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WITH OR WITHOUT YOU

' See the stone set in your eyes

See the thorn twist in your sade

| wait for you

Sleight of hand and twist of fate
 Dnabed of nails she makes me wait
And | walt ........ without you. _ -

With or without you .
With or without you S

Through the storm we reach thig shore
You give it all but | want more
] And I'm waltmg for you -

‘ Wnth orwﬂhoutyou
-With or without you o
- +-can‘t Iwe e
With or w;thout you .

And You giVe yoursetf away
- . And You glve yourse!f away
" And You grve o

And You give

And You give yourself away

My hands are tied

My body bruised, she’s got me wﬂh
Nothing left to win

And nothing else to lose

With or without you
t can't five-
With or without you



INDICE

[ RESUMEN 1
2 INTRODUCCION 2
3. ANTECEDENTES 3
3 1. Generalidades de los Ciclos Reproductivos 3
3.2 El Ciclo Reproductivo del Congjo. 3
33 Generalidades de los Proto-oncogenes S
2 4. El Proto-oncogen ¢-fis ]
3.4 1 Generalidades b3
3.4.2. Estructura y funciones de la Proteina FOS. - 9
3.4.3, Funciones y regulacion de o-fos en ol Sistema Nervioso Ceniral {(SNC) il
3.4 4 Cambios cn la expresion de ¢-fos durante la conducta sexual. 12
4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 15
5. OBIETIVOS. 16
6. MATERIALES Y METODOS. 17
6.1 Ammalcs de experimentacion. 17
6 2. Extraccion v electroforesis del RNA total 17
6.3 Transcripcion reversa (RT) acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) 19
6.3.1. Sintesis de oligonucledudos. 19
6 3.2 RT. 19
633 PCR 20
6.3 .4. Electroforess de los productoes de RT-PCR. 2!
6.3.5, Obtencion y punficacidn de la sonda de o-fs a partir del RNA total dc
titere de concja. 22
6.4, Hibridacion *Southern Blot” 23
7. RESULTADOS 27
7.1. Obtencidn y caracteristicas del RNA total. 27
7.2 Obtoncidn de la sonda especifica do ¢-f0s a partir del RNA total de Gtero de concja 28
7.3 Expresion de e-fos en ol SNC despuds de la copula. 29
7.3.1 Cambios cnt la Expresion de c-/6s cn el SNC dc la hembra despuds de 1a copula, 29
7.3.2 Expresidn de ¢-fos on cf SNC del macho después de la coputla, 33
8. DISCUSION. 36
9. CONCLUSIONES 41
10. REFERENCIAS, 42

'l APENDICE 49



1. RESUMEN,

El congjo es un animal de ovulacion reflgja por lo que la hembra de esta especie ovula
como respuesta a la copula entre las 10 y las 12 h después de que esta sucede Las regiones
cerebrales que participan en la regulacion de la conducta sexual v la ovulacton tales como el
hipotalamo, el rea predptica, &l hipocampo v la corteza frontal han sido detectadas mediante
diversas técnicas, algunas de las cuales determinan la actividad neuronal a través de la
cuantificacion de la expresion del proto-oncogen c-fos

En este trabajo se estudiaron los cambios en la expresion det proto-oncogen ¢-fos
en ¢l hipotalamo (HYP), el area predptica (PQA), el lipocampo (HI) v la corteza frontal
(CF) de conejos de ambos sexos sin copular (C), inmediatamente después de la copula
(IC) y I h después de la misma (PC), mediante ef uso de la técnica de transcripcion reversa
acoplada a 13 reaccion en cadena de la polimerasa

La expresion del proto-oncogen c-fos fue lnducida por medio de la copula de manera
significativa en el HYP, de las hembras IC. mientras que en ef grupo PC los niveles
disminuyeron y fueron semejantes a fos de los animales C En el HI y Ia CF se observé una
tendencia al aumento en la expresién de ¢-fos en el grupo IC y posteriormente en las hembras
del grupo PC los niveles disminuveron v fueron semejantes a los animales C. Por el contrario,
en el POA de las hembras, se observo una tendencia hacia la disminucion en la expresion de ¢-
Jos en los animales IC con respecto a los C En el caso de los machos, en el HYP se observd
también una tendencia hacia el aumento en la expresion de ¢-fos, en los animafes IC con
respecto al grupo C, mientras que la expresion disminuyé en fos animales PC En el POA, el HI
y la CF de los machos no se observaron cambios significativos en la expresion de ¢-fos en los
animales IC o PC respecto al grupo C.

El aumento significativo en la expresion del proto-oncogen ¢-fos observado en el
HYP, asi como [a tendencia hacia el aumento en fa expresion en Hi y CF de las hembras IC,
puede estar relacionado con el incremento sigmficativo en los niveles de GnRH (péptido
liverador de gonadotropinas) que se presenta inmediatamente después de la copula y que es
necesano para que ocurra fa ovulacién,

En el caso de los machos el aumento en la expresion de ¢-fos registrado en el HYP
puede indicar la activacidn de niicleos hipotalimicos involucrados en la manifestacion de la
conducta sexual



2. INTRODUCCION.

El conejo es un mamifero gue pertenece al grupo de animaies de ovulacion refigja,
es decir, que la hembra adquiere la capacidad de ovular como respuesta a la copula, To
cual ocurre entre las 10 y 12 h después de esta dltima. Aunque la copuiz en los congjos es
un evento muy breve, provoca cambios muy evidentes tanto a aivel nevroendocrine como
conducinal.

En el Sistema Nervioso Central (SNC), se ha utilizado al proto-oncogen c-fos
como un marcador de actividad neuronal. Este gen de expresion temprana, es inducido por
un gran namero de estimulos (quimicos, fisicos, fisiologicos y conduciuales) Esto ha sido
evaluado, mediante ef uso de técmicas como la inmunohistoquimica y la hibridacion /i sitn
Se ha mostrado que la induccién de ¢-fus se produce en periodos de tiempo cortos,
(minutos y horas) en el HYP, POA y HI de ratas (las cuales presentan ovulacion ciclica),
ovariectomizadas tratadas con hormonas involueradas en la manifestacion de la conducta
sexual y la reproduccidn, tales como el estradiol y la progesterona

En el SNC del conejo algunos eventos relacionados con la conducta de
amamantamiento tales como la succion, inducen la expresion del proto-oncogen ¢-fos de
manera singnificativa en el hipotdlamo paraventricular y en el talamo paraventricular,
aumentando el nimero de células que presentan inmunoreactividad a FOS (Allingham et
al. 1998). Se ha reportado por estudios de inmunohistoguimica, que en el POA y el HYP
ventromedial de la rata hembra se presenta un aumento en el nimero de células
inmunoreactivas a FOS en hembras ovariectomizadas y tratadas con estrogenos (Ez) y
progesterona (Ps) sometidas a diferentes cantidades de montas y que fueron sacrificadas 1
h después de estas condiciones experimentales. (Polston, E. K. y Erskine, M, S., 1995).
En et HYP, el POA, y1a CF de la rata hembra, se ha reportado un incremento significativo
y transitorio en la expresién de ¢-fos a las 13°00 h del dia del proestro {Camacho-Arroyo
et al. 1998); sin embargo, se desconoce que sucede con este proto-oncogen, cuando se
presenta la copula o la ovulacion en el conejo.

En este trabajo, se evalud la expresion del proto-oncogen c-fos después de la
copula en el HYP, el POA, el HI y la CF del conejo utilizado la técnica de transcripcion
reversa acoplada a la reaccidn en cadena de la polimerasa (RT-PCR ).

[1e]



3. ANTECEDENTES.

3.1. Generalidades del Ciclo Reproductive en mamiferos.

Los ciclos reproductivos en los mamiferos se definen basicamente por ¢l tipo de
ovulacién® ovulacion ciclica y ovulacion refleja La ovulacion ciclica puede clasificarse con base
en la respuesta del epitelio uterino a la estirnulacién hormonal, de este modo, se tienen los
ciclos menstrual y estral. El periodo de receptividad sexual durante el ciclo menstrual se
extiende en la mayor parte del tiempo de duracion del ciclo y las capas superficiales del
endometrio se desprenden acompanadas de una hemorragia {(menstruacion), mientras que en el
ciclo estral, el periodo de receptividad es restringido y el desprendimiento de las células
endometriales no provoca esta hemorragia. El ciclo menstrual se puede dividir en cuairo
etapas. el periodo menstrual, el proliferativo (o folicular), el ovulatorio v el progestacional (o
luteal) y se presenta en diferentes especies de primates, mientras que el ciclo estral ocurre en
distintas especies de roedores y se divide en varias etapas proestro, estro, metaestro y diestro
{Fox y Lair, 1970).

