cantidad de radioactividad incorporada en 1 µI de muestra, 

ésta se cuantificó en cuentas por minuto (cpm). 
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5 .. 2 .. 5 Preparación de las membranas do hibridación 

En una membrana de nylon cargada positivamente (Geno Screen Plus Membrana de 

OuPont). se colocaron 2 µI de sangre de la cola de cada ratón. En las membranas se 

colocan aproximadamente 40 muestras de sangre como se muestra en la figura 9. 

-----~ -

• • • • • • • • • ' • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
• • • • • • • • • ------------ - -

Figura 9. Representación de una membrana de hibridación. con las muestras individuales de 
sangre. 

La membrana se horneó al vacio, en un hamo NAPCO mod. 5831. 2 horas a 80°C y 

se desnaturalizó por tratamiento en NaOH 0.4 N y NaCI 0.5 M por 60 minutos. 

Posteriormente se neutralizó con TRIS 1 M pH 7.0. durante 60 minutos a temperatura 

ambiente. 

5.2.6 Prehibrldaclón 

La membrana se prehibridó en una solución que contiene: formamida al 50°/o. sulfato 

de dextrán al 25º/o, NaCI 1M y SOS al 0.5°/o. Se desnaturalizaron 0.2 mi de ADN de 
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esperma de sa1món (10 mg/ml) a 95ºC y se adicionaron a la solución anterior. En una 

bo1sa de plástico se colocaron la membrana y la sotución de prehibridación, se selló por 

calor y se incubó en un bano de agua de 18 a 24 horas a 42 ºC. Este procedimiento se 

resume en el diagrama de flujo de la figura 10. 

5.2.7 Hibridación 

Se desnaturalizó la sonda marcada durante 10 minutos a 95 ºC y se enfrió 

inmediatamente en hielo con NaCI. Se agregó el volumen de solución de sonda 

equivalente a 5 millones de cpm a la solución de hibridación y la membrana obtenida en 

el paso anterior se dejó incubando toda la noche a 42ºC. 

5.2.8 Autorradiografia 

La membrana se lavó dos veces con SSC 1X y SOS al 5°/o durante 25 minutos a 60 

°C y se expuso a una placa fotográfica X-OMAT de Kodak. utiliz¿indo dos pantalias 

intensificadoras de OuPont, se almacenó a -70 ºC por 24 horas y se reveló con la técnica 

de rutina: 5 minutos en revelador Dektol de Kodak. 5 minutos en agua, 5 minutos en 

fijador. 5 minutos en agua y finalmente 10 a 20 minutos de secado. 
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Hibridación Puntual 

Hornear la membrana 

2 h'lªº •e 

Desnaturalizar en NaOH 0.4 N 
y NaCI 0.5160 minutos 

Neutralizar con TRIS 1 M pH 7 .O 
por 60 minutos 

¡ 
Prehibridar la membrana 

en solución de hibridación 

+ 
Adicionar 0.2 mi de DNA 
de esperma de salmón 

10 mg/ml 

Marcar 250 ng de sonda 
con dATP 32-P 

+ Separar la sonda 
sephadex G-50 

+ Determinar cpm • Oesnnturalizar la sonda 
marcada a 95 ºC, 10 minuto~ 

l Incubar 20 hr 
a42°C 

Adicionar 10
6

cpm 
Hibridar +--------~ 

l Incubar 24 hr 
a42°C 

Lavar 2 veces con SSC 1 %, 
25 minutos a 60 ºC 

+ Exponer a película X-OMAT (Kodak) ¡ 3 dlas 

Revelar 

Figura 1 O. Diagrama de flujo que muestra las condiciones para la hidridaci6n puntual. 
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5.3 Extracción y purificación do ARN 

Para realizar esta separación se utilizó el reactivo TRIZOL • de Gibco. BRL. cuya 

preparación se basa en la técnica de extracción con tiocianato de guanidina descrita por 

Chomczynski y Sacchi. en 1987. El TRIZOL permite la extracción de proteinas y ADN de 

la misma muestra además de reducir considerablemente el riesgo de degradación del 

ARN (Chomczynski, 1993). El procedimiento se resume en la figura 11. 

5.3.1 Homogonolzaclón 

Se homogeneizó el tejido en un homogeneizador (TRl·R; STIR·R. Modelo S63C). 

utilizando para ello 500 µI de TRIZOL e por cada par de gónadas y se dejó reposar el tejido 

5 minutos a temperatura ambiente. 

5.3.2 Separación de fases 

Se adicionaron 100 µI de cloroformo a cada muestra. los tubos se agitaron 15 

segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos. finalmente se 

centrifugaron a 12.000 rpm por 15 minutos. 

5.3.3 Precipitación 

Se separó la fase acuosa (superior) y se le adicionaron 250 µI de isopropanol. se 

dejaron precipitar a temperatura ambiente por 10 minutos. Una vez transcurrido este 

tiempo se centrifugaron a 12.000 rpm por 10 minutos a 4ºC. 
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Figura 11. Diagrama de flujo de la técnica de extracción de ARN. 
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5.3.4 Lavados 

Se decantó el contenido de cada uno de los tubos, se les adicionó 500 µI de etanol 

al 75o/o, se agitaron ligeramente y se centrifugaron a 7,500 rpm por 5 minutos a 4 ºC. 

Finalmente los tubos se decantaron y se secaron al vado por 10 minutos. El ARN se 

resuspendió en 10 µI de agua tratada con DEPC, las muestras se almacenaron a -70 ºC. 

