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1. RESUMEN

El cromosoma "Y" induce la diferenciacion testicular, sin embargo, cuando 1a cepa
Mus musculus poschiavinus (POS) se cruza con la cepn Mus mus musculus (B6) origina
la cepa (B6.Y"?%), cuya descendencia XY desarrolla ovotestis y ovarios. La hembra XY,
a pesar de su fenotipo normal, produce niveles bajos de progesterona, estradiol y
testosterona (T) y no incrementa la sintesis de ésta ultima en presencia de
gonadotropinas. Sin embargo, se desconoce si uno de los factores involucrados en la baja
produccion de testosterona es la variacion en la expresién del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) de la enzima P450,.,. Por otro lado. !a hormona inhibidora de los
conductos de Mulier (MIS), cuya funcion mas conocida es en la regresién de los conductos
de Miller durante la diferenciacion sexual, se ha detectado en células de la granulosa de
ovario postnatal, sin embargo, aun se desconoce su ontogenia en el ovario XY. El objetivo
de la presente investigacion fue estudiar la expresidn del ARNm de la P4150,,, y del MIS
en los ovarios de hembras B6.Y'"°" (XX y XY) durante la etapa temprana de desarrollo
postnatal de 1 a 15 dias postpartumn (dpp). Se extrajo el ARN total de los ovarios B6.Y"°%
y se amplificd mediante la reaccion en cadena de |la polimerasa (RT-PCR). Los resultados
obtenidos muestran que entre 1 y 8 dpp el ARNm para la P450,,, no esta presente en
niveles detectables en los ovarios XX y XY. A partir de los 9 dpp se detecta la expresion
del ARNm de ila P450,,, en el ovario XX, mientras que en el XY este mensajero se
observé hasta los 12 dpp. Con base en los resultados obtenidos se propone que la baja
produccion de androgenos en el ovario XY se debe a un defecto en el mecanismo de
regulacién de la expresion del ARNm de fa P450,,,. 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
expresién de los mensajeros para el MIS y la P450,;,. en el ovario XY puede afectar de

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

2.1 Gencralidades sobre diferenciacién sexual en mamiferos

2.1.1 Sexo cromosdmico

€l primer evento que ocurre en el proceso de diferenciacion sexual de un individuo es
el establecimiento del sexo cromosémico, el cual se lleva a cabo en el momento de la
fertilizacién., Cuando el ovocito es fertilizado por un espermatozoide, los gametos
femeninos contribuyen con un cromosoma sexual que Unicamente puede ser X; por el
contrario. el espermatozoide o gameto masculino aporta un cromosoma "X* o "Y~. De tal
forma que si el ovocito es fertilizado por un espermatozoide "X~ el producto tendra un
genotipo XX (individuo femenino que desarroliara ovarios) y, en cambio, si es fecundado
por un espermatozoide "Y” el genotipo de! producto sera XY (individuo masculino que
desarrollara testiculos). La siguiente fase de la diferenciacién sexual es el desarrollo

morfologico, bioquimico y funcional de las gébnadas (Kofman-Alfaro et. al., 1982; Gilbert,

1994).
2.1.2 Sexo gonadal

a) Migracidén de las células germinales primordiales

La génada surge de tres componentes principales: el epitelio celémico, el mesénquima
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que proviene de la regiébn mesonéfrica y las células germinales primordiales (CGP's) de
origen extragonadal. En la mayoria de los vertebrados, el primer proceso durante la
diferenciacidn gonadal es la migracion de las CGP's (Hing-Sing, 1994). las cuales, en el
caso del raton, se originan en el endodermo del saco vitelino y son detectadas a panir del
dia 8 de gestacion (d.g.) en la base del alantoides (Merchant-Larios, 1991, Ozdzenski,
1972). La migraciéon de las CGP's ocurre mediante dos tipos de movimientos: uno pasivo
y otro activo. El primero es provocado por el crecimiento del embrién y por movimientos
morfogenéticos lo que permite que las CGP's lleguen a su destino. El segundo movimiento
es debido al desplazamiento de las CGP's, desde el intestine hacia la cresta genital
{Merchant-Larios, 1991).

En el movimiento pasivo, el crecimiento del endodermo del saco vitetino provoca el
desplazamiento de las CGP's al interior del embridbn para formar parte del intestino
primitivo. Mientras que en el movimiento activo es necesaria la formaciéon de estructuras

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

b) Formacién de la cresta genital

Uno de los componentes del primordio gonadal es el epitelio celomico, el cual aparece
como un engrosamiento en la parte media del mesonefros (Peters y Peters, 1980;

Merchant-Larios, 1991). La fase siguiente en la formacién de 1a cresta genital se inicia con
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ia llegada a la region de la cresta genital de las CGP's, la cuales comienzan a ser
rodeadas por células somaticas que son de tres tipos: mesenquimaticas (de la region del
mesonefros), mesoteliales (del epitelio celdmico) y endoteliales (de los vasos sanguineos)

(Tabla 1). inicidAndose asi una proliferacién de estos componentes que llevan a la

formacioén del blasterna gonadal.

élulas somaticas qus originan 1a génada

Mesoteliales o epitehales celdmicas

Precursoras de la génada

Mesenquimaticas

Endotelizies Tejido diferenciado

Tabla 1. Resumen de las ceélulas somaticas que forman la gonada

c) La génada indiferenciada.

La etapa posterior a la formacion del blastema gonadal se conoce con el nombre de
génada indiferenciada. En esta fase, comin a ambos sexos, la génada se encuentra
morfoldgicamente indiferenciada y es independiente del sexo cromosédmico de los
individuos (XX o XY).

En el embrion de raton la génada es morfolégicamente 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 la gbnada bipotencial posee conductos de Wolff
y de Mdller. El desarrollo o la regresion de cada una de estas estructuras unipotenciales
dependera totalmente de la génada que se diferencie. En la figura 1 se presenta un

diagrama que resume estos eventos .
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Figura 1. Esquema general de la diferenciacidn sexual en los mamiferos (modificado
de:Gilbert,S.1994 Developmental Biology, Fourth Edition. Sinauer Associates,Inc).
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La génada se forma basicamente por dos tipos de célutas: a) células somaticas son
todas aquellas gque forman un organismo, las cuales se diferencian para realizar funciones
especificas y mueren con el individuo. En el caso de la gdnada indiferenciada, éstas estan
representadas por las células precursoras de {a teca y de la granulosa en el ovario y por
las antecesoras de las células de Sertoli, Leydig y mioides en el testiculo; b) células
germinales primordiales que dan origen a los gametos masculinos y femeninos y que
contribuyen en la formacidn del cigoto (Kofman-Alfaro etf. al., 1982; Hickman ef. al., 1988).

La formacién de los cordones sexuales se inicia cuando se deposita una lamina basal
entre las células del blastema gonadal, estableciéndose asi la gdnada indiferenciada

(Merchant-Larios, 1991).

d) Hipotesis sobre la colonizacion de la génada
Para explicar la direccidn de la migracién de las CGP’s se han propuesto tres modelos
{Tomado de: Merchant-Larios, 1991) :
1. Atraccion por un gradiente de concentracidn., el cual se da por factores
desconocidos secretados en las células epiteliales de la regién urogenital,
2. Guia por contacto, teoria que establece la existencia de receptores para "factores
de adhesidon”, como la fibronectina, sintetizados por ceélulas localizadas en el
camino a la cresta urogenital,

3. Organizacion de ceélulas somaticas, donde se explica que las células, por su

11
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organizacién topografica, forman un tinel por el cual migrarian las CGP's hasta la

cresta urogenital.

e) Diferenciacién sexual gonadal
i. Diferenciacion testicular

E! evento morfogenético mas importante, estructuralmente hablando. que ocurre
durante la diferenciacidon de la gédnada es la separacién de los cordones epiteliales del
epitelio celobmico, proceso que ocurre en machos genéticos (Merchant-Larios, 1984). El
desarrollo de un mamifero como macho es consecuencia de la formacion de un testiculo
en el embrién, evento iniciado a nivel molecular con la expresion del factor determinante
de testiculo (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 ef. a/.,1990; Tiersch, 1991), mismo que se
localiza en el brazo corto del cromosoma “Y™ y que esta 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 diferenciacion gonadal.

En el macho ocurren dos eventos fundamentales durante la diferenciacién morfolégica
y funcional del testiculo embrionario: 1. La secrecion por parte de las células de Sertoli de
la hormona inhibidora de los conductos Mdillertanos (AMH o MIS) que trae como

consecuencia la regresién de los conductos de MdUller y 2. La produccion de testosterona

12
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por las células de Leydig.

ii. Diferenciacién del ovario

Existen dos diferencias citolégicas en el desarrollo del ovario con respecto al testiculo:
primero, los cordones epitecliales del avario mantienen su continuidad con el epitelio
superficial y segundo, las CGP’'s entran a la profase de la primera division meidtica. De
los 15 a 17 d.g. en el raton, el parametro 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 morfoldégica de la gonada indiferenciada y se
identifica por la ausencia de caracteristicas testiculares (Merchant-Larios, 1991).

