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GLOSARIO

17B-E2: 17B-Estradiol

3B-HSDH: 5a-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
ACTH: Hormona adenocorticotropica

AMPc¢: Adenosin monofosfato ciclico

CA: Capsula de tejido conectivo

CGP: Células germinales primordiales

CSCC: 20, 22 desmolasa, del inglés: cleavage side chain cholesterol
dg.: dias de gestacion

DDSA: Anhidrido dodecinil succinico

" DHEA: Dehidroepiandrosterona

DMP30: 2,4,6-tri (dimetilamimometil) fenol

dpp: Dias postpartum

EGF: Factor de crecimiento epidermal

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

FP: foliculos primordiales

FSH: Hormona estimulante del foliculo

GH: Hormona de crecimiento

H*: Hormona marcada con un radioisotopo

H: Hormona

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HMG: Proteinas de alta movilidad

I'**; Radiois6topo de iodo 125

ICSH: Hormona estimulante de las células intersticiales en el testiculo
IGF-I: Factor de crecimiento semejante a insulina tipo I
IGFBP: Proteinas especificas de unton para IGFs
LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LH: Hormona luteinizante

NMA: Anhidrido metil nadico

080y: tetraoxido de osmio

P4: Progesterona

PGE2: Prostaglandina E2

PKC: Proteina cinasa C

PL: Prolactina

RIA: Radiommunoensayo

SDS: dodecilsulfato de sodio

SRY: Gene de la diferenciacion testicular en humanos
Sry: Gene de la diferenciacion a testiculos en raton
T: Testosterona

Tda-I: Gene recestvo de la cepa B6/J de la determinacion del testiculo-1

TDF: Gene de la diferenciacion a testiculos en humanos (considerado anteriormente)

Tdy ™. Gene de la diferenciacion a testiculos en Mus musculus domesticus

Tdy: Gene de la diferenciacion a testiculos en algunos vertebrados (considerado

anteriormente)



TGF-B: Factor de crecimiento transformante
TSH: Hormona estimulante de la tiroides
UI: unidades intemacionales

V: vaso sanguineo
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I. RESUMEN

La produccion de esterotdes sexuales en el ovario de los mamiferos es controlada por
diversos factores, entre éstos el factor semejante a insulina tipo 1 (IGF-I) el cual
incrementa la sintesis de androgenos como testosterona y androstendiona, ademas de
progesterona (P4) en las células de la teca e intersticiales y en las células foliculares in
vitro de diversas especies de mamiferos. Sin embargo, se desconoce cual es la funcion de
este factor en la produccion de P4 y androgenos en el ovario del ratén. En la presente
tesis, se estudio el papel del IGF-I y de la hormona estimulante del foliculo (FSH) en la
produccion de P4 en el ovario infantil del raton B6Y.”™ con la técnica de cultivo en
rotacion y radioinmunoensayo (RIA). Se observd que en el ovario XX y en el XY
cultivados sin FSH hay una disminucién en la produccion de P4 de los 10 a los 11 dpp, ia
cual es mayor en el ovario XY. En el ovario XX se empiezan a incrementar los niveles de
P4 alos 11 dpp, mientras que en el ovario XY este proceso se inicia a los 12 dpp. A los
12 dpp, los ovarios XX presentan una caida en la produccién de P4 que se mantiene hasta
el dia 14 dpp, mientras que en los ovarios XY ¢l descenso en la sintesis de P4 se observo
en el dia 13 dpp. La sintesis de P4 se empieza a incrementar el dia 14 dpp en los dos tipos
de ovarios. Asimismo, a los 10 dpp en los ovarios XX cultivados con FSH, los niveles de
P4 aumentaron notablemente. En los ovarios XY a los 10 dpp la P4 secretada es la mitad
de la detectada en el ovario XX y la produccién de este metabolito se mantiene baja hasta
los 12 dpp. La sintesis de P4 en los ovarios XX cultivados con FSH tuvo un importante
incremento del dia 12 al 14 mientras que la sintesis de P4 detectada en los ovarios XY a
los 13 dpp fue 3 veces mayor.

Estos resultados sugieren que el IGF-I tiene un efecto dual estimulador-inhibidor, de
la sintesis de P4 lo cual podria afectar la produccion de este metabolito y de testosterona

que se produce durante el desarrollo folicular temprano en el ovario del raton B6Y.PM



ILINTRODUCCION
1.0 Organizacién morfolégica del ovario
a) Cresta genital

En mamiferos, la morfogénesis del ovario o testiculo se lleva a cabo en tres
etapas; la primera comprende la colonizacién de la cresta genital por las células
germinales primordiales (CGP), que son las precursoras de los gametos y tienen un
origen extragonadal. Estas se detectan entre los 7.5 y 8 dias de gestacién (dg.) en el
extremo caudal del endodermo del saco vitelino y en la base del alantoides
(Merchant-Larios,1984). Las CGP tienen atraccion especifica por el epitelio gonadal y
son translocadas por movimientos pasivos. A los 10 dg. las CGP migran activamente del
intestino por el mesenterio dorsal hasta las crestas genitales (Merchant-Larios, 1984).
Se ha propuesto que la atraccion entre el epitelio celémico y las CGP se debe a la
presencia de factores quimioticticos cuya naturaleza hasta el presente no se ha

demostrado.
b) Gonada indiferenciada

La segunda fase del desarrollo gonadal en los mamiferos corresponde a la etapa de
gonada indiferenciada, la cual es comin en hembras y machos. La gdénada indiferenciada
es un organo bilateral localizado en la region ventral del mesonefros y esta
formada por tejido epitelial, mesenquimatico y las CGPs (Brambell, 1972). La etapa
de gonada indiferenciada corresponde a la proliferacion de las células somaticas
precursoras de las células foliculares y de las células intersticiales, las cuales
originan los cordones sexuales y el tejido estromdtico que constituyen los

precursores del ovario y del testiculo (Merchant-Larios,1976; Merchant-Larios, 1984).



¢) Diferenciacién testicular

La diferenciacion de la gonada indiferenciada en testiculos implica movimientos
morfogenéticos y la diferenciacion morfologica y funcional de los tipos de células que
constituyen esta gonada (Merchant, 1984).

La diferenciacion morfolégica del  testiculo se inicia a los 12 dg. con la
separacion del epitelio celomico por invasién de mesénquima y vasos sanguineos
procedentes de! mesonefros. Los cordones sexuales estin formados por dos tipos
célulares: las células de Sertoli y las CGP precursoras de los gametos (Merchant-
Larios, 1984). Las primeras secretan la hormona que provoca la regresion de los
conductos de Miiller (Behringer y col., 1990; Magre y col., 1980; Shiraishi y col., 1993).
Estas células forman un epitelio de tipo columnar y emiten prolongaciones
citoplasmaticas que rodean a las CGPs. Las células que se encuentran alrededor de los
cordones se diferencian para formar varios tipos célulares como células mioides,
fibroblastos y de Leydig (Merchant-Larios, 1976).  Estas altimas  producen
testosterona que induce el desarrollo de los conductos de Wolff y promueven la
diferenciacion de los genitales internos. La  formacién de los genitales externos
requiere la transformacion de la testosterona a Sa-dihidrotestosterona. Las células
germinales en el testiculo infantil ~reciben el nombre de espermatogonias
(Lidner y col., 1974) y se mantienen en un periodo de reposo hasta la pubertad. Las CGP
poseen puentes citoplasmaticos que se originan por una division llamada
citogénesis incompleta los cuales desaparecen cuando las espermatogonias se diferencian

en espermatozotdes (Gondos, 1984).

d) Diferenciacion ovarica

El ovario cambia poco comparado con la gonada indiferenciada, a los 12,5 dg. se
observa que éste crece debido a la proliferacion de células somaticas y germinales,
aunque su diferenciacion morfolégica es posterior a la del testiculo (Merchant-Larios,

1984). A los 15 dg. el ovario inicia la meiosis y las ovogonias presentan puentes



citoplasmicos que desaparecen con la formacion de los foliculos primarios y que son muy

importantes en la sincronizacion de la foliculogénesis (Gondos, 1984).

1.1 Hipétesis sobre la formacion de foliculos en el ovario

La foliculogénesis es el proceso de formacion de foliculos, el cual se inicia en la
etapa embrionaria y continua en la vida posnatal. El ovario consiste de un grupo de
foliculos en crecimiento con células de la teca y de la granulosa. Los foliculos crecen a
partir de una poblacién de células germinales primordiales formadas durante el desarrollo
fetal junto con grupos de células de la glandula intersticial. Las CGP sufren varias
divisiones mitdticas que originan la formacion de muchos millones de oogonias, algunas
de las cuales sufren atresia, lo cual puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo
en el ovario (Turner y Bagnara, 1971).

Durante la meiosis los ovocitos se observan en la fase de cigoteno y paquiteno, en
esta ultima se observan los complejos sinaptinémicos formados por el acoplamiento de
los cromosomas homologos, durante estas etapas ocurre la degeneracion de algunos
ovocitos (Horbes, 1984). Se ha sugerido que el inicio de la meiosis esta controlada
por un factor que proviene del mesonefros o rifion embrionario, aunque se
desconoce su naturaleza (Byskov, 1974). Las ovogonias sufren una reduccién meiotica
hacia el estado haploide y se rodean por una capa de células de la granulosa, esta
estructura es el foliculo primordial que se mantiene en la profase I de la primera division
meidtica en la fase de diploteno (Ivell y col., 1992). Es hasta la pubertad, por accién de la
hormona luteinizante (LH) que este proceso se reanuda (Austin y Short, 1984), se
elimina el primer lobulo polar y sdlo se completa {a meiosis si hay fertilizacién. Si el
ovocito secundario no es fertilizado se mantiene vivo de 1-72 horas y después degenera
(Pehleman y Lombard, 1978). Existen tres hipotesis que tratan de explicar la
foliculogénesis:

a) Origen mesonéfrico

En la primera hipotesis se propone que las células de la region del rete ovarii

(asociacion continua de los cordones sexuales ovaricos con los tibulos mesonéfricos



que penetran al ovario (Byskov, 1973), contribuyen a la formacion de los foliculos
primordiales, sin embargo, la migracion de células mesonéfricas que ya estan
diferenciadas desde una localizacion extragonadal para cubrir las asociaciones

ovociticas-epiteliales es poco probable (Merchant-Larios, 1984).

b) Origen epitelial

La segunda hipétesis plantea que las células foliculares se originan del epitelio
celomico que bordea la gonada. Los ovocitos se  encuentran rodeados por células
epiteliales organizados como un epitelio clbico y estdn separadas por la lamina basal
que separa el epitelio del estroma o tejido conectivo gonadal. Las células epiteliales mas
alejadas estan organizadas en capas que separan a las CGP que proliferan en la region
subcortical. Las células germinales desnudas ya no se encuentran en el estroma y estan
embebidas en el epitelio celomico para después convertirse en foliculos. Ademas, el
epitelio celomico que se une al epitelio superficial via lamina basal estid en

proliferacion acttva (Merchant-Larios, 1 984).

