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L RESUMEN
Durante la cruza del ratén Mus musculus domesticus con la cepa B6, el 50% de la
descendencia XY, desarrolla ovarios bilaterales y fenotipo femenino. Las hembras XY tienen:
baja produccién de esteroides sexuales, ciclo estral irregular, retraso en la expresién de
enzimas involucradas en la sintesis de testosterona y disminucién en la expresion del RNAm
del IGF-I. En estudios realizados in vitro, se ha visto que el IGF-I sinergiza con la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) aumeqtando los niveles de _
esterdides en las células de la granulosa y de la teca en diferentes especies de vertebrados, a
través de un mecanismo hasta el présente desconocido. El papel det IGF-I en la produccién de
andrégenos en el desarrollo folicular temprano en el ratén no se ha estudiado en ninguna cepa.
En el presente estudio se investigé el efecto del IGF-I en la sintesis de androstendiona (AD) y
testosterona (T) en los ovarios del ratén B6.Y?®™ de 10-14 dpp, cultivados con IGF-I y con y
sin FSH. Los ovarios se cultivaron con LH sélo a los 14 dpp. El sexo cromosomal de las
hembras XY se detecté por hibridacién puntual. Los andrégenos se cuantificaron por
radioinmunoandlisis en fase s6lida y liquida. Se observé que a los 11 y 14 dpp hay un efe;:to
sinérgico de la FSH e IGF-I en la produccién de T en los ovarios XX cultivados con FSH
mientras que los niveles de los ovarios XX incubados sin hormona son bajos. Alos 10,12y 14
dpp los niveles de T en los évarios XY cultivados con y sin FSH son bajos. Asi mismo, el
IGF-1 en los ovarios XY cultivados sin FSH y con IGF-I a los 12, 13 y 14 dpp tiene un efecto
inhibidor. El IGF-I tiene un efecto inhibidor en la produccién de AD en los ovarios XX
cultivados con FSH a los 10 y 14 dpp y un efecto estimulante a los 11, 12 y 14 dpp en los
ovarios cultivados con FSH. Estos resultados demuestran que el IGF-I tiene un papel dual

como estimulante ¢ inhibidor de la sintesis de andrégenos en el ovario del ratén B6, Y*°M.
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II. INTRODUCCION
1. Diferenciacién sexual de las glindulas reproductoras

La diferenciacién sexual es un proceso secuencial y ordenado, en el cual el sexo cromosomal
determina el sexo gonadal y éste a su vez influye en la diferenciacién fenotipica de los
individuos (Jost, 1947; 1953). El sexo cromosomal se determina genéticamente en la
fecundacién cuando un espermatozoide X 6 Y, fertiliza a un ovocito que generalmente posee
un cromosoma X, lo cual, da origen a individuos homocigotos XX o heterocigotos XY que
desarrollan ovarios o testiculos respectivamente. El cromosoma Y contiene en la regién
pseudoautosomal del brazo corto al gen Sry que determina la formacién de testiculos (Berta y
col, 1990; Gubbay y col, 1990, Sinclair y col, 1990; Koopman y col, 1991). La presencia de
este desencadena una serie de eventos genéticos que van a determinar también el destino final

de los érganos sexuales.

1.1 Formaci6n de la cresta genital

La primera manifestacién que se aprecia en el desarrollo de las gonadas son los pliegues de
las crestas genitales que se forman por la proliferacién del epitelio celémico y condensacion
del mesénquima adyacente. Uno de los tipos celulares que participan en la formacién de estos
6rganos son las células geMes primordiales (cgp’s) que invaden la cresta genital a los 9
dias de gestacién (dg) (Guillman, 1948). En el ratén estas células aparecen en una etapa
temprana del desarrollo entre las células endodérmicas de la pared del saco vitelino cerca del
alantoides (Mintz, 1960; Pinkerton y col, 1961). Estas células migran por movimientos pasivo
y activo; en el primero las cgp’s son acarreadas del endodermo del saco vitelino por los tejidos

que las rodean durante el crecimento de los embriones hasta el mesenterio dorsal del intestino
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posterior. El movimiento de las cgp’s es activo para salir del intestino posterior atravesando la
lémina basal que lo recubre y llegar hasta las crestas genitales y este se caracteriza por
emisiones de lamelipodios y filopodios de las cgp’s capaces de romper la lamina basa] del
intestino (Merchant-Larios & Alvarez-Buylla, 1986). La regién donde se dcsarréllaré la futura
génada contiene ademds de las cgp’s a las células somaticas estrechamente unidas a la
superficie del epitélio y en el ratén esta etapa se presenta a los 9 dg (Merchant-Larios, 1991b).
Durante la migracién de las cgp’s el epitelio celémico de la cresta genital prolifera y las
células epiteliales penetran en el mesénquima adyacente (Paranko, 1986). En esta etapa
temprana de formacion de la géné,da hay 3 caracteristicas morfogéneticas importantes que
considerar: 1). condensacién de las células somdticas a lo largo de la cresta genital, 2).
depdsitos graduales de l4mina basal sobre la superficie libre de las células epiteliales y 3). una
bhja actividad mitética de las células epiteliales en la cresta genital; ‘como consecuencia de
estos cambios se forman los cordones sexuales en la cresta genital tanto en las gonadas XX

como en las XY (Merchant-Larios y col, 1991a).

1.2 Génada indiferenciada

La proliferacién de las células mesenquimaticas, endoteliales y epiteliales contribuyen a la
formacién de los cordones sexuales presentes en las hembras y los machos que son
caracteristicos de la etapa de “génada indiferenciada” (Merchant-Larios, 1975; Pelliniemi,
1975). Durante esta fase se requiere de la diferenciacién y el arreglo espaciai de las células
dentro de los cordones sexuales, que estan unidos al epitelio &e la superficie en los embriones
masculinos y femeninos. De tal manera que en esta etapa es imposible diferenciar entre la

génada femenina y la masculina, por lo que se le denomina génada indiferenciada.
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1.3 Diferenciaci6én sexual gonadal
a). Diferenciacién ovirica

La génada femenina crece lentamente en comjaaracién con el testiculo, de tal forma que
la separacién del epitelio celémico de la superficie tarda en llevarse a cabo y la diferenciacién
ovarica s6lo puede diagnosticarse por la carencia de cafacteristicas testiculares. Al inicio de
la diferenciacién ovérica, el tejido estromal es escaso y en los cordones sexuales las células
epiteliales se dividen lentamente, contrario a la velocidad &e bmlifefacic_&n de las ovogonias. En
contraste con el testiculo, la falta de vascularizaciéﬁ y la cantidad de tejido conectivo son
escasos. En el ovario los cordones epiteliales mantienen su continuidad con el epitelio
superficial y las cgp’s que se encontraban en mitosis entran tempranamente en la profase de la
primera divisién meiética. La proliferaci6n e invasién por células estromales se ve en aquellos
ovarios que estin carentes de ovocitos airededor de .los 3 dg, en esta etapa los primeros

foliculos primordiales empiezan a formarse en el ovario normal (Merchant-Larios, 1991b).

2. Desarrollo folicular

En el ratén a los 12 dg el ovario es muy parecido morfolégicamente a la génﬁda
indiferenciada hasta que este érgano inicia la meiosis a los 16 dg. Sin embargo, en esta especie
el proceso de foliculogénesis.empieza a los 17 dg. El desarrollo de la génada femenina en la
fase embrionaria se caracteriza por la gran actividad mitética de las cgp’s (Ohno, 1967; Peters,

1978). Antes del nacimiento y por sefiales atin desconocidas, la actividad mit6tica de estas

_células cesa y entran en la profase de la primera divisién meidtica. En este momento las

cgp’s se denominan ovocitos y permanecen detenidos en esta fase hasta que degeneran

(atresia) o son liberados en la ovulacién (Baker, 1963; Byskov, 1974; Peters, 1978).
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2.1 Hipétesis sobre el origen de los foliculos

Existen varias hipétesis que tratan de explicar la foliculogénesis en el ratén, entre las mas
aceptadas estd el modelo propuesto por Merchant-Larios y Chimal en 1989. Estos autores
plantean 3 etapas para este proceso: I. “etapa de ovocito™ en la que grupos de ovocitos se
encuentran rodeados por células epiteliales separadas de las células estromales por una delgada
lamina basal dentro de los cordones sexuales, II. “ctapa epitelial” la cual comienza después del
inicio de la meiosis en la regién medular y en la que el ovocito esta rodeado por células _
epiteliales dentro de los cordones sexuales. Los foliculos localizados en esta regién
permanecen interconectados por puéntes epiteliales y el proceso de individualizacion folicular
difunde fuera del ovario y IIl. “etapa estromal” en la que los ovocitos y las células epiteliales
estdn envueltos por una lamina basal y son individualizados por tejido estromal. Esta etapa se
alcanza cuando el ovocito esta en la fase de diploteno.

Otro modelo de foliculogénesis propone que las células de la granulosa se originan del 'frete
ovari" (Byskov, 1974; 1978; Biskov & Lintern-Moore, 1973; Peters, 1969; 1978), y que ‘
estas se organizan alrededor del ovocito primario (Byskov, 1974; Byskov & Lintern-Moore,
1973). Estos autores denominan “rete ovarii” a la continua asociacién de los cordones sexuales
con los restos de‘ tibulos mesonéfricos. Las unidades resultantes forman una mezcla de
foliculos pequefios primordiales, que permanecen unidos al estroma de la corteza, por debajo
de la tinica albugfnea, hasta que alguna sefial provoca su crecimiento. Sin embargo, poco se
sabe de las sefiales y los factores que inician y controlan el crecimiento de los foliculos

primordiales. Durante el desarrolio del ovario se establecen 3 procesos morfogéneticos

‘importantes para el desarrollo de este 6rgano: 1). los foliculos primordiales se forman

por divisién de los cordones sexuales y se sittan principalmente en la porcién médular del
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ovario, més tarde desaparecen y son sustituidos por la médula ovérica, 2). los ovocitos son
necesarios para el establecimiento de foliculos primordiales y 3). consecuentemente en
ausencia de ovocitos, los cordones sexuales permanecen en el ovario (Merchant-Larios,

1991a).