En los animales que presentan ovulacion refleja, la ovulacion es inductda por la copula
Entre los ovuladores reflejos mas comunmente estudiados, se encuentran el conejo, ef gato y el
hurdn;, sin embargo, se conoce que también animales como el raton de campo, el mink, el
camello, entre otros, presentan ovulacion refleja (Staples, 1967 , Ramirez y Beyer, 1985). En
estos animales la ovulacion ocurre horas después de la copula, desde las 10 a 12 h después
como en &l caso del ratén de campo y del conejo, hasta 33 a 72 h después como en el caso del
mink, en este periodo, se presentan cambios neurocendocrinos y conductuales que son
necesarios para que ocurra la ovulacion,

3.2 El ciclo reproductive del Conejo.

El conejo es un mamifero que ovula como respuesta a la copula entre las 10y 12 h
después de este evento. En estos animales, la copula es un evento muy breve que solo dura
entre 2.6 y 3.0 segundos e involucra !a monta con intromisién y eyaculacion por parte del
macho (Beyer et al., 1980., Morali y Beyer, 1992), en respuesta a la monta la hembra
adopta una postura de lordosis que permite fa intromision y aunque el evento es muy
breve, ocasiona modificaciones neuroendéerinas v conductuales muy evidentes,

Basicamente, se han definido dos eventos neuroenddcAnos involucrados en la
ovulacién El primero de ellos esta relacionado con la integracion de los diversos estimulos
sensoriales que son provocados por la monta, el segundo se refiere a la velocidad con que estos
estimulos son integrados en el HYP (Ramirez y Lin, 1994) La activacion del HYP por la
copula, ha permitido el reconocimiento de algunos péptidos que estan involucrados
directamente con la owulacién entre los cuales se encuentran el péptido liberador de
gonadotropinas (GnRH) y el neuropéptido Y (NPY) asi como catecolaminas como la
noreprinefiina (NE) (Spies et al , 1997)



LA Rad alllpliallicilic disinbuldo €n 10§ 1efidos neurales v esta mvolucrado en

la regulacion de la liberacion de gonadotropinas por la hipofisis, entre otras funciones
(Spies et al,, 1997). La copula provoca un incremento en los niveles de NE 5 minutos
después de que esta ocurre; posteriormente se presenta un aumento en los niveles de
GnRH hasta de 40 veces en el HYP medio basal (MBH) 20-60 min después de que ocurre
la copula {Fig 1) (Yang et al,, 1996).
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Fig.1. Concentraciones de noreprinefrina (NE) y de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) en ! hipotalamo medio basal (MBH) de la coneja, obtenidos por microdialisis después
de la copula (Yang et al, 1996). La flecha indica el momento del coito.E! asterisco indica el
momento donde se presenta un aumento significativo en las concentraciones de NE o GnRH.



Después de la copula los niveles de la hormona luteinizante (LH), de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), asi como la prolactina (PRL) disminuyen en la hipofisis
(Brown et ai , 1968) En plasma, los niveles maximos de PRL (15 ng/ml) preceden a los de
LH y a los de la hormona foliculo estimulante (FSH) Los niveles maximos de LH en el
plasma se presentan 2 h después de la copula alcanzando un aumento hasta de 20 veces
con respecto a los niveles precoitales y retornan a los niveles basales 4 h después de la
copula. A diferencia de fa LH los niveles maximos de FSH son solo 3 veces mayores que
los niveles precoitales y se presentan entre las 2 y 3 h después de la copula, sin embargo,
se presenta un segundo pico entre las 12 y 24 h después (Fig 2) (Fuchs et al,, 1981, Yang
et al.. 1996) Este segundo pico de FSH no es causado directamente por el estimulo coital,

ya que sucede entre las 12 y 24 h después de la copula y este periodo comprende el momento
de la ovulacion
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fig 2. Concentraciones plasmaticas de prolactina (PRL), de la hormona futeintzante (LH) v de

la hormona foliculo estimulante (FSH) en la coneja, en respuesta a la monta (Fuchs et al,
1981)



El ovario de la hembra libera hormonas esteroides como el estradiol (E;). fa
testosterona (T). la progesterona (P,) y metabolitos de esta dftima como la 20a-
hidroxiprogesterona (200-OPH), 1a cual es secretada en mayor cantdad que las hormonas
antes mencionadas, la maxima concentracion de esta progestina se detecta 4 h después de que
sucede la copula, sin embargo, al acercarse el tiempo de la ovulacion, los valores de las
concentractones de los estercides mencionados disminuyen y son menores a los precostales (Fig
3 A)(Hillard y Eaton, 1971, Ramirez, V D y Lin, W 1994).

Los niveles en plasma de los esterowdes liberados por el ovario cambian
significativamente en respuesta a la copula (Fig 3B) La 200-OHP se incrementa
significativamente (5 a 25 ng/mi) 15 h después de la cOpula, alcanza niveles maximos {28
ng/ml) 3 h después de la misma y disminuye a niveles basales 10 h después de la copula
(Ramirez y Beyer, 1988) Los niveles de P, en cambio, aumentan 5 h después de la cOpuia
aunque no de manera significativa y vuelven a los niveles precoitales 10 h después La T
también se incrementa significativamente en plasma en respuesta a la monta (60 a 280 pg/mi) lo
cual ocurre 1.5 h después de fa copula, la concentracion disminuye a los niveles basales 5 b
después de la misma (Ramirez y Beyer, 1988). Una vez que ha ocurrido la ovulacion, la
concentracion de esteroides en plasma, es menor que la precoital y no se detectan
modificaciones en estas, hasta el momento de la implantacion lo cual ocurre entre el dia 7y 8
después de la ovulacion. Por otra parte, las concentraciones de Py en plasma permanecen
constantes durante los primeros 3 dias de la gestacién y la concentracion maxima {15 ng/ml) se
registra el dia 15, los niveles de P varian entre [ y 2 ng/ml al comienzo del periodo de lactancia
y los de E, entre 45 y 47 pg/ml (Challis et al , 1973 , Hillard y Eaton, 1971, Gonzalez-Mariscal
etal, 1994)

Las modificactones neuroendderinas que ocurren en el SNC del macho después de la
copula no son tan notables como en la hembra. Las concentraciones de NE y de GnRH en los
machos que copulan, permanecen iguales a fas que se registran antes de la copula at ipual que
las concentraciones de LH y T en plasma (Yang et al,, 1996).

La velocidad de integracién de los estimulos provocados por la monta en el
hipotalamo en la hembra, es muy rapida Algunos bloqueadores de la neurotransmiston
administrados 1 min después de la copula, inhiben la ovulacion (Sawyer et al., 1947). Las
modificaciones conductuales mas evidentes que se presentan como resultado de la copula
en el conejo son' la disminucién significativa del marcaje odorifero por la glandula del
menton (chin gland) por parte del macho el cual es casi nulo cuando se presenta la
saciedad sexual (maxima actividad sexual en 2 h), el marcaje odorifero es inhibido
totalmente si se presenta una eyaculacion En la hembra, la conducta de ambulacién
disminuye después de una lordosis o si hay inseminacion por parte del macho, el marcaje
odorifero disminuye aunque no significativamente; sin embargo, tanto el marcaje odorifero
como la ambulacion, disminuyen significativamente cuando la hembra presenta tres
tordosis (Gonzatez-Mariscal et al |, 1997)
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3.3 Generalidades de los Profo-oncogenes.

Los proto-oncogenes de tipo celular, son genes normales que al presentar mutaciones
pueden transformarse en oncogenes activos Los proto-oncogenes pueden clasificarse
fisncionalmente dentro de tres grandes categorias a) receptores de factores de crecimiento, b)
mediadores de vias de transduccién de sefiales intracelulares y ¢) factores de transcripcion
(Bishop, 1987) La interaccidn y cooperacion entre los productos de las diferentes clases de
proto-oncogenes juegan un papel primardial durante el crecimiento celular, la diferenciacton y
el desarrollo  Algunos proto-oncogenes que codifican para proteinas nucleares son myc, myb,
fos. jun, erbA, ski, rel, y E1A

Los proto-oncogenes de localizacién nuclear presentan las siguientes caracteristicas en
comin. a) una ripida induccidn transitoria en respuesta a numerosos agentes capaces de
promover crecimiento, desarrollo y diferenciacion; by una vida media corta tanto de su RNA
mensajero como de su proteina, c) las oncoproteinas nucleares son invariablemente
modificadas post-traduccionalmente, por fo general son fostoriladas en residuos de serina ; y d)
un nimero de oncoproteinas nucleares se unen al DNA de manera especifica (Ransone y
Verma, 1990).

3.4. El proto-oncogen c-fos.

3.4.1. Generalidades

El proto-oncogen c-fos fue descrito originalmente como el homdlogoe celular del
oncogen encontrado en dos retrovirus murinos, FBR y FBJ, que participaban en la
generacion de osteosarcomas inducidos por radiaciones (Curran, 1988). El gen de c-foy se
expresa en un nivel basal, en la mayoria de las células. Sin embargo. su expresién es
inducida temporalmente hasta altos niveles por uma gran variedad de estimulos
extracelulares

El proto-oncogen c-fos es miembro de un conjunto de genes conocidos como
genes de expresion temprana Este conjunto se define por el hecho de que su expresion es
inducida rapidamente por una variedad de estimulos extracelulares, ain en presencia de
inhibidores de la sintesis de proteinas Se ha propuesto que los genes de expresidn
ternprana llevan a cabo su accion al acoplar el estimulo de corto plazo a cambios a large
plazo en el fenotipo celular, como pueden ser el crecimiento y la diferenciacion celular
Esta hipétesis fue reforzada por el descubrimiento de que la proteina FOS actuaba como
un regulador de ia transcripcion



3.4.2. Estructura y funciones de la proteina FOS

El producto de ¢-fos es la proteina FOS que esta constituida por 380 amnoacidos
Esta proteina suffe extensas modificaciones postraduccionales debido a Ia
fosfoesterificacion de los residuos de serina en el extremo carboxilo terminal de la
proteina FOS contiene un dominio en el que se repite periodicamente un residuo de
leucina cada siete aminoacidos A este dominio se le denomina “zipper” de leucina
Cuando este domtinio se estructura en una o-hélice, los residuos de leucina quedan
alimeados a lo largo de una cara de la hélice Adyacente a este, s¢ encuentra un dominio
rico en aminoacidos basicos

Los residuos de leucina de una o-hélice interaccionan con los residuos de leucina
de otra c-hélice de una proteina diferente, con lo cual se facilita la dimerizacion a través
de mteracciones hidrofobicas Por lo tamto, e dominio de “zipper "de leucina facilita la
formacién de heterodimeros. Esta secuencia estd presente en diversos factores de
transcripcion, como las oncoproteinas Fos, Myc y Jun, los factores de transcripeion de la
levadura GCN4 Y AP-1 y la proteina que une al elemento de respuesta a AMP ciclico
(CREB) (Hope y Struhl, 1987, Kouzarides y Ziff, 1988; Landschultz et ai, 1988,
Gonzates et al . 1989).