¢) Fragmentacion de cordones sexuales

La tercera hipdtesis propone que la formacidon de foliculos surge de la
fragmentacion de los cordones sexuales o cordones epiteliales ovaricos (Merchant-
Larios y Chimal-Monroy, 1989). Estos autores divididieron a la foliculogénesis en tres
etapas:

i) Ovocitica: Los ovocitos o gametos femeninos estan agrupados en contacto directo

en el interior de los cordones sexuales.

ii} Epitelial: Los ovocitos son separados dentro de los cordones sexuales por las

células epiteliales precursoras de las células de la granulosa.

iii) Estromatica: Los ovocitos junto con las células epiteliales unidas a ellos,

rodeados por una lamina basal son separadas por las células del estroma



{mesenquimaticas). Estas células provienen de la region vecina al mesonefros pero no de

este organo y a partir de éstas se diferencian las células de la teca.

1.2 Diferenciacién del tejido esteroidogénico

La presencia de las células germinales no es necesaria para el establecimiento de
la génada diferenciada, ni para la diferenciacion sexual. Sin embargo, la
ausencia de ovocitos en el ovario durante la etapa inicial de la foliculogénesis impide la
citodiferenciacién del tejido esteroidogénico (Merchant-Larios y Coello, 1979). Cuando
algunos ovocitos estin presentes al inicio de la foliculogénesis, los foliculos  se
desarrollan normalmente pero sufren atresia durante toda la vida reproductiva y en la
infancia, estos dejan masas de tejido esteroidogenico intersticial. El proceso
de atresia de la primera generacion de foliculos probablemente es parte del
programa de desarrollo del ovario que conlleva al establecimiento de la
glandula intersticial (Guraya, 1973; Merchant,1979; Merchant y Centeno, 1981). En el
ovario algunas células de la teca que rodean al epitelio folicular se hipertrofian y
forman acimulos célulares en el estroma, dando origen a la glandula intersticial. Se
ha planteado que esta glandula se forma en el momento en que los ovocitos mueren y
las células de la teca se hipertrofian y producen fundamentalmente andrégenos.
(Turner y Bagnara, 1971). Durante el desarrollo de los foliculos primordiales se
requiere de la diferenciacion de wvarios tipos celulares, como las células mesenquimaticas
tipo fibroblasto, que dan origen a las células intersticiales o de lateca; la primera
en diferenciarse es la teca interna y posteriormente se desarrolla la teca externa. (Turner
y Bagnara, 1971; Guraya, 1973). Durante la vida reproductiva de un mamifero un grupo
de foliculos primarios empiezan a desarrollarse al final de cada ciclo menstrual resultando
en un incremento en el tamaifio del ovocito y un cambio en la forma en la capa de células
de la granulosa. Para una mayor maduracioén de los foliculos primarios se requiere de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y después de la hormona luteimizante (LH) para
formar el foliculo preovulatorio (Graaf) que empieza a secretar  androgenos

(androstendiona y testosterona) y estrogenos (estradiol -13B). Bajo la acciéon de la LH se



completa la primera division meidtica, el ovocito primario inicia la segunda division

meidtica hasta el estado de metafase I (Horbes, 1942).

1.3 Crecimiento folicular

Una vez que se han formado los foliculos estos pasan por una fase de crecimiento
durante el periodo infantil que en roedores comprende del dia 1 postpartum (dpp) hasta
el dia 30 dpp (Byskov, 1973; Ireland y col., 1987, Ireland y Richards, 1978). Puesto que
se sabe que el eje hipotalamo-hipodfisis se establece en roedores hasta los 35 dpp
(Byskov, 1973). Por otra parte, Goodman y Hudgen (1983) describen tres eventos
asociados a la foliculogénesis después que se ha establecido el eje hipotalamo-
hipofisis en roedores.

1. Reclutamiento: Un evento dependiente de gonadotropinas durante el cual un grupo
de foliculos adquiere la habilidad para responder a las gonadotropinas y requieren de
éstas para mantener un crecimiento continuo.

2. Seleccion: Un  proceso en que los foliculos reclutados son
seleccionados para escapar a la atresia y sobrevivir a la ovulacién; el proceso a
través del cual ocurre el reclutamiento se desconoce.

3. Dominancia: Mecanismo que un foliculo dominante u ovulatorio utiliza para
escapar de la atresia.

Los foliculos en maduracion se mantienen en la superficie del ovario, acompaiiados por
proliferacion de células de la granulosa que tienen al oocito a un lado del foliculo con la
formacion de un espacio lleno de fluidos (e/ antrum). La divisiébn meidtica ocurre se
elimina el primer cuerpo polar con un juego cromosdmico y se obtiene el ovocito
secundario que es haploide y contiene la mayor parte del citoplasma. Justo antes de la
ovulacion, el foliculo se observa como un protuberancia en la superficie del ovario
(Ishwar y Sankaranarayanan, 1987, Amsterdam y col., 1975). La ovulacion ocurre bajo la
influencia de la LH y se acompafia por una ruptura del foliculo con la liberacion del
ovocito con el fluido antral y la transportacion hacia la trompa de falopio. El foliculo en

ruptura se colapsa y las células de la teca y de granulosa que quedan se transforman en



células leutinizadas que forman el cuerpo hiteo y empiezan a secretar progesterona la cual

es esencial para el mantenimiento del embarazo (Quatropani, 1973).

2.0 Caracteristicas del ratén B6.Y?°M

a) Aspectos genéticos

En los mamiferos la presencia o ausencia del cromosoma Y  determina la
diferenciacion de las gonadas en testiculos y ovarios, respectivamente. El factor
responsable de la diferenciacion a testiculos conocido como TDF en humanos y Tdy
(su homdlogo en otros vertebrados) se identificé como el gen SRY en humanos y Sry en
el raton (Gubbay y col., 1990; Koopman y col., 1991; Sinclair y col., 1990). La
homologia de nucleétidos del Sry y la secuencia de aminodcidos de éste con la familia de
proteinas de alta movilidad (HMQ), sugieren que el Sryesun factor de
transcripcidon  que inicia una cascada regulatoria de eventos genéticos que
conllevan a  la organizacion testicular (Gubbay y col., 1990; Sinclair y col., 1990;
Berta y col., 1990). La presencia del Sry hace que el testiculo embrionario de los
mamiferos produzca testosterona y la hormona inhibidora de los conductos Miillerianos
los  cuales regulan el desarrollo de genitales externos e internos, asi como las
caracteristicas sexuales secundarias (Donahoe, 1982).

De estudios previos se sabe que cuando un macho de una poblacién de Mus musculus
domesticus se cruza con una hembra C57BL/6J (B6), toda la descendencia de la primera
generacion, F1, son normales. La retrocruza de machos de la cepa F1 con las hembras B6
origina que la mitad de fetos XY se desarrollen como hembras con ovarios bilaterales y la
otra mitad como ovotestis (poseen componentes ovaricos y testiculares), sin embargo en
la misma camada se diferencian hembras con ovarios normales en la vida embrionaria
(Nagamine y col., 1987). Una de las explicaciones a la presencia de las hembras XY es
que el gene que determina la diferenciacion de los testiculos en Mus musculus
domesticus (Tdy DOMy interactila incorrectamente con un gene recesivo de la cepa B6/J

para la determinacion del testiculo-1 (7da-1) (Eicher y col., 1983; Lee y Takedo, 1994;



Eicher y Washburn, 1986y 1983). La presencia de hembras genéticas XY sugiere que
el cromosoma Y necesita interactuar con otros genes en los autosomas (7da-/) o en
el cromosoma X para  inducir de la diferenciacion testicular completa. Asimismo, los
autosomas juegan un papel importante en la diferenciacion sexual. Se ha propuesto que
algunos autosomas como el gene asociado a la reversién sexual (7as) y el complejo T/t
del cromosoma 17 de Mus musculus tienen un papel importante en la diferenciacion
sexual al interaccionar con el producto del gene Sry a través de un mecanismo
desconocido (Eicher y Washburn, 1983 y 1986; Eicher y col., 1980).

Por otra parte, Eicher y Washburn, 1986, propusieron que, el alelo 7dy de
Y."™ inicia el patrén de diferenciacion  a testiculos después de que el Tdy lo hace
en la cepa B6. La diferenciacion del testiculo que es regulada en la cepa B6 por alélos
autosémicos se inicia mds tempranamente. Aunque la hembra sexualmente revertida
B6.Y "M, parece fenotipicamente normal, tiene un ciclo estral irregular y no puede
llevar a término la prefiez (Taketo y col,, 1991) y ademas la mayoria de los ovocitos
mueren en fases muy tempranas (Merchant y col., 1984).

En contraste, el raton hembra mutante XY que tiene deleccion en la region Sry del
cromosoma Y es fértil. Estas diferencias en fertilidad entre la mutante XY y B6.Y M
sugieren que la expresion del gene Sry en cierto momento durante el desarrollo podria
DOM

interrumpir el establecimiento de las funciones normales del ovario en el raton B6.Y

(Chung- Hae y Taketo, 1994).

b) Desarrollo morfologico del ovario del ratén XY

La diferenciacion testicular en los embriones macho empieza a los 12 dg. en el ratéon
(Byskov, 1981; Taketo y col., 1991). El desarrollo del ovario XX y XY es similar en las
etapas iniciales de formacion de la génada. Sin embargo, a los 16 dg. los ovarios XY
empiezan a perder las células progenitoras de la granulosa (CGP) de la region medular,
dejando en esta zona cordones sexuales constituidos en su interior Unicamente por células
epiteliales (precursoras de la granulosa y células de la teca) en el insterticio; los ovocitos

que permanecen en la corteza forman foliculos (Taketo y col., 1991). Aunque éstos



continian muriendo de manera que las hembras XY tienen el ovario completamente
depletado de ovocitos a las 9 semanas del nacimiento (Villalpando y col., datos sin
publicar). El desarrollo del ovario XY es morfologicamente comparable al ovario
XX hasta el dia 16 de gestacion (dg.), momento en el cual la mayoria de las células
germinales ya han llegado al zigoteno o paquiteno de la profase meidtica. Sin embargo,
en el dia del parto (19 o 20 dg.), ningln oocito permanecié en los cordones medulares del
ovario XY. En el control (ovario XX) la primera generacién de foliculos se desarrollo en
la region medular y la actividad de la Sa-3(3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-
HSDH) se detectd en las primeras células estromaticas alrededor de los foliculos en
crecimiento a los 10 dpp (Taketo y cols., 1991).

En contraste, en el ovario XY, los foliculos no se formaron en la region medular y la
actividad de la 3-HSDH se localiza en las células epiteliales de los cordones medulares
libres de oocitos. Los foliculos primordiales en la region de la corteza continuaron su

desarrollo en el ovario XX y XY (Taketo y cols., 1991).