Una vez iniciada la meiosis da inicio el proceso de foliculogénesis, en el cual los
ovocitos -que se encuentran agrupados en el interior de los cordones sexuales- son
separados entre si por células epiteliales que adquieren una forma cubica, formandose de

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

2.1.3 Sexo fenotipico

La formacion tanto del ovario como del testiculo se da durante la diferenciacion
gonadal, sin embargo, este evento no da una distincion fenotipica completa. Para alcanzar
una apariencia masculina es necesario que las células de Leydig en el testiculo sinteticen

testosterona, la cual se convierte en S-a-dihidrotestosterona por medio de la 5-a-reductasa

13
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e induce la diferenciacién del tracto masculino en vesiculas seminales, conductos
deferentes y el epididimo (Munsterberg y Lovell-Badge, 1991). Debido a que las hembras
no poseen la 5a reductasa el sistema de conductos de Woltf'degenera y los conductos de
Muller dan origen a los oviductos, el Utero y a la vagina superior. proceso que no depende

de ningan factor (Austin ef. al., 1972).

2.2 Hormona inhibidora de los conductos do Miiller

2.2.1 Aspoctos histéricos

La existencia del MIS fue postulada por Lillie (1916) como una explicaciéon al fenémeno
del freemarntinismo. Este Gltimo es un fenédmeno natural que se 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 difusion de la testosterona
producida por el macho. Posteriormente Jost en 1947 observd que la testosterona no era
lo Unico que se requeria para producicr un desarrolio normal en machos y propuso la
existencia de un factor adicional, a! cua! denominé MIS. necesario para explicar 1a
regresion de los conductos de Miutler.

Se sabe que el MIS es una glucoproteina expresada por las células de Sertoli (Tran
y Josso, 1982; Price, 1979; Donahoe et. al.,, 1977; Blanchard y Josso. 1974) durante la

diferenciacion de la génada en machos, que se produce antes de que pueda notarse una

14
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diferencia morfoldgica (Cate et. al., 1986; Behringer et. al.,, 1990), y que su expresion
conduce a la regresidn de los conductos de Miller, que de no darse impide una virilizacion
complieta del macho (Cate, et. al.,, 1986). E! MIS induce en ovarios fetales, cultivados in
vitro, la formacion de estructuras semejantes a los tabulos seminiferos, o que sugiere su
influencia en la diferenciacién testicular (Vigier et. al, 1987, Berhinger et. al., 1990).
Existen varias semejanzas entre las células de Sertoli y las de la granulosa, entre las
cuales se encuentran: 1. forman una barrera entre las células somaticas y las germinales,
2. secretan productos en comdn como la inhibina, plasmindgeno y proteoglicanos, 3.

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

2.2.2 Caracteristicas

EI MIS es un dimero de 140 kDa que se compone de dos subunidades idénticas de 70
kDa cada una. Parte de la secuencia cercana al extremo carboxilico comparte una elevada
homologia con una familia de proteinas conocidas como TGF-B , caracteristica que
comparte con otros factores de crecimiento y diferenciacion, como la inhibina y la activina
(Pepinsky et. al.,, 1988). La mayoria de las proteinas de esta familia requieren de una
activacion proteolitica. pero la proteina completa del MIS induce la regresion de los
conductos de Muiiller, sin embargo, en estudios in vitro en los cuales se utilizd el MIS
generado por técnicas de ADN recombinante y sometido a protedlisis con plasmindégeno

se observan fracciones de 70, 57 y 12 kDa, se observd ademas que el MIS digerido
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mantiene su actividad (Pepinsky of. al., 1988). El patrén de aminoacidos que rodea el sitio
activo del MIS y en particular la presencia de argininas en posiciones -1 y -4 conforman
una secuencia que ha sido propuesta como sefial para el procesamiento de ciertas

prohormonas (Pepinsky et. al.,, 1988).

2.2.3 Hormona inhibidora de los conductos de Miiller y el ovario postnatal

La funcidon mas conocida del MIS es la regresion de los conductos de Muller, pero se
ha postuiado que esta horrmona pudiera ejercer algun 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. al., 1984). En las hembras de ratones el MIS es detectado, al principio, en las
células de la granulosa de foliculos preantrales pequenos y continua hasta localizarse en
las células de la granulosa de foliculos antrales y preantrales, aunque se encuentra
ausente en los foliculos primordiales y atréticos (Hirobe et. al/., 1992). En estudios
realizados en la rata se observéd que en los ovarios de adultos hay una disminucion en la
expresion del MIS en los foliculos praecvulatorios justo antes de la ovulacién cuando los
ovocitos terminan el arresto meidtico (Ueno et. al., 1989).

En otro estudio realizado en rata se observo que existia una cantidad abundante del
mensajero del MIS en las células de la granulosa de foliculos antrales pequefos, en los
cuales existe una gran actividad mitética de las células de la granulosa. Cuando el foliculo

inicia su crecimiento las células de la granulosa mas alejadas del ovocito dejan de dividirse
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y de expresar el mensajero del MIS; mientras que, las mas cercanas al ovocito continian
expresandolo (Hirobe e!. a/,, 1992; Ueno e!. al., 1989).

Por otra parte, se sabe que los efectos intracelulares de la FSH pueden ser
modificados por péptidos intraovaricos y esteroides que tienen una funcidn paracrina o
autderina; un ejemplo de esto es el MIS (Meunier el. al.,1988). Hirobe y colaboradores en
1992 realizaron experimentos de Nothern Blot e hibridacién in situ en los cuales
observaron gue el MIS esta restringido a !las células de la granulosa de foliculos antrales
pequenos y preantrales, pero no en foliculos preovulatorios. Con base en lo anterior
proponen que el MIS pudiese ejercer una funcion regulatoria del crecimiento funcién

similar al TGF-B durante el desarrollo temprano detl foliculo.
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2.3 Fisiologia del ovario postnatal

2.3.1 Generalidades
a) Irrigacion e inervacion

Los ovarios se encuentran localizados en la cavidad abdominal, cubiertos por un
epitelio superficial, el cual se encuentra en constante ruptura y reparacion y que genera
un espacio periovarico. En el caso del ratdn y la rata dicho epitelio superficial permite el
intercambio de liquidos entre ambaos tejidos (Zukerman y Weir, 1977).

La irrigacidn se realiza por medio de !a arteria ovarica 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 relacidon entre ellas. Existen también terminales nerviosas
simpaticas y parasimpaticas. pero su papel en el desarrollo del ovario aun se desconoce

(Baird, 1982).

b) Componentes celulares

€&l ovario adulto se compone de tres unidades funcionales: el estroma, el foliculo
y el cuerpo luteo, estructuras que se encuentran en cambio continuo. El estroma deriva
del mesénquima o de la regién proveniente del mesonefros y forma la matriz celular en
donde se encuentran distribuidos los foliculos, los cuales al madurar provocan una
diferenciacion del tejido estromatico 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 tendran varios tipos
celulares que rodean al ovocito. Las células de la granulosa estan separadas de las
células de la teca por una membrana basal. Las células de la teca, se localizan alrededor
del foliculo y se dividen en teca interna y externa, las primeras estan irrigadas y permiten
el flujo hacia el foliculo de los nutrientes y péptidos necesarios para la funcidn adecuada
del ovario (Baird, 1982).

El cuerpo luteo se forma por células de la teca y de la granulosa después que ha
ocurrido la ovulacion. En los roedores el numero de cuerpos luteos presentes se encuentra

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

2.3.2 Ovario infantil

Cuando el ratdon nace, el ovario es un érgano solido que posee células germinales
y tejido estromatico. En el ratén los ovocitos son pequefios y se han estacionado en
profase meiotica durante la etapa embrionaria a los 17 d.g.. como se menciond en el
punto 2.1.2, pero al momento de nacer algunos aun se encuentran en la fase transitoria
de la profase de la primera divisién meidtica (paquiteno y diploteno), (Peters, 1969).

Jones y Krohn en 1961 propusieron una clasificacion de los foliculos del ovario,
basada en el tamano y el numero de células de la granulosa que los componen y los
dividieron en: foliculos pequenos (tipo 1,2 y 3a., figura 2), foliculos preantrales (tipo 3b.4.5a

y 5b, figura 2) y foliculos antrales (tipo 6,7 y 8, figura 2) (Peters, 1969).
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Figura 2. Esquema que describe el desarrollo del foliculo, se muestra la clasificacién de los
mismos en base a su tamarno y madurez (Modificado de: Peters H.,1969. The develpment of the
mouse ovary from birth to maturity, Acta Endocrinolégica, 62:98-116).

a) Foliculogénesis y crecimiento

A los 7 dpp se observan los siguientes cambios en el ovario de ratéon: todos los
ovocitos se encuentran bien separados, tienen bordes celulares bien definidos y sus
nicleos 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 foliculos jovenes en los cuales los ovocitos se
encuentran rodeados por una o dos capas de células de la granulosa. En esta etapa se
inicia la formacion de la membrana basal y Ia proliferacién de células de la teca. Al concluir
1a primera semana, se observa en algunos foliculos un desarrollo claro de la teca; durante
esta etapa se observan foliculos hasta del tipo 3b como se observa en |a tabla 2 (Peters,
1969).

A los 14 dpp los ratones se encuentran en etapas mas avanzadas de desarrollo,
los foliculos se han desarrolllado hasta el tipo 4 y 5a. 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 simultdneamente foliculos en
varias etapas de desarrollo en el ovario. EI 80% del total de los foliculos son del tipo 2 y

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

(Jones y Krohn,1961).