La regi6n rica en aminoacidos basicos, adyacente al “zipper” de leucina, media la
union del heterodimero a una region especifica del DNA, ya que inserciones o deleciones
en esta region disminuyen o anulan dicha union pero no la formacién del dimero. Et
heterodimero se une a regiones promotoras que contienen el elemento de respuesta a TPA
(12-0-tetradecanoil- forbol-13 acetato) Hamado TRE (TPA response element) o sitio de
union a AP-1 (Fig. 4)

No obstante que el “zipper” de leucina es el dominio de dimerizacion principal y
que la regidn basica es el dominio principal de unidn al DNA, se debe de considerar que la
proteina completa interactia y que aminoacidos fuera de estos dominios también
contribuyen a la dimerizacién y union al DNA (Curran et al., 1990).

En los primeros estudios realizados sobre FOS se determind que esta proteina
podria formar parte de un complejo proteinico nuclear que se puede unir al DNA en
presencia de extractos nucleares En seguida se busco la secuencia de nucledtidos que es
reconocida por el complejo de FOS, Por medio de diferentes metodologias como la
mutagenesis, estudios de competencia y ensayos de afinidad al DNA, finalmente se
identifico el sitio de union como la secuencia consenso del factor de transcripcion AP-1.
(Curran et al , 1985)

Estos estudios establecieron una conexion ertre Fos, Jun (que es ef producto
proteinico de ¢-ju) y los sitios AP-1, pero aun no era claro si FOS se unia directamente al
sitic AP-1. o indirectamente por medio de la asociacién con la proteina p39 u otra
proteina Por medio de comparaciones estructurales e inmunologicas se identificd a p39
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Fig. 4. Estructura def gen ¢-fos (ratdén) Los croncs cstan reprosentados por cuadros blancos. los intrones
las regiones no traducidas '3 3 se represcrtan por ung linca Debajo de cada exon sc indica la longitud
(en amunodcidos) del scgmento de la proteina FOS que codifica Los cuadros y reglones ca negro son
secuencias que reconocen algunos mediadores de la induccion de c-fos (Ransonc y Verma. 1990) (AP-i
Secuencia que reconoce a la Protcina Actnadora 1. ATG Codén de fmcio de la transcripcién. CRE.
Efemento de respucsta a AMPc: DSE. Elemento de simctria doble o de respuesia a sucro, SCM Sceuencia
inediadora de la nduccion por ¢l virus de Sarcoma de Simio: TGA Codon de termunacion de la
transcripcion).

como ¢l producto proteinico del proto-oncogen c-jnr. Mas ain, se demostrd que en
células de mamifero transfectadas, la cooperacion entre estas dos oncoproteinas nucleares
se requiere para la completa transcripcion de fos genes que tienen en su region promotora
el elemento de respuesta a TRE (Sassone-Corsi et al | 1988b)

FOS directamente modula la funcion de Jun por medio de la formacion del
heterodimero Fos-Jun (Sassone-Corsi et al, 1988a). La proteina de jun por si sola puede
formar un homodimero que se une a TRE, pero es un transactivador ineficiente. Por otro
lado, FOS forma homodimeros, pero éstos son inestables, no se une como monomero al
DNA ni activa la transcripeién; sin embargo, en un heterodimero Fos-Jun, Fos no
solamente contribuye 2 la unidn especifica al DNA, sino que también coopera en la
transactivacion

La induccion del gen o-fos se lleva a cabo por agentes que aclivan la via
intracelular de la proteina cinasa C dependiente de calcio, ¢ la via de la adenilato ciclasa,
El anilisis de la region promotora del gen de ¢-fos humano revela la presencia de un
elemento de respuesta a E; (ERE) localizade entre las posiciones -1060 a -1300, el cual
estd implicado en la induccién de 1a expresion de ¢-fos cuando hay administracion de E;
{Weisz and Rosales, 1990a) En el caso del proto-oncogen c¢-fos murino se han
identificado ERE tanto en la region 5' como en la region 37 (Hyder et al , 1991a, Hyder et
al . 1991b). De igual manera se han localizado dos elementos de respuesta dependientes de
¢AMP (CREs) en las posiciones -60 y -350 los cuales se requieren para la induccion por
agonistas que activan a la adenilato ciclasa. Localizado enire las posiciones -299 y 310
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esté el elemento de simetria doble (DSE) también llamado elemento de respuesta a suero
(SRE). Esta region es esencial para la induccion por suero, por ef factor de crecimiento
epidermico (EGF), por esteres de forbol, por las oncoproteinas SRC y RAS, por tactores
de crecimiento de fibroblastos (FGFY v por el factor de crecimiento neural (NGF)
{Ransome y Verma, 1990}

3.4.3. Funciones y regulacion de c-fos en el Sistema Nervioso Central
(SNC).

Numerosos estudios han demostrado que ¢-fos y otros genes de expresion
temprana son inducidos durante fa estimulacidn del SNC. ésto reafirma la idea de que
dichos genes participan en la respuesta neuronai m vive. Una activacion rapida v
iransitoria de los genes de expresion temprana, ncluyendo c-fos, fra-1, 2if/268, nur/77,
Jun-by c-jun, ocurre en las neuronas corticales después del incremento en la excitabilidad
neuronal inducida por farmacos convulsivantes, como el pentilentetrazol (Morgan et al.
1987, Dragunow y Robertson, 1988; Saffen et al, 1988, Watson y Milbrandt, 1989) o
antagonistas de la vitamina B6 (Mizuno et al, 1989)

Debido a la induccion rapida v transitoria de c¢-fos en el SNC por una gran
variedad de estimulos tanto farmacoldgicos (Metrazol, cocaina, cafeina, alcohol, morfina,
hormonas esteroides, etc) como fisioldgicos {estrés, estimulacion eléctrica, privacion de
sueflo, de comida, trauma, etc ), el incremento en la expresién de ¢-fos se ha propuesto
como marcador de actividad neuronal y como herramienta para mapeo metabdlico a nivel
celular en el SNC (Morgan y Curran, 1991, Sheng y Greenberg, 1990, Mistry et al,, [994,
Yang et al., 1994; Kosofsky et al , 1995; Svenningsson ct al, 1995; Joppa et al.,, 1995).

El incremento en la expresion de genes tempranos ha sido detectado tanto a nivel
del RNAm como de la proteina y muestra una cinética sirmular tanto in vive como in vifro
La expresion de ¢-fos también es inducida por estimulacion eléctrica intracerebral {Sagar
et al., 1988, Dragunow y Robertson, 1987; White y Gall, 1987). Un ejemplo especifico es
el aumento en el nimero de células que presentan inmunorreactividad a FOS que aparece
en neuronas del asta dorsal de la médula espinal, después de la estimulacién sensorial
periférica (Hunt et al , 1987) Por otra parte, este incremento en la proteina FOS también
se observa en los nucleos supradptico y paraventricufar que participan en ¢l control de la
sed despudés de 24 h de privacion de agua (Sagar et ai | 1988),

Todos estos estudios coinciden con ta idea de que ¢l proto-oncogen ¢-fos juega un
papel en 1a respuesta neuronal Adn no es claro st este gen forma parte de una respuesta
metabolica de neuronas a la excitacion eléctrica o trauma, o si esta implicado en procesos
especificos de plasticidad neuronal,

Varios estudios inmunohistoquimicos y de hibridacién in site de secciones del



cerebro han revelado especificidad anatdomica y temporal de la expresion de ¢-fos en el
SNC (Morgan et al., 1987, Dragunow y Robertson, 1987, 1988, Sagar et al , 1988)

Ademas de los estimulos antes mencionados que participan ea la induccion de la
expresion de ¢-fos en el SNC, las hormonas esteroides estan involucradas en la regulacién
de la expresion de este gen.

Las hormonas sexuales y en particular los E,, participan en la formacion de varios
circuitos neuronales durante el desarrollo fetal y/o neonatal y en los adultos controlan
diferentes funciones cerebrales al actuar sobre su receptor intracelufar (Blaustein et al.,
1992) La accion de los E; sobre su receptor nuclear provoca un cambio conformacional
en ¢l receptor que aumenta la afinidad de unién al DNA y asi el complejo receptor-
hormona (H-R), interacta con los ERE, modificando asi la franscripcion de varios genes
(Landers y Spelberg, 1992)

En regiones como el hipotalamo y el drea predptica de Ia rata, el E; no modifica el
numero de neuronas GnRHérgicas inmunoreactivas a FOS; sin embargo, se detecta un
aumento al administrar E; seguido de P; (Hoffman et al., 1990, Wu et al. 1992}. En oveias
ovariectomizadas los niveles de FOS aumentan en neuronas GnRHérgicas en el POA vy el
HYP anterlor y ventral después de que se presenta el pico maximo en la concentracion de
LH producido por la administracion de E; lo cual ocurre 24-30 h después (Moenter et al.,
1993).

En regiones como el POA, el nicleo paraventricular def HYP y la amigdala media
(mAMG) de ratas sometidas a estimulacién vagino-cervical y tratadas con Ex+P,, aumentd
el nimero de células que presentan FOS (Pfaus et al, 1993). Por otro lado, se ha
repertado que mo hay un incremento en el namero de células que presentan
inmunoreactividad a FOS en mAMG., en el HYP ventromedial o el 4rea lateral del HYP
ventromedial. Sin embargo, en ¢ POA v el HYP dorsomedial de fa rata hembra, se ha
reportado un aumento en el nimero de células que presentan inmunoreactividad a FOS
cuando las ratas son tratadas con E, y 48 h después reciben un tratamiento con P4 (Auger
y Blaustein, 1995).

En algunos estudios realizados durante el ciclo estral de ia rata, empleando la
técnica de RT-PCR, se ha reportado un aumento en la expresion de c-fos, en el HYP, el
POA vy la CF a las 13:00 h del proestro 1o cual puede estar asociado con ¢ aumenio en los
niveles séricos de E; observados a las 11:00 h y a las 13:00 h del proestro. Dicho aumento
antecede al observado en regiones relacionadas con la liberacion de la hormona liberadora
de gonadotropinas (Camacho-Arroyo et al,, 1998).