¢) Aspectos endocrinolégicos

El ovario XY produce menores niveles de esteroides como la progesterona
(P4), testosterona (T} y 17 B-estradiol (17 B-E2) comparado con el ovario XX normal.
Ademas, no logra incrementar la produccion de T como respuesta al PMSG (hormona
homologa a la FSH producida en la yegua) durante el periodo prepuber . (Villalpando
y col., 1993). La hipéfisis de la hembra XY es aparentemente normal ya que el
transplante de ovarios XX en hembras XY no impide la ciclicidad de ésta. Sin
embargo, los ovarios XY transplantados a hembras XX no responden a la accion de las
gonadotropinas, lo cual sugiere que el problema de esterilidad y falta de ciclicidad
parece residir en el ovario XY (Taketo y col. 1991). Recientemente, Villalpando y col.,
1996 demostraron que RNAm del factor semejante a insulina tipo 1 se encuentra
retrasado en el ovario XY y se expresa hasta los 15 dpp comparado con el control (ovario

XX).
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3.0 Funcién de las gonadotropinas en la foliculogénesis

a) Organizacion anatomica y funcional de la hipéfisis

La hipofisis esta formada por la hipofisis posterior, la hipofisis intermedia y la hipfisis
anterior o adenohipofisis. Esta ultima se origina embriologicamente de las bolsas de
Rathke, como una evaginacion del techo de la faringe (Austin y Short, 1982; Ganong,
1988). El control de la secrecién hormonal de la pituitaria es, en parte, modulado por
factores liberadores. Se han descrito 10 factores y se sabe que se pueden producir otros,
cuya secrecion es regulada por hormonas liberadas por el hipotalamo (Austin y Short,
1982).

i) Lobulo anterior

La adenohipofisis esta constituida por 6 0 7 tipos de células secretoras que se
diferencian en base a criterios ultraestructurales y producen las siguientes hormonas:

-TSH u Hormona estimulante del tiroides.
-LH u Hormona lutenizante.

-ACTH u Hormona adenocorticotropa.
-FSH u Hormona estimulante del foliculo.
-GH u Hormona de crecimiento.

-PL u Prolactma.

La secrecion de estas hormonas esta controlada por centros hipotalamicos que
comunican con la hipéfisis anterior por via de factores de lberacion. Asimismo, los
neurotransmisores como la dopamina, desempefian un papel mmportante en estas
regulaciones. Si bien todas las hormonas son importantes para mantener la homeostasis la
LH y la FSH son de primordial importancia para la reproduccién (Li y col., 1993),

Durante €l ciclo ovulatorio la FSH estimula el crecimiento del foliculo y 1a secrecion
de estrogenos y LH (que es semejante a la ICSH, hormona estimulante de las células
intersticiales en testiculo), produce la ovulacion y aumenta la secrecion de P4 en el
cuerpo hiteo. La FSH y la LH acthan sinérgicamente para la maduracion folicular. El

aumento de LH tiene importancia ya que incrementa la presion interna del foliculo y
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produce la ruptura del mismo y las céiulas de la granulosa empiezan a producir
progesterona (P4). Los estrogenos y la progesterona ¢jercen una retroalimentacion

negativa sobre la secrecion de las gonadotropinas (FSH y LH).

ii) Lobulo posterior
La vasopresina y la oxitocina son dos hormonas que se han identificado y que tienen

propiedades vasoactivas, antidiuréticas y oxitéxicas (Ganong, 1988).

b) Funcion de las gonadotropinas

Los mecanismos por los cuales la FSH y LH regulan la funcion de las células del
ovario son complejos. Existen muchos factores que participan en la regulacion de la
expresion de genes de las células de la granulosa en el ovario, asi como aquellos que
conllevan a la diferenciacion de estas células tales como: activacion ligando-receptor de
la adenil-ciclasa, produccién de adenosina monofosfato ciclica (AMP ¢} y fosforilacion
de moléculas reguladoras y otras que participan en la regulacion mediante AMPc
(Richards, 1993; Richards y col., 1979 y 1987). En estudios previos en ratas intactas ¢
hipofisectomizadas, se vid un aumento en los receptores a LH en las células murales de la
granulosa si se administra estradiol seguido por FSH, lo cual indica que estas células
contienen mas receptores de LH que las del "cumulus ooforus" (Zelesnick y col., 1974;
Amsterdam y col., 1975).

Channing y Seymour (1970); Lidner y col., (1974); Nilson y col., (1974) y Selstam y
col., (1976) mostraron que la FSH estimulaba la produccion de AMPc en el ovario. La
identificacion de cuatro proteinas especificas de unién para AMPc en el citosol del cuerpo
luteo de ovejas (Fletcher y col., 1976) y en otras células (Chambers y Studds, 1976),
sugieren que la FSH induce un incremento en las células de la granulosa.

La LH juega un papel importante en la diferenciaciéon folicular temprana,
probablemente por la accion de ésta en las células de la teca (Lostroh y Johnson, 1966,
Eshkol y Lunnenfold, 1972). Se sabe que ésta estimula la ovulacién y la luteinizacion de

los foliculos antrales presentes en el proestro y se sabe poco acerca del efecto de la LH en



los foliculos en crecimiento (Peluso, 1989). La LH es secretada para unirse
sinérgicamente con la FSH para promover el crecimiento folicular; esto se ha observado
al inyectar ratas hipofisectomizadas con FSH, lo cual provoca la induccién sostenida de
una gran cantidad de receptores a LH y esta relacionado con la aparicion de foliculos
antrales (Richards y col., 1976). En la luteinizacion de los foliculos antrales, existe una
pérdida de receptores a LH o a FSH. Se ha sugerido que esto ocurre por otros
mecanismos diferentes a la ocupacion de los receptores de unién (Richards y col., 1976;
Rao y col., 1977).

La LH tiene accién en algunos foliculos antrales causando una pérdida de receptores
a hormonas gonadotropicas (LH y/o FSH), disminuyendo la respuesta de estos a la
estimulacion hormonal y probablemente al inicio de la atresia. La LH interacciona con su
receptor membranal para estimular la esteroidogénesis no sélo por via del AMP ciclico
sino también por la via del acido araquidénico, leucotrienos y la regulacion de canales de
cloro y calcio (Steele y Leung, 1993). Los mismos patrones de estimulacioén conllevan a
una regulacion baja de LH y de la esteroidogénesis. El receptor de LH existe en un estado
dinamico y la desensibilizacidn es controlada por la proteina cinasa C (PKC) en la rata y
por la proteina cinasa dependiente de AMP ciclico en las c€lulas de Leydig de ratén
(Cook y col., 1992). La FSH induce que la testosterona sea transformada a estradiol por la

aromatasa P-450 (Moon y col., 1975; Makris y Ryan, 1977).

¢) Receptores a FSH

En la mayoria de las especies de vertebrados, las células involucradas en la
esteroidogénesis gonadal son de dos tipos basicos: (a) células con respuesta a LH, como
las de la teca interna de la envoltura folicular y las células intersticiales del estroma o teca
externa y (b) células con respuesta a FSH, como las células de la granulosa, las cuales
mas tarde en la maduraci6n folicular también adquieren la habilidad de responder a la LH
(Richards y col., 1976).

Las células de la granulosa de foliculos preantrales poseen receptores a FSH, hasta

que forman un antro folicular (cavidad presente en el ovario en el que se encuentran
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factores de crecimiento, proteasas y otros requerimientos para el desarrollo de éste). En la
etapa de foliculos preantrales las células de la teca contienen receptores a LH pero no a
FSH (Richards, 1980). Se ha visto que ésta ultima induce la sintesis de sus propios
receptores, asi como de los receptores a LH. Asi mismo, se ha planteado que la FSH es
requerida para el mantenimiento de los receptores a LH y FSH durante toda la
foliculogénesis (Hillier y col., 1978 y Richards, 1980). La accion de las gonadotropinas
en la génada es mediada por receptores de gonadotropinas especificas localizadas en la

membrana de células blanco (Richards, 1980).

4.0 Bioquimica de las hormonas esteroides

El foliculo produce esteroides sexuales, los cuales son transportados por la
circulacion para actuar en los drganos "blanco" que comprenden ademas del sistema
reproductivo, otros tejidos blanco, como el sistema nervioso central, el inmune, el higado,
el tejido adiposo y el cutaneo (Gore-Langton y Armstrong, 1988). Varias evidencias
sugieren la compartamentalizacion de la actividad esteroidogénica en el ovario (Fortune y
Armstrong, 1977). El tejido intersticial es fundamentalmente androgénico y las células de
la granulosa sintetizan principalmente estrogenos, éstas células después de la ovulacion,
se transforman en células luteinizantes que forman los cuerpos liteos y secretan
progesterona, como ya se menciond. Los testiculos y los ovarios ademas de su funcion de
proveer espermatozoides y ovulos producen hormonas esteroides que gobiernan los
caracteres sexuales secundarios, el ciclo reproductor, el crecimiento y desarrollo de
organos reproductores accesorios ademas de ejercer una intensa actividad anabdlica y
metabolica proteinica (Fortune y Armstrong, 1977).

Los esteroides foliculares son producidos por derivados del colesterol en alguna de
las siguientes tres rutas metabdlicas:

a) Colesterol unido a lipoproteinas circulantes que es tomado de la sangre, LDL
(lipoproteinas de baja densidad ) en el hombre y en otros vertebrados (Rajendran y col.,

1983) y HDL (lipoproteinas de alta densidad) en el ratén (Gwynne y Strauss III, 1982).

14



Se ha demostrado que ésta es la fuente méas importante de colesterol (Strauss III y col.,
1981).

b) Colesterol preformado y almacenado dentro de la célula de la teca del ovario,
como colesterol libre, un constituyente de la membrana celular o liberado del citoplasma
celular de gotas lipidicas que almacenan cantidades importantes de colesterol en gotas
lipidicas intracelulares en forma de ésteres de colesterol y acidos grasos de cadena larga y
como colesterol libre. El balance entre ambos es mantenido por: la colesterol
aciltransferasa y la colesterol estereasa; la accion de la primera favorece el
almacenamiento de colesterol en forma esterificada v la segunda permite su movilizacion
posterior (Strauss [II y col., 1981).

¢) Colesterol sintetizado de novo, a partir de acetato, derivado del metabolismo de
carbohidratos, grasas o proteinas dentro de la célula (Strauss III y col., 1981). En estadios
foliculares antrales y preovulatorios, el colesterol intracelular es probablemente derivado
de la sintesis de novo y una pequefia parte almacenado en lipidos enddgenos (Chang y
col., 1976; Simpson y col., 1980).