5.3.5 Cuantlflcaclón dol ARN 

Se tomó una aHcuota de 2 µ1 de cada una de las muestras. las cuales se diluyeron 

1 :200 con agua tratada con DEPC. Se realizaron lecturas a 260 nm y 280 nm 

respectivamente, para lo cual se utilizó un espectrofotómetro Beckam DU-600. Se 

determinó ta concentración. asl como la pureza de la muestra. Para lo cual se consideró 

que una densidad óptica de 1 equivale a 42 µg/ml de ARN (Sambrook et. al., 1989). 

5.4 Reacción en cadena de la polimerasa a partir de ARN (RT-PCR) 

5.4.1 P450,,. 

Se obtuvo el AONc a partir del ARN total. utilizando para ello el kit de PERKIN ELMER 

Gene Arnp., RNA PCR Kit. Se utlilizó el equivalente a 1 µg de ARN total. el cual se 

desnaturalizó a 95 ºC por 5 minutos, se le adicionó: solución de MgCl2 (SmM}. 

amortiguador (KCI 50 mM. Tris-HCI 10 mM. pH 8.3), dGTP, dTTP. dCTP, dATP (1mM). 
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inhibidor de RNAsa 1U/µI. transcriptasa reversa MuLV 2.5 U/µI e iniciadores con 

secuencias al azar. Las muestras se introdujeron al termociclador Perkin Elmer 9600 con 

las condiciones que se muestran en la tabla 4. 

Tiempo 1 Temp. 

10m1n 1 25°C 

60m1n 1 42 ºC 

Sm•n 
1 

99ºC 

Tabla 4. Condiciones del termociclador par¡:¡ la síntesis del ADNc. 

Una vez concluido este ciclo se adicionó a cada tubo solución de MgCl2 para tener 

una concentración final de 2mM. amortiguador, agua desionizada(estéril) y el equivalente 

a 2.5 U de Amplitaqe ADN polimerasa. Posteriormente se adicionó 1 µI de cada primer 

(0Hasa-P1 y 0Hasa-P2), sintetizados en la Unidad de Aminoácidos del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas. UNAM. 

Secuencia de los oligonucleótidos 

0Hasa-P1 5· GAG·AAC-AAG-GAT·CCG-ATA-CTG-ACT-ACC-ATA-CAG 3· 

0Hasa-P2 5· GTG-CAC-CAG-GAA-AGC-CAG-GAT-CCA-GTT-CAG 3· 

Tabla 5. Secuencia de los oligonucleótidos sintetizados para la P450,,,. . 

Las muestras se centrifugaron 30 segundos. posteriormente se incubaron en el 

termociclador con las condiciones indicadas en la tabla 6. En la figura 12 se resume el 

procedimiento utilizado para el RT-PCR. 
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Número de ciclos Temperatura Tiempo 

94°C 2 min 

55ºC 15 seg 

72ºC 30 seg 

94ºC 15seg 

28 55"'C 15seg 

72"C 30 seg 

94°C 15seg 

55ºC 15seg 

72ºC 10min 

Tabla 6. Tiempos. temperaturas y ciclos utilizados para la amplificación de la P45011 .. 

a) Visualización de los productos 

Se preparó un ge• de agarosa al 1.So/o; en cada carril se colocaron 15 µI de los 

productos amplificados. en uno de ellos se colocó el marcador de peso molecular (pBR 

322 / Hinfl). Se realizó una electroforesis a 100 v por tres horas a temperatura ambiente. 

El gel se tinó con una solución de bromuro de etidio de 10 mg/ml. Finalmente los 

productos se visualizaron en el transiluminador. 

b) Fotografías 

Los geles de agarasa se fotografiaron bajo luz ultravioleta, utilizando 35 seg de tiempo de 

exposición. posteriormente se revelaron con la técnica de rutina. Los negativos se 

positivaron en papel RP-4 marca Oriental. 
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1 µg de ARN total l 95 •c. 5 min. 

solución de Mg 2 • 

amortiguador 
dNTPºs 

transcriptasa reversa 
secuencias al azar 

1 
AONc 

i 

10 min, 25 °C 
60min, 42 °C 

5min, 99°C 

solución de Mg 2• 

amortiguador 
Amplitaq ONA-POL 

OHASA-P1 y OHASA-P2 

2m1n, 94 °C 
15 seg, 55 °C 
30 seg. 72 ªC 

1 cido 

1 
15 seg, 94 '"C 
15 seg, 55 '"C 28 cicios 
30 seg, 72 ªC 

15 seg, 94 '"C 
15 seg, 55 '"C 
10 mm, 72 '"C 

Visualizar los productos, 396 pb 
(gel de agarosa al 1.5 o/o) 

1 ciclo 

Matarlo/ rn6todo~ 

Figura 12. Diagrama da flujo de fa amplificación por PCR a partir del ARN, de la P450t7o· 
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5.4.2 Hormona lnhlbidora do los conductos do Müllor 

La técnica utilizada fue la misma que la anterior pero con las siguientes 

modificaciones:los oligonucleótidos utilizados fueron disel'\ados con base en el AONc para 

el MIS (Lee y Taketo. 1994). Los oligonucleótidos utilizados se muestran en la tabla 7 y 

el número de ciclos para la amplificación del MIS fue de 29 (figura 13). 