‘_.‘nlztapa. NUmero, os.
2 ias. ) ;
7 375 141 - -
14 479 155 125 31
21 461 163 113 54
Tabla 2. Desarrollo folicular, considerando el numero de foliculos en diferentes etapas del

desarrollo. Tomado de: Peters H.,1969. The develpment of the mouse ovary from
birth to maturity, Acta Endocrinolégica, 62:98-116.
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2.4 Estoroides gonadales
2.4.1 Clasificaclén

Los esteroides directamente involucrados en funciones a nivel de ovario, pueden
clasificarse quimicamente por su relacién a una estructura base que se forma a panrtir de
3 anillos de ciclohexano y uno de ciclopentano, el cual se conoce como nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno o simplemente nucleo esteroidal (figura 3). Los esteroides
ovaricos se relacionan y pueden ser considerados como derivados quimicos de los
siguientes compuestos: colestano del cual derivan el pregnano, androstano y estrano. Por
otro lado, se clasifican de acuerdo a sus efectos biolégicos, en tres grupos: progestinas,

andrdgenos y estrégenos (Gore-Langton y Armstrong,1988).

Figura 3. Estructura base de los esteroides
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Tabla 3. Principales esteroides sintetizados por el ovario.
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2.4.2 Biosintesis

Fisiolégicamente los estréogenos, la estrona y el 17p-estradiol, son los esteroides
foliculares mas importantes, ademas la androstendiona y testosterona son los precursores
biosintéticos inmediatos de estos esteroides estrogénicos. La pregnenolona es la
progestina mas importante producida por el foliculo, debido a su posicién clave como
precursora de todas las hormonas esteroides. El paso limitante en la biosintesis de
andrégenos por el foliculo, como en todos los 6rganos secretores de andrégenos, es la
enzima P450,,, (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

En las génadas, la biosintesis de esteroides se inicia con la sintesis del colesterol,
del cual la mayor proporcidn proviene del higado por via sanguinea, otra parte se obtiene
mediante la absorcién intestinal y una cantidad pequefa es sintetizada en la génada a
partir del acetato. EI colesterol entra a las células esteroidogénicas acoplado a complejos
proteicos conocidos como lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de aita
densidad (HDL)., las cuales interactuan con receptores de membrana. Una vez
internalizadas éstas, el colesterol se libera rapidamente y es utilizado, o bien, almacenado
en forma de ésteres en el citoplasma. En las figuras 4 y 5 se muestra la sintesis de
estrégenos 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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Figura 4. Biosintesis de esteroides a partir del colesterol, en donde se observan las principales
enzimas involucradas en este proceso: 1. Enzima 20,22 desmolasa (P450scc). 2. Enzima 17a
hidroxilasa (P450,,,). 3. P450 aromatasa (P450,.0u). 4. Enzima hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD) y 5. 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17-HSOR). (modificado de: Adashi E. y
Leung P.1993. The Ovary. Raven Press inc. New York).
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Figura 5. Biosintesis de esteroides en el ovario. Modificado de: Baird 7. 1982. The
Ovary. En: Reproduction in mammals, Vol 3. Hormonal control of reproduction.
Editado por Austin C.R. y Short R.V. Segunda edicion, Cambridge University Press.
Cambridge.
metabolito son las lipoproteinas del suero en lugar de la sintesis de novo a partir de
acetato (Tureck y Strauss, 1982; Carr ef. al., 1981). Se ha demostrado en el humano que
existe |1a necesidad de LDL para una sintesis dptima de progesterona, en otras especies

como en los bovinos y borregos se ha observado que ésta se da también a panirde HDL

(Hinshelwood et. al., 1993)
Las moléculas generadas en la biosintesis de estrégenos en el foliculo ovarico
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requieren de una reduccion en el numero de atomos de carbono de su precursor el
“colesterol” como se observa en la figura 4; esto ocurre mediante una serie de reacciones
de hidroxilacién que son catalizadas por tres proteinas que son: 1. La citocromo P450
liasa de cadena lateral dependiente de citocromo P450 (P450scc) ¢ 20,22 desmolasa, 2.
Citocromo P450 17-a-hidroxilasa (P450,,,) 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 ef. al.,1991;

Neison et. al.,1993).

De las dos posibles vias enzimaticas (A* y A®) la via que se favorece para la
conversion de colesterol a androgenos en las células de la teca de humanos (Aakvaag,
1969) y en bovinos (Lacroix et. al., 1974) es la via A% la dehidroepiandrosterona

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

2.4.3 Papel de las gonadotropinas

La hipofisis anterior produce al menos 6 hormonas trépicas, cuya funcién principat
es regular glandulas endocrinas, de las cuales 2 ejercen una actividad reguladora en la
génada de mamiferos y se conocen como gonadotropinas: la hormona estimulante del

foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas gonadotropinas participan en la
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regulacion de los procesos esteroidogénicos del ovario. En los mamiferos las principales
células involucradas en la esteroidogénesis folicular son de dos tipos (Gore-Langton y
Armstrong, 1988):
e Ceélulas sensibles a la LH, las cuales se forman por las células de la teca del
foliculo y las células intersticiales del estroma ovarico.
® Ceélulas sensibles a la FSH, estas se 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 celulas de la teca y de la granulosa después de interaccionar con
su receptor y activar procesos via AMPc. Esto tiene como consecuencia una mayor

sintesis y acumulacién de esteroides en la circulacidon asi como en el liquido folicular

(lreland,1987).
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Figura 6. Diagrama gque muestra la accion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
estimulante del foliculo (FSH) en el foliculo, asi como las células en donde se localiza la proteina
P450,;, Y la sintesis de esteroides (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
edicién, Cambridge University Press. Cambridge).
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2.5 IMPORTANCIA DE LA ENZIMA P450,,,

2.5.1 Caracteristicas

La P450,,, pertenece a una familia de enzimas que participan en el metabolismo
de numerosos compuestos endégenos como: esteroides, acidos biliares, acidos grasos,
prostaglandinas, leucotrienos y aminas biogénicas. Muchas de estas enzimas también
participan en el metabolismo de una gran gama de moléculas exégenas como: farmacos,
contaminantes atmosféricos y alcoholes (Nelson et. al., 1993). Es importante hacer notar
que la nomenclatura de esta enzima varia en muchas de las referencias utilizadas (17«
hidroxilasa, P-450,;,,17.20 wasa. P450 17a hidroxilasa/C17-20), por lo que se decidio utilizar
en este trabajo la nomenclatura sugerida por el "P450 Nomenclature Committe™ para
nombrar la P450,,,(Nelson et. al., 1993).

La P450,,, cataliza dos reacciones, la primera es una hidroxilacién (en el carbono
17) de la A‘-progesterona o la AS-pregnenoclona; estos productos ademas de ser
precursores de esteroides gonadales son precursores, en la corteza adrenal, del cortisol.
La segunda, es un corte de la cadena lateral del carbono 20 del nicleo esteroidal (funcién
17.20 liasa), io que resulta en la formacidon de acido formico y androstendiona o
dehidroepiandrosterona, precursores de testosterona y estrégenos. Se ha observado que
en ia mayoria de las especies, incluyendo al humano y al bovino, la P450,,, favorece mas

a la conversiébn de 17-a-hidroxipregnenolona a dehidroepiandrosterona gque a la
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conversiéon de 17-a-hidroxiprogesterona a androstendiona (Fevold et. al., 1889; Chung et.
al., 1987). Este paso enzimatico esta sujeto a regulacién hormonal y es uno de los puntos
clave en el control folicular de la secrecidn de esteroides (Gore-Langton y Armstrong,
1988; Chung et. al., 1987 ).

La P450,,, para catalizar sus reacciones requiere un donador de electrones que es
la flavoproteina reducida NADPH-citocromo P450 reductasa, localizada en el reticulo
endoplasmico de las células esteroidogénicas. El gen que codifica para la P450,,, de ratén
{Cyp-17) se ha aistado y caracterizado y posee una secuencia en el sitio de inicio de la
transcripcidn que es regulada por AMPc (Youngbiood y Payne, 1992).

En estudios de inmunohistoquimica en ovario de rata se ha localizado la P450,,,
en células de 1a teca interna y en células intersticiales, en las cuales se lleva a cabo la
produccion de androstenediona en el ovario. De igual manera, se ha observado que la
baja en la produccidn de estrbgenos, que ocurre justo antes de ia ovulacidon, es

consecuencia de la degradacioén de la enzima y no por disminucién de su actividad
{1shimura et. al., 1990).
2.5.2 Regulacion

En estudios realizados en células de Leydig de ratén adulto se observd que el
AMPc es esencial para la expresidon del ARNm de la P450,,, y que ademas existe un

efecto represor de la testosterona sobre la sintesis del mensajero. Por el contrario, el
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estradiol no produjo el mismo efecto (Payne y Linli, 1991; Youngblood y Payne, 1992).
Dicho estudio también demostrd que se requieren mediadores proteicos sintetizados “de
novo™, cuya naturaleza se desconoce hasta el momento, para que el AMPc induzca el
mensajero para la P450,,, (Youngblood y Payne, 1992; Zuber ef. al., 1886).