La teca interna del foliculo, esta irrigada de tal forma que podria utilizar el colesterol
de las lipoproteinas; mientras que las células de la granulosa del foliculo estin aisladas
del contacto directo con la sangre por una membrana basal impermeable, que constituye
una barrera al paso de muchas moléculas incluyendo a las LDL (Shalgi y col. 1973 y

Simpson y col., 1980).

a) Clasificacion bioquimica
Hay tres clases de esteroides que se producen en los ovarios:
a) Progestanos, b) Androstanos y ¢) Estranos.
La primera clase esta representada por las progestinas que estan formadas por 21
carbonos, la segunda por los androgenos con 19 4tomos de este elemento y la tercera
categoria por los estrogenos con 18 atomos de carbono. Todos ellos comprenden en su

estructura un esqueleto complejo, compuesto de tres anillos de ciclohexano (A, B, C) y



un anillo de ciclo pentano (D), el cual es conocido como nucleo ciclopentano

perhidrofenantreno (Kellie, 1984).

b) Células esteroidogénicas de) ovario

El ovario secreta dos tipos principales de hormonas femeninas: el estrogeno
producido por las células de la granulosa y la progesterona que deriva de las células del
cuerpo liteo que se forma en el ovario después de la ruptura del foliculo, como ya se
menciond.

i) Estrégenos

Estos son el 17-PB-estradiol, la estrona y el estriol, éste ultimo se produce
exclusivamente durante el embarazo (Doisy y col., 1929; MacCorquodale, 1936 y Short,
1961). Hay evidencias que indican que las células de la granulosa de foliculos antrales
grandes y preovulatorios son los unicos sitios de actividad de la aromatasa en el ovario y
de la biosintesis de estrogenos (Thompson y Siiteri, 1974). La FSH regula la
aromatizacion en todas las especies estudiadas (Dorrington y col.,, 1975). Estudios
realizados con células de la granulosa en rata sugieren que la aromatasa dependiente del
citocromo P-450, es inducida por la FSH y por el dibutirii AMPc (Mendelson y col.,
1985). La biosintesis de estrogenos requiere la cooperacién de las células de la teca que
suministran los andrégenos para la aromatizacion. La aromatasa citocromo P-450 cataliza
la aromatizacién de los androgenos para formar estrégenos. Los androgenos, testosterona
y androstendiona, son precursores en la sintesis de los estrogenos en los testiculos,
ovarios, la glandula suprarrenal y la placenta. La conversion a partir de la testosterona
incluye tres pasos catalizados enzimaticamente que requieren oxigeno y NADPH: 1) una
hidroxilacion en C-19 para formar 19-hidroxitestosterona o 19-hidroxiandrostendiona; 2)
19-oxidacion para formar los cetoderivados; y 3) liolisisaldehidica para eliminar el grupo

cetonico en 19 y causar aromatizacion del aniilo (Rawn, 1989; Yamada y col., 1973).
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ii) Andrégenos

La testosterona es sintetizada por la actividad de las células de la teca a partir del
colesterol pasando por pregnenolona, progesterona, hidroxiprogesterona, la cual es
entonces convertida en el cctoesteroide C-19; la androstendiona es un precursor
inmediato de la testosterona. Alternativamente, la via a través de la hidroxipregnenolona
y la dehidroepiandrosterona (DHEA) se puede usar para producir androstendiona. La
androstendiona y la testosterona pueden ser convertidos en 17-fB-estradiol y estrona.

Las células de la teca y las células intersticiales estan involucradas en la
produccién de novo de androgenos; mientras que en las células de la granulosa se
encuentran organiz'adas las rutas biosintéticas del metabolismo de conversion de
esteroides de 19 carbonos a estrégenos y de la sintesis de novo a progesterona y sus

derivados de 21 carbonos, después de la ovulacion (Amstrong y Papkoff, 1976).

iii) Progestinas

En este grupo la pregnenolona, es [a mas importante y es producida en el ovario, ésta
es la precursora de todos los esteroides sexuales. Sin embargo, el producto mas
importante de 21-carbonos en el foliculo es la progesterona. Este esteroide es sintetizado
como intermediario de todos los estadios de crecimiento en el desarrollo folicular y como
un producto final en los periodos pre y postovulatorio (Zmigrod y col., 1972 y Amstrong,
1979). La produccion de progesterona y sus metabolitos, en las células de la granulosa en
los foliculos antrales y preovulatorios, ocurre inicialmente en respuesta a FSH
(Dorrington y col., 1975). Se ha visto que el paso limitante para que ocurra la reacciéon de
biosintesis de la progesterona, ya que es regulado por la accion de la FSH, es la division
de la cadena del colesterol por la 20, 20-desmolasa (Jones y Hsueh, 1982; Toaff y col.,,
1983, Hsueh y col., 1977).

5.0 Control de la produccion de esteroides
La funcién normal del ovario depende de una diversidad de hormonas que actlian a

través de mecanismos de accion endocrinos, paracrinos y autdcrinos. Algunos procesos
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del ovario requieren la accion sinérgica de hormonas mtentras que otros dependen del
efecto antagonico de muchos factores. Las hormonas traducen informacion via
mecanismos de sefializacién que emplean mensajeros intracelulares tales como: AMPc,
iones calcio (Ca 2+) y acido araquidénico (Steele y col., 1993). En el ratén, la
formacion de foliculos es principalmente posnatal (Merchant-Larios y Chimal-Monroy,
1989) y los cambios en la esteroidogénesis del ovario en este periodo reflejan cambios en
la actividad folicular durante la foliculogénesis temprana. Sin embargo, la morfologia del
ovario y la funcion enddcrina parecen ser independientes de las gonadotropinas durante la
primera semana de vida posnatal. Amstrong y col. (1979) proponen que la
esteroidogénesis ovarica en el periodo temprano posnatal depende de cambios en la
actividad del nivel de enzima 20,22 desmolasa (CSCC) mas que de la existencia de
receptores de gonadotropinas o la estimulacién por la prostaglandina E2 (PGE2). Al
nacimiento, el ovario contiene foliculos primordiales y una gran cantidad de tejido
estromatico ademas de un pequeiio pero significativo efecto en progesterona debido a
AMPc, asociado a niveles detectables de 20/22 desmolasa (Fortune y col., 1977). En el
dia 3, el tejido estromatico ha disminuido en abundancia y la actividad esteroidogénica ha
desaparecido, por lo que el tejido estromdtico puede ser el componente esteroidogénico
activo. Entre los dias 5 y 7, la morfologia del ovario muestra dos cambios asociados a la
actividad esteroidogénica, primero hay un incremento en el numero de foliculos
secundarios y después hay una diferenciacion en el tejido de la teca (Murphy y
O’Shaughnessy, 1991). Para el dia 7, la LH estimula un aumento en la progesterona y la
androstendiona, sin efecto de FSH. En el ovario, el tejido intersticial y de la teca
responden a la LH, generando incremento en la esteroidogénesis y la formacion de
androgenos (Erickson y col., 1989; Magoffin y Erickson, 1982 y 1988; Armstrong y
Papkoff, 1976) es por lo tanto que la progesterona es el metabolito principal a partir de la
pregnenolona y la androstendiona es el principal esteroide ¢19. (Mannan y
O’Shaughnessy, 1988; O'Shaughnessy y col., 1989).

En contraste, las células de la granulosa responden a FSH sélo hasta poco antes de la

ovulacién, pero son capaces de productr estrogenos en el dia 7, ya que la aromatasa esta
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presente a esta edad o incluso antes. La actividad basal de la aromatasa esta presente entre
los 5y 7 dias y aumenta con la edad. Entre los dias 7 y 21, la actividad de la Sa-reductasa
se incrementa en el ovario de raton, pero los niveles de metabolitos-5a de C19 y C21
reducidos se mantienen bajos comparados con progesterona y androstendiona (Mannan y
O’Shaughnessy,1988).

Es posible que los cambios en la esteroidogénesis ovarica estén relacionados a cambios
de niveles en las gonadotropinas circulantes asi como a cambios en el desarrollo folicular.
Mannan y O’Shaughhnessy (1991) proponen que hay un incremento en la
esteroidogénesis en el dia 7 en el raton y sugieren que durante la foliculogénesis existe
una esteroidogénesis dependiente de gonadotropinas en el tejido de la teca del foliculo

secundario.

6.0 Funcién del factor semejante a insulina tipo !

a) Factores de crecimiento

Diversas evidencias sugieren que los factores ovaricos pueden modular la accién de
LH por mecanismos autécrinos y pardcrinos. Entre los factores que estimulan la
proliferacion de las células de la granulosa se encuentran: el factor del crecimiento del
fibroblasto (FGF), el factor semejante a insulina (IGF), ¢l factor de crecimiento epidermal
(EGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-B) (Skinner y col., 1987; Skinner,
1993). Dos de estos factores, el IGF-1 y el TGF-pB, son secretados por las células de la
granulosa y el TGF-$ es producido por las células de la teca (CT). Aunque se ha probado
que la IGF-I incrementa la sintesis de androgenos CT estimuladas por LH (Adashi,
1986b).

Algunos de los niveles en los cuales las hormonas reproductivas actiian junto con los
factores de crrecimiento son: (1) regulacién de la produccion de factores de crecimiento
por hormonas reproductivas; (2) modulacion de la expresion del receptor del factor de
crecimiento; (3) modulacion de la produccién de hormonas reproductivas por factores de

crecimiento y (4) relacion del factor de crecimiento en la regulacion de la expresion /
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funcion de los receptores para las hormonas reproductivas (Baranao y Hammond, 1984;
Veldhuis, 1989, Veldhuis y Hammond, 1986).

Un namero de diferentes factores de crecimiento afectan el crecimiento de las células
de la granulosa, lo que puede derivar en el control de la expansién de células del foliculo.
El IGF-I se produce en las células de la granulosa e influye en el crecimiento y las
funciones de éstas, asi como la diferenciacion de los muchos tipos de células ahi
presentes; por lo tanto, el IGF-I, tiene un papel integral en el control de las funciones de
las células ovaricas, en la diferenciaciéon y en la regulacion hormonal (Veldhuis y

Demers, 1985; Veldhuis y col., 1985; Zoller y Weisz, 1978).

b) Caracteristicas

Hay factores de crecimiento que tienen efectos modulatorios in vitro e in vivo en la
diferenciacién funcional de las células de la granulosa, incluyendo -efectos
esteroidogénicos en varias especies de vertebrados; uno de estos factores es el factor
semejante a insulina tipo I o IGF-I, sin embargo hasta la fecha se desconocen las
concentraciones reales de éste dentro de los foliculos en los diferentes estadios de
desarrollo, el curso celular que sigue dentro del ovario o en tejidos extraovaricos y como
se regulan estos procesos (Zoller y Weisz, 1979; Veldhuis y Hammond, 1986).

Existen dos formas, el IGF-II y el IGF-I, el primero estd involucrado en una actividad
estimulatoria de multiplicacion (MSA) en el crecimiento fetal (Sussenbach y Steenberg,
1991). El IGF-I es sintetizado en diferentes tejido, como ttero, rifién y sistema nervioso,
aunque se produce en mayor cantidad en el higado (Murphy y col., 1987 y Daughaday y
Rotwein, 1989).