Secuencia do los oligonucleótidos po.ra el MIS 

M1 5· TCC-TAC-ATC-TGG-CTG-AAG-TGA-TAT-GGG-AGC 3· 

M2 5· CTG-AGG-GTG-GCA-CCT-TCT-CTG-CTT-GGT-TGA 3· 

Tabla 7. Secuencia de tos oligonucleótidos sintetizados par-a el MIS. 

La visualización de los productos se realizó utilizando 15 µI de producto del PCR y 

siguiendo lo descrito para la P450, 7": las fotografias se tomaron bajo las mismas 

condiciones que lo descrito anteriormente para P450na· 
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1 µg de ARN totaf l 95 "C. 5 min. 

solución de Mg 2
"' 

amortiguador 
dNTP's 

transcriptasa reversa 

secuencilas al a::~i:n, 
25 

ªC 

60min,42ªC 
5 min, 99ªC 

AD Ne 

l 
solución de Mg2"' 
amortiguador 

Amplitaq DNA-POL 
M1 yM2 

I
~ 
2 min, 94 ªC 
15 seg. 55 °C 1 ciclo 
30 seg, 72 ºC 

15 seg, 94 ªC 
15 seg, 55 '"C 29 ciclos 
30 seg, 72 ºC 

15 seg, 94 ºC 
15 seg, 55 ºC 1 ciclo 
10 min. 72 ºC 

Visualizar los productos, 279 pb 
(gel de agarosa al 1.5 ~{.) 

Material y mdtodo.s 

Figura 13. Diagrama de flujo de fa amplificación por PCR a partir del ARN, del MIS. 



6. RESULTADOS 

6.1 ldontlflcaclón do las hembras XY 

La figura 14 muestra el patrón electroforético, en un gel de agarosa al 0.8º/o, del 

ADN que se utilizó como sonda para identificar a tos individuos XY (Nishioka, 1988). Para 

localizar el fragmento de 1.5 kb. se incorporó en el carril 1 el ADN del fago }\ digerido con 

la enzima Hind 111 (PM 1) y en el carril 5 el ADN del plásmido pBR322 digerido con la 

enzima Hinf I (PM2), los cuales tienen fragmentos de ADN con peso molecular conocido. 

En el carril 2 se observa el ADN del plélsmido pUCB sin digerir (SO) y en el carril 3 las 

cuatro bandas que se obtienen al digerir este plósmido con la enzima de restricción EcoR1 

(O}. Es importante hacer notar que el fragmento 145SC5 que se utilizó para la hibridación 

se observa a la altura de 1.5 kb en el carril 3. 

En la figura 15 se presenta un ejemplo de los resultados obtenidos de una 

hibridación puntual con el fragmento de 1.5 kb antes mencionado utilizando la técnica 

descrita por Nishioka en 1988 con las modificaciones descritas en material y métodos. La 

figura 15 corresponde a una foto de la placa fotográfica revelada después de someterse 

a una exposición de 72 horas a la membrana hibridada con la sonda marcada con dATP 

[a- 32P], en donde los puntos negros muestran los positivos, sangre que hibridó con la 

sonda 145SC5 y que en este caso corresponden a las hembras XY; además se incluyen 

controles positivos (machos) en cada membrana. Se hibridaron un total de 8 membranas 

en las cuales se observaron resultados consistentes a los mostrados en la figura 15. 
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Figura 14 .. 

4.3 kb ... 

2.3 kb~ 
2.0kb ~ 

Cal'"nlcs 

Resultados 

PM1 SO D PM2 

... 1.5kb 

2 3 4 5 

Gel de agarosa al 0.8% en TBE en donde se observa en el pnmel'" carril el marcador 

de peso molecular >.DNAJHind 111 (PM1}. en el segundo el DNA plasmfdico sin 

digerir (SO}, en el tercero se muestra el resultado de la digestión con EcoR1 (0) y 

en el quinto carnl se muestra el m¡ircador de peso molecular pBR 322/Hinf I (PM2}. 

En el tercer cal'"nl (0) y a la altura de la banda de 1 .5 Kb del marcador de peso 

molecular se observa la sonda utilizada para la hibridación puntual. 
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Figura 15. 

Resultados 

Macho 'X:'f ...... 
• 

• • • • • 
Hembra 'X'f .. • • • • • 
Hembra XX .. • • • 

• • 
• • • 

Hibridación puntual de muestras de sangre periférica del ratón 86.yf"OS_ Los puntos 

indican la hibridación positiva con la sonda especifica para el cromosoma Y 

(145SC5) presente en las hembras XY: los espacios en blanco corresponden a 

hembras XX. Se ser.ala el control positivo macho XY. 
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6.2 Ampllf1cacl6n do los ARNm 

6.2.1 P45017a 

Resultados 

El fragmento esperado para el ARNm de la P450 17., es de 396 pb (Lee y Taketo. 

1994). lo cual so veríficó utilizando los marcadores de peso molecular obtenidos a partir 

de la digestión del plásmido pBR 322 con Hinf I (que nos permite visualizar bandas de 

peso molecular dol intervalo de 1631 a 154 pb) lo que se observa en el carrll marcado 

como PM de la figura 16. La banda de la P45011 .. se observa a la altura de la banda 3 del 

marcador. misma que corresponde a 396 pb, lo cual es congruente con el tamano 

esperado. 