2.2 Foliculogénesis

La unidad anitomo-funcional en el ovario de los mamiferos es el foliculo, el cudl esta
formado por: cép’s de origen extragdnadal, células de la granulosa, células de la teca, vasos,
venas y células del sistema inmune. El foliculo comienza su desarrollo como foliculo
primordial, que consiste en un ovocito detenido en la etapa de diploteno de la profase I,
rodeado de pocas células de la granulosa. El niimero de ovocitos presentes al nacimiento varia
de acuerdo con la especie, pero en todos los casos este excede grandemente al nimero
requerido en la vida reproductiva. Una vez que la poblacién de foliculos primordiales se ha
establecido, los foliculos continuamente son reclutados para crecer en respuesta a sefiales aun
desconocidas; su crecimiento en esta etapa es independiente de la FSH y LH. Posteriormente
el ovocito crece y las células de la granulosa proliferan para formar unma estructura
multilaminar llamada foliculo preantral. Una vez que el foliculo ha alcanzado cierto tamafio,
se forman espacios llenos dt;. fluido folicular conocidos como antrum, que caracteriza a los
foliculos antrales, los cuales estdn formados de un ovocito completamente desarrollado
rodeado por células de la granulosa y de la teca interna y externa; en esta etapa los foliculos
son depeﬁdientes de FSh y LH para su futuro desarrollo y crecimiento (Telfer, 1996).
Goodman & Hodgen en 1983, sugirieron el uso de los siguientes términos para describir la

foliculogénesis: a). reclutamiento, un evento dependiente de gonadotropinas en el cual, un
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grupo de foliculos adquieren la capacidad para responder a las gonadotropinas y requiere de
estas para seguir creciendo, b). seleccion, un proceso segiin el cual un niimero reducido de los
foliculos reclutados, se seleccionan para ovular y c). dominancia, mecanismo que emplea un
foliculo ovulatorio para escapar de la atresia. Se sabe que los picos de FSH en el proestro y en
el estro regulan el reclutamiento de los foliculos para la ovulacién en el sigﬁicnte ciclo
(Hirshfield ‘& Midgley, 1978; Chappel & Selker, 1979) lo que indica que la FSH tiene un
papel clave en el proceso de reclutamiento. La seleccién puede empezar en la etapa preantral
de la foliculogénesis involucrando 3 etapas: 1). capacidad de! foliculo preantral de responder a
las gonadotropinas, 2). elaboracién de factores inhibidores por el foliculo dominante y 3). la
retroalimentacién entre los foliculos dominantes y la glandula pituitaria (Ireland, 1987). El
fénomeno de dominancia sugiere que algunos foliculos sobreviven en un medio represivo para
el crecimiento de otros foliculos o que algunos foliculos dominates elaboran factores
hormonales y no hormonales que controlan la seleccién por modulacién gonadotrépica del
proceso de reclutamiento, inhibiendo ¢l crecimiento de ofros foliculos pero no el propio

(Ireland, 1987).

2.3 Crecimiento folicular

La edad en que comienza el crecimiento folicular depende de la especie, en algunos
mamiferos como: el chivo, la vaca, el mono o el humano este proceso se inicia en la vida fetal,
mientras que en el ratén, la rata, el conejo o el hamster, comienza en el periodo perinatal
(Lintern-Moore, 1972; Peters, 1978). Una vez iniciado el crecimiento folicular este continua

toda la vida y ocurre independientemente del estado fisiolégico del animal. Este proceso se

asocia con un decremento en el numero de foliculos que empieza a crecer y a ovular




(Faddy y col, 1976; Jones & Krohn, 1961a; b; Peters, 1978). El crecimiento de un foliculo
dado parece empezar por la proliferacién de las células de la granulosa y la organizacién de las

células tecales externas en la membrana basal (Peters, 1969; 1978).

2.4 Sitios intrafoliculares involucrados en la sintesis de esteroides

Estudios realizados en la rata indican 4 tejidos productores de esteroides: las células de la
granulosa, las células de la teca, las células intersticiales y el cuerpo luteo, siendo el sitio de _
mayor produccién fo_licular de andrégenos las c€lulas de la teca (Falck,1959). La evidencia
indica que tanto las células de la granulosa como las de la teca contribuyen a la sintesis de
estradiol (Ez) (Richards, 1980). Los estudios de Félck (1959) proveen evidencia que la sintesis
ovérica de estrégenos requiere la interaccién de al menos 2 tipos de células, las células de la
teca o intersticiales y las células de la granulosa o las luteales. Las células de la granulosa
pueden convertir testosterona (T) y androstendiona (AD) en E; debido a que poseen €l sistema
de aromatasa pero no pueden sintetizar andrégenos a partir de progesterona (Pg) vy
pregnenolona (Ps;) (Bjersing, 1978; Makris & Ryan, 1975; Moon y col, 1975; Watson &
Howson, 1977). Estudios realizados en conejos (Erickson & Ryan,1976) y en ratas (Fortune &
Armstrong, 1977) indican a las células de la teca como una de las fuentes de andrégenos.
Posteriormente se propuso qﬁe los andrégenos producidos y liberados por un tipo de célula
(células de la teca) podian difundir y ser aromatizados a E; por un segundo tipo de células (las
células de la granulosa) (Bjersing, 1978, Bjersingb & Cartensen, 1962;). Las células de la
granulosa muestran una produccién de P, especialmente en respuesta a }a hormona luteinizante
(LH) end6gena o ex6gena (Channing & Seymour, 1970). Se sabe que la FSH en presencia de T

aumenta la acumulacién de E; en las células de la granulosa, lo que sugiere que el incremento
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en la actividad de la aromatasa es dependiente de E; (Erickson & Hsueh, 1978; Moon y col,

1975).

3. Hormonas hipofisiarias que controlan la funcién ovirica

La FSH y la LH son la hormonas proteinicas principales involucradas en la foliculogénesis
(Hisaw, 1947). Las gonadotropinas aumentan la actividad esteroidogénica en las células de la
granulosa y de la teca después de la interaccién con su receptor y de la activacién de algunos
procesbs dependientes de cAMP, lo que resulta en un incremento en la sintesis y la
acumulacién de esteroides especiaimente E; en el fluido folicular de los foliculos antrales
(Richards,1980). Asi el foliculo(s) dominate(s) deben poseer una mayor capacidad sobre otros
foliculos para sintetizar y liberar E;. La mayor capacidad para producir esta hormona involucra
la accién de la FSH y de la LH sobre las células de la granulosa y de la teca, estas células
contienen un gran nimero de receptores para factores hormonales y no hormonales muchos de
los cuales son regulados positiva o negativamente por la FSH y LH. Esto apoya el concepto de
que las gonadotropinas son los estimuladores primordiales de la foliculogénesis (Hisaw,
1947). Las células de la granulosa en los foliculos preantrales poseen receptores para la FSH y
no tienen para la LH hasta que se forma el anfrum empezando en la etapa preantral de
desarrollo. Las células de la teca de los foliculos preovulatorios en los cerdos (Channing &
Kammerman, 1974) y en las ratas (Uilenbroek & Richards, 1979) contienen receptores para
la LH pero no para la FSH lo que indica que la diferenciacién de las células de la teca depende
de la LH y puede ser importante para futuros cambios en la funcién de las células de la
granulosa (Richards, 1980). Durante la foliculogénesis, la FSH induce la aparicién de su

propio receptor y del receptor de la LH en células de la granulosa, ademds, esta hormona es
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requerida para la conservacién de los receptores a gonadotropinas durante la foliculogénesis
(Richards, 1980). El desarrolio de foliculos antrales pequefios se asocia a cambios en la
funcién de las células de la teca y de la granulosa y a un aumento en la sensibilidad de las
células foliculares a gonadotropinas. La sintesis de andrégenos se localiza en las células de la
teca (Fortune & Armstrong, 1977). Debido al bajo niimero de receptores estas células en

los folfculos antrales pequefios, estas no producen andrégenos ya que no pueden responder a

bajas concentraciones de LH. Durante la maduraci6n de los foliculos preovulatorios, quiz4 en

respuesta a pequefios aumentos de la LH, la concentracién del receptor de esta hormona en las
células de la teca se incremeta de 2 a 3 veces, zwor:_xpafiadoI por un incremento en la produccidn

de T (Richards, 1980).

3.1 Mecanismo de accién de las gonadotropinas

El mecanismo de accién de las gonadotropinas propuesto es el siguiente: las gonadotropinas
se unen a su receptor y activan el sistema de la adenilato ciclasa-cAMP, lo que resulta en la
activacién de la proteina cinasa y la fosforilacién de varias enzimas en las células de las
granulosa y de la teca que pueden estar involucradas en la foliculogénesis; sin embargo, no se
sabe como estas proteinas fosforiladas en respﬁesta ala FSHy a la LH estén involucradas en la
induccién de recei)tores, la at;tivacién de enzimas para la esteroidogénesis y otras facetas de la

foliculogénesis.