¢) Funciones

Algunas hormonas glicoproteicas, como la FSH y LH, parecen ser fundamentales
para la ampliacién de los efectos del IGF-1. Se ha comprobado que el mayor estimulador
para la produccion de IGF-I en el higado es la hormona de crecimiento (Murphy y col.,

1987; Isgaard y col., 1989), sin embargo también se ha visto que la FSH y la LH
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desempefan una funcion importante en la esteroidogénesis. Se ha demostrado que el IGF-
| posee varias funciones modulatorias, va que se ha observado que en presencia de FSH,
uno de los efectos del IGF-I sobre las células de la granulosa de rata cultivadas en
ausencia de suero, es aumentar la produccidn de progesterona y 20-a-dihidroprogesterona
10 v 4 veces, respectivamente (Adashi y col., 1984 y 1985a) y potenciar la actividad de la
aromatasa (Adashi y col., 1985b). Asi mismo, el IGF-I hace mas potente la accién
estimulatoria del AMPc sobre la biosintesis de progesterona (Adashi y col., 1986b).

Empleando células de la granulosa de cerdo in vitro se ha demostrado que el IGF-I es
un potente mitdgeno y que ademas, interactua con la FSH de manera sinergista
incrementando la produccién de androgenos y estrogenos (Baranao y Hammond, 1984;
Wood y col., 1994; Hsu y Hammond, 1987). En ausencia de FSH, el IGF-I tiene un
efecto estimulatorio sobre la secrecion de progesterona en células de la granulosa de
cerdo y conejo (Veldhuis y Demers, 1985; Cassandra y col., 1991) ¢ induce la sintesis de
receptores a LH en las células de la granulosa (Davoren y col., 1986). En rata, la accién
del IGF-I incrementa la actividad de la aromatasa, lo que provoca un aumento en la
sintesis de pregnenolona y la actividad de la 3-3-HSD con el consecuente aumento en la
acumulacién de progestinas (Davoren y Hsueh, 1984, 1983).

El IGF-I puede aumentar los indices de progestina en las c€lulas del ovario al activar
cuatro mecanismos complementarios: (1} estimular la unién, incremento celular y
utilizacion efectiva de lipoproteinas de alta densidad, como proveedoras de esteroles
(LDL y HDL); (2) incrementar la sintesis de nove de colesterol; (3) facilitar la remocion
de ésteres de colesterol y (4) incrementar la ruptura de la cadena lateral de colesterol y
estimular la sintesis de proteinas involucradas en este proceso. Esta funcién del IGF-I
indica que juega un papel importante en la diferenciacion esteroidogénica de las células
de la granulosa y del cuerpo liteo durante el desarrollo folicular preovulatorio (Maggofin
y Erickson, 1993; Hemandez y col., 1988).

La accion de la FSH produce un aumento en la capacidad de unién del IGF-I en las
células de la granulosa de rata (Adashi y col., 1989) y este efecto parece estar mediado

por AMPc (Adashi y col., 1986a). Algunos estudios muestran que el IGF-I al unirse a sus




receptores se generan una serie de agonistas que inhiben la actividad de la fosfodiesterasa
o la administracion de analogos de AMPc no degradables y los niveles de este nucleotido
se elevan intracelutarmente (Adashi y col., 1988). lo que sugiere que los receptores para

IGF-I son dependientes de AMPc.

d) Proteinas de union

Se han aislado y caracterizado cuatro proteinas especificas de unién para IGFs
(IGFBP) (Brewer y col., 1988; Wood vy col., 1994; Shamasaki y col., 1990) presentes en
el suero humano, las cuales son conocidas como IGFBP-1,2,3 y 4. La secrecion de
IGFBP-3 es estimulada por el IGF-1 (Clemmons y col., 1989), mientras que la regulacion
de las concentraciones en €l plasma de IGFBP-1 e IGFBP-2 es mas compleja. Estas dos
proteinas difieren en el dominio responsable de la adherencia celular y relacionada con la

capacidad de la IGFBP-31 al potenciar el crecimiento celular en respuesta al [GF-1.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cuando la cepa del raton Mus musculus musculus C57BL/6] (B6) se cruza con la
cepa del raton Mus musculus poschivianus el 25% de la progenie B6Y.”M en la vida
posnatal se desarrollan como hermafroditas verdaderos, 25% como hembras XY, 25 %
como machos y el otro 25% como hembras normales. Las hembras XY producen niveles
bajos de esteroides sexuales como P4, testosterona y 17-B estradiol y desarrollan
problemas de esterilidad. La baja produccion de esteroides en el ovario XY no parece ser
mediada por diferencias en la produccién de AMPc ya que los niveles enddgenos de este
segundo mensajero en el ovario XY a los 14 dpp son similares a los presentes en el
ovario XX, etapa en la que ocurren cambios endocrinoldgicos importantes (Guerrero,
1994).

Por otra parte, se sabe que hay factores de crecimiento, entre éstos el IGF-I, que
regulan la produccion de esteroides ovaricos de manera autécrina y paridcrina en las
células foliculares e intersticiales en diferentes especies de vertebrados como: ovino,
conejo, cerdo, bovino y rata. Se ha demostrado que en presencia del IGF-I mas FSH y/o
LH la produccién de P4 y andrégenos se incrementa considerablemente in vitro. Sin
embargo, en el ratén a pesar, de su importancia como modelo biolégico en la
investigacién biomédica se desconocen los factores que controlan la produccion de
esteroides en esta especie y no se ha estudiado el efecto del IGF-1 en el desarrollo
folicular temprano, es decir durante el periodo infantil. Asimismo, de estudios previos se
sabe que la P4 es el factor limitante en la sintesis de esteroides producidos en el ovario de
los mamiferos. La hipdtesis planteada en este trabajo es que el IGF-1 en presencia de la
FSH incrementa la sintesis de P4 en los ovarios XX y XY in vitro en la etapa infantil al
igual que en otras especies de mamiferos en la vida adulta. Debido a las razones
expuestas anteriormente, consideramos importante evaluar la produccion de P4 en los
ovarios infantiles en la cepa B6Y."Men el periodo comprendido entre los 10-16 dpp,
ventana del desarrolio posnatal, en donde empiezan a formarse los foliculos primarios y

preantrales.
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IV. OBJETIVOS

1) Estandarizar la técnica de cultivo de drganos en rotacion y aprender la técnica de
radioinmunoensayo de fase liquida para cuantificar progesterona en los ovarios

prepuberes durante el desarrollo folicular temprano.

2) Evaluar in vitro el efecto del factor de crecimiento semejante a insulina tipo I de 10 a

16 dpp de la cepa B6.Y?M

3) Determinar si la FSH tiene un efecto sinérgico con el IGF-I en la produccion de

progesterona en los ovarios infantiles XX y XY de 10 a 16 dpp.



V. MATERIALES Y METODOS
1.0 Identificaciéon del sexo genético de las hembras XY

a) Prehibridacion

La identificacion de la hembras XX normales de las XY se realizo con la prueba de
hibridacion puntual. Los fragmentos de DNA utilizados para hacer el sexado se ratones
fueron aquellas secuencias altamente repetidas en el cromosoma Y el cual esta
constituido principalmente por DNA satélite localizado en la heterocromatina en la parte
distal del brazo largo de este cromosoma (Cooke, 1976).

Se obtuvieron 3 pul de sangre periférica de la cola de ratones B6Y."™de 10a 16 dpp.
Se colocaron en una membrana cargada positivamente (Gene Screen Plus, Hybridization
Transfer Membrane de Biotechnology Systems (NEN Research Products) y se horneé 2
horas a 80°C al vacio. La membrana se desnaturalizdo en NaOH 0.3M y NaCl 0.5 N 1
hora, se neutraliz6 en una solucién amortiguadora Tris 1M pH 7.0 a temperatura ambiente
y se prehibridé en 10 ml de solucién de hibridacién. La hibridacion se realizé de acuerdo
al protocolo publicado por Nishioka, 1968; Nishioka y Lamotte, 1986 (ver descripcion
abajo).

b) Hibridaciéon

La sonda 14558C5 se obtuvo a partir del aislamiento de una secuencia cromosomal de
Y denominada ACI1! y contiene 1.5 kb del fragmento subclonado EcoR1 en pUCS
(Nagamine, 1988). Esta sonda se marcé con 32 P-dCTP (ICN Canada, Montreal, Quebec)
por el método de secuencias al azar de acuerdo al protocolo descrito en el estuche
comercial de (GIBCO-BRL). La sonda se desnaturalizé6 10 minutos a 90°C y se enfrié a
4°C. Asimismo, se desnaturalizé esperma de salmén a una concentracion de 10 mg/ml e
inmediatamente se puso en hielo en escarcha. Se agregaron 1x10° cpm de la sonda
marcada y el esperma de salmén a 10 ml de la solucion de hibridacidn y se incubd a 42°C

18 horas. Se lavé con SSC 1X y dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.15% 60°C, 20
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minutos 2 veces. La membrana se expuso a una pelicula X-O-MAT de Kodak en un
portaplacas con una placa intensificadora y se incubd a -70°C, 3 dias. Se revelé con un
revelador D-76 de Kodak 5 minutos, se enjuagoé 5 minutos, se fijo y se enjuagd con agua
corriente. Unicamente los individuos que tienen las secuencias repetidas del cromosoma

Y fueron positivos a esta prueba.

1.1 Cultivo organotipico por rotacion.

En un cuarto en condiciones de esterilidad, se prepard el siguiente medio de cultivo
empleando medio de cultivo (Minimal essential medium, MEM) al que se le adicionaron:
10 pg/ml de insulina (SIGMA), 110 pg/ml de piruvato de sodio (SIGMA), 200 nM L-
glutamina (SIGMA), 50 Ul penicilina G sodica (GIBCO-BRL), 50 pg/ml de sulfato de
estreptomicina (GIBCO-BRL). Se tomaron 10 ml del medio antes descrito y se separaron
5 ml a los que se agregaron 0.1 Ul de FSH (Folligon, INTERVET INTERNATIONAL) y
1pug/ml de pregnenolona (SIGMA).

Una vez preparado el medio de cultivo con y/o sin hormona, se filtré inyectandolo a
través de un filtro millipore estéril cuyo didmetro de poro fue de 0.22 u3 y se colectd en
otro tubo estéril. Se colocaron 500 ul del medio en tubos de vidrio de la marca Pyrex para
cada muestra.

Se utilizaron ratones de la cepa BeY.POM pertenecientes a la colonia de la Dra. Irma
Villalpando Fierro en el IIB, UNAM. Los ratones se mantuvieron bajo condiciones de
luz-oscuridad en periodos de 12 horas (6 a.m. a 6 p.m.) y fueron alimentados con Mouse
Diet 5051 de Lab. Diet (DMI Feeds Inc.). La temperatura promedio fue de 18°C a 23°C.