Los resultados del análisis de la expresión del ARNm para la P450 174 por RT-PCR 

se muestran en las figuras 16 y 17. En el análisis realizado en las muestras menores a los 

9 dpp tanto para los ovarios XX como para los XY no se detectó la presencia del 

mensajero. En la figura 16, se muestran los resultados obtenidos para las edades de 8 a 

11 dpp en ovarios XX y XY .en el carril de extrema izquierda se observa el marcador de 

peso molecular, en los carriles siguientes se observan las muestras experimentales(+) de 

8 a 14 dpp con su respectivo control sin transcriptasa reversa (·). 

Desde 1dpp hasta los 8 dpp no se detectó el mensajero en los ovarios XX ni XY. 

A partir de los 9 dpp en el ovario XX se observó una banda muy tenue. mientras que en 

el ovario XV la banda no se visualizó. A los 10 dpp se vid una banda tenue del mensajero 

en el ovario XX, mientras que en el ovario XY no se detectó ninguna banda. A los 11 dpp 

el ARNm para la P450m, en el ovario XX es mas intensa. pero aún el mensajero para esta 



RosuttadO!J 

enzima esta ausente en el ovario XV. 

517 pb_ 
506pb 

396pb-
344pb-
298 pb-

221 pb-

Figura 16. 

PM X.X XY XY XX 
+ - + - + 

Amplificación por RT-PCR del ARNm para la P..t50.~,. de los 8 a 11 dpp. 

Fragmentos observados en un gel de agarosa al 1. 5°/o. En el primer carnl se 

muestra el marcador de peso molecular. pBR 322 digerido con Hinf I (PM). Los 

camles con signo pos1t1vo (+)corresponden a muestras con transcriptasa reversa 

(RT) y los carnles con signo negativo(-) corresponden al control sin RT. 
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Resultad~ 

En la figura 17 se muestran los resultados del PCR de las edades de 12 a 20 dpp 

para la P450 17ª. A los 12 dpp se observa por primera vez durante el desarrollo postnatal 

del ovario XV el mensajero para la P450m •• aunque la banda que se observa es muy 

tenue. Como se observa en la figura 17 el mensajero en el ovario XV aumenta 

gradualmente hasta los 14 dpp, edad en la que aparecen con la misma íntensidad tanto 

para el XX como para el XV. A los 15 y 20 dpp la banda del producto de la amplificación 

