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PREFACIO

Y di mi corazén a inquirir y a buscar con
sabiduria sobre todo lo que se hace debajo del cielo;
este penoso trabajo dio DIOS a los hijos de los
hombres, para que se ocupen en él. Miré todas las obras
que se hacen debajo del sol (...y nada hay nuevo debajo
del sol); he aqui todo ello es vanidad y afliccién de
espiritu. Lo torcido no se puede enderezar y lo
incompleto no puede contarse.,

Y dediqué mi corazén a cenecer la sabiduria, y
también a entender las locuras y los desvarfos; conoci
que aun esto era afliccién de espiritu. Porque en la
mucha sabidurfa hay mucha molesta: y quien afiade
ciencia, afiade dolor.

Buena es la ciencia con herencia, y provechosa
para los que ven el sol. Porque escudo es la ciencia y
escudo es el dinero; mas la sabiduria excede, en que
da vida a sus poseedores. Mira la obra de Dios; porque

¢quién podri enderezar lo que é! torcié?

Fragmento del Libro Eclesiastés, de La Santa Biblia
(Ecl 1:13-15, 17-18, 7:11-13)
Version Reina-Valera, Revisién 1960.
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REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA
o 2.3-SIALILTRANSFERASA Y SU RELACION CON LA
HETEROGENEIDAD POR CARGA DE 1.A HORMONA ESTIMULANTE

DE 1LOS FOLICULOS (FSH) EN I.A RATA HEMBRA

1.- ABSTRACT

Follicle-stimulating hormone is synthesized by the anterior pituitary gland in
multiple molecular forms. Increased acidic/sialylated FSH charge isoforms are
associated with conditions characterized by a low estrogen output. In the present
study, I analysed the dynamics of the changes in mRNA levels of the enzyme
GalB1,3[4]GlcNAc  «2,3-sialyltransferase (ST3N) (one of the enzymes that
incorporate sialic acid residues into the FSH molecule) in intact, ovariectomized and
anti-estrogen and estrogen-treated rats. The anterior pituitaries of 4-day regularly
cycling adult female Wistar rais were obtained at 1000 T on the days of proesirus {F),
estrus (E), diestrus 1 (D1) and diestrus 2 (D2), at 0200 h, 1400 h, 1800 h and 2200 h
on D1, at 1800 h of E and at 1000 h after 7. 14, 21, 28 and 45 days of oophorectomy
performed on the morning of P. Total RNA was isolated from each gland and the
STIN-mRNA levels were measured by Northern blot hybridization analysis
empioying a 346-base pair cDNA probe encoding for a non-conserved aminoacid
sequence of the catalytic domain of the enzyme. Maximal levels of the enzyme mRNA
were detected at 1000 h of D1; thereafter, they progressively decreased by 60%
during the ensuing 24 h, reaching the lowest concentration values (26% of maximally
observed at D1) at 1000 h of P and remaining unchanged during the moring of E.
Administration of the potent estradiol-receptor antagonist ICI 182,780 at 1000 h of
DI completely reverted the time-dependent decrease in ST3N-mRNA levels observed
during the afternoon of D1, whereas estradiol benzoate administered at 000 hof B
significantly reduced the enzyme mRNA levels (to 21% of the levels detected in
vehicle treated controls). In ovariectomized rats, the ST3N-mRNA progressively
increased from day 21 to day 45 postcastration. Administration of estradiol benzoate
on day 28 after oophorectomy significantly reduced the ST3N-mRNA levels (to 36%
of the levels detected in vehicle-injected controls). The pure anti-estrogen ICI 182,780
paitially counteracted this estradiol-mediated effect both in intact and castrated rats.
The dynamics of this changes in ST3N-mRNA levels partially correlated with changes
in the relative abundance of the FSH charge isoforms separated by preparative
chromatofocusing of anterior pituitary extracts, particularly in glands obtained during
the morning of P and E. These data demonstrate for the first time that pituitary ST3N
is a hormonally-regulated enzyme and that the changes in transcription and/or stability
of its mRNA may be involved, in part, in the post-translational processing of the FSH
molecule during certain physiological conditions.
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2.- RESUMEN

En la presente tesis se analiz6 la dindmica de los cambios en las concentraciones
del mensajero del 4cido ribonucleico (ARNm) que codifica para la enzima
GalB1.3(4)GlcNAc a2,3-sialyltransferasa (ST3N) en la adenohipéfisis de la rata
hembra durante el ciclo estral, después de la castracién v en animales tratados con
compuestos con actividad estrogénica y antiestrogénica. Esta enzima incorpora
residucs de dcido sidlico en la hormona estimulante de los foliculos (FSH), 1o cnal
modifica el grado de sializacién de Ia misma, dando lugar a mditiples isohormonas por
carga que son secretadas a la circulacion.