3.2 Efecto del estradiol sobre las células foliculares
El E; por si mismo actia como una hormona intrafolicular, siendo las células de la granulosa

su blanco (Richards, 1975). Se cree que el E; aumenta la respuesta de las células de la
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granulosa a la FSH debido a la acumulacién de cAMP y al aumento en el nimero de células de
la granulosa por el ovario y no por un aumento en el niimero de receptores a la FSH. (Makris
& Ryan, 1975; Richards y col, 1976). El posible mecanismo para explicar este aumento es el
siguiente: el E; se une a su receptor en la superficie externa formando el complejo E;R el cual
atraviesa la membrana y es translocado al micleo de las células de la granulosa (Richards,
1975). Se cree que este complejo se une a siﬁos “aceptores” nucleares donde altera la
expresion génica, esto incrementa la sintesis de mRNA y con ello se genera un cambio en los

componentes del sistema de respuesta a la FSH (Richards, 1980).

3.3 Esteroidogénesis

Los productos secretados mejor conocidos y caracterizados del foliculo son las hormonas
esteroides, que desempefian importantes funciones en la reproduccién. Estas hormonas son
transportadas en la circulacién y actian en diferentes 6rganos como en el sistema nervioso
central, el higado y otros. Ademds actian de manera parécrina sobre células adyacentes o
autécrina sobre o dentro de las células que los produjeron (Gore & Armstrong, 1988).

Durante la foliculogénesis las células tecales responden primero a la LH activando la 17-20-
desmolasa (enzima que rompe la cadena lateral del colesterol) (Erickson y col, 1985)
permitiendo a las células de la teca sintetizar andrégenos. Sin embargo, las células de la
granulosa que no producen andrégenos son incapaces de producir E; hasta que las células de la
teca se diferencian a una célula productora de andrégenos. La FSH y la LH aumentan el
consumo de lipoproteinas, la liberacién de colestérol de estas, la mobilizacién y la conversion
de colesterol en Ps y la conversién de Ps en Py, a través, de la activacién de la 3p-HSD en las

células de la granulosa. Algunos inhibidores de la unién de FSH y LH presentes en el fluido
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folicular (como IGF-I) pueden inhibir la sintesis de E,. La actividad de las enzimas
esteroidogéﬁicas y la sintesis de E; en un foliculo dominate, puede no sélo ser controlada por
proteinas inhibidoras, sino por una compleja interaccién de esteroides ovéricos con las
enzimas esteroidogénicas. Por ejemplo los andrégenos aumentan la actividad de aromatasa,

mientras que los estrégenos inhiben la produccién de andrégenos (Leung & Armstrong, 1980).

3.4 Clasificacion de los esteroides foliculares
Las hormonas esteroideas pueden clasificarse en base a su estructura quimica o a su accién
biolégica. El foliculo ovérico produce 3 clases de esteroides en una o mis etapas del

desarrollo, estos son: progestinas, androgenos y estrégenos.

a). Clasificacién quimica
Esta clasificacién asocia a todos los esteroides que en su estructura contienen como niicleo al

ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 1).

Figura 1. Estructura dei ciclopentanoperhidrofenantreno
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El ovario produce 3 clases de esteroides: a). progestanos, b). androstanos y c). estranos. Los
primeros estin representados por las progestinas de 21 carbonos, los segundos por los
andrégenos formados por 19 carbonos y los 1ltimos por los estrégenos con 18 carbonos. (Gore

& Armstrong, 1988) (Figura 2).

PROGESTINAS
Pregnenolona Progesterona
ANDROGENOS
g on
)
[ Q¥
Androstendiona Testostercna
ESTROGENOS
HO
on 0 )
(I?g C(Sﬁ .
Ho” o
17 B-Estradiol Estrona Eatriol

Figura 2. Estructura quimica de los esteroides ovéricos.

b). Clasificacién biolégica

Los esteroides ovéricos también pueden clasificarse de acuerdo a su funcién biolégica en
progestinas, andrégenos y estrogenos.
1. Estrégenos

Fisiologicamente los 'estrégenos como la estrona (E)) y el 17B-estradiol (E;) son los

esteroides foliculares més importantes, juegan un papel clave en la fisiologia reproductiva de

13




las hembras. La E, (3-hidroxi-estra-1,3,5(10)trien-170na) fue el primer esteroide sexual que se
identificd. El E; (estra-1,3,5(10)-trieno-3,17B-diol) es aproximadamente 10 veces mas potente
que la estrona y es el mas activo de todos los esteriodes producidos por el ovario.
2. Andrégenos

La identificacdén de AD y T en fluido folicular (Short, 1960) establece al foliculo como una
fuente significativa de andrégenos ovéricos. Se considera que la AD y T son los precursores
inmediatos de los esteroides estrogénicos: Eiy E; respectivamente. También se han
identificado andrégenos ovéricos no aromatizables impOﬂantes, producidos por la saturacién
del anillo A del nicleo esteroideo (Zmigrod y col, 1972;). Andrégenos 5a-reducidos se han
identificado en varias especies incluyendo Sa-dihidrotestosterona, androsterona,
epiandrosterona y otros.
3. Progestinas

La pregnenolona (3p-hidroxipreg-5-eni-20ona) es la progestina mas importante producida por
el foliculo ya que es el precursor clave de las hormonas esteroideas. El producto m.és
abundante de 21 carbonos en el foliculo es la progesterona (pregn-4-ene-3,20diona), producida
como un intermediario biosintetico en todas las etapas del crecimiento. Otras progestinas de
origen folicular incluyen: 17a-hidroxiprogesterona precursor inmediato de los esteroides

aromatizables.

4, Factor de crecimiento semejante a insulina tipo I
4,1 Generalidades
Los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGF’s) son una familia de péptidos que

circulan en la sangre y juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo de
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diferentes vertebrados (Sara & Hallk, 1990; Daughaday & Rotwein, 1989). Tanto el IGF-I
como el IGF-II son estructuralmente parecidos a la proinsulina, el IGF-I circulante es
producido principalmente por el higado en respuesta a la hormona de crecimiento y estd
involucrado en el crecimiento y desarrollo postnatal. As{ mismo, muchos tejidos como el
ovario, ltero y otros tejidos (Murphy y col, 1987) expresan el RNAm y el péptido mismo,lel
cual se cree que tiene un efecto autéerino o local. (D'Ercole y col, 1984). Se sabe que el ovario
de rata contiene altos niveles de IGF’s y/o sus mRNA y esto puede estar sujeto a regulacion
gc-)nadolrépica, ya que en ovarios tratados con FSH se incrementa la expresién del IGF-I
(Davoren & Hsueh, 1986b; Ramasharma y col, 1986). Los efectos biolégicos de los IGF’s
son mediados por su unién reversible y saturable a receptores en la superficie de las células de
la granulosa (Rechler & Brown, 1992; Adashi y col 1988) y de la teca de rata (Hernandez
y col, 1988). Otro componente de esta familia son las IGFBP’s, que al unirse en la circulacién
a los IGF’s los inactivan evitando }a interaccién con sus receptores lo que prolonga su vida
media; para activarlos los transportan y liberan cerca de sus receptores en la superficie celular.
A nivel tisular, las IGFBP’s regulan las interacciones de los IGF’s con su tejido blanco y

pueden realzar o inhibir sus efectos (Baxter & Martin, 1989; Rechler & Brown, 1992).

4.2 Organizacién

El IGF-I maduro es un péptido de 70 amino4cidos, que al igual que la insulina, contiene un
dominio A y otro B, pero difiere de esta en dos aspectos: 1). conserva un péptido C corto y 2).
contiene una secuencia adicional en el extrenio carboxilo terminal, conocido como dominio D
El IGF-I se sintetiza como una larga molécula (prepro-IGF-I) que contiene un péptido sefial,

asi como un péptido de extensidén en el extremo carboxilo terminal, el péptido E; tanto el
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péptido sefial como el péptido E son cortados durante el proceso de maduracién del IGF-1. El
proceso inicial de prepro-IGF-I a pro-IGF-I involucra el rompimiento del péptido E, lo cual, se
cree que ocurre en la cara trans de) aparato de Golgi o en las vesiculas secretoras (Daughaday

& Rotwein, 1989).

4.3 Funciones del IGF-I

Se sabe que las células de la granulosa de rata expresan el IGF-I (Adashi y col, 1989), el cual,
sinergiza con otros reguladores hormonales autécrinos o paricrinos como factores  de
crecimiento, hormonas gonadales o hipofisiarias para promover la diferenciacién de las
células de la granulosa (Davoren y col, 1986a). Se ha planteado que el IGF-I aumenta la
produccién de P4 (Adashi y col, 1985a; Davoren y col, 1985), y estrégenos (Adashi y col,
1985b) ya que aparentemente sinergiza con la FSH. Asi mismo, se ha propuesto que el IGF-I
aumenta la concentracion de receptores para FSH (Adashi y col, 1992) y estimula la sintesis de
androgenos en las células de la teca-intersticiales. El IGF-I puede servir como una sefial central
ya que tanto las células de la granulosa como las tecales expresan cantidades significativas de
receptores para IGF-1, de esta manera puede promover el crecimiento y/o la diferenciacién de
las células de la granulosa actuando como un amplificador de la accién de gonadotropinas. Se
propone que en la rata ‘el IGF-I puede actuar de manera autcrina para regular la
esteroidogénesis ya que aumenta la biosintesis de progestinas en las células ovéricas
probablemente activando cuatro mecanismos complementarios: 1). estimula la unién de las
lipoproteinas de baja densidad con su receptor en la célula y | a utilizacién del colesterol de
estas lipoproteinas (Veldhuis y col, 1987b), 2). incrementa la sintesis de novo del colesterol en