Existe una expresion constitutiva de la 3pHSD y P450scc, mientras que la expresidn
del mensajero para P450,;, depende totalmente de la estimulacion continua mediada por
AMPc (Payne y Linli, 1991). En estudios realizados en testiculo de ratén que carecen de
gonadotropinas enddgenas (hpg). se ha demostrado que las gonadotropinas no son
necesarias para la actividad basal de las enzimas P450,,, y 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. En este modelo se observaron niveles bajos de actividad para la P450,;,.
sin embargo. al administrar LH se incrementd 11 veces la actividad de la P450,,, por lo
cual se propone que la sintesis de esta enzima es dependiente de LH. £En estos estudios
se demostréd que la P450,,, depende de la estimulacién 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 observd que en testiculos de ratas

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

control (Purvis et. al., 1973).
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2.6 Caracteristicas de la cepa B6.Y"°*

2.6.1 Origen y proporcién de los sexos

Eicher y colaboradores en 1982 reportaron que la transferencia del cromosoma “Y"
del ratén Mus musculus poschiavinus (POS) a la cepa Mus musculus rmusculus
(C57BL/6J) da origen a un numero de hembras mucho mayor a lo esperado en una
camada normal. Sin embargo. al hacer un analisis de los embriones B6.Y"®% de 14y 16
dias de gestacion (d.g.) encontraron que la mitad de los embriones genotipicarmente XY
presentaban ovarios bilaterales y la otra mitad se desarrollaba como hermafroditas, con
un ovario o un ovotestis (gébnada con tejido ovarico y testicular) o con dos ovotestis. De
tal forma que por definicidn, 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
lo anterior. Es importante hacer notar que la cantidad de tejido testicular puede variary dar
origen a machos con testiculos bilaterales que son capaces de fertilizar hembras B6, para
mantener la produccién de hembras XY.

Eicher y colaboradores en 1982 concluyeron., en base a sus trabajos, gque el
desarrollo anormal que ocurre en el B6.YPS, es debido a que el gen determinante del
testiculo del M. poschiavinus (Tdy"°%) interactua inadecuadamente con un gen putativo
y recesivo del B6, denominado gen autosémico determinante del testiculo (Tda-1) (Eicher

y Washbumn, 1986 y Nagarmine et. al., 1987) o bien, por un gen T-asociado a la reversion
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del sexo (Tas) localizado en el cromosoma 17 (Washburn y Eicher ,1983; Eicher y

Washburn, 1986).

Mus musculus poschiavinus (POS) X Mus musculus musculus (C578L/6J)

Ovarios
bilaterales

Hembras
Fenotipicas

1
| BeY™
i
I H
| |
XX XY
1
| ;
S { 1
Ovarios Etapa o
: bilaterales embrionaria Ovotestis
Hembras Etapa ! ) :
normales postnatal Machos Hermafroditas

Figura 7. Esquema del origen del B6.Y"°%

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 diferenciacion testicular y la segunda que existe un gen
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determinante del ovario que actia antes en el B6 que en el YOS,

Palmer y Burgoyne (1991) realizaron experimentos mediante 1os cuales demostraron
que el cromosoma Y"°% causa un retraso de 14 horas en el inicio de la formacién de
cordones testiculares con respecto al cromosoma "Y™ de la cepa B6. Asi mismo, proponen
que las anormalides en este modelo son consecuencia de un inicio tardio en la funcion del
Tdy®os,

En la gdnada del B6.Y"S alos 11 d.g. el inicio de la expresién del Sry es normal,
mientras que los eventos moleculares subsecuentes como son la inactivacion de este gen
y el inicio de la expresidon de genes como el de la P450,,,. 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 Y®°s
directamente, sino que por el contario, el problema puede ser a nivel de traduccién o
expresidon de genes como resultado de una interaccion inadecuada entre el Sry y sus
moléculas blanco. La causa especifica de esta reversion sexual no se ha esclarecido

completamente y los estudios aun continuan.

2.6.2 El ovario B6.YP®S

En observaciones morfoldgicas, se ha visto que el ovario XY es indistinguible del XX
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entre los 12 y 16 d.g. Sin embargo, alos 17 y 19 d.g. en el primero, todos los ovocitos de
la médula degeneran mientras que Jos 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 prefiez (Eicher et. al., 1982; Taketo-Hosotani et. al.,
1989). Los ovocitos liberados por el avario B6.Y"®® pueden ser fertilizados eficientemente
e iniciar el desarrolio, pero todos los embriones mueren durante periodos tempranos de
preimplantacion, lo cual ocurre generalmente en etapa de dos células (Merchant-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 observd 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 conluyé que
la glandula pituitaria de hembras XY puede responder normalmente a las serales
producidas por el ovario (Taketo-Hosotani et. al., 1989).

Eicher y Washburn en 1986 observaron que se podia inducir Ia ovuiaciéon con PMSG
y gonadotropina coridnica humana (hCG): con estas resultados proponen que una de las
posibles causas de la infertilidad es la funcidn enddécrina inadecuada del ovario de las

hembras B6.YPOS. Existe una muerte precoz de ovocitos en la regién medular que evita la

36



Introduccidn

formacién de follculos, lo cual trae una diferenciaciéon anormal de las células
esteroidogénicas (Taketo-Hosotani, ef. al.,, 1989). Se ha observado que el ovario XY
produce niveles menores de esteroides 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 observd que la baja actividad esteroidogénica del ovario XY no

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

de proteinas al comparar los ovarios XX y XY (Villalpando et. al.. 1993).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS
3.1 Planteamiento del problema

El cromosoma "Y~ induce la diferenciacion testicular, sin embargo, cuando la cepa
del ratén Mus musculus poschiavinus (POS) se cruza con la cepa Mus mus musculus (B6)
la descendencia XY (B6.Y"°%) desarrolla ovotestis y ovarios en la vida fetal, pero nunca
testiculos normales. Algunos machos son fértiles, sin embargo la hembra XY a pesar del
fenotipo normal produce niveles bajos de progesterona, testosterona y 17p3- estradiol y
ademas es infertil. El ovario infantil no puede incrementar la sintesis de testosterona en
presencia de PMSG, probablemente debido a que hay un nimero pequefio de receptores
a gonadotropinas, o bien, a una deficiencia enzimatica en la sintesis de este androgeno.
Tomando en cuenta lo anterior, se considera importante estudiar la expresién del acido
ribonucleico mensajero (ARNmM) que codifica para !a enzima P450,,;,. proteina
determinante de la sintesis de esteroides en el ovario.

Se ha demostrado que el MIS se encuentra presente en ovarios postnatales y se ha
relacionado con el desarrollo folicular, pero atn se desconoce su funcién 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 expresion del
mensajero del MIS, a lo largo del desarrollo de las génadas XX y XY para aportar

elementos que nos hablen de su posible relacién con la disfuncién del ovario XY.
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3.2 Hipdtesis

En la cepa B6.Y"°%, los problemas de baja produccién de testosterona asi como los
de infertilidad estan relacionados con la sintesis de los mensajeros para la P450,,, y el

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

del desarrollo postnatal.

4. OBJETIVOS

Determinar el sexo genético de hembras B6.YP°® por hibridacién puntual.

Analizar con la técnica de RT-PCR la expresion del ARNm de la enzima P450,,, en
ovarios, de 1 a 15 dpp, de hembras B6.Y"°3, con genotipo XX y XY.

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

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

ello RT-PCR.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Modelo biolégico

Se utilizaron hembras B6.Y"°° de 1 a 15 dpp (lactantes). obtenidas a partir de la
cruza de Mus musculus poschiavinus (POS) y Mus musculus musculus (C57BL/6J 6 BE),
las cuales estuvieron expuestas a 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las madres
fueron alimentadas con alimento LAB DIET® The Richmond Standard™, Mouse Diet de
PMI Feeds Incorporated y se les proporciond agua potable estéril para que bebiesen a

voluntad,

5.2 Determinacién del sexo genético por hibridacién puntual

Por analisis de fragmentacién de ADN con enzimas de restriccién y clonacién
molecular se obtuvo una sonda denominada 145SC5 que reconoce secuencias repetidas
de ADN en el cromosoma Y del ratén rmus musculus (Nishioka, 1988). Esta sonda de 1.5
kilobases (kb) clonada en el plasmido pUCS8 fue donada amablemente por el Dr. Nishioka
de la Universidad McGill en Montreal, Canada. El inserto se corta con la enzima de

restriccién EcoR1 que reconoce la secuencia palindromica GAATTC3 .

5.2.1 Obtencidn de la sonda
El ADNCc se digirid con la enzima EcoR1 de GIBCO, BRL durante tres horas a 37 °C

y se centrifugd brevemente cada 20 minutos. Se prepar¢ un gel de agarosa al 0.8% para
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Material y métodos

separar la sonda de! plasmido para lo cual se colocaron 26 yl de la muestra digerida en

cada carril. en uno de ellos se incorpord un marcador de peso molecular, fragmentos de

ADN del fago A cortado con la enzima Hind 1lIl (A\DNA/HIND 11l Fragments).

Aislar tejido

Extraer ARN

|

Ratén B6.Y™ ————p Muestra de

sangre

l

Hibridacién
puntual

Identificacién
del sexo
cromosémico

RT-PCR
MIS

Y
P450,, .

Figura 8. Diagrama de flujo del procedimiento experimental realizado.
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Materiol y médtodos

Se realizd una electroforesis a 100 volts (v) por tres horas a temperatura ambiente.