también se detecta. 
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Figura 17. 

~~~-
39'8"b-

3A ... pb -
29.Spt>-

2-;!1 pe.-

Resultados 

'"""~"4;.;~-:r¿-- . ~~~;~~ -'/ .. :-

~
.·,,~,oq ,;..'. 

- ~~ H 
-· ~~~ -.. - -- . ·-· ~ 

,.,.___, ' 

Amphficación por RT-PCR del ARNm p;::ira la P450 17 ... de los 12 a los 20 dpp. En el 

primer carril se muestro el marcador de peso molecular. pBR 322 digerido con Htnf 

I (PM). Los carriles con signo pos1t1vo (+) corresponden a l;::is muestras con 

transcriptasa reversa (RT) y los carriles con signo negotivo (-)corresponden al 

control sin RT. En todos los ovarios XX se detecto la banda del ARNm para la 

P450, 7 ..,,. 
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Rosuffados 

6.2.2 Hormona lnhlbldora do los conductos do Müllor 

Con la técnica descrita por Lec y Taketo en 1994 y con las modificaciones descritas 

en material y métodos se amplificó el fragmento de 279 pb, que en este caso corresponde 

al MIS: la banda que se observó en los geles de agarosa se localiza entre las bandas de 

298 y 221 pb del marcador de peso molecular pBR322/Hinf l. 

En la figura 18 se muestra el gel donde se presentan los resultados de la 

amplificación del MIS para las edades de 3 a 7 dpp. Se observa que el mensajero para el 

MIS se detecta a partir de tos 4 dpp para el ovario XX y gradualmente aumenta su 

intensidad hasta los 6dpp. Es importante hacer notar que para el ovario XY a los 3 dpp se 

nota la presencia de una banda muy tenue, rcsultndo que permnneció constante en varios 

ensayos realizados en esta edad. La banda para el ovario XY no se detecta a los 4 ni 5 

dpp, mientras que para el ovario XX a los 4 y 5 dpp la banda se vió en forma tenue. 

A los 6 dpp se observa una clara expresión de las bandas para el MIS tanto en el 

ovario XX como en el ovario XY. En la figura 19 se presentan los resultados de 8 a 12 dpp 

en donde se detectó un resultado positivo en todas las edades, pero se observa una gran 

irregularidad en la intensidad de las bandas, resultado que se aprecia hasta los 13 dpp, 

sin embargo, como se observa en la figura 20 (edades de 13 a 20 dpp), a partir de los 14 

dpp se observa un aumento considerable en la intensidad en las bandas XX y XY. 
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St7pe ...... -
:M•pe -,.. ... -

Figura 18. 

Resultad'" 

3dpp 4 dpp 5dpp 6 dpp 7 dpp 

Amplificación por RT-PCR del ARNm para el MIS de los 3 a los7 dpp. En el primer 

carril se muestra el marcador de peso molecular, pBR 322 digerido con Hinf I (PM). 

Los carriles con signo positivo (+) corresponden a muestras con transcriptasa 

reversa (RT) y los carriles con signo negativo(·) corresponden al control sin RT. En 

Jos ovarios XX a panir de los 4 dpp detectó la banda. En el ovario XY se detectó 

una banda a los 3 dpp (banda tenue) y a partir de los 6 dpp se detecta en ambos 

genotipos. 
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517 pb 

506pb -

396pb -

344pb -

296pb -

221 pb -

Figura 19. 

Resultados 

8dpp 9dpp 10dpp 11 dpp 12 dpp 

PM 

Amplificación por RT~PCR del ARNm para el MIS de los 8 a 12 dpp. En el primer 

carril se muestra el marcador de peso molecular. pBR 322 digendo con Hinf / (PM). 

Los carriles con signo positivo (+) corresponden a muestras con transcnptasa 

reversa (RT) y los camles con signo negativo(·) corresponden al control sin RT. En 

todas las edades. tanto en ovanos XX como XY, se detectó la banda del MIS. En 

estas edades se observa una gran variación en la intensidad de las bandas. 
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Figura 20. 

517pb 

""'"" 

PM 

-· 

Resuffados 

13dpp 14 dpp 15 dpp 20 dpp 

·- -. ----
Amplificación por RT-PCR del ARNm para el MIS de los 13 a 20 dpp. En el primer 

carril se muestra el marcador de peso molecular. pBR 322 digerido con Hinf I (PM). 

Los carriles con signo positivo (+) corresponden a muestras con transcriptasa 

reversa (RT) y los camles con signo negot1vo (-) corresponden al control sin RT. A 

partir de los 14 dpp se observan intensidades similares tanto para ovarios XX como 

XY. 
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7. DISCUSIÓN 

La hibridación puntual descrita por Nishioka en 1988 permite determinar con 

certeza el sexo genético de las hembras 86.YP05 ya que utiliza una sonda especifica 

(145SCS) que hibrida con un gen en el cromosoma Y. Una ventaja de esta técnica es que 

utiliza sangre periférica de ratón, lo que permite hacer la hibridación directamente sin la 

necesidad de extraer y purificar el AON de la muestra, lo cual facilita el procesamiento 

simultáneo de un gran número de muestras. Con esta sonda se puede detectar hasta el 

1 º/o de contaminación de ADN de macho en una mezcla de AON hembra-macho (Nishioka, 

1988). 

La variación en la intensidad de los puntos de hibridación observados en algunas 

muestras de las placas fotográficas. después de su exposición a las membranas de 

hibridación marcadas, es consecuencia probablemente del número de células, pero esto 

no interfiere de ninguna manera con el resultado ya que claramente se identifican las 

muestras positivas. Por otro lado. se ha demostrado que la especificidad de este ensayo 

permite una fluctuación en el número de células por punto entre 6 y 8 veces sin afectar la 

interpretación del resultado (Nishioka, 1988). Esta técnica es útil ya que en este trabajo 

fue necesario identificar a las hembras fenotlpicas con genotipo XY y además los 

resultados obtenidos al hibridar las membranas fueron consistentes en todos los ensayos; 

lo anterior fue verificado al incluir en cada membrana machos normales como control 
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Discusión 

positivo. 

La extracción de ARN por TRIZOL es una nueva versión de la técnica con 

tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo inicialmente descl'"ita por Chomczynski y Sacchi, 

en 1987. El TRIZOL es una solución de una sola fase que contiene fenal, tiocianato de 

guanidina. amortiguador y agentes solubilizantes (Chomczynski, 1993). Este reactivo, que 

además de permitir la extracción simultánea de ADN y protelnas. resultó ser mejor que la 

técnica original empleada en el laboratorio descrita por Chomczynski y Sacchi, en 1987, 

ya que reduce el riesgo de degradación del ARN al reducir el tiempo de ensayo de 6 a 2 

horas (dependiendo del número de muestras), así como el manejo de la muestra. 

La reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), que amplifica el ADNc obtenido 

a partir de ARN por transcriptasa reversa, permite estudiar la expresión de genes 

importantes para diversos procesos fisiológicos. En este ensayo se utilizó el RT-PCR para 

evaluar la expresión del mensajero para la enzima P450, 7 .. y el MIS. 

Para el diseño de los aligas para Ja P450 17., se tomó como referencia Ja secuencia 

del ADNc publicado (Youngblood et. al., 1991) y las condiciones de amplificaciones 

previas de este mensajero (Lee y Taketo, 1994). Para verificar que esta secuencia de 

oligos flanquea el fragmento del ADNc que se seleccionó, en estudios previos se sometió 

el producto de PCR a digestiones con las enzimas de restricción Mae JI/ y Taq I y a 
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secuenciaciones parciales, experimentos con los cuales se verificó que los sitios de corte 

y los fragmentos resultantes correspondieran a lo esperado (Lee y Taketo, 1994 ). Para los 

oligos del MIS se utilizó ta enzima A/u I y además se secuenció el producto de PCR (Lee 

y Taketo, 1994 ). 

El número de ciclos seleccionados para la amplificación corresponde a un rango 

en el cual la amplificación es exponencial (Lee y Taketo, 1994). El objetivo de este estudio 

fue determinar si están o no presentes las bandas del ARNm para la P450 17~ en las 

edades estudiadas para de ahl establecer nuevas hipótesis de trabajo sobre la baja 

producción de asteroides por parte del ovario XY. Como control experimental de 

amplificación se incluyó en cada muestra de PCR. un control negativo, muestra de ARN 

a la cual no se le adicionó RT. lo cual permite verificar que los fragmentos amplificados no 

fueron producto de contaminación por ADN externo; así como para confirmar que la 

amplificación observada fue producto del ARN de la muestra. 

Al analizar los productos de PCR obtenidos para la P450 17.,,, observamos que este 

gen aparentemente está ausente en las edades menores a los 9 dpp en ambos ovarios. 

Para comprobar que este resultado negativo no se debió a que se empleó una cantidad 

pequena de tejido, se utilizó 1 µg de ARN total en cada una de las muestras estudiadas 

por PCR para asf tener un valor inicial constante en todas las muestras analizadas. 

Además. se realizaron experimentos con 3 µg de ARN total para tratar de ver la banda, 
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la cual no apareció en las edades mencionadas. Ast mismo, las muestras que resultaron 

negativas (1 y 3 µg de ARN total) se sometieron a una reamplificación. lo cual también 

resultó negativo. Por otro lado, se realizaron experimentos con Hprt (gen constitutivo) en 

los cuales se observa amplificación de ARNm en esas edades por lo que se pudo 

establecer que el RNA extraído en esas edades no está degradado. Además, se observó 

la expresión del MIS en esas edades. Tomando en cuenta todo lo anterior se estableció 

que no existe expresión de ARNm para P450, 1" de 1 a 8 dpp a niveles detectables con la 

técnica utilizada. La inexistencia de las bandas de la P450 11", en edades menores a los 

9 dpp, indica que el mensajero no se esta expresando o bien que existe una cantidad tan 

pequei\a de producto amplificado que el gel de agarosa no permita su visualización lo cual 

es improbable ya que la sensibilidad del PCR teóricamente permite amplificar un gen a 

partir de una sola copia (Mullis, 1990; Erlich et. al .. 1991) 

Asi mismo, la ausencia en la expresión del ARNm para la P450 110 puede deberse 

a que durante la primera semana no se observan células de la teca en ovario de ratón. Al 

final de la primera semana existen algunos folículos en los cuales se observa la presencia 

de células de la teca que rodean a una membrana basal. lo cual es signo del desarrollo 

de la capa de células de la teca, ésto se observa entre los 7 y 1 O dpp; en esta edad en el 

ratón hay dos o tres capas de células de la teca. En la segunda semana se observa 

claramente definida la capa de células de la teca que se empieza a engrosar por 

proliferación y se observan hasta tres capas de células (Richards et. a/.,1980; Peters, 
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1969). Lo anterior puede explicar quo la P450 11., se exprese a partir de los 9 dpp en forma 

tenue en el ovario XX y esté ausente en el ovario XV hasta los 11 dpp ya que es en las 

células de la teca donde se locilliza esta enzima (lshimura et. al., 1990). Es posible que 

el ARNm pudiera estar siendo transcrito o degradado de manera diferencial en el ovario 

XY. 

En otro estudio de fa esteroidogénesis en ovurio de ratón, en el cual utilizan ratones 

hpg, los cuales carecen de gonadotropinas circulantes (O.Shaughncssy y Mannan, 1994), 

se observó que el ARNm para la enzima P4505 cc• enzima inmediata anterior a la P450 170 

en fa biosintesis de esteroidcs (Figura 4) se expresa tenuemente durante la primera 

semana pero a Jos 8 dpp se detecta un incremento considerable en su expresión. Lo 

anterior podrla indicar que o esta edad se presentan las señales que inducen la síntesis 

de esta enzima y posiblemente de la P450 17ª. efecto que se observa a partir de los 9 dpp 