3.4.4 Cambios en la expresién de c-fos durante la conducta sexual .

En el SNC de algunos mamiferos las lesiones e implantes de hormonas esteroides,



L AR R AR TS PR IRALVIR RS UL ATITTMAT ta volidukda seXual (Joppa €1 al,
1995) Estudios de inmunohistoquimica y de hibridacion # situ han permitido conocer las
regiones cerebrales y los nicleos neuronales especificos, que son activados después de
estimulos conductuales relacionados con la reproduccidn.

En el hamster hembra se ha encontrado por estudios de inmunohistoquimica, que
hay un incremento en el numero de células que presentan inmunoreactividad a FOS 1h
después de la conducta de lordosis en regiones como el niicleo predptico medial (MPN), la
base del nicleo de la estria terminalis (BNST), la mAMG y en el nucleo paraventricular
del HYP (Joppa et al., 1995).

En la rata hembra se ha reportado que | h después de la estimulacion vagino-
cervical recibida durante la monta o por medios mecinicos artificiales, se induce ia
expresion de FOS en regiones como 1a mAMG, el POA y el HYP; sin embargo, cuando
hay monta € intromisién por parte del macho hay mayor niimero de células que presentan
inmunaoreactividad a FOS en estas regiones en la hembra (Polston et al., 1995: Erskine, M.
1993).

En el hamster macho, en regiones como la mAMG, el mPOA y la BNST asi como
en el bulbo olfatorio, las cuales se encuentran relacionadas con el reconocimiento de
feromonas necesarias para que se lleve a cabo la conducta sexual y especificamente para
que ocurra la copula, presentan inmunoreactividad a FOS. La inmunoreactividad en estas
regiones, permite el reconocimiento de subnicleos especificos en los que la monta
promueve la expresion selectiva de FOS, ya que esta es mayor una vez que ha ocurrido la
copula, tanto inmediatamente como 1 h después de esta {Fiber et al. 1993 Kollack et al.,
1992, Robertson, et al. 1991). En la rata macho se ha informado que la expresién de FOS
es mayor entre los machos que montan y eyaculan con respecto a los machos que solo
montan o gue solo son expuestos a feromonas de la hembra (Lehman et al., 1983).

En ratas macho castrados y tratados con propionato de testosterona o con
dihidrotestosterona, sacrificados 1 h después de recibir los tratamientos, presentan un
aumento en la tnmunoreactividad a FOS en el mPOA, en BNST asi como en mAMG
{Baum, M. J. y Wersinger, 8. R., 1993).

En neuronas secretoras de oxitocina del HYP paraventricular de la rata hembra, se
ha reportado un aumento significativo en el porcentaje de neuronas que expresan FOS en
ratas tratadas con E» y Pa y que presentaron lordosis, comparadas con ratas que sdlo
fueron tratadas con hormonas o que solo fueron montadas y que ficron sacrificadas
inmediatamente después de haber interactuado durante 1 h con el macho (Flanagan et al.,
1993).

Algunos estudios de inmunohistoquimica, han permitido reconocer los nicleos
neuronales secretores de GnRH que presentan inmunoreactividad a FOS. En el cerebro
anterior de los hurones que son mamiferos pequefios en los cuales las hembras presentan
ovulacion refleja, se ha reportado que existe un aumento en el nimero de células que



presentan intunoreactividad a FOS en regiones como la BNST, el mPOA, la mAMG, asi
como en el HYP medio dorsal en las hembras que copularon a diferenciz de las que no lo
hicieron y que fueron sacrificadas 1 h después de la copula {Lambert et al | 1992) En el
c¢aso de los hurones macho que copularon y fueron sacrificados | h después, los estudios
de inmunohistoquimica mostraron que solo en la MAMG, se presenta un aumento
significativo en el ndmero de células que presentan inmunoreactividad a FOS (Lambert et
al , 1992)

En el conejo, se ha mostrado que en el nicleo talamico paraveniricular y en
neuronas magnocelulares del nicleo hipotalimico paraventricular de conejos neonatales,
-hay un aumento en la expresion de FOS cuando se presenta el comportamiento de succion
asociado al amamantamiento, el cual es un evento muy breve que solo dura entre 3 y 5 min
en estos animales (Alfigham et al., 1998)

En el conejo se ha reportado que en neuronas productoras de GnRH en la hembra,
en tegiones como el POA, el rea septal, el HYP anterior y el HYP medio basal se
presenta un aumento en la proporcion de células que presentan inmunoreactividad a FOS
una vez que ha ocurrido la copula; en los machos sin embargo, no fueron detectadas
neuronas inmunoreactivas a FOS en estas regiones una vez que copularon {Caba et al
1998). En estos organismos, se desconocen los cambios en la expresién del gen de c-fos
después de la copula a nivel del mensajero en el SNC.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha informado que estimulos conductuales relacionados con la reproduccion
tales como la monta en et caso de la rata hembra, o algunos eventos asociados al
amamantamiento como la succion en el conejo, pueden inducir de manera significativa la
expresion del proto-oncogen ¢-fos en €l nicleo ventromedial del HYP y el POA en el caso
de la rata y en el talamo y el HYP paraventricular en el caso del conejo produciendo un
aumento considerable en el nimero de células que presentan inmunoreactidad a FOS, lo
cual ha sido detectado por inmunohistoquimica. En el hamster macho, se ha observado
que existe un aumento en ¢! niimero de células que presentan inmunoreactividad a FOS en
el nicleo paraventricular del HYP, 1 b después de la monta y/o intromision.

En el HYP, el POA la CF, se ha reportado que hay un aumento en la expresion de
c-fos & las 13:00 del proestro, lo cual puede estar asociado con el aumento en los niveles
séricos de F, observado entre ta 1100 h y las 13.00 h del proestro lo cual esta
relacionado con el aumento en la hormona liberadora de gonadotropinas que se registra
poco tiempo después, (Camacho-Arroyo, et al., 1998).

En el conejo existen varias regiones del SNC involucradas de manera importante
en la reproduccion v en la manifestacion de la conducta sexual, en las que no se conoce
cuales son los cambios en la expresién del proto-oncogen ¢-fos asociados a la copula.
Debido a esto, en este trabajo se estudiaron los cambios en la expresion del proto-oncogen
e~fos a nivel de su RNAm inducidos por la cépula, en el HYP, POA, el HI y la CF de las
hembras y machos sin copular (C), inmediatamente después de la cépula (IC) y 1 h
después de la misma (PC) mediante el uso de la técnica de RT-PCR, que es una
metodologia particularmente util para analizar RNA mensajero de baja abundancia o
cuando la cantidad de muestra disponible es limitada (Piattak et al., 1993, Rashtchtan et
al., 1994).

Aunque el producto proteinico de ¢c-fos ha sido estudiado por inmunohistoquimica
en el conejo, no se conoce la secuencia de este gen ni de la proteina en esta especie. Por 1o
anterior, en este trabajo se realizd ademas, la obtencion de una sonda para el proto-
oncogen ¢-fos que permitid conocer de manera especifica, la expresién de c-fos en el
SNC del conejo



5. OBJETIVOS.

Conocer ef efecto de la copula sobre la expresion del proto-oncogen ¢-fos en et SNC en
animales de ovulacion refleja como el congjo.

Disponer de una sonda especifica para la determinacion de la expresion de ¢-fos en el SNC
del conejo.

Determinar los cambios en la expresién del proto-oncogen c¢fos. a nivel de la
transcripcion, en el hipotalamo (HI), €l area predptica {POA), ¢l hipocampo (HI) y la
corteza frontal (CF) de machos y hembras sin copular (C), inmediatamente después de la
copula (IC) y 1 h después de la misma (PC).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales de experimentacion.

En este estudio, se utilizaron conejos adultos Nueva Zelanda machos y hembras de
3-4 kg de peso, los cuales se mantuvieron en un ciclo luz-oscuridad 14 10 h, con agua y
comida disponible ad librum

Para estudiar la expresion de ¢c-fos, se pusieron a copular hembras adultas con
machos experimentados, observando que se presentaran 2 eyaculaciones por parte del
macho para asegurar que se habia llevado a cabo la copula.

Se consideraron como animales control para ambos sexos aquellos animales que no
copularon (C); estos animales se sacrificaron por decapitacion, al igual que los animales
que copularon en las siguientes condiciones,

Inmediatamente después de haber copulado (IC) ¥ 1 h después de la copula (P).

De todos los animales utilizados en este estudio, se disecaron ¢l HYP, POA, Hl y
CF

6.2 Extraccion y electroforesis del RNA total.

El RNA total se extrajo de los diferentes tejidos disecados del SNC, de la siguiente
forma:

1. En tubos nuevos y estériles, se homogenizaron 100 mg de tejido por 1ml de TRIzol
(apéndice) a 4°C. Previamente se enjuago la cuchilla del politron con agua tratada con
DEPC y la solucién de TRIzol.

2. Se transfirieron las muestras homogenadas a tubos eppendorf de 1.5 ml, se agregaron
200 l de cloreformo por 1 ml de homogenado, los tubos se taparon y agitaron con un
vortex por 30 seg.

3 Las muestras se mantuvieron en hielo por 5 minutos. Se centrifugaron a 12,000 rpm a
4°C por 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior de color rojo compuesta
por fenol:clorofomo y la porcién superior acuosa e incolora. EI RNA quedd en esta tltima
fase, mientras que el DNA y las proteinas se mantuvieron en la interfase y en la fase
organica respectivamente.

4. Se transfirid la fase acuosa a otro tubo eppendorfy se agregd un volumen equivaiente
de isopropanol, se mantuvo la muestra a 4°C durante toda la noche.
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5. Se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12,000 rpm a 4°C, el RNA se encontro
en un precipitado blanco amarillento

6. Se elimin® el isopropanol y el precipitado se lavo con etanol al 75% Sc centrifugd a
7,500 rpm durante 8 minutos a 4°C.