E) gel se tind con una solucioén 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
cortd el fragmento de agarosa que contenia la banda de peso molecular de 1.5 kb, la cual

corresponde a la sonda (inserto Cy).

5.2.2 Electroelucion

El fragmento Cy se colocd en una membrana de dialisis con un tamafio de poro de
6000 a 8000 Daltons (D) con 500 pl de amortiguador TBE pH 8.0 (TRIS 83 mM, 4cido
bérico 89 mM, acido etilendiaminotetracético disddico (EDTA) 2.5 mM). Se realizd una
electroelucidon una durante hora y treinta minutos a 100 v y a 4-C. Posterionrmente el
amortiguador se colocd en un tubo Eppendorf, se adicionaron: 15 pl de NaCl SM, 2
volumenes de etanol absoluto y se precipitd por 24 horas a -20°C. La muestra se lavé con
etanol al 70%, se centrifugd a 8000 revoluciones por minuta (rpm) durante 15 minutos, se

decanté y resuspendié en 5 pl de amortiguador TBE.

5.2.3 Determinacién de la concentracién de la sonda

Se prepard un gel de agarosa al 0.8% y se aplicaron 6 pl de la muestra eluida. Se
realizd una electroforesis. bajo las condiciones descritas anteriormente. El gel se tifnd con
bromuro de etidio (10 mg/ml!) y la banda se comparé con un gradiente de diversas
concentraciones de ADN de 50 a 300 ng.
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5.2.4 Marcado de la sonda
ta sonda se marco con el kit Random Primer de GIBCO, BRL. Para el marcado se

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

nucledtidos:
- 2 pilde GCTP
.  2pdedGTP
- 2 plde dTTP
- 5 pl de [a -**P)] dATP (Amersham).
Se agregaron 15 ul del amortiguador incluido en el kit y 1 pl del fragmento Klenow, se
incubd dos horas a 25 °C.
La sonda se purificd en una columna de Sephadex G-50 en TE (TRIS 10 mM + EDTA
0.1 mM, pH 7.5). La columna se empacé en una jeringa de 1 ml y se centrifugd a 2000
rpm, 4 minutos. Se repitié dos veces este proceso hasta que se observo el nivel adecuado
de Sephadex en la columna (5 cm). Se adiciond 0.1 ml de amortiguador TEN (TRIS 10
mM, EDTA 1mM, NaCl 100 mM a pH 8) y se centrifugd dos veces mas. Se adiciond a la
columna el volumen total de la muestra marcada (aproximadamente 50 yi diluido a 150
gl con TEN) y se centrifugd a 2000 rpm, 4 minutos a 4 °C. EIl residuo colectado
corresponde a la sonda purificada. £En un contador de emisiones f (modelo Trn-Carb 1500
de Packard) se determind la cantidad de radioactividad incarporada en 1 pl de muestra,

ésta se cuantificd en cuentas por minuto (cpm).
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5.2.5 Preparaciéon de las membranas de hibridacién
En una membrana de nylon cargada positivamente (Gene Screen Plus Membrane de
DuPont), se colocaron 2 pyl de sangre de la cola de cada ratén. En las membranas se

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

teees

i

Figura 9. Representacidon de una membrana de hibridacién, con las muestras individuales de
sangre.

La membrana se homeo al vacio, en un homo NAPCO mod. 5831, 2 horas a 80°C y
se desnaturalizdé por tratamiento en NaOH 0.4 N y NaCi 0.5 M por 60 minutos.

Posteriormente se neutralizé con TRIS 1 M pH 7.0, durante 60 minutos a temperatura

ambiente.

5.2.6 Preohibridacién
La membrana se prehibridé en una solucidn que contiene: formamida al 50%., sulfato
de dextran al 25%, NaCl 1M y SDS al 0.5%. Se desnaturalizaron 0.2 m! de ADN de
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Material v mdtodos
esperma de salmon (10 mg/ml) a 95°C y se adicionaron a la solucidén anterior. En una

bolsa de plastico se colocaron la membrana y 1a soluciéon de prehibridacion, se selld por

calor y se incub® en un bano de agua de 18 a 24 horas a 42 °C. Este procedimiento se

resume en el diagrama de flujo de la figura 10.

5.2.7 Hibridacion

Se desnaturalizdé la sonda marcada durante 10 minutos a 95 °C y se enfrid
inmediatamente en hielo con NaCl. Se agregd el volumen de solucibn de sonda
equivalente a 5 millones de cpm a ia solucidn de hibridaciéon y la membrana obtenida en

el paso anterior se dejé incubando toda la noche a 42°C.

5.2.8 Autorradiografia

La membrana se lavd dos veces con SSC 1X y SDS al 5% durante 25 minutos a 60
°C y se expuso a una placa fotografica X-OMAT de Kodak, utilizando dos pantalias
intensificadoras de DuPont, se almacend a -70 °C por 24 horas y se revel6 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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| Hibridacien Puntual |

Hornear la membrana
2hraB80°C

Desnaturalizar en NaOH 0.4 N
y NacCl 0.5 M, 60 minutos

Marcar 250 ng de sonda
con dATP 32-P
Neutralizar con TRIS 1M pH 7.0

por 60 minutos Separar la sonda
sephadex G-50

Prehibridar la membrana Det
en solucidn de hibridacion elermpar cam

Desnaturailizar la sonda

Adicionar 0.2 ml de DNA marcada a 95 °C, 10 minutos
de esperma de salmdn
10 mg/mi
Incubar 20 hr
ad2
Adicionar 10°cpm
Hibridar “+

incubar 24 hr
a4az°C

Lavar 2 veces con SSC 1%
25 minutes a 60 °C

Exponer a pelicuta X-OMAT (Kodak)
3 dias

Revelar

Figura 10. Diagrama de flujo que muestra las condiciones para la hidridacion puntual.
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5.3 Extraccion y purificacién de ARN

Para realizar esta separacién se utilizd el reactivo TRIZOL® de Gibco. BRL, cuya
preparacion se basa en la técnica de extraccién con tiocianato de guanidina descrita por
Chomczynski y Sacchi, en 1987. EI TRIZOL permite la extraccion de proteinas y ADN de
la misma muestra ademas de reducir considerablemente el riesgo de degradacién del

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

5.3.1 Homogeneizacion
Se homogeneizd el tejido en un homogeneizador (TRI-R; STIR-R, Modelo S83C),
utilizando para ello 500 pl de TRIZOL® por cada par de génadas y se dejé reposar el tejido

5 minutos a temperatura ambiente.

5.3.2 Separacion de fases
Se adicionaron 100 pl de cloroformo a cada muestra, los tubos se agitaron 15
segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos, finaimente se

centrifugaron a 12,000 rpm por 15 minutos.

5.3.3 Precipitacion
Se separd la fase acuosa (superior) y se le adicionaron 250 pi 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 4°C.
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- Extraccién de ARN con TRIZOL

Goénada

Homogeneizar
en 500 ul de TRIZOL

Cloroformo

Centrifugar
12,000 rpm
15 minutos

Fase
organica

ADN
Proteinas

Precipitar con
Isopropanol

Incubar
10 minutos
az25°C

Centrifugar

a
12.000 rpm ——& Decantar
10 minutos

—# Lavar con Etanol
al 75%

Resuspenderen 10 ul
de agua tratada con

DEPC

Figura 11. Diagrama de flujo de ia técnica de extraccién de ARN.
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5.3.4 Lavados

Se decantd el contenido de cada uno de los tubos, se les adiciond 500 ul de etanol
al 75%. se agitaron ligeramente y se centrifugaron a 7,500 rpm por 5 minutos a 4 °C.
Finalmente los tubos se decantaron y se secaron al vacio por 10 minutos. ElI ARN se

resuspendid en 10 ut de agua tratada con DEPC, las muestras se almacenaron a -70 °C.

5.3.5 Cuantificacion del ARN

Se tomd una alicuota de 2 ul 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 ulilizé un espectrofotometro Beckam DU-600. Se
determind la concentracion, asi como la pureza de la muestra. Para lo cual se considerd

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

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

5.4.1 P450,,,

Se obtuvo el ADNc a partir del ARN total, utilizando para ello el kit de PERKIN ELMER
Gene Amp® RNA PCR Kit. Se utlilizé el equivalente a 1 pg de ARN total, el cual se
desnaturalizé a 95 °C por 5 minutos, se le adiciond: solucidn de MgCl, (5mM),

amortiguador (KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8.3), dGTP, dTTP, dCTP, dATP (1mM).
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inhibidor de RNAsa 1U/ul, transcriptasa reversa MulLV 2.5 U/pl 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 Temp.
10 min 25°C
60 min 42 °C

5 min 99 °C

Tabla 4. Condiciones del termociclador para la sintesis de! ADNc.

Una vez concluido este ciclo se adiciond a cada tubo solucién de MgCl, para tener
una concentracion final de 2mM, amortiguador, agua desionizada(estéril) y el equivalente
a 2.5 U de Amplitaq® ADN polimerasa. Posteriormente se adiciond 1 I de cada primer
(OHasa-P1 y OHasa-P2), sintetizados en la Unidad de Aminocacidos del Instituto de

investigaciones Biomédicas, UNAM.