Se aislaron los ovarios de ratones B6Y.”™™, se les quité el tejido graso y se cortaron
en cuatro fracciones. Estas se colocaron en un tubo con medio de cultivo y se incubaron
en un aparato de rotacién en una estufa (National Appliance Co, modelo 8941-2) a 37°
con 5% de CO?, 24 horas. Las muestras se mantuvieron en congelacién a -20° C en un
congelador (Puffer Hubbard) hasta la cuantificacion de los esteroides por

radioinmunoensayo (RIA).
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1.2 Determinaciéon de progesterona

a) Radioinmunoensayo

Los radioinmunoensayos dependen de la habilidad del anticuerpo para unirse a su
antigeno (radiactivo) mientras que otro antigeno (no radiactivo) compite por un nimero
limitado de sitios de unién en un anticuerpo especifico. Mientras mas antigeno no
radiactivo se introduce al sistema , quedan menos sitios de union para unirse con el
antigeno radiactivo y de esta manera se cuantifica el antigeno en la muestra.

En el caso de este estuche comercial (Immuno Chem IM Progesterone assay)} una
cantidad limitada del anticuerpo especifico se hace reaccionar con la hormona
correspondiente marcada con un radioisétopo (H*). Debido a la adicién de un exceso de
hormona sin marca radioactiva (H) se provoca que por competencia una cantidad menor
de H* se una al anticuerpo. Después de la separacién del complejo antigeno-anticuerpo
del H* libre por diversos métodos, la cantidad de radioactividad en una o ambas
fracciones se evalua en un contador gamma calibrado para ' y el nivel de progesterona

marcada en las muestras se determina graficamente con una curva estandar.

b) Preparacién de soluciones para radioinmunoensayo

Para la cuantificacion de progesterona en las muestras se utilizé un estuche comercial
para P4 marcado con I'® de ICN Biomedicals Inc. Las soluciones estandares utilizadas en
la curva estandar se prepararon a partir de una solucién inicial de pregnenolona (1
mg/ml) v los estandares preparados tuvieron las siguientes concentraciones: 0, 0.1, 0.5,

1.0,2.0,5.0 y 10 ng/ml.

¢) Procedimiento
Se pipetearon 500 pl de la solucién diluyente a los tubos 1 y 2 y se adicionaron 100
ul del estandar de 0 ng/ml de P4 a los tubos 1, 2, 3 y 4. Se afiadieron 100 pl de solucién

estandar, controles y muestras a los tubos respectivos.



Se afiadieron S00 pl del anticuerpo anti-progesterona a todos los tubos empezando a
partir del 3. Se adicionaron 200 pl de progesterona ['* a todos los tubos, se agitaron y se
incubaron en un bafio de agua a 37°+ 1° 60 minutos. Se adicionaron 500 pl de la solucion
precipitante a todos los tubos, se agitaron asegurandose que estaban tapados y se
centrifugaron a 1000 X g, 20 minutos. Se decanté el contenido de los tubos utilizando
papel absorbente y se obtuvieron las lecturas en cpm. en un contador gamma (PACKARD
AUTO-GAMMA 5650) calibrado para 1 133 Se calcularon y graficaron los resultados
usando la férmula: _

%B/B0=[Avg CPM (muestra)-Avg CPM (NBS))/(Avg CPM (estandar) -Avg CPM
(NBS))] x 100.

Donde: %B/BO0 es el porcentaje de P4 calculado para cada muestra; Avg CPM (NBS),
(muestra) y (estdndar) son los promedios de cuentas por minuto detectadas para la unién
no especifica, las muestras experimentales y los estindares empleados en la curva,

respectivamente.
2.0 Microscopia electrénica

a) Fijacion

Se aislaron los ovarios de hembras XX y XY de 10 a 16 dpp de la cepa B6Y.?M y se
fijaron en Karnovsky (Karnovsky, 1965) a 4° C de 2 a 6 horas en un tubo o Eppendorf o
en una caja de Petri. Después se lavaron con una solucién amortiguadora de cacodilato de
sodio 0.1 M (pH=7.3) 15 min., tres veces a 4°C. Finalmente los tejidos se cambiaron a
tetradxido de osmio 1% (OSO4) 24 horas, a 4° C.

Kamovsky: Mezcla de parafolmaldehido (2%) con glutaraldehido (2.5%) y una

solucion amortiguadora de cacodilato de sodio (0.1 M, pH=7.3).

b) Deshidratacion
Se deshidrataron los ovarios en alcoholes decrecientes del 70% al 95% 20 minutos a

temperatura ambiente. Después se realizaron dos cambios de etanol absoluto de 20
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minutos cada uno. Finalmente se hicieron dos cambios con 6xido de propileno absoluto

(20 minutos cada uno).

¢) Preinclusion

El tejido se incluyd en Epon 1:1 (se mezcld una parte de Epon con una parte de etanol
absoluto) 24 horas. Después en Epon 2:1 (se mezclaron dos partes de Epon con una parte
de etanol absoluto) 24 horas. Finalmente se impregné en Epon 3:1 (se mezclaron tres

partes de Epon con una parte de etanol absoluto) 24 horas.

-Preparacion del Epon.

Mezclar 7 partes de la solucién A con 3 partes de la soluciéon B (3 ml A +3 ml B).
Solucion A: 50 ml Epon 812 + 81 ml DDSA (anhidrido dodecenil succinico)
Solucion B: 50 ml Epon 812 + 44 ml NMA (anhidrido metil nidico)

Agregar 0.15 ml de catalizador (2,4,6-tri (dimetilanimometil) fenol, DMP30}

y revolver la mezcla despacio, tratando de que no se formen burbujas, 10 minutos.

d) Inclusién

La inclusion se hace con Epon fresco en moldes planos y se hornea 24 horas a 60°C.

¢) Corte

Se obtuvieron cortes de 1-2 p , se tifieron con azul de toluidina caliente y se
enjuagaron con agua, etanol absoluto y nuevamente con agua. Los cortes ya tefiidos se
montaron en portaobjetos para ser finalmente observados en el microscopio dptico (Nikon
Optiphot).

Azul de toluidina: Pesar 5.0 g de azul de toluidina, disolverlos en 300 ml de agua
destilada, agregar 40.0 g de tetraborato de sodio, aforar a 1 1 con agua destilada y hervir

15 minutos. Filtrar en frio.
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VI. RESULTADOS

1.0 Generalidades sobre 1a prueba ANOVA

Los datos obtenidos en los experimentos fueron evaluados por un analisis de
varianza (ANOVA} cuyo proposito es evaluar las diferencias significativas entre los
promedios (media) de los grupos y dentro de los mismos. La gran ventaja de este analisis
estadistico sobre la T de student’s para variables dependientes es que para el tipo de
experimentos realizados en este estudio, ANOVA puede encontrar un efecto significativo
con un numero menor de observaciones que las que se requieren para una prueba de T de
student’s. Asimismo, ANOVA permite detectar los efectos de la interaccion entre
variables y por lo tanto evaluar hipétesis mas complejas en una investigacion; ademas de
controlar el error de varianza e incrementar la sensibilidad de la prueba.

Se partié de las siguientes hipétesis:

Ho: La varianza entre los individuos de cada grupo debera ser semejante a la varianza
debida a la variabilidad entre grupos.

Hi: La varianza entre los individuos de cada grupo debera ser diferente a la varianza

debida a la variabilidad entre grupos.

2.0 Efecto del IGF-I en la produccion de progesterona

a) Cultivos con y sin FSH
En la tabla de promedios (Tabla 1, figura 1), los ovarios que fueron cultivados con FSH
produjeron concentraciones mayores de P4 (4.88 ng/ml) que aquéllos que fueron
incubados sin FSH (4.42 ng/ml), aunque las diferencias observadas no son
estadisticamente significativas a un intervalo de confianza de p<0.1. Para esta variable se
encontrd: F(1,101)=0.33; p<0.5663. Donde, F es la relacion entre las dos varianzas. S1 F
es significativamente mayor a | significa que los promedios observados en los grupos

son estadisticamente significativos y P es ¢l nivel de confianza igual a p<0.1.
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4.42 ng/ml
Tabla 1.Valores de P4 detectado

con y sin FSH.

b) Valores de P4 obtenidos con la variable edad

Y.PM el factor edad influye de manera

Se observd que en los ovarios B6
determinante en la sintesis de P4 ya que se vié un decremento en la produccion de P4 en
las edades de 10 a 12 dpp (5.85 a 3.93 ng/ml). Asimismo, se observo que los niveles de
P4 aumentan en el dia 13 dpp (6.66 ng/ml). También se vié que la sintesis de esta
hormona decrece bruscamente del dia 14 al 16 dpp en que se detectaron 3.41 ng/ml que

es aproximadamente la mitad del valor observado en €l dia 13 dpp. Para esta variable se

encontrd: F(5,101)=2.0; p<0.0846 (Tabla 2).

10 dpp 5.85 ng/ml
11 dpp 3.93 ng/ml
12 dpp 3.12 ng/ml
13 dpp 6.6 ng/ml
14 dpp 4.94 ng/ml
16 dpp 3.41 ng/ml

Tabla 2. Valores de P4 detectados
de los 10-16 dpp.

¢) Valores de P4 observados con la variable sexo genético

Los ovarios XX produjeron concentraciones mayores de P4 (5.17 ng/ml) comparados
con los ovarios XY (4.13 ng/ml). Sin embargo, las difereﬁcias encontradas no fueron
estadisticamente significativas a un intervalo P<0.1. Para esta variable se encontro:

F(1,101)=1.65; p<0.2013 (Figura 2 y tabla 3).

5.17 ng/ml

4.13 ng/ml
Tabla 3. Valores detectados de P4

en los ovarios XX y XY.
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3.0 Interaccion de las variables

a) Hormona-edad

En la figura 3 se observa que los ovarios que fueron cultivados con FSH produjeron
concentraciones menores de P4 a los 10 dpp (3.90 ng/ml). En los ovarios cultivados sin
FSH se encontrd un decremento a los 11 y 12 dpp (3.48 ng/ml) ) en que la concentracion
de P4 llega a estar por debajo de la concentracidn inicial observada (7.79 ng/ml). Después
la sintesis de P4 se mantuvo estable hasta el dia 12 dpp y posteriormente aumentd en el
dia 13 dpp (5.37 ng/ml) para finalmente presentar un decremento en el dia 14 (2.93
ng/ml) y un ligero aumento en el dia 16 dpp (3.50 ng/ml). Por otra parte, los ovarios
cultivados con FSH alcanzaron un maximo en la sintesis de este metabolito igual a 7.94
ng/ml en el dia 13 dpp para después disminuir la produccion del dia 14 dpp en adelante
Para esta interaccion de variables se encontrd: F(5,101)=1.89; p<0.1033 (figura 3, tabla

4).