para el ovario XX. 

En resultados preliminares se ha visto que el factor de crecimiento semejante a 

insulina tjpo 1 posiblemente está involucrado en la regulación de la slntesis de asteroides 

en el ovario de ratón (Villalpando·Fierro. datos sin publicar) y además se ha observado 

que la expresión del mensajero para el IGF·I se encuentra retrasada en la hembra XV de 

la cepa 86.YPOs (Villalpando·Fierro et. al .. 1996). 
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También es importante mencionar que el mensajero para el receptor a FSH en 

roedores está presente desde el nacimiento pero no aparece completo sino hasta los 5 

dpp (O"Shaughnessy et. al., 1994). El mensajero para el receptor a LH, gonadotropina que 

regula la actividad de la P450,,,,. no se ha estudiado en ratón, sin embargo. en la rata el 

receptor completo se presenta entre los 5 y 7 dpp (Sokka et. al., 1992). 

La banda para Ja P450 11,. en el ovario XX a los 9 dpp es muy tenue y lo mismo 

ocurre a los 10 dpp (apenas visibles en los geles de agarosa) pero. ésta se observa con 

mayor intensidad a los 11 dpp lo cual podria sugerir que existe un aumento en la 

expresión del ARNm para Ja P450 11,, posiblemente debido a que el desarrollo de la capa 

de células de la teca aumenta. Por el contrario. para el ovario XY la expresión del ARNm 

para la P450 1 ,,.. está retrasada tres dias, esto puede ser una de las causas que Jos niveles 

de testosterona estén disminuidos en el ovario XY y no se incrementen en respuesta a las 

gonadotropinas a los 14 dpp (Villalpando et. al .• 1993). 

A partir de los 14 dpp se observan bandas similares de la amplificación del 

mensajero para la P450 17"' para ambos ovarios, esto indica que el mensajero ya esta 

presente en el ovario XX al igual que en el ovario XY. Una de las caracteristtcas de la 

cepa 86.YPOs es que a los 14 dpp presenta niveles bajos de testosterona y no los 

incrementa en presencia de PMSG (Villalpando et. al .• 1993) una de las preguntas 

originada de esos resultados fue determinar si está o no presente el mensajero para 
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P45017ª en esa etapa del desarrollo del ovario XY. Con los resultados de esta tesis se 

demuestra la presencia el mensajero para P450, 7ª a los 14 dpp. sin embargo, no se puede 

descartar que el retraso observado en el ovario XY no afecte el desarrollo posterior del 

ovario. o bien que el mensajero no se traduce lo que puede originar los problemas de baja 

producción de asteroides. También es importante mencionar que el mecanismo que 

controla la expresión de este mensajero no se conoce (Youngblood y Payne, 1992. Payne 

y Linli. 1991; Zuber et. al., 1986). por otro lado, se ha demostrado que no existen 

diferencias significativas entre el ovario XX y XY en lo que respecta a la cuantificación del 

AMPc a los 14 dpp (Guerrero, 1994). 

En estudios recientes en el ovario 86. yPOS se ha visto que al tratar el ovario XY con 

PMSG no se incrementa la producción de testosterona (Villalpando et. al., 1993). Por otro 

lado, el desarrollo folicular se promueve en el ovario XY con la administración de PMSG 

(Amleh et. al., 1996). Tomando en cuenta que: el PMSG contiene una mezcla FSH y LH. 

que la síntesis de testosterona está regulada por LH y que la aromatasa y el desarrollo 

folicular están regulados por la FSH; se ha propuesto que la insensibilidad del ovario XY 

pudiera ser atribuida a la acción do la hGC/LH (Amleh et. al .• 1996). En el mismo estudio, 

se demostró que no existen diferencias en la unión de LH a receptores entre el ovario XX 

y XY, por lo que es probable que el defecto se presente en el mecanismo de transducción 

de senales. Nosotros detectamos únicamente un retraso en la expresión del mensajero 

para P450 17ª. sin embargo, no se puede descartar que ese retraso tenga efectos 
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irreversibles en el desarrollo folicular. Por otro lado, es importante determinar la actividad 

de la P450 17 .. ya que ésta es regulada fuertemente por LH (O'Shaughnessy. 1991; 

Bogovich y Richards, 1982). 

En Jos resultados presentados se demuestra la presencia del ARNm para el MIS 

a partir de los 4 dpp en el ovario XX, pero la banda se expresa con mayor intensidad a 

partir de los 6 dpp, mientras que para el ovario XY se observa una banda a los 3 dpp y no 

se vuelva a detectar hasta los 6 dpp, edad a partir de la cual se expresa en forma 

constante durante las etapas estudiadas. En estudios de hibridación in situ de ARN en 

ovario de ratón se detectó el MIS a partir de los 6 dpp (Münsterberg y Lovell-Badge. 1991) 

y a partir de los 5 dpp en cantidades bajas en la rata (Baarends et. al .• 1995). Nuestros 

resultados muestran una expresión a partir de Jos 4 dpp en el ovario XX (en forma muy 

tenue) esto se puede deber a que el PCR es un método de amplificación a partir de un 

número muy pequeño de copias. lo cual permite visualizar un resultado que con otras 

técnicas serla dificil detectar. También. es importante mencionar que la expresión de la 

proteina del MIS así como su inmunoreactividad son dependientes del grado de madurez 

folicular y no necesariamente de la edad del animal (Josso et. al .• 1994: Münsterberg y 

Lovell-Badge, 1991). 

Durante la primera semana del desarrollo postnatal en Jos folículos se inicia la 

proliferación de células de la granulosa (Peters. 1969). células en las que se ha detectado 
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la protelna y expresión del mensajero del MIS (Vigier et. al .• 1984; Ueno et. al., 1989; 

Hirobe et. al., 1992: MOnsterbreg y Lovell-Badge, 1991) por lo que las variaciones en la 

intensidad de las bandas observadas hasta los 14 dpp y con mayor frecuencia de Jos 6 a 