Secuencia de los oligonucledtidos
OHasa-P1 5" GAG-AAC-AAG-GAT-CCG-ATA-CTG-ACT-ACC-ATA-CAG 37
OHasa-P2 5 GTG-CAC-CAG-GAA-AGC-CAG-GAT-CCA-GTT-CAG 3’

Tabla 5. Secuencia de los oligonucledtidos 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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Nomero de ciclos Temperatura Tiempo
94°C 2 min

1 55°C 15 seg

72°C 30 seg

84°C 15 seg

28 55°C 15 seg

72°C 30 seg

94°C 15 seg

1 55°C 1Sseg

72°C 10 min

Tabla 6. Tiempos, temperaturas y ciclos utilizados para 1a amplificacidon de la P450,,,

a) Visualizacion de los productos

Se prepard un gel de agarosa al 1.5%; en cada carril se colocaron 15 pl de los

productos amplificados, en uno de ellos se colocS el marcador de peso molecular (pBR

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

El gel se tind con una solucidn de bromuro de etidio de 10 mg/ml. Finalmente los

productos se visualizaron en el transiluminador.

b) Fotografias

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

exposicidén, posteriormente se revelaron con la técnica de rutina. Los negativos se

positivaron en papel RP-4 marca Oriental.
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r RT- pcn ‘para 1a Paso, . :

1ug de ARN total

95 °C. 5 min.

solucidén de Mg ?®
amortiguador
dNTP's
transcriptasa reversa
secuencias al azar

ADNc

solucién de Mg ?*
amortiguador
Amplitag DNA-POL
OHASA-P1 y OHASA-P2

2min, 94 °C i
15 seg, 55°C 1 ciclo
30 seg. 72 °

1S seg. 94
15 seq. 55°c 28 ciclos
30 seg, 72 °C

15 seqg, 94 °C
15seg, 55°C 1 ciclo
10 min, 72 °C

Visualizar los productos, 386 pb
(gel de agarosa al 1.5 %)

Figura 12. Diagrama de flujo de la amplificacion por PCR a partir del ARN., de la P450,,,.
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5.4.2 Hormona inhibidora de los conductos de Mlller

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

modificaciones:los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados con base en el ADNc para
el MIS (Lee y Taketo, 1994). Los oligonucledtidos utilizados se muestran en latabla 7 y

el namero de ciclos para 1a amplificacién del MIS fue de 29 (figura 13).

Secuencia de los oligonucledtidos para el MIS

M1 I 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 los oligonucledtidos sintetizados para el MIS.

La visualizacién de los productos se realizd utilizando 15 ul de producto del PCR y
siguiendo lo descrito para la P450,,,. las fotografias se tomaron bajo las mismas

condiciones que lo descrito anteriormente para P450,,,.
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|rT-PCR para e mis]

1ug de ARN total

95 °C, 5 min.

solucién de Mg *°
amortiguador
dNTP's
transcriptasa reversa
secuencias al azar

10 min, 25°C
60 min, 42°C
5 min, 99 °C

ADNc

solucion de Mg**
amortiguador
Amplitaq DNA-POL
M1y M2

2 min, 94 °C
15 seg, 55°c 1 ciclo
30 seq, 72

15 seg, S4
15 seg. 55 °c 29 ciclos
30 seg, 72 °C

15 seg, 94 °
15 seg, 55 °c 1 ciclo
10 min. 72 °C

Visualizar los productos, 279 pb
{ge! de agarosa al 1.5 %)

Figura 13.

Diagrama de flujo de ia amplificacién por PCR a partir del ARN, del MIS.
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6. RESULTADOS

6.1 ldentificacion de tas hembras XY

La figura 14 muestra el patrén electroforético, en un gel de agarosa al 0.8%, del
ADN que se utilizé como sonda para identificar a los individuos XY (Nishioka, 1988). Para
localizar el fragmento de 1.5 kb, se incompord en el carril 1 el ADN del fago A digerido con
ia enzima Hind 11l (PM1) y en el carril 5 el ADN de! plasmido pBR322 digerido con la
enzima Hinf | (PM2), los cuales tienen fragmentos de ADN con peso molecular conocido.
En el carril 2 se observa el ADN del plasmido pUCBS sin digerir (SD) y en el carril 3 las
cuatro bandas que se obtienen al digerir este plasmido con la enzima de restriccién EcoR1
(D). Es importante hacer notar que el fragmento 1455C5 que se utilizd para la hibridacién
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
hibridacién 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 |a placa fotografica revelada después de someterse
a una exposicion de 72 horas a la membrana hibridada con 1a sonda marcada con dATP
{x- 3?P), en donde los puntos negros muestran los positivos, sangre que hibridé con la
sonda 145SCS5 y que en este caso corresponden a las hembras XY; ademas se incluyen
controles positivos (machos) en cada membrana. Se hibridaron un total de 8 membranas
en las cuales se observaron resuitados consistentes a los mostrados en la figura 15.
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PM1  SD (o] PM2

4.3 k) =o
2.3 Kb =t
2.0 kb =&
- 1.5 kb
Carriles 1 2 3 < 5
Figura 14. Gei de agarosa al 0.8% en TBE en donde se observa en el primer carril el marcador

de peso molecular ADNA/Hind 1il (PM1), en el segundo el DNA plasmidico sin
digerir (SD), en el tercero se muestra el resultado de la digestion con EcoR1 (D) y
en et quinto carnl se muestra el marcador de peso molecular pBR 322/Hinf 1 (PM2),
En el tercer carril (D) y a la altura de la banda de 1.5 Kb del marcador de peso

molecular se observa la sonda utilizada para la hibridaciéon puntual.
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Resuitados

Macho XY
8.
®
® e ®© °* @

HembraXy ®p ® e o *© ®
Hembra XX ’ 3 ® [ ]
® e

® - ® e

Figura 15. Hibridaciéon puntual de muestras de sangre periférica del ratdon B6.YPO3. Los puntos
indican la hibridacién positiva con la sonda especifica para el cromosoma Y

{145SCS5) presente en las hembras XY; los espacios en blanco corresponden a
hembras XX. Se sefiala el control positivo macho XY,
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6.2 Amplificacion de los ARNm

6.2.1 P450,,,

El fragmento esperado para el ARNm de la P450,,, es de 396 pb (Lee y Taketo,
1994), lo cuat se verificd utilizando los marcadores de peso molecular obtenidos a partir
de fa digestion del plasmido pBR 322 con Hinf I (que nos permite visualizar bandas de
peso molecular del intervalo de 1631 a 154 pb) lo que se observa en el carril marcado
como PM de la figura 16. La banda de la P450,,, se observa a la altura de |a banda 3 del
marcador, misma que corresponde a 396 pb, lo cual es congruente con el tamafo
esperado.

Los resultados de! analisis de la expresion del ARNm para la P450,,, por RT-PCR
se muestran en las figuras 16 y 17. En el andlisis realizado en las muestras menores a los
9 dpp tanto para los ovarios XX como para los XY no se detectd 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 detectd el mensajero en los ovarios XX ni XY.
A partir de los 9 dpp en el ovario XX se observd una banda muy tenue. mientras que en
el ovario XY la banda no se visualizd. A los 10 dpp se vid una banda tenue del mensajero
en el ovario XX, mientras que en el ovario XY no se detectd ninguna banda. A los 11 dpp

el ARNm para la P450,,, en el ovario XX es mas intensa, pero ain el mensajero para esta
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enzima esta ausente en el ovario XY,

517 pb__
506 pb

396 phew
344 p—
2098 pbe—

221 phe=

Figura 16.

~8dpp 9dpp 10dpp 1dpp
PM XX XYy XX xY X »yY A XY
R ST T . S S + -+ -

Amplificacion por RT-PCR del ARNmM para la P350,., de los 8 a 11 dpp.
Fragmentos observados en un gel de agarosa al 1.5%. En el primer carni se
muestra el marcador de peso molecular. pBR 322 digerido con Hinf 1 (PM). Los
carriles con signo positivo {(+) corresponden a muestras con transcriptasa reversa

(RT) y los carriles con signo negativo (-) corresponden al control sin RT.

59



Resuftados

En la figura 17 se muestran los resultados del PCR de las edades de 12 a 20 dpp
para la P450,,,. A los 12 dpp se observa por primera vez durante el desarrolio postnatal
del ovario XY el mensajero para la P450,,,. aunque la banda que se observa es muy
tenue. Como se observa en la figura 17 el mensajero en el ovario XY aumenta
gradualmente hasta los 14 dpp, edad en la que aparecen con la misma intensidad tanto
para el XX como para el XY. Alos 15 y 20 dpp la banda del producto de la amplificacion

también se detecta.



Resultados

Figura 17.

s17pn
506 po

396 pb —
34450 —
208 ot =

221 po =

Amplificacion por RT-PCR de! ARNm para la P450,,, de los 12 a los 20 dpp. En el
primer carril se muestra e! marcador de peso molecular, pBR 322 digerido con Hinf
! (PM). Los carnles con signo positivo (+) corresponden a las muestras con
transcriptasa reversa (RT) y los carnles con signo negativo (-) corresponden al

controt sin RT. En todos 10s ovarios XX se detecto la banda del ARNm para la

P450,,,.
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6.2.2 Hormona inhibidora de los conductos do Mller

Con la técnica descrita por Leec y Taketo en 1994 y con 1as modificaciones descritas
en material y métodos se amplificd el fragmento de 279 pb, que en este caso corresponde
al MIS; la banda que se observé en los geles de agarosa se localiza entre las bandas de
298 y 221 pb del marcador de peso molecular pBR322/Hinf 1.