7. Se desechd el etanol con pipetas microvolumétricas, se pusieron los tubos boca abajo
sobre una gasa estéril y se seco el precipitado a temperatura ambiente evitando que se
secara por completo para evitar {a insolubilidad del mismo.

8. Se disolvio la pastilla de RNA en 30 pl de H.O-DEPC

9. Se hicieron diluciones 1 250 y se leyé la absorbencia de estas muestras a las siguientes
longitudes de onda: 260, 280 y 310 nm. Se determind la concentracién del RNA mediante
la siguiente formula- 1 unidad de absorbencia a 260 nm = 40 pg/ml de RNA También se
determind {a pureza def RNA por medio de la relacion de absorbencias obtenidas a 260 y
280 nm {260/280 nm). E! valor de esta relacion en el que se considera purc el RNA es
entre 1.8y 2.0

Posteriormente se prepard un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes al
1% de la manera siguiente:

Concentracién final Cantidad
Agarosa 1% 1.2¢g
Formaldehido 6% 19 ml
MOPS 1X 10 ml
Agua-DEPC e 91 mi

La agarosa se disolvio en el agua tratada con DEPC. Posteiormente se agregaron el
formaldehido y el MOPS, se mezcl¢ la solucidn y se virtié en un molde para el gel.

Después se prepararon las muestras para separarlas por electroforesis en las
siguientes condiciones:

Concentracion final

RNA 3ug
Formamida 50 %
Formaldehido 6.5%
MOPS 1X
Amortiguador de carga X
Bromuro dc Etidio 25ug
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El RNA de cada una de las muestras se mezelo con la formamida, el formaldehido
y el MOPS v se calentd a 75°C por 5 minutos, se colocd inmediatamente en hielo por 5
minutos Se le agregd el amortiguador de carga (apéndice} y el bromuro de etidio

Posteriormente, las muestras se cargaron en el gel ¥ se hizo la separacion por
electroforesis a 90 voltios por 90 minutos Se observaron las muestras en un
transiluminador de luz uliravioleta

6.3 Transcripcién Reversa Acoplada a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa.

6.3.1. Sintesis de eligonuclediidos.

El disefio de los oligonucledtidos se realizd de acuerdo a la secuencia del cDNA
para el proto-oncogen c¢-fos de rata (Curran et. al 1987). La secuencia de los
oligonucléotidos fie 5'-[CCC CTG TCA ACA CAC AGG AC]-3’ (sentido) y 5'[CCG
ATG CTC TGC GCT CTG C}-3" (contrasentido), que delimitan un fragmento de 247
pares de bases {+258 a +505) y se sintetizaron por OPERON Technologies, Inc.

Los oligonucledtidos para el gen de la enzima Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) que se utilizd como un control de carga de RNA, se disefiaron
de acuerdo a la secuencia del cDNA para el gen de GAPDH de rata (Tso et al., 1985). La
secuencia de los oligonucleétidos fue 5'-{CCT GCA CCA CCA ACT GC}-3° (sentido) y
5'-[CAA TGC CAG CCC CAG CAJ-3" (contrasentido) que delimitan un fragmento de
453 pares de bases (+517 a +969), y se sintetizaron por la compafila mencionada
anteriormente.

6.3.2. RT

Se realizd la transcripcidn reversa del RNA total de diferentes regiones del SNC
asi como del (tero de coneja C. Para ésto se prepard la siguiente mezcla para cada una de
las muestras:
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Concentracion Final

RNA Total - 2 pg { en un volumen maximo
de 2.5 )

Buffer RT ( 5X) 50 mM Tris-HClpH 8 3
75 mM KClI
3 mM MgCl,

DTT{ 100 mM ) 10 mM

dANTPs ( 10 mM ) 0.5 mM de cada ANTP

RT M-MLV ( 200 U/pl} (apéndice) 400 unidades

Oligo dT 005 ug

Al RNA se le agregd la mezcla anterior y se mantuvo durante 10 min a
temperatura ambiente Posteriormente se incubd a 37°C por una hora. El control negativo
consistid de una muestra de agua en sustitucion del RNA.

6.3.3. PCR

Se realizaron varias pruebas de PCR con los productos de RT obtenidos a partir
del RNA de fitero de congja C. Se utilizaron los oligonucledtidos sintetizados de c-fos de
rata debido a que en el conejo no se ha clonado ni secuenciado c-fos.

Se ha reportado que las condiciones Gptimas para la obtencion de los productos de
amplificacion de c-fos en la rata son las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C, 25 ciclos de amplificacion con los oligonucledtidos especificos en los que cada ciclo
incluye: 1 min a 95°C, 1 min de hibridacién con los oligonucledtidos iniciadores a 50°C y
1 min de extension a 72°C. Por tltimo se reporta un cicle de extension final de 5 min a
72°C (Camacho-Arroyo et al. 1998).

Por lo anterior se preparo la siguiente mezcla para cada una de las muestras:

Concentracién Final

Buffer PCR 10 X 20 mM Tris-HCl pH 8.4
50 mM KCl

MgCl; (50 mM } 1 mM

dNTPs ( 10 mM ) 0.2 mM

Oligo sense 0.5 mM

Oligo antisense 0.5 mM

TAQ DNA polimerasa 2.5 unidades

Agua cbp ‘ 40 ul
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A 10 i de reaccion de RT de cada una de las muestras de SNC se le agrego [a
mezcla de PCR. La reaccion se incubd en un termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR
System 2400 con un ciclo de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto
a 95°C, 1 minuto de hibridacién de los oligonucledtidos iniciadores a 60°C, | minuto de
extension a 72°C y un ciclo final de extension de 5 minutos a 72°C.

6.3.4 Electroforesis de los productos de RT-PCR

Una vez que se realizo el RT-PCR, se realizd la separacion por electroforesis de
los productos obtenidos. Se migraron por separado 50 pi de los productos de RT-PCR del
Gtero de coneja y 30 pl de los productos productos de RT-PCR de las muestras de SNC
con amortiguador de carga 6X para DNA (apéndice} en un gel de agarosa al 2%
preparado con TBE 0.5 X (apéndice).

Se prepararon 180 ml de gel, se peso la agarosa y se le agregd el TBEO S Xy 4 ul
de bromuro de etidio 10 mg/mi (0.2 pg/ml concentracion final). Las muestras se separaron
a 90 voltios por 1.5 h en el amortiguador TBE 0 3 X.

El gel que contenia las muestras de SNC se lavé con agua estéril y se desnaturalizé
en una soluciéon 0.5 N de NaOH y | 5 M de NaCl por 45 minutos en agitacion constante,
después se enjuagd con agua estéril y se neutralizd con una solucion Tris-HCl | M pH74
y 1.5 M de NaCl por 45 minutos.

Una vez neutralizado el gel, se corté un pedazo de membrana de nylon y dos de
papel Whatman 3 MM del mismo tamafio que el gel. Se colocaron durante 10 min en SSC
10X (apéndice).

Posteriormente se colocd un pedazo de papel Whatman 3 MM sobre un soporte
mas ancho y large que el gel, se colocd dentro de un recipiente y se ltend con SSC 10 X
Cuando el papel Whatman que se encontraba sobre el soporte s mojé completamente, se
eliminaron las burbujas de aire con una varifla de vidrio.

Después se coloco el gel sobre el papel encima del soporte en posicidn invertida,
se eliminaron las burbujas entre el gel'y el papel Whatman con una varilla de vidrio. Se
cortd 1a esquina del gel para sefialar el primer carril.

En seguida se colocd la membrana de Nylon sobre el gel y se le cortd la misma
esquina que al gel, se eliminaron las burbujas entre la membrana y el gel y sobre la
membrana se pusieron dos pedazos de papel Whatman y se elimind el aire con una varilla
de vidrio.

Posteriormente se cortaron toallas de papel del mismo tamafic que el gel y se
colocaron encima del papel Whatman hasta alcanzar una altura de 8 a 10 centimetros. Se



colocd un soporte de vidrio encima de las toallas de papel y encima del vidrio 500 g de
peso muerto.

Después se transfirieron los productos de RT-PCR por capilaridad durante 18
horas. Al pasar este tiempo se quitaron las toallas y el papel Whatman. Se marcaron los
pozos del gel en la membrana con un lapiz La membrana se retir¢ del gel v se elimind el
exceso de sales sumergiéndola en SSC 6 X a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se
coloco la membrana sobre papel Whatman y se dejo secar a temperatura ambiente durante
30 minutos.

Una vez seca ta membrana se coloco sobre un pedazo de papel Whatman y se
utilizé un entrecruzador (Cross-Linker UV Stratagene) para fijar los productos de RT-
PCKR a la membrana por 50 segundos a 254 nm

6.3.5 Obtencién y purificacién de la sonda de c-fos a partir del RNA total
del Gtero de coneja.

Después de haber realizado el RT-PCR y la electroforesis de las muestras de itero
de coneja C, se realizé la purificacion de los productos de amplificacion obtenidos

Se aislaron los fragmentos del pet de agarosa, donde se encontraba la banda de ¢-
fos aproximadamente de 250 pares de bases, posteriormente se cortaron finamente y se
introdujeron en un tubo eppendorf de 500 pl al que previamente se habia hecho un orificio
en la base v se le habia puesto fibra de vidrio estéril empaquetada.

E! tubo de 500 il se introdujo asi, en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se realizé una
centrifugacion a 14000 rpm por 15 min a temperatura ambiente.

A la solucion recuperada se le realizd una extraccién fenol-cloroformo 1.1 y se
centrifugd a 14000 tpm durante 10 min Se separ¢ el sobrenadante y se desechd la fase
organica.