las células oviricas estimulando la B-hidroxi-B-metilglutaril CoA reductasa (Veldhuis y
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Rodgers, 1987a), 3). acelera la formacién y degradacién de los estéres de colesterol ya que
estimula la actividad enzimética de la acil CoA colesterol acil transferasa (Veldhuis y col,
1985) y 4). estimula la sintesis de protefnas que rompen la cadena lateral del colesterol como
la citocromo P-450 20,22 desmolasa y la adrenodoxina (Vedhuis y col, 1986; Vedhuis &
Rodgers, 1987a). Los efectos del IGF-I sobre la homeostasis del colesterol en las células de
la granulosa indican que juega un papel critico en la diferenciacién esteroidogénica de las
células de la granulosa-luteales durante el desarrollo folicular preovulatorio. Por otro lado,
Hernandez y col (1988), encontraron que las células intersticiales-tecales pueden ser un
sitio de recepcidn y accién del IGF-I ya que concentraciones fisiolégicas de este factor, pueden
participar en la regulacién de la sintesis ovérica de andrégenos. Lo cual esta de acuerdo con la
posibilidad de que el IGF-I originario de las células de la granulosa puede no sélo estar
implicado en el control autécrino de la ontogenia de las células de la granulosa, sino también
intervenir en la sintesis de estrdgenos. Se cree que el IGF-I aumenta la sintesis de
andrégenos debido en gran parte a que estimula la formacién de estos mis que su
degradacién. Aunque la significancia fisiolégica de estos hallazgos son inciertos, se puede
especular si el IGF-I de las células de la granulosa puede interactiar con las células tecales-
intersticiales adyacentes modulando el flujo de andrégenos de acuerdo con las necesidades del

foliculo ovérico en desarrollo. (Hernandez y col, 1988).

5. El ratén B6.Y"M
La presencia del cromosoma Y determina el desarrollo del testiculo; por lo que se propone
que una sola copia del gen SRY/Sry en humanos y en otras especies respectivamente, es el

factor genético determinante del testiculo (Berta y col, 1990; Gubbay y col, 1990; Sinclair y
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col, 1990; Koopman y col, 1991). Sin embargo, cuando el cromosoma Y del ratén M. m.

domesticus (YP°M ), se introduce a través de la cruza con hembras de Ia cepa B6, la progenie

XY (B6.Y”°™ ) desarrolla ovotestis u ovarios bilaterales pero no testiculos normales en la vida

fetal. Durante el periodo neonatal, los componentes ovéricos de los ovotestis tienden a

degenerar y en la pubertad, el 50% de la progenie XY puede tener testiculos bilaterales aunque

maés pequefios, desarrollar un testiculo o un ovario contralateral derecho o izquierdo mientras,

que la otra mitad desarrolla ovarios bilaterales y genitales femeninos internos y extemos

(Eicher y col, 1982; Eicher & Washburn, 1983; 1986; Taketo y col, 1989; Nagamine y col,

1987) (Figura 3). Estos hallazgos sugieren que la sola presencia del gen Sry, no es suficiente

para inducir la diferenciacién testicular.

| B6. YDOM |

| O Muus muscuius domesticus | Q C5STBLI6)
Igzsarrollo unbriona:io]
! | l
? XX ? XY o Xy
OVARIOS OVARIOS OVOTESTIS UNILATERAL
BILATERALES BILATERALES OVOTESTIS BILATERAL
L |
[Desarro]lo postnaml]
Q l - l
? Xx ? XY J XY
OVARIOS OVARIOS TESTICULOS BILATERALES
BILATERALES BILATERALES TESTICULO-QOVARIO

Figura 3. Se muestra la cruza de la cepa Mus musculus domesticus con la cepa B6 para la obtencitn de las

hembras B6,Y M
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5.1 Morfologia del ovario XY en la etapa fetal

Taketo y col (1989) encontraron que ¢l ovario XY es morfolégicamente indistinguible del
ovario XX hasta los 16 dg, cuando ambos contienen abundantes células germinales que han
entrado en la profase meidtica. Entre los 16 y 19 dg, muchos ovocitos del ovario XY
degeneran en la zona central de la génada, esto parece ocurrir a la mitad o al final del
paquiteno, sin embargo, los ovocitos de la corteza sobreviven y participan en la formacién de
foliculos. Enel ovario XX, el primer grupo de ovocitos alcanza el diploteno e induce
la formacién folicular en la médula, la segun\da semana después del nacimiento los foliculos
han iniciado el crecimiento en la region medular de estos ovarios. Algunos foliculos sufren
atresia y forman parte del tejido esteroidogénico intersticial. En contraste, el ovario XY
contiene foliculos primordiales y de crecimiento sélo en la corteza; mientras la regién medular
es ocupada por restos de cordones sexuales estériles rodeados de tejido estromal. Al rededor
del mes de nacimiento, los cordones no se distinguen en ei ovario XY, ya que la regién
medular se encuentra ocupada por grandes foliculos procedentes de la corteza (Taketo y col,
1989). El nimero de foliculos en el ovario XY es menor que en el ovario XX ya que a los 2
meses pp, se observan muy pocos foliculos en el ovario XY, mientras que en el ovario XX
estdn presentes en varias etapas. A pesar, de que los ovocitos de la médula no contribuyen con
el proceso de la ovulacién tanto en ovarios XX como en los XY en la pubertad, la ausencia de
desarrollo folicular y la subsecuente atresia en la médula durante el periodo neonatal son una

caracteristica del ovario XY (Taketo y col, 1989).

5.2 Ciclicidad del ovario B6.Y?M

Todas las hembras XX de 70-90 dpp, muestran un ciclo estral regular (ciclo de 3-5 dias); en
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tanto que las hembras XY a la misma edad poseen un ciclo estral irregular manteniéndose en
constante diestro. Las hembras XY de 110-150 dpp, se encuentran en estado de cornificacién
vaginal consistente. Estos resultados se corroboraron ya que al ovariectomizar y transplantar
hembras XY con ovarios XX.,'estas inician un ciclo estral regular que continua al menos hasta
los 120 dpp. Por otro lado, heml-ar'as XX ovariectomizadas y transplantadas con ovarios XY
detienen la ciclicidad estral y se mantienen en diestro, en etapa de cornificacién vaginal
persistente o entre ambas (Taketo y col, 1989). Con edtos resultados, ellos sugieren que la
infertilidad de las hembras XY es debida a un defecto dentro del ovario, pero estos resultados
no excluyen la posibilidad de que una anormalidad fuera de la gdénada resulte en un defecto

dentro del ovario XY durante el desarrollo.

5.3 Fertilidad de las hembras XY

Las hembras XY se aparean normalmente con los machos, pero no son fértiles debido a que
los ovocitos ovulados por el ovario XY no se desarrollan después de la etapa de dos células in
vitro debido a que no se lleva a cabo la implantacién de los embriones (Merchant-Larios y col,
1994). Estos resultados concuerdan con los observados previamente por Eicher y col (1982),

aunque ella encontré una hembra XY fértil.

5.4 Aspectos endocrinolégicos

Villalpando y col, (1993), encontraron que el ovario XY generalmente produce menores
niveles de esteroides que el ovario XX en periodos neonatales y durante la pubertad. Ademas,
que el ovario XY no responde a gonadotropinas para la produccién de P4 y T. Sélo un trabajo

se ha realizado sobre las caracteristicas endocrinol6gicas del ovario XY, en el cual Villalpando
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y col (1993), encontraron que al 1 dpp son detectables los niveles de Py y los niveles de E; son
bajos tanto en ovarios XX como en los XY y no se detectan niveles de T en ambos ovarios. El
mayor rasgo distintivo entre los ovarios XX y XY es su respuesta a gonadotropinas, ya que la
gonadotropina de yegua prefiada incrementa la produccién de T por el ovario XX pero no por
el XY alos 14y 35 dpp. Se ha reportado que la AD pero no la T es producida dominantemente
por el ovario neonatal del ratén (Mannan & O'Shaughnessy, 1988; 1991), Villalpando y col.
(1993) encontraron que los niveles de AD fueron mayores que los de T a los 14 y 35 dpp. Sin
embargo, no encontraron diferencias significativas entre los ovarios XX y XY en presencia de
PMSG. El valor medio de AD producido por el ovarios XY es menor que el del ovario XX a

los 35 dpp lo que concuerda con los bajos niveles de los otros esteroides detectados.
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[IL. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS
La presencia del cromosoma Y determina el desarrollo normal de los testiculos en los
mamiferos, sin embargo, cuando el ratén Mus musculus domesticus se cruza con hembras B6,
ningin ratén de la progenie XY (B6.Y”°™) desarrolla testiculos normales en la vida fetal y la
mitad de esta poblacién desarrolla ovarios bilaterales y genitales femeninos internos y
externos. Aunque las hembras XY parecen normales fenotipicamente carecen de un ciclo estral
regular, son infértiles, producen menores niveles de esteroides como Ej, P, y T y tienen un
retraso en la expresién de las énzimas involucradas en ia sintesis de los andrégenos y ademés,
se observa una disminucién en la sintesis de mRNA del IGF-I. Se ha visto que la biosintesis y
el metab6lismo de las hormonas en las células de la granulosa de humanos, monos, cerdos,
conejos y otras especies al cultivarse con IGF-I, FSH y LH incrementan la sintesis de
esteroides a través de un mecanismo desconocido. Sin embargo, la funcién del IGF-I en el
. ovario del ratén no se ha estudiado hasta la fecha.
.Dado que la cepa B6.Y"™ produce en general menores niveles de esteroides y a que no se
sabe nada sobre la accién del IGF-I en esta especie, consideramos relevante evaluar el efecto
de este factor sobre la produccién de T y AD en el ovario XX y XY de los 10 a los 14 dpp

intervalo en el que se llevan a cabo las etapas tempranas de la foliculogénesis.