En la figura 18 se muestra el gel donde se presentan los resultados de la
amplificacidn del MIS para las edades de 3 a 7 dpp. Se observa que el mensajero para el
MIS se detecta a partir de los 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, resultado que permanecié constante en varios
ensayos realizados en esta edad. La banda para e} ovario XY no se detectaalos 4 ni 5
dpp. mientras que para el ovario XX alos 4 y 5 dpp la banda se vid en forma tenue.

A los 6 dpp se observa una clara expresion de las bandas para el MIS tanto en el
ovario XX como en el ovario XY. En |a figura 19 se presentan los resultados de 8 a 12 dpp
en donde se detectd un resultado positivo en todas las edades, pero se observa una gran
irreqularidad en la intensidad de las bandas, resultado que se aprecia hasta los 13 dpp,
sin embargo, como se observa en 1a 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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817 oo
200 po

|

200 po.
344 00
298 po

RN

22190

Figura 18.

adpp 4 dpp 5 dpp & app 7 dpp
= ~ e = P xx ~ xx -~
P
B T

Amplificacion 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 | (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
los ovarios XX a partir de los 4 dpp detectd la banda. £n el ovario XY se detectd
una banda a los 3 dpp (banda tenue) y a partir de los 6 dpp se detecta en ambos

genotipos.

63



Resultados

517 po

296 po
344 po
296 pb

N

22t po

Figura 19.

Amplificaciéon por RT-PCR del ARNm para el MIS de los 8 a 12 dpp. En el primer
carmmil se muestra el marcador de peso molecular. pBR 322 digerido con Hinf 1 (PM).
Los carriles con signo positivo (+) corresponden a muestras con transcriptasa
reversa (RT) y los carriles con signo negativo (-) corresponden at controt sin RT. En
todas las edades, tanto en ovarios XX como XY, se detecté la banda del MIS. En

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

13dpp 14 dpp 15 dpp 20 dpp
XX xv¥ XX xy x xY xx Y
PM + « « = 4+ = + = 4 = 4+ = 4+ - + =

51706
506 po
306 pb =

344 D0 =~
298 06 —

221 po =~

Amplificacion 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 franscriptasa
reversa (RT) y los carnles con signo negativo (-) carresponden al controt sin RT. A
partir de los 14 dpp se abservan intensidades similares tanto para ovarios XX como

XY.
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7. DISCUSION

La hibridacidn puntual descrita por Nishioka en 1988 permite determinar con
certeza el sexo genético de las hembras B6.Y?®S ya que utiliza una sonda especifica
(1455C5) que hibrida con un gen en el cromosoma Y. Una ventaja de esta técnica es que
utiliza sangre periférica de ratén, lo que permite hacer la hibridacidn directamente sin la
necesidad de extraer y purificar el ADN de la muestra, lo cual facilita e! procesamiento
simuitaneo de un gran numero de muestras. Con esta sonda se puede detectar hasta el

1% de contaminacion de ADN de macho en una mezcla de ADN hembra-macho (Nishioka,

1988).

La variacion en la intensidad de l0s puntos de hibridacidn observados en algunas
muestras de las placas fotograficas, después de su exposicidn a las membranas de
hibridacién marcadas, es consecuencia probablemente del numero 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 fluctuacion en el namero de células por punto entre 6 y 8 veces sin afectar la
interpretacion del resultado (Nishioka, 1988). Esta técnica es utlil ya que en este trabajo
fue necesario identificar a las hembras fenotipicas con genotipo XY y ademas los
resultados obtenidos al hibridar las membranas fueron consistentes en todos los ensayos:

fo anterior fue verificado al incluir en cada membrana machos normales como control
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positivo.

La extraccidn de ARN por TRIZOL es una nueva versidn de la técnica con
tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo inicialmente descrita por Chomczynski y Sacchi,
en 1987. El TRIZOL es una solucidn de una sola fase que contiene fenol, tiocianato de
guanidina, amorntiguador y agentes solubilizantes (Chomczynski, 1993). Este reactivo, que
ademas de permitir la extraccion simuitdnea de ADN y proteinas. resultd ser mejor que la
técnica original empleada en el laboratorio descrita por Chomezynski y Sacchi, en 1987,
ya que reduce el riesgo de degradacidon del ARN al reducir el tiempo de ensayo de 6 a 2

horas (dependiendo del numero de muestras), asi como el manejo de la muestra.

La reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), que amplifica el ADNc obtenido
a partir de ARN por transcriptasa reversa, permite estudiar la expresion de genes
importantes para diversos procesos fisiolégicos. En este ensayo se utilizé el RT-PCR para

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

Para el disefio de los oligos para la P450,,, se tomo como referencia la 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 selecciond, en estudios previos se sometid

el producto de PCR a digestiones con las enzimas de restriccidon Mae /il y Tag ly a
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secuenciaciones parciales, experimentos con los cuales se verificd que los sitios de corte
y los fragmentos resultantes correspondieran a lo esperado (Lee y Taketo, 1994). Para los

oligos del MIS se utilizd 1a enzima Alu | y ademas se secuencio el producto de PCR (Lee

y Taketo, 1994).

El numero de ciclos seleccionados para la amplificacion corresponde a un rango
en el cual la amplificacidn es exponencial (Lee y Taketo, 1994). El objetivo de este estudio
fue determinar si estan o no presentes las bandas del ARNm para la P450,,, en las
edades estudiacdas para de ahi establecer nuevas hipétesis de trabajo sobre la baja
produccion de esteroides por parte del ovario XY. Como control experimental de
amplificacién se incluyd en cada muestra de PCR, un control negativo, muestra de ARN
ala cual no se le adiciond RT, lo cual permite verificar que los fragmentos amplificados no
fueron producto de contaminacion por ADN externo; asi como para confirmar que _Ia

amplificacion observada fue producto del ARN de la muestra.

Al analizar los productos de PCR obtenidos para la P450,,,, observamos que este
gen aparentemente esta ausente en las edades menores a los 9 dpp en ambos ovarios.
Para comprobar que este resultado negativo no se debid a que se empled una cantidad
pequenia de tejido, se utilizé 1 pg de ARN total en cada una de las muestras estudiadas
por PCR para asi tener un valor inicial constante en todas las muestras analizadas.

Ademas, se realizaron experimentos con 3 pg de ARN total para tratar de ver la banda,
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fa cual no aparecié en las edades mencionadas. Asi mismo, las muestras que resultaron
negativas (1 y 3 pg de ARN total) se sometieron a una reamplificacién, lo cual también
resultd negativo. Por otro lado, se realizaron experimentos con Hprt {(gen constitutivo) en
ios cuales se observa amplificacidbn de ARNm en esas edades por lo que se pudo
establecer que el RNA extraido en esas edades no esta degradado. Ademas, se observd
la expresion del MIS en esas edades. Tomando en cuenta todo lo anterior se establecid
que no existe expresidon de ARNm para P450,,, de 1 a 8 dpp a niveles detectables con la
técnica utilizada. La inexistencia de las bandas de la P450,,,. en edades menores a los
9 dpp. indica que el mensajero no se esta expresando o bien que existe una cantidad tan
pequena de producto amplificado que el gel de agarosa no permita su visualizacion o cual
es improbable ya que la sensibilidad del PCR tedricamente permite amplificar un gen a

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

Asi mismo, la ausencia en la expresion del ARNm para la P450,,, puede deberse
a que durante la primera semana no se observan células de 1a teca en ovario de ratén. Al
fina! de la primera semana existen algunos foliculos 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 10 dpp; en esta edad en el
ratébn hay dos o tres capas de células de la teca. En la segunda semana se observa
claramente definida ia capa de células de la teca gque se empieza a engrosar por

proliferacion y se observan hasta tres capas de células (Richards et. al..1980; Peters,
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1969). Lo anterior puede explicar que la P450,,, se exprese a partir de los @ dpp en forma
tenue en el ovario XX y esté ausente en el ovario XY hasta los 11 dpp ya que es en las
ceélulas de la teca donde se localiza esta enzima (Ishimura 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 la esteroidogénesis en ovario de raton, en el cual utilizan ratones
hpg. los cuales carecen de gonadotropinas circulantes (O 'Shaughnessy y Mannan, 1994),
se observé que el ARNm para la enzima P450,... enzima inmediata anterior a la P450,,,
en la biosintesis de estercides (Figura 4) se expresa tenuemente durante la primera
semana pero a los 8 dpp se detecta un incremento considerable en su expresion. Lo
anterior podria indicar que a esta edad se presentan las senfales que inducen la sintesis
de esta enzima y posiblemente de la P450,,,. 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 tipo | posiblemente esta involucrado en la regulacion de la sintesis de esteroides
en el ovario de ratéon (Villalpando-Fierro, datos sin publicar) y ademas se ha observado
que |a expresidn del mensajero para el IGF-1 se encuentra retrasada en la hembra XY de

la cepa B6.YPOS (Villalpando-Fierro et. al., 1996).
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También es importante mencionar que el mensajero para el receptor a FSH en
roedores esta presente desde el nacimiento pero no aparece completo sino hasta los §
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 ratdn, sin embargo. en la rata el

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

L.a banda para la P450,,, en el ovario XX a los 8 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
expresion del ARNm para la P450,,, posiblemente debido a que el desarrollo de 1a capa
de células de la teca aumenta. Por el contrario, para el ovario XY la expresion del ARNm
para la P450,;, esta retrasada tres dias, esto puede ser una de las causas gue los 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 amplificacion del
mensajero para la P450,,, 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 caracteristicas de la
cepa B6.Y"®® 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 esta o no presente el mensajero para
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P450,,, en esa etapa del desarrollo del ovario XY. Con los resultados de esta tesis se
demuestra la presencia el mensajero para P450,,, 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, © bien que el mensajero no se traduce lo que puede originar los problemas de baja
produccidén de esteroides. También es importante mencionar que el mecanismo que
controla la expresién de este mensajero no se conace (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 cuantificacién del

AMPc a los 14 dpp (Guerrero, 1994).