Al sobrenadante se le agregaron 2.0 volumenes de etanol absoluto para precipitar
el DNA a -20°C durante 24 h. Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min a
4°C

Se seco el DNA recuperado, a temperatura ambiente y se resuspendio en 8 pl de
H,0 HPLC estéril y se aimacend a -20°C,
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6.4. Hibridacion “Seuthern blot™.

1 Se prepard el amortiguador de prehibridacion el mismo dia que se utilizd

El amortiguador esta constituido por

Coneentracion final

Formamida 40%

SDS 10X 0.2%
EDTAOSM 0.01 M
Reactivo Denhardt 100X 4X

PB 0.6M (apéendice) 0.12M
DNA de esperma de salmon 100 pg/mi
SSC 20X 2X

Se prepararon 0. 15 mi de solucion por em’ de membrana.
prep P

El DNA de esperma de salmén se disolvio en 1 ml de agua estéril tratada con DEPC y se
calentd a 100°C por 5 minutos. En seguida se coloco em hielo por § minutos,
posteriormente se¢ le agrego a la mezcla.

2 Se colocd la membrana de nylon dentro de un tubo de hibridacion. Se afiadié la solucion
de prehibridacion dentro del tubo y se selld perfectamente con parafilm para evitar
escurrimientos. Se coloco el tubo en un horno con agitacion constante a 42°C por un
periodo de 24 h.

3. Los productos de PCR de ¢-fos de iitero de conejo purificados y del gen de GAPDH se
miarcaron radiactivamente, con [a-"-P] dCTP por el método de iniciadores aleatorios.

Para esto se preparé la siguiente mezcia.

4ui
15ul
2l
2ul
2ud
4ul
1l

DNA de c-fos de conejo
Buffer de iniciadores aleatorios
dATP
dGTP
dTTP
[o-?P) ACTP
Fragmento Klenow de la DNA
polimerasa
Agua HPLC estéril
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Concentracion final

2ng

15l

0.02 mM

0.02 mM

0.02 mM
8 x 10” mCi

Q06U
20



En el caso de la sonda de GAPDH se utilizd | ul de sonda (100 ng) v se ajusto el
volumen de la mezcla a 50 pl con agua HPLC estéril

4, Se mezcio el cDNA en agua y se desnaturalizd a 100°C por 5 minutos Se sacd e
inmediatamente se colocd en hielo otros 5 minutos

5. Al cDNA se le agrego el buffer de iniciadores aleatorios, el dATP, dGTP y el dTTP

6. En la campana de extraccion y detras de una pantata de acrilico se le agregé el fu-"P]
dCTP y se mezcld con la punia de la pipeta Se agregé el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa y se mezcld con la punta de la pipeta

7. Se dejd incubar la mezcla 2 horas a temperatura ambiente dentro de un blindaje de
plomo en la campana detras de la pantalla de acrilico.

8. Media hora antes de que terminara la incubacién se prepararon unas columnas de
Sephadex G-50 para separar el “*P no incorporado Para esto se colocd en el fondo de una
jeringa de insulina un poco de fibra de vidrio estéril y después se Hend la jeringa con el
Sephadex usando una pipeta Pasteur estérit Se centrifugaron las columnas 2 1500 rpm por
3 minutos a 4°C.

9. Dentro de un tubo de centrifuga se colocd un wbo eppendorf sin tapa y rotutado.
Dentro de este mismo tubo se colocd la columna de Sephadex.

10. Transcurridas 2 horas, se agregaron 2 la mezcla, en la campana y detrds de la pantalla
de acrilico, 5§ ul de amortiguador de inactivacién del fragmento Klenow y 100 ul de TE
pH 2.

1. Se colocaron los 155 ul de mezcla dentro de la columna de Sephadex y se
centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos a 4°C. Con el contador Geiger se midio la
cantidad de radiactividad que se quedo en la columna y la que se incorpord a las sondas.
El porcentaje minimo de incorporacion en todos los casos fue del 50%,

12.Con unas pinzas se sacé el tubo eppendorf del tubo de centrifuga y s tapd. Se hirvid la
sonda por 5 minutos detrds de la pantalla de acrilico.

13. Se colocd la sonda en hielo 5 minutos

14. Con una pipeta microvolumétrica se adiciond dentro del tubo que contenia la
membrana la sonda marcada v se selld el tubo con papel aislante para hibridar la membrana
a42°Cpor24 h

15. Transcurrido este tiempo, en la campana y detras de la pantalla de acrilico se vacio el

amortiguador de prehibridacion con fa sonda, dentro de un tubo Falcon rotulado. Ei tubo
se coloct en un blindaje de plomo y se guardd en el congelador ya que la sonda puede ser
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reutilizada en otra hibridacion.

16, La membrana se lavd con 10 ml de sohucion SSC 2X en el tubo de hibridacién. Se
desechd esta solucion en el recipiente para desechos radiactivos. Se colocod la membrana
en un recipiente con SSC 2X. Se agitd durante 0 5 h a temperatura ambiente Se cambio ia
solucién por una nueva de SSC 2X y se dejé agitando 30 minutos como en el paso
anterior.

17. Se cambio la solucidn por otra de SSC 0.1X + SDS 0.1% Se coloco el recipiente en
un bafio de agua a 50°C y se lavo por 0.5 h. Se saco iz membrana y se verificd con el
contador Geiger la radiactividad incorporada

18. Sg colocd la membrana dentro de una bolsa de plastico y esta se selld.

Posteriormente las membranas se expusieron a peliculas sensibles X-OMAT (Kodak)
durante 2 h Transcurrido este tiempo, se revelaron las placas manualmente utilizando
revelador Kodak, GBX (apéndice) por 3 min, posteriormente se enjuagaron con agua y
después se pasaron al fijador Kodak, GBX (apéndice) por 5 minutos. Después de este
tiempo se lavd con agua y se dejd secando por unos minutos. La sefial obtenida en las
placas se cuantifico por densitometria en un analizador Scan Jet 3 C (Hewlett Packard).

Una vez obtenidos [os resutados de la expresion relativa c-fos/GAPDH en cada

una de las areas del SNC y en cada grupo de animales se realizéd un analisis de varianza
seguido de la prueba de t de student

En la Figura 5 se resume el método que se describié anteriormente.
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T7.RESULTADOS.

7.1. Obtencitn y caracteristicas del RNA total,

Una vez obtenido el RNA total de los diversos tejidos def SNC asi como del atero
de coneja se realizd una electroforesis para conocer las condiciones en las que se
encontraba.

En Ia figura 6 se muestra la electroforesis en un gel de agarosa en condiciones
desnaturalizantes de los RNAs totales (5 ug) extraidos de las diferentes regiones del SNC
del consjo. Se observan dos bandas que corresponden a las subunidades 28s y 18s de los
RNAs tibosomales y no se observa material degradado lo cual indica que el RNA obtenido
se encontraba integro.

Fig. 6. Electroforests del RNA total (5 pg) en gel de agarosa al 1% en condiciones
desnaturalizantes extraido del HYP de las hembras C, IC y PC (carriles 1-3) y de los
machos C, IC y PC (carriles 4-6) Se observan las bandas correspondientes a los RNAs
ribosomales 185 y 285, lo que indica que el RNA se encuentra en buen estado.
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7.2. Obtencion de la sonda especifica de c-fos a partir del RNA total de
utero de coneja.

Con el fin de conocer las condiciones optimas para la obtencion de la mayor
cantidad del producto de amplificacion de ¢-fos en el conejo, asi como para disminuir la
posibilidad de obtener productos inespecificos en la amplificacion, se modificaron el
nimero de ciclos, asi como las temperaturas de hibridacion de los oligonucledtidos de rata
en las pruebas de PCR para la amplificacion de c-fos en el conejo.

Las temperaturas de hibridacion de los oligonucledtidos especificos de rata
probadas en el congjo fueron: 50°C, 53°C, 58°C y 60°C y se utilizaron 30 ciclos de
amplificacion (Fig 7). Considerando las condiciones optimas de amplificacion de c-fos en
el (tero de conejz se realizd la PCR con la temperatura de unién de los oligonucledtidos a
60°C de las muestras de SNC asi como también [a amplificacion del gen de GAPDH

OC_
50 55 58 60 50
M C’

Fig 7. Electroforesis de los productos de RT-PCR de utero de coneja sin copular (C) con
las diferentes temperaturas de hibridacion (50, 55, 58 y 60 °C) probadas para la
amplificacién del fragmento de ¢-fos con los oligonucledtidos de rata M muestra el
marcador de peso molecular de 100 pb, C” muestra el producto de amplificacion de c-fas
obtenido a partir det RNA del utero de rata (250 pb)
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7.3. Expresion cle c-fos en el SNC después de la copula.

7.3.1. Cambios en la expresion de ¢-fos en el SNC de la hembra después
de la copula.

Para deterrrinar la expresion del proto-oncogen c-fos en las diferentes areas del
SNC del conejo tales como el hipotalamo (HYP), el area preoptica (POA), el hipocarnpo
(HI) y la corteza frontal (CF) se obtuvo el RNA total de estos tejidos de animales sin
copular (C), inmediatamente después de la copula (IC) y | h después de la misma (PC)
para llevar a cabo la técnica de RT-PCR y con los productos obtenidos se hizo la
hibridacion “Southert blot” con el cDNA de ¢-fos y GAPDH marcados radiactivamente

En la figura 8 se muestra una autoradiografia representativa de la hibridacion
“Southern Blot” de los productos de RT-PCR de ¢-fos en el HYP de las hembras C ICy
PC asi como det gen de GAPDH, que se utilizé como un control de carga de RNA La
obtencion de una scla banda del tamafio esperado en la autoradiografia, mostro que la
sonda de ¢-fos obtenida de los productos de RT-PCR de! litero de coneja, es especifica

CIC PC

c-fos

GAPDH

Fig 8. Autoradiografia del “Southern Blot™ representativo de la expresion de ¢-fos en el
HYP de la coneja en hembras que no copularon (C), inmediatamente después de la copula
(IC), y 1 h después de la misma (PC). También se presenta la expresion del gen de
GAPDH que fue utilizado como un control de carga de RNA.
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En el HYP de las hembras (Fig 9 ) se observd un aumento significativo en a
expresion de ¢-fos en el grupo 1C el cual disminuy6 en fos animales PC a niveles cercanos

a los del grupo €.