Con base en los antecedentes mencionados se plantea la siguiente hipdtesis:
HIPOTESIS:

El IGF-I tiene un efecto sinérgico con la FSH y la LH para incrementar la produccién de
andrégenos como la testosterona y la androstendiona en los ovarios XX y XY, al igual que en
otras especies de mamiferos estudiados. Este efecto podria ser mayor en los ovarios XX que en
los XY debido a que la ausencia de célula; germinales primordiales en la médula provocan un
desarrollo anormal del tejido productor de esteroides sexuales en la zona medular de los

ovarios XY.
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IV. OBJETIVOS

1) Determinar si el factor de crecimiento semejante a insulina tipo I en esta especie tiene un
efecto sinérgico con la hormona estimulante del foliculo en la sintesis de androstendiona y
testosterona durante el desarrollo folicular temprano en los ovarios XX y XY de 10 a 14 dias

postpartum en el ratén B6.YPOM,

2) Evaluar si existen diferencias en la produccién de andrégenos en los ovarios XX y XY
* cultivados con y sin hormona luteinizante a los 14 dias postpartum, ya que a los 12 dias
postpartum la hormona luteinizante no tiene ningin efecto en la sintesis de androstendiona y

testosterona.
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V.MATERIAL Y METODOS
5.1 Reactivos

Todos los reactivos empleados en el presente estudio, fueron grado analitico. Las soluciones
empleadas se describen en el apéndice (pag 54-36).

El material empleado para el cultivo de 6rganos por rotacién se esterilizé 30 minutos en ciclo

secoa 115 1b/in2.

5.2 Animales

Los ratones hembras de la cepa B6.Y"°™ de 10 a 14 dpp empleados en el presente estudio se
obtuvieron de la colonia de la Dra. Irma Villalpando Fierro, ubicada en el bioterio del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Los ratones se mantuvieron en periodos de luz y oscuridad de 12 h (6:00 a.m. a 6:00 p.m), a
una temperatura de 24-25°C, se alimentaron con la Formula 8626 (“Harland Tekland™) y agua
filtrada por osmosis inversa y acidificada. Las hembras XY se obtuvieron de la siguiente
manera: cada macho B6.Y™™ (50-180 dpp) se apare6 con tres hembras B6 (50-100 dpp)
durante toda la noche y se buscé la presencia de tapones de copulacién a la maiiana siguente.
El dia que se vi6 el tapon se definié como dia 0 dg mientras que ¢l dia del parto se defini6

como dia 0 pp.

5.3 Determinacién del sexo cromosémico
a). Obtencion de las muestras biologicas

Los ratones se anestesiaron 1 min en una cdmara de plastico saturada con éter etilico
(Baker). Se obtuvieron 2 uL de sangre periférica de la vena media caudal con una

micropipeta graduada de 5 mL de borosilicato (Corning Glass Works). La sangre se coloco en
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una membrana para hibridacién cargada positivamente (Gene Screen Plus Membrane, de
Dupont); y se horne6 2 h a 80°C al vacio, después se desnaturalizé 1 h en una solucién de

NaOH 0.4 N y se neutralizé con Tris 1 M pH 7.0, por 1 h a temperatura ambiente.

b). Marcado de la sonda del cromosoma Y

Se marcaron 300 ng de la sonda 145SC5 dirigida contra secuencias repetidas del cromosoma
Y (Nishioka & Lamothe, 1986) con a-dATP*? por el método de Random Primer con un
estuché de Gibco B.R.L., siguiendo el protocolo proporcionado por la compafiia. La sonda se
desnaturalizé en bafio Maria 5 min y se enfrié inmediatamente en hielo. Se afiadi6 a la sonda 2
pul. de dCTP, dGTP, dTTP, 15 uL del amortiguador del Random Primer, 5 uL (50
microcuries) de a-dATP?? y 49 uL de agua destilada, se incub6 2 h y la reaccién se detuvéd con
5 pL del amortiguador de paro. Se agregd TEN para tener un volumen final de 160 pL y se
almacené en frascos especiales hasta su uso a -20°C. La radioactividad incorporada
expresada en cpm se cuantificé en un contador de centelleo liquido (Technical Associates,

Modelo PUG1AB).

¢). Hibridacién puntual

El sexo de las hembras XY de la cepa B6.Y DOM de 10 a 14 dpp se detectd a través de la
técnica de hibridacién puntual (Nishiocka & Lamothe, 1986; Nishioka, 1988). La membrana se
hibridé con 1x106 cpm de la sonda (donada por el Dr. Yutaka Nishioka de McGill
University, Canada), 24 h a 42°C. Después se lavéd 3 veces con SSC 1X a 60°C en agitacién y

se expusoé a una pelicula (X-OMAT de Kodak) en un casette a -70°C, que se revelé 4 dias
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después. Solo las muestras que tienen las secuencias especificas del cromosoma "Y" son

positivas a esta prueba (Figura 4).

Vena Media
Caudal

Membrana de
hibridacién

Homear a 80°C
2 horas
Marcado de
las

Hibndacién
Lavar

Revelar

Figura 4. Determinacion del sexo genomico de las hembras XY por hibridacién puntual,

5.4 Aislamiento y cultivo por rotacién de los ovarios

Ratones hembras de la cepa B6.YPOM de 10 a 14 dpp fueron sacrificados por dislocacién
cervical, su abdomen se limpi6 con benzal-etanol 1:1 y se realizaron dos cortes en "V" en la
region central. Se localizaron los rifiones, ya que en el polo inferior de estos se ubican los
ovarios, unidos a los oviductos. Estos érganos se aislaron y colocaron en una caja de Petri con
medio de cultivo (apéndice pag 54). Posteriormente, bajo un microscopio estereoscépico
(Modelo Stereo Zoom 6 Photo de Leica) se eliminé el tejido graso y los oviductos de cada
uno de los ovarios. Estos se cortaron en 4 pedazos con un bisturi estéril y se colocaron en

tubos estériles de vidrio Pyrex de 12x75 mm con 0.5 mL de medio de cultivo (apéndice pag
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54). El tejido se incubd en una estufa de cultivo de National Heinicke, 24 h a 37°C y una
atmdsfera de 5% de bidxido de carbono empleando un cultivo rotatorio. Los tubos se
almacenaron a -20°C para inactivar ¢l metabolismo de los esteroides (Villalpando y col,
1993). En el sobrenadante de esfos tubos se cuantificaron por RIA la androstendiona y la
testosterona, mientras que el tejido ovérico se empleé en la deteccién de la actividad de la

. enzima 38-HSD (Figura 5).

Rifion
7\
Ovario —
\
Uterg — Oviducto
Diseccidn de ovarios

® &

Incubar 24 h
a 37°C y 5% CO,

Inactivar a -20°C

N

Sobrenadante Tejdo
RIA 33-HSD

Figura 5. Esquema que ilustra la técnica de diseccion y cultivo de los ovarios B6.Y?M,
5.5 Radioinmunoandlisis

Todas las determinaciones hormonales realizadas en el presente estudio se hicieron por

duplicado y se basan en el disefio general que a continuacidn se presenta:
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Esquema general para RIA

No. TUBO CONTENIDO
1- TC  (Cuentas totales)
3-4 NSB (Unién no especifica)
5-6 A (Unién méxima)
7-20 Curva esténdar a concentraciones crecientes de 0.1 ng/ml a 10.0 ng/ml
21 — fin | Muestras experimentales

a). Estdindares de testosterona
A partir de la solucién madre de testosterona de 1 mg/ml (apéndice pag 55) se prepararon los
estandares (de 0.1 ng/mL a 10 ng/mL) de la curva estindar.

b). Radicinmunoensayo de testosterona

Para esta determinacién se emple6 el estuche ImmunoChem™ Double Antibody testosterone
de ICN Biomedicals, Inc. Diagnostic Division (California, U.S.A.). Se emplearon tubos de
v_idrio de 12x75 mm de borosilicato Fisherband de Fisher Scientific (PGC Scientifics

Maryland, U.S.A)).
Radioinmunoensayo de testosterona

No. Buffer | MEM | Muestra PBS T-129] Primer Segundo
TUBQO | diluyente Anticuerpo Anticuerpo

1-2 — — e - 500 pL -

3-4 | 500 ul | 50 pL — 100 uL " — 100 pL

5-6 — 50 pL — " " 500 pL “

7-8 -— - SOp.L stiTp " " " “
9-10 | — S2T| " " R
11-12 — - " S3T| " " " w
B4 - | = " SAT| " " " “
15-16 | — — " SBST[ " " g
17-18 — - "S6T| " " " “
19-20 | — — " STT] " " " “

21 > fin|  — — 50 uL " v " “

El contenido de los tubos fue mezclado con un agitador, se incubaron 2 h a 37°C en un baifio
Maria (Scientific Products Durabath™); transcurrido ese tiempo se adicionaron 100 pL del

segundo anticuerpo, se agitaron y se incubaron durante 1 h a 37°C. Después los tubos se
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centrifugaron a 2500 rpm, por 15 minutos a 4°C en una centrifuga GS6R de Beckman. Se
decant6 el sobrenadante de cada uno de los tubos (excepto el de los tubos 1 y 2) y se contd

durante 1 min el precipitado en un contador gamma (Packard Auto - Gamma 5650).

¢). Especificidad del anticuerpo anti-testosterona
El anticuerpo anti-testosterona es altamente especifico para esta hormona esteroidea, ya que
tiene una baja reaccion cruzada para otros esteroides naturales como:
Sa-dihidrotestosterona 34%
Sa-Androsten-3p,17B-diol 22%

11-oxotestosterona 2.0%

d). Estindares de androstendiona

A partir de la solucién madre de androstendiona de 1 mg/ml (apéndice pag 55) se prepararon
los estindares de la curva de calibracion (de 0.1 ng/mL a 10 ng/mL).