los 12 dpp son probablemente consecuencia de la proliferación activa de células de la 

granulosa y de la variación en la madurez en cada uno de los ovarios. Esta intensidad 

puede deberse también a Ja presencia o ausencia de otros factores como péptidos que 

pueden estar regulando la expresión de este gen. 

En esta investigación se observó que a partir de los 14 dpp las bandas del MIS 

aparecen con una intensidad similar, lo cual es debido probablemente a que para esta 

edad el número de células de la granulosa es mucho mayor y a que la mayor parto del 

ARN total extraído es el que proviene de células de la granulosa. Por lo anterior, en las 

edades de 14 dpp en adelante, Ja intensidad similar observada en las bandas podría 

deberse a un efecto de la gran cantidad de mensajero para el MIS presente en el ARN 

total extraído.puesto que. en este caso se alcanzaria Ja meseta en la amplificación. 

(Murphy et. al., 1990; O'Shaughnessy y Murphy, 1993). 
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8. CONCLUSIONES 

El ovario XY presenta un retraso de 3 dias en la expresión del ARNm de Ja P450n .. 

con respecto al ovario XX. 

La expresión del ARNm para P450 1 h a los 14 dpp, en el ovario XX y XY. podrla indicar 

que la baja producción de esteroidcs por el ovario XY en esta edad no es 

consecuencia de la ausencia en la expresión del ARNm para la P450, 7q, pero no se 

puede descartar que el retraso observado tenga efectos posteriores e irreversibles en 

la sintesis de andrógenos por parte del ovario XY. 

Se detectó la presencia del MIS tanto en el ovario XY como en el control XX, pero se 

observa un retraso asf como una expresión irregular en el ovario XY. Lo anterior podria 

originar un desarrollo inadecuado del folículo. 
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10. APÉNDICE 

1. Gol de agarosa al 0.750/. (20 mi) 

Vaciar O. 15 g. de agarosa (SIGMA) en un matraz Erlenmeyer. 
Adicionar 20 mi de una solución 1: 1 de TBE pH 8.0 y H 2 0. 
Calentar a ebullición. 
Enfriar hasta 50-55 ·c. 
Colocar el gel en la cámara de electroforesis y dejar enfriar de 15 a 20 minutos. 

2. Amortiguador TBE pH 8.0 (1 litro) 

Pesar 10.8 g de TRIZMA81 Base (tris[hidroximetil]aminometano) de SIGMA 
(concentración final de 89 mM). 
Pesar 5.5 g de ácido bórico (J.T. Baker),(concentración final de 89 mM). 
Pesar 0.933 g. ácido etilendiaminotetraacético, sal disódica (EDTA Na2 ) (2.5 mM). 
Disolver en H 2 0 destilada. ajustar el pH a B.O con ácido clorhidrico. 
Aforar a 1 litro. 

3. Amortiguador TE (100 mi) 

Pesar 0.1211 g de TRJZMA8 Base (tris[hidroximetil)aminometano) de SIGMA, 
(concentración final es de 10 mM). 
Pesar 0.0372 g de ácido etilendiaminotetraacético. sal disódica (EDTA Na2 ), lo cual da 
una concentración final de 0.1 mM. 
Disolver en H 2 0 destilada, ajustar et pH a B.O con ácido clorhidrico. 
Aforar a 100 mi. 

4. Solución de hibridación (20 mi) 

En un vaso de precipitados. adicionar 10 mi de formamida, (concentración final de SOo/o 
VN). 
Se pesan 0.1 g de dodecilsulfato de sodio de SIGMA. lo cual da una concentración 
final de 0.5 % PN. 
Pesar 1.1688 g de cloruro de sodio (J.T. Baker), cuya concentración final sera 1M. 
Pesar 1.0 g de sulfato de dextran, (concentración de 5°/o PN). 
Aforar a 20 mi. 



5. Soluclón SSC 1X ( 1 lltro) 

Pesar 8.766 g de NaCI de J.T. Bakcr. (concentración final de 0.15 M). 
Pesar 1.4705 g de citrato do sodio. (concentración de 0.015 M). 
Disolver en agua destilada, ajustar a pH 7.0 con HCI y aforar a 1 litro. 

6. Agua y m.atorfal tratado con diotilpirocarbonato (OEPC) 

Colocar en un vaso de precipitados 1 litro de agua destilada. 
Adicionar 1 mi de OEPC por cada litro de agua. 
Agitar constantemente hasta observar una mezcla homogenea. 

A dnd/C#J 

Adicionar el material. dejar reposar 24 horas y esterilizar dos veces (120 "C y 1.5 libras 
de presión por 40 minutos). 
Secar el material y esterilizar 
Manejar1o con guantes. 

7. Amortiguador TEN pH 7.0 (1 litro) 

Pesar 1.211 g de TRIZMAfl') Base (tris{hidroximctil]aminometano) de SIGMA. 
(concentración final de 10 mM). 
Pesar 0.372 g de ácido etilcndiaminotctraacético. sal disódica (EDTA Na2 ). 

(concentración final de 0.1 mM). 
Pesar 2.922 g de NaCI J.T. Baker. 
Disolver en H 2 0 destilada. ajustar el pH a 8.0 con ácido clorhidrico. 
Aforar a 1 litro. 

8. Resina de Sephadox G·SO 

Pesar 2 g de Sephadex G-50 (SIGMA. Molecular Biology) 
Adicionar el Sephadex a un vaso de precipitados con 200 mi de agua. se deja 
sedimentar. se agita con una varilla de vidrio, el sobrenadante se desecha y finalmente 
se lava 3 veces hasta que no se observen finos en la fase superior 
Se equilibra la resina con TEN (pH 7.0). 
Esterilizar 20 minutos a 1.05 kg/cm3 • 

Almacenar a 4 ºC. 
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9. Columna de Sephadox G ... so 

Colocar en una jeringa de 1 mi un poco de fibra de vidio y compactarla. 
Llenar la jeringa con Sephadex G ... so. equilibrado en TEN pH 8.0. 

A Dndice 

Centrifugar la jeringa o 1600 g por 4 minutos a temperatura ambiente. Adicionar resina 
y recentrifugar. repetir hasta observar un nivel de 0.9 mi. 
Adicionar 0.1 mi de TEN y recentrifugar. 
Guardar a 4 ºC. 

1 O. Digestión del DNA del pl.iismido pBR322 con la enzima Hlnf I 

Se adicionó lo equivalente a 1 µg del DNA del plásmido pBR 322. a un tubo Eppendorf. 
Se agregó lo necesario del amortiguador 10X (Reactivo 2, GJBCO. BRL). para tener 
una concentración final 1X de 50 mM Tris-HCI a pH 8.0. MgCl2 10 mM y NaCI 50 mM. 
Se adicionó el equivalente a 2 unidades, por cada tubo de reacción (20µ1), de la 
enzima de restricción Hinf I (Lite Technologies. GIBCO, BRL) 
Se incubó la mezcla de reacción por tres horas a 37 ºC. centrifugando brevemente 
cada 20 minutos. 
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