En estudios recientes en el ovario B6.Y"%® se ha visto que al tratar el ovario XY con
PMSG no se incrementa !a produccién de testosterona (Villalpando et. al., 1993). Por otro
lado, el desarrollo folicular se promueve en el ovario XY con la administracién de PMSG
(Amileh et. al., 1996). Tomando en cuenta que: el PMSG contiene una mezcla FSH y LH,
que la sintesis de testosterona esta regulada por LH y que la aromatasa y el desarrollo
folicular estan regulados por la FSH; se ha propuesto que la insensibilidad del ovario XY
pudiera ser atribuida a la accién de la hGC/LH (Amieh et. al.. 1996). En el mismo estudio,
se demostrd que no existen diferencias en la unién de LH a receptores entre el ovario XX
y XY, por lo que es probable que el defecto se presente en el mecanismo de transduccién
de sefiales. Nosotros detectamos GUnicamente un retraso en la expresion del mensajero

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

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

Bogovich y Richards, 1982).

£n los 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 unabanda alos 3dpp 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 hibridacion in situ de ARN en
ovario de ratén se detecto el MIS a partir de los 6 dpp (MUnsterberg y Lovell-Badge, 1991)
y a partir de los § dpp en cantidades bajas en la rata (Baarends ef. a/., 1995). Nuestros
resultados muestran una expresién a partir de los 4 dpp en el ovario XX (en forma muy
tenue) esto se puede deber a que el PCR es un meétodo de amplificacion a partir de un
numero muy pequeno de copias, lo cual permite visualizar un resultado que con otras
técnicas seria dificil detectar. También, es importante mencionar que la expresion de la
proteina del MIS asi como su inmunoreactividad son dependientes del grado de madurez
folicutar y no necesariamente de la edad del animal (Josso et. al., 1994; Muansterberg y

Lovell-Badge, 1991).

Durante la primera semana del desarrollo postnatal en los foliculos se inicia la

proliferacién de ceélulas de la granulosa (Peters, 1969), células en las que se ha detectado
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la proteina y expresién del mensajero del MIS (Vigier et. al., 1984; Ueno et. al., 1989;
Hirobe et. al., 1992; Milnsterbreg y Lovell-Badge, 1991) por lo que las variaciones en la
intensidad de las bandas observadas hasta los 14 dpp y con mayeor frecuencia de los 6 a
los 12 dpp son probablemente consecuencia de la proliferacion activa de células de la
granulosa y de la variacion en la madurez en cada uno de los ovarios. Esta intensidad

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

pueden estar regulando la expresion de este gen.

En esta investigaciéon se observé 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 namero de células de la granulosa es mucho mayor y a que la mayor parte del
ARN total extraido es el que proviene de células de la granulosa. Por lo anterior, en las
edades de 14 dpp en adelante, la intensidad similar observada en las bandas podria
deberse a un efecto de la gran cantidad de mensajero para el MIS presente en el ARN
total extraido.puesto que, en este caso se alcanzaria la meseta en la amplificacién.

(Murphy et. al., 1980; O'Shaughnessy y Murphy, 1993).
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El ovario XY presenta un retraso de 3 dias en la expresidn del ARNm de la P450,,,
con respecto al ovario XX.

La expresién del ARNm para P450,,., a los 14 dpp. en el ovario XX y XY, podria indicar
que la baja produccién de estercides por el ovario XY en esta edad no es
consecuencia de la ausencia en la expresion del ARNm para la P450,,,. pero no se
puede descartar que el retraso observado tenga efectos posteriores e irreversibles en
la sintesis de androgenos por parte del ovario XY.

Se detectd la presencia del MIS tanto en el ovario XY como en el control XX, pero se
observa un retraso asi como una expresion irregular en el ovario XY. Lo anterior podria

originar un desarrollo inadecuado del foliculo.
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10.

APENDICE

1. Gel de agarosa al 0.75% (20 ml)

e e

Vaciar 0.15 g. de agarosa (SIGMA) en un matraz Erflenmeyer.

Adicionar 20 ml de una solucién 1:1 de TBE pH 8.0 y H,O.

Calentar a ebullicién.

Enfriar hasta 50-55 *C.

Colocar el gel en la cAmara de electroforesis y dejar enfriar de 15 a 20 minutos.

2. Amortiguador TBE pH 8.0 (1 litro)

Pesar 10.8 g de TRIZMA® Base (tris[hidroximetillJaminometano) de SIGMA
(concentracién final de 89 mM).

Pesar 5.5 g de acido bdérico (J.T. Baker),(concentracion final de 89 mM).

Pesar 0.933 g. acido etilendiaminotetraacético, sal disddica (EDTA Na,) (2.5 mM).
Disolver en H,O destilada, ajustar el pH a 8.0 con acido clorhidrico.

Aforar a 1 litro.

3. Amortiguador TE (100 ml)

Pesar 0.1211 g de TRIZMA® Base (tris[hidroximetilJaminometano) de SIGMA,
(concentracién final es de 10 mM).

Pesar 0.0372 g de acido etilendiaminotetraacético, sal disédica (EDTA Na,). lo cual da
una concentracion final de 0.1 mM.

Disolver en H,O destilada, ajustar el pH a 8.0 con acido clorhidrico.

Aforar a 100 ml.

4. Solucion de hibridacion (20 mi)

£n un vaso de precipitados, adicionar 10 ml de formamida, (concentracion final de 50%
VIV).

Se pesan 0.1 g de dodecilsulfato de sodio de SIGMA, lo cual da una concentraciéon
final de 0.5 % P/V.

Pesar 1.1688 g de cloruro de sodio (J.T. Baker), cuya concentracion final sera 1M.
Pesar 1.0 g de sulfato de dextran, (concentracion de 5% P/V).

Aforara 20 mi.
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5. Soluciéon SSC 1X ( 1 litro)

Pesar 8.766 g de NacCl de J.T. Baker, (concentracidn final de 0.15 M),
Pesar 1.4705 g de citrato de sodio, (concentracién de 0.015 M).
Disolver en agua destilada, ajustar a pH 7.0 con HCI y aforar a 1 litro.

6. Agua y material tratado con distilpirocarbonato (DEPC)

Colocar en un vaso de precipitados 1 litro de agua destilada.
Adicionar 1 mi de DEPC por cada litro de agua.

Agitar constantemente hasta observar una mezcla homogenea.

Adicionar el material, dejar reposar 24 horas y esterilizar dos veces (120 °C y 1.5 libras
de presian por 40 minutos).

Secar el material y esterilizar

Manejario con guantes.

7. Amortiguador TEN pH 7.0 (1 litro)

Pesar 1.211 g de TRIZMA® Base (tris[hidroximetillaminometano) de SIGMA,

{concentracion final de 10 mM).

Pesar 0.372 g de acido etilendiaminotetraacético, sal disddica (EDTA Na.).
(concentracion final de 0.1 mM).

Pesar 2.922 g de NaCl J.T. Baker.

Disolver en H,O destilada, ajustar el pH a 8.0 con acido clorhidrico.

Aforar a 1 litro.

8. Resina de Sephadex G-50

Pesar 2 g de Sephadex G-50 (SIGMA, Molecular Biology)

Adicionar el Sephadex a un vaso de precipitados con 200 ml! 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/cm?.

Almacenar a 4°C.
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9. Columna de Sephadex G-50

Colocar en una jeringa de 1ml un poco de fibra de vidio y compactaria.

Llenar la jeringa con Sephadex G-50, equilibrado en TEN pH 8.0.

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

Adicionar 0.1 ml de TEN y recentrifugar.

Guardar a 4°C.

10. Digestion del DNA del plasmido pBR322 con la enzima Hinf 1

Se adicion® lo equivalente a 1ug del DNA del plasmido pBR 322, a un tubo Eppendorf.
Se agregoé lo necesario del amortiguador 10X (Reactivo 2, GIBCO, BRL), para tener
una concentracion final 1X de 50 mM Tris-HCl a pH 8.0, MgCI2 10 mM y NaCl S0 mM.
Se adiciond el equivalente a 2 unidades, por cada tubo de reaccién (20ul), de la
enzima de restriccidn Hinf | (Life Technologies, GIBCO, BRL)

Se incubd Ia mezcla de reaccidn por tres horas a 37 °C, centrifugando brevemente
cada 20 minutos.
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