HYP HEMBRA
1.25-
Q 1 *
o 1.00- T
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Fig 9. Cambios cn la expresién del proto-oncogen #-fos en cl hupotalamo (HYP) de las congjas s sin copular
{C). nncdiatamente despuds de la eopula (IC) ¥ | h despucs de Ia misma (PC) Los valores de e-fos se
corrigicron con respecto a los valores oblensdos para GAPDH que sc utilizé como eontrol de carga de RNA Los
resultados sc expresan como la media + ES. *P<0.03 al comparar la cxpresién de c-fox en e grupo do hembras

IC con los otros grupos experimentales,
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En el hipocampo (HI} y la corteza frontal (CF} de las hembras (Figs 10 y 11

respectivamente) aunque los cambios en la expresion de ¢-fos no fueron significativos se observod

una tendencia al aumento en la expresion de ¢-fos en los animales IC La expresion en los animales

PC disminuyd respecto a IC
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tig 10. Expresidn relativa det protoomeogen o-
fos cn el hipocampo ([i} de la hewmbra sin
copular (C), wunediatumente  después de la
copula (IC) v 1 h despuds de la misma (PCY La
expreston relaiva sc obtuvo  mediante la
correccion de la expresion del gen e-fos sobre la
expresion del gen de GAPDH que se usé como
control de carga de RNA Las diferencias en la
enpresion del grupo IC no fueron sigmificativas

con respecto a los otros grupos

Frg U, Expresién relativa del proto-oncogen c+fos en
Corteza {rontal {CF) de la hembra La expresion fue
corregida como en la figura anterior. Las diferencius en
la expresion no fueron significativas entre los grupos

evperimentales



En la figura 2 se muestra la expresion de ¢-fos en POA. En esta region aunque los
cambios no fueron significativos, se observa una notable tendencia a la disminucion en la

expresion de c-fos en las hembras que copularon ( IC y PC ) con respecto a C.

POA HEMBRA
3.0+
s
o 2.5
o
< ]
©
7] i
“? 2.0
< ]
o
2
w 1.5
©
S -
3
— 1_0_
]
@
== |
Ll
0.5
0.0 c [{ P

Fig. 12, Expresién relativa de ¢-/os en ¢l drea preodplica (POA) de las hembras sin copular (C), mmediatamente
después de la copula (IC) v | h despugs de 1a susma (PC) Las diferencias en la expresidn de ¢-fos no fucron

sigmficativas entre los grupos cxperimentalcs.
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7.3.2. Expresion de ¢-fos en el SNC del macho después de la copula

En el caso de los machos, en ninguna de las regiones del SNC se registraron
cambios significativos en la expresiéon de ¢-fos, sin embargo en el hipotalamo (HYP) se
observd una tendencia al aumento en la expresion de ¢-fos en los animales del grupo IC
con respecto al grupo C. Los niveles en el grupo PC presentan una tendencia a la

disminucion y fueron semejantes a los del grupo C. (Fig 13).

HYP MACHO
1.25+
g 1.00- 1
S
0.75-
3 |
2
B 0.50
k-
-
%3_ 0.25-
0.0 C Ic PC

Fig 13 Ixpresén relativa de lo expresin de edfos en el Tupotalamo (11YP) de los machos sin copular (€), mmedmiamente
despues de la copula (ICy v 3 T dhespues de Lo musma (PC) Los valores de e-fos se corrigicron con respecto a los valeres
obtemdos para GAPEXT que se uithzg come control de carga de RNA - Los resultados se¢ expresan como la media + IS Las

diferencian en fn expremon no fueron sigmficatvis entre los tres grupos de machos,
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Er la figura 14 y 15 se muestra la expresion de ¢-fos en el drea preoptica (POA) y

la corteza frontal (CF) de los machos respectivamente. En estas regiones se presentd

también una tendencia al aumento en la expresién de ¢-fos aunque a diferencia del HYP,

los niveles de expresién del grupo PC fueron muy semejantes a los del grupo [C.
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(PC).Los cambios en la expresidn de -los
no son significativos eutre los grupos de
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En la figura 16 se muestra la expresion de ¢-fos en el hipocampo (HI) de los
macho s donde se muestra que no hubo diferencias significativas en la expresiéon de ¢-fos
entre ninguno de los grupos experimentales al igual que en las demds regiones del SNC,
sin embargo, en esta regién no se observa ninguna tendencia al aumento o a la
disminucion de la expresion de c-fos entre ninguno de los grupos de machos, a diferencia
de las ofras regiones del SNC en las que la expresion tiende al aumento en los animales

del grupo IC
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Fig. 16. Expresion relativa de la eapresion de ¢/os en b lupocampo (HI) dc los machos sin copular (),
inmecdiatamente después de ta copula (IC) v 1 h después de 1a misma (PC). No sc obscrvaron tendencias al

aumento o disminucién cn fa expresion relativa de ¢-fos entre los grupos de machos



8. DISCUSION

En esta fesis se demostrd que fa copula induce significativamente la expresion de ¢-
Jos en el HYP de la coneja inmediatamente después de que ésta sucede y que en regiones
como la CF y el HI la copula induce notabiemente la expresion de ¢-fos, no asi en POA
donde hay una dismirvciin conciderable en la expresion de este gen en las hembras que

copudaron

En el caso de los machos se mostrd que hay una induccion en la expresién de ¢-fos,
inmediatamente después de la copula en el HYP, POA y CF, no asi en ¢l Hi donde la

expresion de ¢-fos no se modifica en los animales que copularon respecto al controt.

Estudios previos empleando la técnica de inmunohistoquimica han permindo el
reconocimiento de las regiones del SNC en las que cfos es inducido por la cdpula tanto en
los ovuladores espontaneos ( Baum, M. §. y Everitt, B. J. 1992; Koltack, 5. 8. y Newman, 5.
W 1992, Oboh et al , 1995) como en los ovuladores reflejos como los hurones (Lambert et
al.. 1992). En el conejo esta técnica ha permitido recientemente la localizacion de neuronas
que expresan FOS después de la copula (Caba et al, 1998). Este trabajo permitid la
ampliacion de estos estudios usando la técnica de RT-PCR seguida de “Southern Blot™ para
conocer fa concentracion de mRNA de ¢-fos en ¢l SNC del congjo antes y despues de la

copula tanto en hembras como en machos

El uso de la técnica de RT- PCR en este estudio permitié conocer los cambios en la
expresion de ¢-fos ya que es muy sensible en la deteccion de mRNA de baja abundancia o
cuando la cantidad de tejido disponible es limitada. La técnica de PCR se realizd empleando
30 ciclos asegurando de esta forma, que Ja amplificacion se encontrara en la fase

exponencial El gen de la enzima GAPDH empleada como control de carga de RNA y para
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determinar la expresidn relativa de ¢-fos, es adecuado ya que esta envima participa en la
etapa de oxido-reduccion de la glucolisis y no interviene en los procesos de reconocimiento
sexual ni en las rutas neurcendocrinas involucradas directamente con la copula (Lehninger et

al. 1993)

Al realizar la electroforests de los productos de RT-PCR de ambos genes obtenidos
de HI y CF tanto de las hembras como de los machos, se observo que los productos de
amplificacién de GAPDH no presentaban diferencias en la concentracion; sin embargo se
obtuvo muy poca amplificacién de c-fos en estas regiones y no se observaron bandas en el
gel y una vez que se realizo la hibridacion con la sonda de ¢-fos especifica del conejo
obtenida en este trabajo (Fig 7), si se observaron las bandas correspondientes al fragmento
de c-fos. De esta forma pudo conocerse la expresion relativa de ¢-fos en estas regiones en
ambos sexos La obtencidn de una sola banda como resultado de ia hibridacidn, mostré la

especificidad de 1a sonda obtenida,

La temperatura de 60°C utilizada para la hibridacion con los oligonuctedtidos
especificos de rata reveld unicamente un solo fragmento amplificado, con lo cual se mostrd
que las condiciones de PCR fueron fas adecuadas ya que los tamafios de los fragmentos
obtenidos fueron los esperados. 250 pb para c-fos considerando que no se ha clonado ni
secuenciado ¢-fos en esta especie. y 480 pb para GAPDH. En los controles negativos de
PCR. es decir muestras sin RNA o cDNA no se obtuvo ningin producto de ampliticacion, lo

cual indica que la reaccion ocurrio sin contaminacion y los resultados son confiables,