¢). Radioinmunoensayo de androstendiona

Para esta determinacion se emple6 el estuche Coat-A-Count, Direct Androstendione, de
Diagnostic Products Corporation (California, U.S.A.). Se emplearon tubos de vidrio de 12x75
mm de borosilicato Fisherband de Fisher Scientific (PGC Scientifics Maryland, U.S.A).

Radioinmunoensayo de androstendiona

No. | CALIBRADOR | MUESTRA AD- 159
TUBO
1-2 — — 1O mL
3-4 100 uL e "
5-6 100 pL — "
7-8 — 100 pl, Stl A "
9-10 — "SR A "
11-12 — " SBA "
13- 14 — " Std A "
15- 16 — " StSA "
17-18 -— " St6A "
19- 20 — " StTA "
21 = fin — 100 pl. "
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Todos los tubos se agitaron en vortex y se incubaron 2 h a temperatura ambiente, después se
decantd el sobrenadante (excepto los tubos 1 y 2) y se conté durante 1 min el precipitado de
cada uno en un contador gamma (Packard Auto - Gamma 5650).

f). Especificidad del anticuerpo anti-androstendiona

El anticuerpo anti-androstendiona es altamente especifico, con una baja reaccion cruzada para

otros esteroides naturales como:
| Testosterona 1.49 %
Sa-Dihidrotestosterona 0.212 %
Progesterona 0.160%

5.6 Deteccién de la actividad de Ia enzima 3p-Hidroxiesteroide deshidrogenasa

Se aislaron las génadas del rat6n B6.YPOM de 10 a 14 dpp y se incluyeron en Tisue-Tek
(Lab’s Milles). Se hicieron cortes de 10 um de grosor con un microtomo de congelécién
(Cryo-Cut Microtome de American Optical Corporation). Los cortes se incubaron durante 1
h a 37°C en cajas Koplin con solucién de incubacién (apéndice pag 55). Se emplearon 2 cajas
Koplin, una caja sin DHEA como control y la otra con 2 mg de DHEA. Los cortes se lavaron
con agua destilada y se fijaron con formalina neutra 15 minutos (apéndice pag 56).
Después se enjuagaron con PBS 0.05 M tres veces (apéndice pag 56). Por ultimo, las
preparaciones se montaron en glicerol (Sigma Chemical) y se fotografiaron las muestras en
un microscopio Optiphot-2 de Nikon. El siguiente esquema ilustra esta metodologia (Figura

6).
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Corteé de congelacién
de ll]p.lm a -20°C

H,0 Destlada
Fonnali:ia Neutra
" PBS
B!
Glicerol

Figura 6. Esquema en el que se ilustra el método experimental empleado en la deteccidn de la
actividad de la 38-HSD en cortes de congelacién en los ovarios B6.Y?M,

5.7 Anilisis estadistico de los datos

Los datos se analizaron estadisticamente por la prueba ”t” de Stﬁdent y el amili;;is de
varianza se realizé por Bonferroni T-test. Estas pruebas se realizaron con el programa Primer
of biostatics: the program de Stanton A. Glantz. Version 3.02 Copyﬁghth ©. 1992 por

McGraw-Hill. INC. Con intervalos de confianza de 0.05, 0.01 y 0.001.
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VL. RESULTADOS
6.1 Efecto de la FSH y del IGF-I sobre la produccién de andrégenos
a). Testosterona

La grafica 1 muestra el efecto de la hormona estimulante del foliculo y del IGF-I sobre la
sintesis de testosterona en los ovarios XX y XY. Se observa que a los 10 dias postparto, los
ovarios XX producen més testosterona que los ovarios XY con y sin hormona estimulante del
foliculo (FSH). A los 11 dias postparto los ovarios XX cultivados con FSH incrementan la
producci6n de testosterona tres veces comparados con los ovarios XX cultivados sin FSH,
mientras que los niveles presentes en el ovario XY cultiw;dos con FSH son un poco m4s altos
(pero no son estadisticamente significativos) a los observados a los 10 dfas postparto. Los
niveles de testosterona en el ovario XY cultivado sin FSH es similar a los observados a los 10
dias postparto. A los 12 dpp los ovarios XX cultivados con FSH producen menos testosterona
que aquellos cultivados sin FSH. Los.niveles de testosterona observados a esta edad en el
ovario XY con y sin FSH son un poco mds altos (aunque no son estadisticamente
significativos) que los detectados a los 10 dias postparto. A los 12 y a los 13 dias postparto
los ovarios XX cultivados con FSH disminuyen la produccién de testosterona, comparados con
los niveles observados a los 11 dias postparto, mientras que los ovarios XY de 13 dias
postparto cultivados con FSijI incrementan la sintesis de testosterona tres veces comparado
con el ovario XY cultivado sin FSH. A los 14 dias posiparto el ovario XX cultivado con FSH
incrementa la produccién de testosterona, mientras que en el ovario XY la produccién de esta
hormona sin FSH, se mantuvo con relacién a la producida a los 13 dias postparto. En
resumen, podemos observar que el ovario XX cultivado con la hormona eéﬁmwante del

foliculo tuvo su mayor produccién de testosterona a los 11 y 14 dias postparto, mientras que el
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XY la present6 a los 13 dias postparto. Por otro lado en ausencia de la hormona estimulante
del foliculo el ovario XX produjo mas testosterona a los 12 y 14 dias postparto y el ovario XY

lo hizo a los 12 dias postparto.

Produccion de testosterona con FSH ¢ IGF-1

(10) . QIGF-
» 19 |@rsu

e
[

g
s

e
s

ot
o
5

Testosterona (ng/ml de cultivo)
e ©
- w

o
N

Gréfica 1. Produccion de testosterona en los ovarios XX y XY de 10-14 dias postparto cultivados con y sin
hormona estimulante del foliculo (FSH) en presencia del factor de crecimiento semejante a insulina tipo I (IGF-1).
Las columnas blancas representan los ovarios cultivados con IGF-I y sin FSH mientras que las grises los ovarios
cultivados con IGF-1 y FSH. Los ntimeros entre paréntesis indican el niimero de pares de ovarios que fueron
analizados y las barras representan el promedio més la desviacién estandar. *, ** y *** indican que existen
diferencias estadisticamente significativas de estos grupos con el grupo control {(ovarios XX incubados con IGF-1
y sin FSH a cada edad) a intervalos de P<0.001, P<0.01 y P<0.05 respectivamente.
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b). Androstendiona

En la gréfica 2 se muestra la concentracién de androstendiona producidas en los ovarios XX y
XY cultivados con y sin hormona estimulante del foliculo. Se observé que a los 10 dias
postparto'el ovario XX cultivado sin hormona estimulante del foliculo (FSH) produce mas
androstendiona que el ovario XY. La adicién de FSH a esta edad no eleva la produccién de
androstendiona en el ovario XX ni en el XY. A los 11 dias postparto, los niveles de
androstendiona en el ovario XX sin FSH disminuyen su valor al 30% de los niveles _
observados a los 10 dias postparto. Sin embargo, los niveles de esta hormona se incrementan
en los cultivos de los ovarios XX realizados con FSH. En los ovarios XY de la misma edad
cultivados con y sin FSH, los niveles de androstendiona son menores (un 50 % y un 30%
respectivamente) a los observados en el dfa 10 dias postparto. A los 12 dfas postparto los
niveles de androstendiona en los ovarios XX cultivados con y sin FSH son similares, mientras
que la presencia de FSH, parece tener un efecto estimulante en la sintesis de androstendiona en
el ovario XY incrementando la sintesis de esta hormona tres veces comparado con el ovario
XY cultivado sin FSH. A los 13 dias postparto la produccién de androstendiona no disminuye
significativamente en los ovarios XX cultivados c.on y sin FSH comparados con los niveles
detectados a los 12 dias postparto. Sin embargo, el ovario XY cultivado con FSH incrementa
la produccién de androstendibna 5 veces comparado con los cultivos realizados sin FSH. El
efecto sinergista del IGF-I con la hormona estimulante del foliculo sobre la produccién de
androstendiona se observa a los 11 y a los 14 dias postparto en los ovarios XX, yalos 12y 13
dias postparto en los ovarios XY. A los 14 dias postparto los valores de androstendiona son
bajos en ausencia de gonadotropina. En ¢l ovario XY de 14 dfas postparto cultivado con FSH,

los niveles de androstendiona producidos son aproximadamente el 50% de los observados en
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el ovario XX. En el ovario XY la produccién hormonal detectada sin gonadotropinas es

similar a la observada en el ovario XX cultivado sin FSH.

Efecto de la FSH e IGF-I en la produccién de androstendiona

QIGF-I
| FSH

Androstendiona (ng/mL de medio)

Grifica 2. Producci6n de androstendiona en los ovarios XX y XY de los 10-14 dias postparto en presencia del
factor de crecimiento semejante a insulina tipo 1 (IGF-I) con y sin hormona estimunate del foliculo (FSH). Las
columnas blancas representan 1a incubacién de los ovarios con IGF-I y sin FSH mientras que las grises el cultivo
de los ovarios con IGF-I y FSH. Los paréntesis indican el ntmero de pares de ovarios que fueron analizados y las
barras representan ¢l promedio mas la desviacién estdndar. * y ** indican que existen diferencias
estadisticamente significativas entre esos grupos y el grupo control (ovarics XX incubados con IGF-1 y sin FSH a
cada edad) a intervalos de P<(0.001 y P<0.01 respectivamente.
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6.2 Accion de la LH y del IGF-I en la sintesis de andrégenos
a.).. Testosterona

El efecto de la hormona luteinizante (LH) y del IGF-1, se evalu6 en ovarios XX yXY alos 14
dias postparto (Gréfica 3). Los resultados muestran que a esta edad, los ovarios XX producen
mayor cantidad de testosterona que los ovarios XY tanto en presencia como en ausencia de
LH. Sin embargo, no existen diferencias significativas en la produccién de testosterona entre

los ovarios XX y XY a los 14 dias postparto cony sin LH.