Hormona-Edad

‘Valores de
P& (rigfiil)

+FSH | 10 DPP

3.90
-FSH 11 DPP +FSH 1t DPP 4.37
-FSH 12 DPP +FSH 12 DPP 2.81
-FSH 13 DPP +FSH 13 DPP 7.94
-FSH 14 DPP +FSH 14 DPP 6.94
-FSH 16 DPP +FSH 16 DPP 3.32

Tabla 4. Valores detectados de P4 con y sin FSH de los
10-16 dpp.

b) Hormona-sexo genético

En la figura 4 se observan que tanto en los cultivos con FSH como sin ésta,los
ovarios XX produjeron cantidades mayores de P4 que los ovarios XY. Aunque, de
acuerdo al valor de p los datos no son estadisticamente significativos (F(1,101)=0.20;
p<0.6551) a un intervalo de confianza de p<0.1, se ve que existe una tendencia a que las

diferencias encontradas sean signifivcativas si se incrementa el nimero de muestras.
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¢) Edad -sexo genético

En la figura 5 se observan las grificas correspondientes a la interacciéon de las
variables edad y sexo genético. A los 10 dpp las diferencias en la produccién de P4 no
fueron significativamente importantes entre los individuos XX (5.49 ng/ml) y los XY
(6.20 ng/ml); aunque los XY produjeron mas P4. Aunque las diferencias observadas son
grandes, el que los promedios no sean estadisticamente significativos podria deberse a
que las desviaciones estandar son muy grandes (Figura 9).

De los 11 dpp a los 12 dpp los ovarios XX (4.46 y 5.21ng/ml) produjeron mas P4 que
los XY (1.79, 2.65 ng/ml). A los 13 dpp los ovarios XY (8.45 ng/ml) produjeron mas P4
que los XX (4.86 ng/ml). De los 14 dpp a los 16 dpp los ovarios XX (4.18 y 6.84 ng/ml)
produjeron mas P4 que los XY (2.65 y 3.04 ng/ml).

Sin embargo, estos datos no son estadisticamente significativos con un intervalo de
confianza de p=0.1. Para esta interaccion de variables se encontrd: F(5,101)=1.85;
p<0.1092.

d) Interaccion de todas las variables

En la figura 6, se muestra que los ovarios XX cultivados con FSH produjeron mas
P4 (11.20 ng/ml) que los ovarios XX que no fueron cultivados con la hormona (6.40
ng/ml). En los ovarios XX cultivados sin FSH la produccion de P4 es mayor que en los
ovarios XX a los 10 dpp cultivados con FSH. La produccion maxima se alcanzé a los 12
dpp en los cultivos XX sin FSH y a los 14 dpp en los cultivos con FSH. Por otra parte, en
los ovarios XY, el nivel maximo se detecto a los 13 dpp con y sin FSH.

En la figura 6, se muestra que en los ovarios XX y XY cultivados sin FSH hay una
disminucion en la produccion de P4 de los 10 a los 11 dpp, la cual es mayor en el ovario
XY y esta disminucion se mantiene hasta el dia 12 dpp en este tipo de ovario. En el
ovario XX se empieza a incrementar la sintesis de P4 a los 11 dpp, mientras que en ¢l
ovario XY este proceso se inicia a los 12 dpp. A los 12 dpp, los ovarios XX presentan una
caida en la produccion de P4 que se mantiene hasta el dia 14 dpp, mientras que en los
ovarios XY este descenso en la sintesis de P4 se presenta hasta el dia 13 dpp. A partir del

dia 14 dpp, la produccion de P4 se incrementd en ambos tipos de ovarios, Asimismo, a
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los 10 dpp en los ovarios XX cultivados con FSH. los niveles de P4 se incrementan
notablemente. En los ovanios XY, la P4 secretada es la mitad de la detectada en el ovario
XX y se mantiene estable del dia 10 al 12 dpp. La sintesis de P4 en los ovarios cultivados
con FSH empieza a incrementarse a los 12 dpp en ambos tipos de ovarios y mostré tener
un importante incremento del dia 12 al 14 en los ovarios XX mientras que en los ovarios
XY la sintesis de P4 detectada en el dia 13 dpp fue 3 veces mayor. La produccién de este
metabolito disminuye del dia 14-16 en los ovarios XX mientras que esta disminucion se
inicia desde el dia 13 dpp en ovarios XY. Para esta interaccion de variables se encontro:

F(5,101)=2.45; p<0.0383.

4.0 Validacion del analisis ANOVA
Los siguientes analisis se realizaron para certificar que los resultados obtenidos con la
prueba de ANOVA son vilidos en funcion de criterios como homogeneidad de varianzas,

analisis de covarianzas y distribucion normal dentro de los grupos.

a} Analisis de covarianza
Se realizé un analisis de covarianza dentro de los grupos y se encontrd que fue igual
a 20.47 con una correlacion de 1.0 y la covarianza total fue de 23.71 con una correlacion

de 1.0; lo que significa que los datos obtenidos con el analisis ANOVA son confiables.

b) Grafica '"Scatter" para la interaccién de las variables

Las graficas "scatter" muestran diferencias de correlacion entre variables
dependientes en grupos seleccionados por la variable que los agrupa.

Se observé que hay una distribucion normal y una correlacion positiva en los ovarios
cultivados con FSH y sin FSH en las diferentes edades estudiadas y entre los dos sexos
principalmente en los ovarios XX con FSH de 12 y 13 dpp y sin FSH de 10 dpp. (Figura
7). Mientras que en los ovarios XY de 11 y 16 dpp cultivados con FSH y los XY de 12

dpp sin FSH también hay una distribucion normal y una correlacion positiva (Figura 8).
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También se observé la distribucion normal de las muestras de 11 y 12 dpp de ovarios

XY con FSH y sin FSH (Figura 7 y 8).

¢) Grifica de variabilidad

Las graficas de "Box-Whisker" (Figura 9) permiten comparar la variabilidad de
grupos debida a la interaccion de las tres variables: hormona,edad y sexo genético. En los
ovarios XX con FSH la variabilidad a los 12 y 13 dpp mostro ser pequefia al igual que en
los ovarios XY con hormona a los 11 dpp y sin hormona a los 12 dpp; lo que significa
que en estos grupos las muestras analizadas tuvieron mucha reproducibilidad. En
contraste, los ovarios XX con hormona de 14 dpp mostraron una variabilidad muy grande
con respecto a los otros grupos, por lo que las muestras de este grupo son poco

representativas.

d) Correlacion entre los promedios y las desviaciones estindar
Para validar los estudios se evaludé la correlacion entre los promedios y las
desviaciones estandar y se encontr6 que existe una correlacion menor a 0.6 por lo que los

resultados obtenidos son confiables dado que entre mas difiera esta correlacion de
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5.0 Descripcién histologica de los ovarios B6.Y M

Se observé que los ovarios XX de 10 dpp estan constituidos por foliculos primordiales
mientras que en el ovario XY también se vieron este tipo de foliculos. Se observé que los
ovarios XX de los 12-16 dpp estan constituidos por foliculos preantrales (figura 12). En
los ovarios XY se observo que la region central esta constituida por cordones estériles y

los foliculos preantrales se estan desarrollando en la corteza (figura 13).

Figura 12. Se muestra un corte transversal de un ovario XX de 12 dpp en el que se
aprecian los foliculos primordiales (FP) en la corteza (C) y algunos foliculos preantrales
(cabezas de flecha). Asimismo, se observa la capsula de tejido conectivo (CA) que

envuelve al ovario y un vaso sanguineo (V), 10X.
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Figura 13. Se muestra un corte transversal de un ovario XY de 12 dpp en el que se
aprecian los foliculos primordiales (FP) en la corteza (C) y los cordones medulares
estériles (cabezas de flecha); asi como, un vaso sanguineo (V) y algunas gotas lipidicas

localizadas en los cordones ovaricos, (10X).
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VII. DISCUSION

Durante el desarrollo morfologico del ovario infantil de los mamiferos ocurren
cambios bioquimicos y endocrinologicos los cuales son controlados por diversos factores,
entre éstos el IGF-I. En el presente estudio, se observo que la produccion de P4 fue alta
en los ovarios XX cultivados sin FSH de los 11 a los 12 dpp. Los datos encontrados en
esta investigacion demuestran que la produccion de P4 en ambos tipos de ovarios a esta
edad depende importantemente de la presencia del IGF-I solo. Estos resultados sugieren
que el IGF-I es uno de los reguladores o factores que activan a la enzima 20,22 desmolasa
en el ovario.Estos datos apoyan la hipétesis propuesta por Amstrong (1979) quien sugiere
que la funcién endocrina del ovario en la primera semana de vida posnatal es
independiente del control de gonadotropinas. Este autor plantea que la esteroidogénesis
depende principalmente de los cambios en la expresion y/o actividad de la enzima 20,22
desmolasa mas que de la presencia de receptores a gonadotropinas o a la accion de la
prostaglandina (E2). Ademas, en esta fase la produccién de P4 es controlada por un
pequefio pero importante efecto debido a niveles bajos de AMPc, el cual se asocia a
niveles bajos pero detectables de actividad de la 20/22 desmolasa (Fortune y col., 1977).

Algunos estudios han propuesto que los receptores para IGF-I son dependientes de
AMPc ya que la administracién de analogos no degradables del AMPc favorece la
funcion del IGF-I al aumentar los niveles de este péptido intracelularmente y por
consiguiente la produccién de P4 (Adashi y col., 1988).

En los mamiferos adultos los niveles de P4 son regulados por la interaccién de la LH
con su receptor membranal para estimular la esteroidogénesis por la via del AMP ciclico
(Davoren y Hsueh, 1986) y/o la del acido araquiddnico y leucotrienos (Steele y Leung,
1993); asi como por la regulacion de canales de cloro y calcio (Steele y Leung, 1993). En
los ovarios XX a los 14 dpp y XY alos 13 dpp cultivados con IGF-I se podrian activar a
segundos mensajeros intracelulares como el AMPc u otros mensajeros, lo cual
incrementaria el nimero de receptores al IGF-I y por tanto los niveles de P4 aumentarian.

En estudios realizados previamente se observé que a los 14 dpp, los niveles endégenos

45



de AMPc detectados en los ovarios XX y XY son similares (Villalpando y col., datos en
proceso).