La copula induce significativamente la expresion de ¢-fos en el HYP de la hembra
inmediatamente después de la copula con respecto al grupo control (Fig. 9) Esto puede
correlacionarse con la presencia de células GnRHérgicas que presentan inmunoreactividad a
FOS detectados recientemente por doble inmunchistoquimica (Caba et al , 1998) en el HYP

anterior y en el HYP medio basal 90 min después de la copula
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En el Hl y CF de la hembra se observg que hay una tendencia al aumento en la
expresion de ¢-fos inmediatamente después de la cépula (Figs 10 y Il respectivamente)
Esta tendencia sugiere que en estas regiones la expresion de ¢-fov también es activada por la
conducta sexual y especificamente por fa copula, aunque en los ovuladores reflejos no se
conocen los mecanismos por [os que sucede esta activacion Ramirez y Beyer (1988), han
propuesto que los estimulos copuloceptivos pueden seguir varias rutas, particularmente a
nivel del tallo cerebral v que estas pueden tener conexiones sinapticas en varias regiones
cerebrales, incluyendo estructuras telencefilicas, AMG, y el HE Considerando que entre las
estructuras telencefalicas se encuentran la corteza cerebral, los ganglios basales y el bulbo
raquideo ademas de las mencionadas anteriomente, si los impulsos provocados por la copula
siguen las conexiones sinapticas que inervan estas estructuras se podria explicar el aumento

de ¢-fos registrado en la CF y el HI una vez que ocurrid la copula,

Sorprendentemente en et POA de la hembra ademés de los resuliados anteriores, se
observd una tendencia a la disminucion de ¢-fos en las hembras que copularon respecto al
control {Fig 12). Estos resultados difieren con los reportados por Lambert (1992) en el
hurén hembra en donde se mostrd que en el POA ocurre un aumento en el nimero de
células inmunoreactivas a FOS y a LHRH detectadas por doble inmunohistoquimica. Este
aumento detectado en los hurones hembra puede ser el resultado de cambios post-
transcripcionales que permiten la deteccion del aumento en las células inmunoreactivas a
FOS. La regulacion de ¢-fos en el SNC de los ovuladores reflejos, probablemente podria ser
especie-especifica, lo cual podria explicar parcialmente los resultados obtenidos, sin
embargo, es necesaro realizar un mayor niimero de expenmentos para corroborarfos. S¢ ha
reportado que la estimulacion vaginal en la coneja puede provocar la liberacion de
gonadotropinas y por tanto la ovulacion, Cuando la ovulacion ocurre por este mecanismo ¢
presentd un incremento en la actividad de neuronas del nicleo arcuato, premamilar y del
HYP posterodorsal, sin embargo en POA se observé una disminucion en la actividad
neuronzl (Vincent et al., 1970). Por lo tanto, las condiciones de copula pueden influir de

manera importanie en la activacidn neuronal y podrian relacionarse con la disminucién en la
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expresion de ¢-fos observada en el POA de las hembras que copularon a diferencia de la
hembra contro! que no tuve contacto con el macho y por tanto no rectbid estinulacion

vaginal

En el caso de los machos se observo que la copula produce una notable tendencia al
auraento en la expresion de ¢-fos en el HYP, el POA v la CF (Fig 13 a 15 respectivamente)
No sucede asi en el Hi donde la expresion de ¢-fos no se modifica en los ammales que
copularon (Fig 16) El aumento en la expresion de c-fos en los machos no es significativo,
sin embargo la tendencia al aumento muestra que hay una activacién neuronal en las
regiones mencionadas anteriormente En el hurén macho se ha reportado que no se modifica
el namero de células que presentan inmunoreactividad a FOS y a LHRH en el POA e HYP
(Lambert et al., 1992) lo cual podria deberse también a una diferencia especie-especifica A
pesar de la expresion de ¢-fos detectada en los machos, recientemente otros autores han
mostrado que en el conejo no se presenta tnmunoreactividad a FOS ¢ a GnRH en POA, el
area septal, HYP anterior y el HYP medio basal aunque si en otras regiones hipotalamicas y
limbicas (Caba, [998) Sin embargo en la rata macho y el hamster macho, se ha reportado
que en el HYP y POA ocurre un incremento en la expresion de ¢-fos cuando se presenta
contacto fisico directo con hembras sexualmente receptivas o cuando machos castrados
tratados con testosterona son expuestos a secreciones vaginales de la berabra (Baum, M J v
Everitt, B, J. 1992; Baum, M. I.y Wersinger, S R 1993, Kollack_.._S. S,y Newman, § W
1992, Fiber et al, 1993). Esto concuerda con las observaciones de este trabajo, lo que

sugiere que fa copula activa también ciertas regiones del SNC en ef macho

Estos resultados sugieren que en el SNC del macho, probablemente ocurre una
regulacion diferencial de la expresion de ¢-fos ya que en el HI no se encontrd modificacion
cn la expresion de ¢-fos como resultado de la copula, mientras que en el HYP, el POA y la
CF que son regiones involucradas en la conducta sexual, si se presentan modificaciones en la
expresidon de ¢-fos. En la rata macho la induccion de la expresion de c-fos en el POA puede

estar directamente relacionada con el tipo de estimulos recibidos, ya que se ha reportado que
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1a induccién depende de una previa activacion de estructuras como la mAM, asi como de la
region Tegmental Central (CTF) Estés estructuras reciben proyecciones de las células del
bulbo otfatoric que s una estructura mas directamente relacionada con el reconocimiento de
estimulos externos Los estimulos somatosensoriales podrian también participar en la
induccién de c-fos en estas areas ya que se presenta un aumento en el aimero de células
inmunoreactivas 2 FOS cuando los machos tienen intromision peneana, a diferencia de los
machos que reciben tratamientos con lidocaina en el pene para provocar efectos anestésicos
{Baum, M, J, y Evenit, B. §, 1992).

La obtencion de los resultados anteriores muestra que probablemente tanto en las

hembras como en los machos ocurre una regulacion diferencial de la expresién de ¢-fos por

la copula, sin embargo, es necesario realizar mayor namero de experimentos para corroborar
los resultados de la expresion de este proto-oncogen, principalmente en el POA de la
hembra. El reconocimiento de algunos de los nicleos especificos del SNC en los que se
induce FOS una vez que ha ocurrido la copula, pueden ser detectados con mayor precision
empleando técnicas como [a inmunohistoquimica (Caba et al., 1998)o 1a hibridacion in situ

para detectar el mRNA

Para conccer con mayor detalle la regulacion de ¢-fos por la copula en el SNC del
conejo seria conveniente realizar experimentos con hembras que se encontraran en el
periodo de ovulacion es decir, 10a 12 h después de fa copula y conocer la expresion del gen
de GnRH o bien de receptores 2 hormonas esteroides relacionadas mas directamente con la
reproduccion, como el receptor a progesterona (RP) v el receptor a estrogenos (RE) durante
las condiciones experimentales de este trabzjo y ‘durante la ovulacion. Un estudio a mas
largo plazo estaria enfocado a la clonacion y secuenciacion de c-fos en el congjo, lo cual
abriria muchas posibilidades de estudio ya que, como se mencioné anteriormente, no se ha

realizado la caracterizacién de este gen en esta especie
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9. CONCLUSIONES

-La copula mduce de forma significativa la expresidn de c-fos en el hipotaiamo de la
coneja inmediatamente después de la copula y provoca una tendencia al aumento en su

expresion en el hipocampo y la corteza frontal

-La copula provoca una regulacion diferencial en ia expresion de c-fos en el SNC del
macho ya que muestra una tendencia al aumento en lz expresion de ¢-fos inmediatamente
después de la copula en el hipotalamo, el drea predptica v la corteza frontal sin modificar su

expresion en el hipocampo
-El aumento significativo en la expresion de ¢-fos en el hipotalamo de la hembra

puede estar relacionado con el aumento en la concentracion de GnRH. el cual a su vez esta

relacionado con la induccidn de la ovulacion en la coneja
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11. APENDICE

Amortiguador de carga para DNA 6X (Loading Bufter)
0.25 % azul de bromofenol.

0 25 % Xilen Cianol.

30.0 % Glicerol en agua.

Guardar a 4°C

Amortiguador de carga para RNA 6X (Loading Buffer),
50 % Giicerol.

L mM EDTA (pH 8.0)

0.25 % azul de bromofenol.

0 25 % Xilen Cianol

EDTAO05M
Agregar 186 1 g de EDTA (Etilendiaminotetraacetato) a 300 mi de Hz0 destilada, agitar

hasta que se disuelva, Ajustar el pH a 8.0, aforar a 1000 ml y esterilizar por autoclave.

Fijador {Kodak, Wash System Cleaner)

Diluir 100 mi de fijador en 400 m! de H;O destilada. Almacenar en frascos ambar.

H,0-DEPC.
Mezclar 1 ml de dietilpirocarbonato (DEPC) en 9 mi de alcohol etilico absoluto y aforar a
1000 ml con HyQ destilada. Poner en bafto de temperatura constante a 37°C por dos horas y

esterilizar por autoclave
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MOPS

0 1 M MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanesulfénico.
40 mM acetato de sodio.

s mM EDTA

Preparar con H,O+DEPC vy esterilizar por filtracion.

PB (Amortiguador de Fosfatos)
0.6 M Na,HPO
06 M KH,PO,

L3

Preparar 500 m! de cada solucion, mezclar y llevar a pH 6 5. Esterilizar por autoclave,

PBS (Amortiguador de fosfatos)
Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na, HPO y 0.24 g de KH,PO, en 800 ml de

H,Q destilada Ajustar pH a 7.4, aforar a 1000 mi y esterilizar por autoclave.

Reactivo Denhardt 100 X.

10 g Ficol tipo 400.

10 g de polivinilpirrolidona.

10 g de albamina de suero bovino

Filtrar v guardar a -20 °C.

Revelador (Dekiol. Kodak, GBX)

Diluir 100 m! de revelador en 400 ml H,O destilada Almacenar en frascos ambar.
RT M-MLV (Gibco BRL)

Transcriplasa Reversa del Virus de Leucemia Murino de Moloney

200 U
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SDS 10 %
Bisolver 100 g de Dodecil Sulfato de Sedio (SDS) en 900 mi de H,0 destilada. Calentar a

68 °C hasta que se disuelva completamente. Ajustar pH a 7.0 Aforar a 1000 ml.

Sephadex G-50
Pesar 10 g de sephadex G-50; lavar varias veces con agua destilada estéril. Llevar a un

volumen final de 160 ml y equilibrar con TE pH 8 y esterilizar por autoclave.

S8C 20X
Disolver 175.3 g de NaCl y 88 2 g de Citrato de Sodio en 800 ml de H;O destilada. Ajustar

el pH 7.0 Aforar a 1000 ml y esterilizar por antoclave.

TBE 5X.

0.5 M Tris base.

0 5 M acido borico.
10 mM EDTA.

TE (Tris-EDTA).
10 mM Tris-HCl (pH 7.4)
1 mM EDTA (pH 8.0).

TRIzol Reactivo para la extraccion de RNA (Gibco BRL).
Tiocianato de guanidina
Fenol

B-mercaptoetanol
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