Efecto de LH e IGF-I en la produccién de

testosterona .
B 04 ' IIGF
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14 dias postparto

Grifica 3. Produccién de testosterona en los ovarios XX y XY a los 14 dias posiparto con y sin hormona
luteinizante (LH) y en presencia del factor de crecimiento semsjante a insulina tipo 1 (IGF-I). Las columnas
blancas representan la produccién de testosterona en los ovarios cultivados con IGF-1 y sin LH y las grises la
producida con IGF-I y LH. Los niimeros entre paréntesis indican el nimero de pares de ovarios que fueron
analizados y las barras representan el promedio més la desviacién estandar. * indica que existen diferencias
estadisticamente significativas entre esos grupos y el grupo control (ovarios XX cultivados con IGF-I y sin LH),
para P<0.001
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b). Androestendiona

También se evalué et efecto de la hormona luteinizante (LH) y el IGF-I sobre la produccién
de androstendiona en los ovarios XX y XY a los 14 difas postparto (Grafica 4). Podemos
observar que los ovarios XX producen aproximadamente el doble de androstendiona que los
ovarios XY cultivados con y sin LH. No existen diferencias significativas en la produccién de
androstendiona entre los ovarios XX y XY cuando se cultivan con y sin LH.

Comparando la produccién de testosterona y .androstendiona en los ovarios XX y XY a los 14 ‘
dias postparto cultivados con y sin hormona luteinizante se observa que ambos ovarios

producen mayor cantidad de androstendiona.

Produccién de androstendiona con LH e
IGF-1

(O IGF-1
|LH
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Androstendiona (ng/mL de
medio)

© ©® o0 o0 9 o o

- M W A ot N Do

o

Grifica 4. Produccitén de androstendiona por los ovarios XX y XY a los 14 dias postparto en presencia del
factor de crecimiento semejante a insulina tipo I (IGF-I) y con y sin la hormona luteinizante (LH). Las columnas
blancas representan la produccién de androstendiona en los ovarios cultivados con IGF-I y sin LH mientras que
las grises a de los ovarios cultivados con IGF-I y LH. Los ntimeros entre paréntesis indican ¢l nimero de pares
de ovarios que fueron analizados y las barras representan el promedio mas la desviacién estdndar. * indica que
existen diferencias estadisticamente significativas entre esos grupos y el grupo control (ovarios XX cultivados con
IGF-I y sin LH) para P<0.001.
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6.3 Deteccién histoquimica de la enzima 3p3-hidroxiesteroide deshidrogenasa

La actividad de esta enzima, se demostré en cortes de ovarios que fueron incubados durante
24 h en rotacién. La actividad de la enzima se observo en las células de la granulosa y en las
células de 1a teca de los ovarios XX y XY. A los 14 dias postparto la actividad de esta enzima
se localiza principalmente en el tejido inters_ticial y alrededor de lbs foliculos en las células de
la granuiosa del ovario XX (Figura 7). La mayor actividad se detecté en los cordones

medulares estériles y en las células de la teca en los ovarios XY a los 14 dias postparto (Figura

8).
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Figura7. Corte transversal de un ovario XX de 14 dias postparto, donde se muestra la actividad de la enzima
3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, localizada principalmente en el tejide intersticial (TI} y alrededor de los
foliculos (F) en las células de la granulosa (CG).

-
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Figura 8. Corte transversal de un ovario XY de 14 dias postparto donde se muestra la actividad de la enzima
3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa detectada principalmente en los cordones medulares estériles (CE). Se
observa también la actividad en la teca (TE) y alrededor de las células foliculares (CF).

6.4 Organizacién histolégica del ovario B6.Y>*"

En la figura 9 se muestra un ovario XY de 14 dias postparto, en el que se muestran foliculos

en diferentes etapas de desarrollo localizados en la corteza y en los cordones estériles en la

zona medular.

La figura 10 muestra muestra un ovario XX de 14 dias posiparto en el que se observan

foliculos primarios y foliculos secundarios distribuidos en todo el ovario.
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Figura 9. Fotografia de un ovario XY de 14 dias postparto, donde se muesﬁun los folfculos (F) en diferentes
etapas de desarrollo ubicados en la corteza (C) y los cordones estériles (CE) en la zona medular,

Figura 10. Fotografia que muestra un ovario XX de 14 dias postparto donde se observan foliculos primarios (FP)
y foliculos secundarios (FS) distribuidos en todo el ovario.
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VIL DISCUSION

En la presente investigacion se observé que el IGF-I sinergiza con la LH y FSH e incrementa
los niveles de androstendiona (AD) y testosterona (T) sintetizados por los ovarios XX y XY
pero no en todas las etapas, en algunas este péptido parece tener un efecto inhibitorio. Estos
resultados estdn de acuerdo con los descritos en otros estudios, en donde se observa un
incremento de la biosintesis de andrégenos en las células de la teca, asi como la de estrégenos
en las células de la granulosa en otras especies de vertebrados (Adashi y col, 1985a; b; .
Davoren y col, 1985). El IGF-I ejerce una influencia estimulante en Ia produccién de T sélo a
los 11 y 14 dpp. En algunas de las de las etapas investig'adas, en los ovarios incubados con
IGF-I solo se ve un efecto inhibitorio en la produccién de T lo cual probablemente depende del
tipo de foliculos que se encuentran en el ovario al momento de realizarse el estudio. Esto
podria estar directamente relacionado a la presencia de receptores en las células de la teca y/o
de la granulosa. Ya que se ha visto que la presencia de estas moléculas es necesaria para que el
IGF-I ejerza su efecto biolégico en las células (Baxter & Martin, 1989).

Un aspecto interesante de la funcién endocrinolégiéa del ovario XY es la baja capacidad de
respuesta al efecto estimulante de las gonadotropinas. Los bajos niveles de AD observados en
los ovarios XY cultivados en presencia de FSH, aparentemente no se deben al nimero de
receptores para gonadotropin#s presentes ya que en estudios previos se ha demostrado .que el
namero de receptores a FSH y LH en los ovarios XX y XY sén similares, lo que sugiere que el
control de la produccién hormonal podria ser regulado a nivel de las proteinas cinasas. (Amleh
y col, 1996).

Por otra parte, de estudios previos se sabe que el IGF en el ratén es producido en las células

de la teca (Vilia.lpandoy col, 1993), contrariamente a lo demostrado en ofras especies de
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roedores como la rata en la cual este factor se produce en las células de la granulosa. En la
mayoria de roedores, el nimero de células de la teca en las dos primeras semanas del
desarrollo postnatal es muy reducido y por lo tanto la produccién de T también (Mannan &
O’Shaughnessy, 1988;1991; Richards y col, 1987). Asi mismo, la expresién del RNAm de la
enzima 17a-hidroxilasa que controla la produccién de andrégenos como la T y la AD se
expresa después a los 14 dpp en el ovario XY (Pérez Vantine, 1997), esto sugiere que un
posible nivel de regulacién del IGF-I sea la expresion de las enzimas que participan en la
biosintesis de andrégenos.

En el ratén, durante el desarrollo folicular temprano se im visto que el principal andrégeno
sintetizado en el ovario es la AD (Mannan & O’Shaughnessy, 1988;1991). Nuestros resultados
muestran que el IGF-I tiene un efecto estimulante en la producci'én de AD a los 13 dpp en el
ovario XY. Asi mismo, es posible que en ¢l control de la foliculogénesis temprana en el ratén
también intervengan otros péptidos como la hormona inhibidora de los conductos de Miiller
(Minsterberg & Lovell-Badge, 1991; Pérez Vantine, 1997).

Taketo y coi. (1989), postulan que la muerte precoz de ios ovocitos en los cordones
medulares de los ovarios XY evita la formacién folicular en esta area, lo que lleva a una
diferenciacién anormal de las células esteroidogénicas, sugiriendo que la alteracion en esta via
del desarrollo puede ser responsable de las funciones endbcrinas anormales del ovan'o. XY y
proponen que en el ovario XX, el crecimiento y la atresia folicular en los cordones sexuales
medulares puede ser critico para el desarrollo de las funciones ovéricas normales,

La pérdida de los ovocitos en la fase embrionaria a los 16 dg (Taketo y col, 1989), provoca
que las células pre-granulosa del ovario XY se diferencien a células luteales, las cuales

producen principalmente P,. (Villalpando, datos sin publicar). Merchant-Larios en 1976
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propuso que el desarrollo neonatal del ovario y la atresia folicular en la médula es esencial
para el establecimiento de un pérfil esteroidogénico normal y planteo que la presencia de
ovocitos durante la vida fetal puede ser requerida para la diferenciacién parcial de las células
pre-granulosas. Las escasas células intersticiales esteroidogénicas en el ovario XY pueden
explicar la insensibilidad de este ovario a las gonadotropinas para la sintesis de T a los 14 dpp;
no obstante, las células intersticiales esteroidogénicas probablemente derivadas de los
foliculos atresicos de la corteza, estén presentes en el ovario XY en la pubertad y por lo tanto
la insensibilidad a las gonadotropinas pudiera residir en las células esteroidogénicas XY
(Villalpando y col, 1993).