Los niveles elevados de P4 en los ovarios XX alos 14 dpp y a los 13 dpp en el ovario
XY podrian deberse a la accion de la LH que se encuentra presente como contaminante
en ¢l Folligon (95% de FSH y 5% de LH) en pequefias cantidades. Esta hormona podria
haber estimulado a la 20.22 desmolasa de las células de la teca a producir mas P4. Los
cambios en la esteroidogénesis en el ovario de los roedores en el periodo infantil reflejan
cambios en la actividad folicular temprana ya que al nacimiento, el ovario del ratén
contiene principalmente foliculos primordiales y una gran cantidad de tejido estromatico
dado que de los 12- 13 dpp, los ovarios XX y XY estan constituidos por foliculos antrales
y células de la teca las cuales contienen receptores a LH pero no a FSH (Richards, 1980).
Asi mismo, los niveles elevados de P4 podrian también deberse a un efecto proliferativo
del IGF-I sobre las células de la teca ya que en esta etapa todavia no participa la FSH para
incrementar el nimero de células de la granulosa (Chambers y Studds, 1976). Aunque en
esta investigacién se analizé la produccion de P4 en las células de la teca y de la
granulosa del ovario B6Y.PM

Se observo que en los ovarios XY cultivados con FSH mas IGF-I la produccién de P4
empieza a disminuir a los 13 dpp. Esta observacion estd de acuerdo con lo publicado por
Villalpando y col. (1993) donde se describe que la adicién de PMSG (hormona homéloga
a la FSH) en el ovario XY a los 14 dpp, disminuye la produccién de P4, aunque en ese
estudio anterior no se evaluo el efecto del IGF-I sino solo el efecto de la FSH.

En el caso de ratones hipogonadales (deficientes en FSH y LH) de 1-30 dpp, la P4
detectada tiene origen principalmente en las células de la teca (Eshkol y Lunnenfold,
1972; Lostroh y Johnson, 1966). En el dia 3 dpp, el tejido estromatico intersticial
disminuye en abundancia y la actividad esteroidogénica desaparece, lo que sugiere que
este tejido es el componente esteroidogénico activo a esta edad en ratones hipogonadales
(Murphy y O’Shaughnessy, 1991). Entre los dias 5 y 7 dpp, ocurre la diferenciacion del
tejido de la teca y en el dia 7 dpp, la LH estimula la sintesis de P4 y androstendiona, sin

accion de FSH, de tal forma que la P4 es el metabolito principal a partir, de la cual se
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sintetizan los otros esteroides producidos en estos ratones. Es posible que la P4 detectada
en los ovarios XY se deba a la participacion del compartimento tecal Unicamente. Sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que la pérdida de las CGP en el ovario XY
produzca una luteinizacion precoz de las células de la granulosa.

Mannan y O'Shaughnessy (1991) publicaron que no encontraron efecto significativo
de FSH en la produccion de P4 hasta los 15 dpp en los ratones hipogonadales que es el
momento en'que los foliculos antrales predominan en el ovario.

En la presente investigacion se corroboré que el IGF-I interactia con la FSH en los
ovarios XX a los 11, 14 y 16 dpp y en los ovarios XY de los 11 a los 13 dpp de manera
sinergista incrementando  la produccién de P4 en el raton de manera similar a lo
observado en otras especies (Baranao y Hammond, 1984; Wood vy col., 1994; Hsu y
Hammond, 1987). En el ovario XY, el nivel maximo de P4 fue a los 13 dpp y fue tres
veces mayor. Las pruebas estadisticas, asi como las observaciones bioquimicas realizadas
alos 13 y 14 dpp sugieren que importantes cambios funcionales se llevan a cabo en estas
edades. Sin embargo, queda por investigar el mecanismo a través del cual este proceso
ocurre. El IGF-I posee varias funciones modulatorias, ya que se ha visto que en presencia
de FSH, uno de los efectos de éste sobre las células de la granulosa de rata cultivadas en
ausencia de suero, es aumentar la produccion de progesterona y 20-a.-dihidroprogesterona
10 y 4 veces respectivamente (Adashi y col., 1984 y 1985a); lo cual indica que el IGF-I
juega un papel importante en la diferenciacion esteroidogénica de las células de la
granulosa y el desarrollo folicular. Los ovarios XX cultivados con FSH empiezan a
incrementar los niveles de P4 dos dias antes que los XY cultivados con FSH. Las
diferencias en la produccion de P4 en ambos tipos de ovarios podria ser debidas a que la
ausencia de CGP en los cordones medulares estériles podria haber inducido una
activacion tardia de la enzima 20,22 desmolasa en las células de la granulosa del ovario
XY.

Los ovarios XX y XY tienen un desarrollo similar en las etapas iniciales de
formacion de la gonada. Sin embargo, a los 16 dg. los ovarios XY empiezan a perder las

células progenitoras de los gametos de la region medular, en el momento en el que la
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mayoria de las CGP estan en el cigoteno o paquiteno de la profase I dejando en esta zona
cordones sexuales estériles constituidos en su interior por células epiteliales (precursoras
de la granulosa vy células de la teca) alrededor de los cordones y en el intersticio (Taketo y
col., 1989; Villalpando y col., 1996).

La produccion de P4 a lo largo de los diferentes estadios del desarrollo del ovario del
raton B6Y.”M, detectada en la presente investigacion, podria explicarse constderando
que las células involucradas en la esteroidogénesis gonadal de este raton son de dos tipos
basicos: (a) células con probable respuesta a LH excepto a los 12 dpp, como las de la teca
y las células intersticiales del estroma, localizadas por fuera de los cordones estériles en
las cuales existen receptores a LH y también (b) las células de la granulosa, algunas de las
cuales podrian leutinizarse precozmemte debido a la atresia folicular que inicia en la fase
embrionaria y que se lleva a cabo durante toda la corta vida reproductiva de estos ratones.

El IGF-I podria aumentar los indices de progestina en las c¢élulas del ovario al activar
cuatro mecanismos complementarios: estimulando y utilizando las lipoproteinas de alta
densidad, como proveedoras de esteroles (LDL y HDL); aumentando la sintesis de novo
de colesterol; facilitando la remocién de esteres de colesterol y al incrementar la division
lateral de colesterol y estimular la sintesis de progestinas (Maggofin y Erickson, 1993;
Hernandez y col., 1988).

Por otra parte, existen diferencias especificas de especie en la expresion y sintesis del
IGF-1 ya que en el ratdn, el IGF-I se produce en las células de la teca (Villalpando y col.,
1996) a diferencia de lo observado en la rata y en otras especies de mamiferos en donde
se localiza en las células de la granulosa (Veldhuis y col., 1985; Zoller y Weisz, 1978).
Aunque no se ha estudiado cual es el sitio de sintesis del RNAm del IGF-I en el raton, se
sabe gue este puede funcionar como factor autdcrino y/o paracrino en otras especies. La
expresion del ARNm del IGF-I en el ovario XY, empieza a los 15 dpp (Villalpando y
col., 1997) es decir quince dias después que el ovario XX, esto podria estar afectando la
regulacién autdcrina/paricrina de las células de la teca y/o granulosa, lo cual podria

explicar parcialmente la baja produccion de P4 a los 13 dpp en el ovario XY. Sin
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embargo, la sintesis de P4 empieza a auméntar del dia 14 dpp en adelante, en ambos tipos
de ovarios (datos no mostrados).

En este estudio se observd que el IGF-I actua como inhibidor de la produccion de P4
en varias etapas del desarrollo estudiadas. Es posible que el IGF-I tenga también un
efecto inhibitorio al interaccionar con otros factores que desconocemos. Sin embargo, no
se debe descartar la posibilidad de que los niveles de P4 detectados en esta investigacion
en los ovarios XX y XY sean el reflejo de la interaccion del IGF-I con su receptor. Se
sabe que el IGF-I tiene un efecto inhibitorio en la sintesis de estrogenos en las células de
Sertoli en el testiculo de rata (Rappaport y Smith, 1996); pero en ovario, el presente
estudio es el primero en el que se observa un efecto inhibitorio del IGF-I.

En los ovarios XY no sabemos si las células de la médula del ovario XY son todas o
solo algunas XY o XX, de tal manera que si el Sry se expresa tardiamente y si hay una
expresion anormal de la 20,22 desmolasa en el ovario XY esto se reflejaria en un retraso
o adelanto en la sintesis de P4 antes de que empieze la produccion de este metabolito en
el ovario XX (control}. Asimismo, la funcion de la enzima 20,22 desmolasa podria estar
regulada por productos secretados por genes autosomicos dominantes presentes en la cepa
Mus musculus domesticus que estan desfasados de manera espacio-temporal con los de la
cepa B6. En estudios previos se ha planteado que el gene Sry se expresa en cierto
momento durante el desarrollo del ovario en el ratén B6Y. ®®, 1o cual podria interrumpir
el establecimiento de las funciones normales endocrinas {Chung- Hae y Taketo, 1994).

La baja en la produccion de P4 que no es mediada por gonadotropinas de los 10 a los
11 dpp vy de los 13 a los 14 dpp en ambos tipos de ovarios podria deberse a otros factores
como la regulacién negativa en la expresion de la 20,22 desmolasa y la utilizacién de la
P4 para la sintesis de andrégenos entre otros. Cabe aclarar que a los 12 dpp en €l ovario
XY este no parece ser el caso debido a que los andrégenos podrian ser convertidos en
otros metabolitos que desconocemos.

Recientemente se publicd que el nimero de receptores a gonadotropinas es igual en el
ovario XX y XY de manera que es posible que el mecanismo de regulacion de la

esteroidogénesis en el ovario XY este interrumpido en su via normal a otro nivel que
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podria ser el de las proteinas cinasas (Amleh y col., 1996). Asimismo, es posible que los
esteroides ovaricos medien sus efectos a través de la sintesis de otros reguladores
intragonadales desconocidos hasta el presente. Para validar ain mas el presente estudio
dado que la varianza de las muestras es muy grande seria conveniente incrementar el
numero de ovarios de XX y XY para tener una idea mas exacta sobre la produccion de P4
en estos ratones.

En conclusion el IGF-I parece tener un efecto dual como inhibidor y estimulador de
la sintesis de progesterona en los ovarios infantiles XX y XY en el raton B6Y.P 1o cual
podria afectar la produccién de progesterona y testosterona que se sintetiza durante el
desarrollo folicular temprano. La alteracion en la sintesis de cualquiera de estos esteroides
influenciaria de manera negativa algunos aspectos reproductivos en el raton B6Y.PM

provocando que tenga un ciclo estral irregular y que desarrolle problemas de esterilidad.
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VIII. CONCLUSIONES

1. El IGF-] solo incrementa la produccion de P4 unicamente en algunos dias del

desarrollo folicular temprano en los ovarios XX y XY.

2. El IGF-I tiene una accion sinérgica con la FSH en los ovarios XX y XY de los

ratones B6Y.PM.

3. La accidn sinérgica de la FSH en la produccion de P4 esta retardada 24 horas en el

ovario XY con respecto al ovario XX.

4. El IGF-I tiene un efecto inhibitorio de los 10 alos 11 dpp y de los 12 a los 14 dpp
en los ovarios XX. En el ovario XY este efecto se presenta de los 10 a los 12 dpp y de los
13 alos 16 dpp.

El IGF-l controla la produccion de esteroides durante el desarrollo folicular
temprano y aparentemente tiene un efecto dual como inhibidor y estimulador de la
sintesis de P4 en el ovario prepuber XX y XY de la cepa del ratén B6Y.”M Este efecto
dual podria estar relacionado con ¢l tipo de foliculos que sobrevivan en este periodo en el

ovario de las hembras XY.
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