Taketo y col, 1989 proponen que la infertilidad de las hembras XY se debe a una
anormalidad en los ovarios XY. Se debe mencionar que las hembras XY que presentan una
delecion en la region Sry del cromosoma Y son fértiles, lo que sugiere que la expresion del gen
Sry en cierto punto del desarrollo puede interrumpir el establecimiento de las funciones
ovéricas normales de la regién medular en las hembras XY (Lovell & Robertson, 1990).
También es importante mencionar que las hembras XY a los 25 dpp o mayores, pueden ovular
cuando son tratadas con gonadotropina de yegua preafiada seguida de hCG (Taketo y col,
1989; Eicher & Washburn, 1986). Por lo que una de las posibles causas de infertilidad es la
funcién enddcrina anormal del ovario XY. Aunque en el presente estudio no se investigb el
mecanismo de accién del IGF-I, el efecto estimulante del IGF-I podria deberse a que qﬁizé
activa otros mecanismos en los cuales podrian estar involucrados otros segundos mensajeros y
la via del fosfatidil inositol que pudieran estar actuando como segundos mensajeros; existen
algunos estudios que apoyan esta proposiciéon (Dimino & Snitzer, 1986; Ireland,1987). Sin

embargo, es claro que el IGF-I tiene un efecto inhibidor y estimulante sobre la biosintesis de
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androgenos; esto es interesante dado que este factor controla la biosintesis de androgenos en
las fases én que los foliculos ovéricos estan constituidos por células de la teca ya que hay
pocas células foliculares.

Una de las autocriticas a los presentes experimentos es que no conocemos la concentracidn
endogena del IGF-I en el ovario, lo que nos daria una idea mas clara, si realmente los niveles
intraovéricos varian en cada una de las etapas estudiadas debido a que no se produce la misma
cantidad de IGF-I en las edades investigadas. En estudios previos se demostr6 que el IGF-I se
empieza a sintetizar en etapas muy tempranas desde el primer dia de nacimiento en la cepa
B6.Y?™ (Villalpando y col, 1993). Sin embargo, no se sabe que tipo celular expresa el
mRNA de este factor en el ratén.

Recientemente se publicé que existen diferencias en la regulacién del receptor tipo I del IGF-
Ien esta especie. Asi mismo, se observé que la proteina de unién 2, asi como, su mRNA
se localiz6 en las células de la granulosa de todos los tipos de foliculos del raton (Adashi y
¢ol,1997). Con base en estos resultados, es claro que no se pueden extrapolar los hallazgos
encontrados en la rata, ya que aunque sean muy cercanos filogenéticamente existen diferencias
especificas de especie. Ya que la rata y el raton difieren en la capacidad de respuesta a FSH y
por consiguiente en el proceso de esteroidogénesis, el efecto amplificador del IGF-I en
presencia de FSH, asi como la actividad antigonadotrépica es mediada por las proteinas
receptoras (Adashi y col, 1997).

La cuantificacion de androgenos realizada por RIA en esta investigacién presenta
desviacione; estandar grandes cuando se empleé €l método en fase sélida, comparadas con las
obtenidas por el método en fase liquida. Lo que indica que este Gltimo método es més preciso

al realizar las cuantificaciones. A pesar de que la cuantificacién es directa en ambos métodos,
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las diferencias encontradas pueden deberse a errores de tipo aleatorio (cambio en la precision)
debidos al andlista ya que en ¢l método en fase sé6lida el anticuerpo a-AD se encuentra unido a
la pared del tubo de polietileno lo cual tal vez al decantar el liquido radioactivo, no se haya
realizado de manera eficiente quedando residuos de este en el tubo, lo que incrementaria el
valor real de las muestras evaluadas. En fase liquida la reaccién T/a-T se lleva acabo en el
medio lo cual al centrifugar y decantar se disminuye el riesgo de que quede radioactividad
inespecifica, por lo que se requiere mucha prictica para lograr decantar perfectamente y
obtener un valor real del andrégeno cuantificado.

En los grupos en donde la desviacion estandar es muy grande, habria que aumentar el mimero
de muestras y realizar un decantamiento mas cuidadoso para de esta manera tener una idea
més real de la capacidad sinérgica que tiene el IGF-I con las gonadotropinas en la produccién
de andrdégenos en especial la sintesis de androstendiona.

Finalmente en este estudio se demuestra que el IGF-I tiene un papel dual como estimulador ¢
inhibidor de la sintesis de andrégenos en un periodo del desarrollo ovérico en el que este

6rgano esta constituido por foliculos primarios y secundarios.
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VII. CONCLUSIONES

1. El factor de crecimiento semejante a insulina tipo I sinergiza con la hormona estimulante
de! foliculo y la hormona luteinizante e incrementa la produccion de testosterona y

androstendiona.

2. El factor de crecimiento semejante a insulina tipo I parece tener un efecto dual
inhibidor/estimulatorio én la producci6én de andrbgenos, en el ovario B6.YPM, lo cual esta

relacionado con etapas particulares de la foliculogénesié temprana en esta especie.
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X. APENDICE
¢ Medio 199 (1X) suplementado

* Medio 199 (1X) con Sales de Earle, L-glutamina 2 mM, Hepes 21 mM 100 mL

(In Vitro)
* Piruvato de sodio 11 mg/ml (Gibco B.R.L.) 1.0 mL
* Penicilina G sédica 5000 Ulml (Sigma Chemical) 1.0 mL
* Sulfato de estreptomicina 5 mg/mi (Sigma Chemical) 1.0mL .
* NaHCO3 7.5% (Merck) 29mL
* Rojo de fenol 0.5% (Sigma Chemical) 200 pLL

El medio se suplementa en esterilidad y se conserva a 4°C hasta su uso.

4+ Medio de cultivo

* Medio 199 (1X) Suplgmentado (arriba mencionado) 10 mL
* Progesterona 1 mg/ml (Sigma Chemical) | 10 pL
* Folligon 1000 UL/10ml de medio (Lab's Intervet B.V.) 1000 UI

* IGF-I recombinante 5 ng/ul (Gibco B.R.L.) 20 uL

Los reactivos se miden con material estéril. El medio se esteriliza con filtro millipore 0.22

m y se hacen alicuotas de 0.5 mL en tubos (Pyrex) de 12x75 mm estériles para el cultivo.

Dilucién de gonadotropinas
* FOLLIGON (FSH/LH 99/1%) 1000 Ul LIOFILIZADO

El liofilizado se disuelve en 2 mL de medio suplementado estéril y se adicionan 8 mL de este
medio para obtener un volumen final de 10 mL.

* GONADOTROPIL - C (LH) 5000 Ul LIOFILIZADO.

El liofilizado se disuelve en 2 mL de medio suplementado y de estos se toman 200 pl. que se

adicionan a 9.8 mL del mismo medio para obtener un volumen final de 10 mL.



¢ Solucién madre de testosterona 1 mg/mi
Pesar 1 mg de testosterona (Sigma Cheniical) en una balanza andlitica y disolver en 1 mL
de etanol absoluto (JT Baker). Almacenar a 4°C. Dejar 30 min a Temp. amb. antes de usar.

¢ Medio minimo esencizl (MEM).

* Medio McCoy 5a (1X) con L-glutamina (In Vitro, S.A.) - 100 mL
* Penicilina G sédica 5000 Ul/ml (Sigma Chemical) 1.0mL
* Sulfato de estreptomicina S mg/ml (Sigma Chemical) 1.0mL
* NaHCO1 7.5% (Merck) | 2.9mL
* Rojo de fenolAO.S% (Sigma Chemical) | 200 uL

El medio se suplementa en esterilidad y se almacena a 4°C hasta su uso.
¢ Solucién madre de androstendiona 1 mg/ml
Pesar 1 mg de Androstendiona (Sigma Chemical) en una balanza analitica y disolver en 1

mL de etanol absoluto (JT Baker). Almacenar 2 4°C. Dejar 30 min a Temp. amb. antes de usar.

¢ Solucién de incubacién
* B-Nicotinamida Adenin Dinucleotido NAD (Sigma Chemical) . 40mg
* Nitroazul de tetrazolio NBT ( Sigma Chemical) 20 mg

* Dehidroepiandrosterona Sa-androsten-3p-ol-17ona (Sigma Chemical) = 2mg
Disolver el NAD en 20 mL de buffer Tris-HC] 0.2 M pH=7.6 solucién 1, disol\.rer ¢l NBT en
20 mL de buffer Tris-HCl 0.2 M pH=7.6 solucién 2 y disolver la dehidroepiandrosterona en
0.5 mL de N,N'dimetilformamida (JT Baker) solucién 3.
Mezclar las soluciones 1 y 2. Separar 20 mLen una caja Koplin, como control y a los 20 mL

restantes agregar la soluéién 3 para la caja experimental.
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¢ Formalina neutra

* Formaldehido 37% (JT Baker) 100 mL
* Fosfato de sodio monobésico (JT Baker) 4g
* Fosfato de sodio dibédsico (JT Baker) 6.56 g
* Agua destilada 1000 mL

Disolver el fosfato de sodio mono y dibasico en 500mL de agua destilada, agregar 100
mL de formaldehido, aforar a 1000 mL con agua destilada y ajustar el pH a 7. Almacenar
en frasco ambar.

¢ Solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS)0.05M

* Fosfato de sodio monobésico (JT Baker) 69¢g
* Fosfato de sodio dibasico (JT Baker) RAY:
* Cloruro de sodio (JT Baker) 88
* Azida de sodio (Sigma Chemical) | - l0g
* Albumina sérica bévina (Sigma Chemical) 10g
* Agua destilada 1000 mL

Disolver el fosfato de sodio monobasico, dibdsico y el cloruro de sodio en 800 mL de agua
destilada, ajustar el pH a 7.5 y aforar a 1000 mL. Adicionar la azida de sodio y la albimina

sérica bovina al momento de usarse.
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