Para [levar a cabo los estudios, se obtuvo la adenohipéfisis de ratas hembra de Ia
cepa Wistar, con ciclos regulares de 4 dias, a diferentes horas en los dias del proestro,
estro, metaestro y diestro, asi como a los 7, 14, 21, 28 y 45 dfas después de la
remocion de los ovarios y después de tratamientos con compuestos con actividad
estrogénica y anti-estrogénica. Se aislé el ARN total de cada hipéfisis v se cuantificé la
concentracion del ARNm de la enzima por medio de estudios de hibridacién
(Northern blot), usando una sonda de 346 pares de bases de ADN complementario que
codifica para la regi6n altamente especifica de la regién catalitica de la enzima. La
méxima concentracién del ARNm-ST3N se detectd a las 10:00 h del dfa de metaestro,
asi como en las hip6fisis de animales sacrificados después de 28 dias de castracién. La
administracién de benzoato de estradiol (BE) en la mafiana del estro v en el dia 28
post-ovariectomia indujo una reduccién significativa en las concentraciones del
ARNm-ST3N a las 24 h, en comparacién con los animales tratados con vehiculo. La
administracién del antiesirGgeno inhibié el efecto del incremento estrogénico
endogeno, asi como el del BE, observandose un incremento en las concentraciones del
ARNm-ST3N. La dindmica observada de los cambios del ARNm de esta enzima se
correlacionaron con un incremento en la abundancia relativa de las isoformas menos
acidas/sializadas de la FSH intrahipofisiaria. Estos resultados demuestran pOr primera
vez que la enzima ST3N intrahipofisisaria de rata se encuentra regulada
hormonalmente y que los cambios en la regulacién de su transcripcion, en Ia
estabilidad de su ARNm, o en ambos, son responsables, al menos en parte, de las
variaciones en la distribucién por carga de las isoformas de la FSH observadas durante
el ciclo estral de ia rata.
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3.- INTRODUCCION

El 16bulo anterior de la hip6fisis de los mamiferos secreta ocho hormonas
peptidicas, entre las que se encuentran 1) la hormona adrenocorticotrépica (ACTH o
cotticotropina), 2) la hormona del crecimiento (GH, somatotropina o STH), 3) la
prolactina (PRL, hormona lactdgena, mamotropina. hormona luteotrdpica, LTH o
luteotropina), 4) la hormona estimulante de los melanocitos gamma (+MSH), 3) la B-
lipotropina (8-LPH), 6) 1a hormona estimulante de la tiroides (TSH o tirotropina), 7)
la hormona luteinizante (LH, luteotropina, hormona estimulante de células
intersticiales o ICSH) y 8) la hormona foliculo-estimulante (FSH, estimulante de los
foliculos o folitropina) (Ganong, 1987),

Las cinco primeras son proteinas de cadena simple, mientras que las tres 1iltimas
son parte de una familia de proteinas heterodiméricas glicosiladas (Pierce y Parsons,
1981; Ward y cols., 1991; Bousfield y cols., 1994). Estas glicoproteinas experimentan
un proceso de maduracidén por la incorporacién de carbohidratos en el reticulo
endoplasmadtico (RE) inmediatamente después de su singesis v la modificacién posterior
de los mismos por la adicién y remocién de carbohidratos en el aparato de Golgi
(AG), con lo cual se completa su maduracién para ser enviadas a sus grinulos
secretores correspondientes (Baenziger v Green, 1988).

La FSH es producida por los gonadotropos adenohipofisiarios ¥ secretada a la
circulacién en muiiltiples formas moleculares debido a que, como ditima modificacién
post-traduccional se le adicionan grandes cantidades de residuos de acido sidlico, que
es un monosacarido con carga eléctrica negativa. La formacién de isoformas
moleculares de la FSH l¢ confiere propiedades caracteristicas a cada subpoblacién,
tales como la modificacién de su vida media plasmdtica, de su capacidad de
interaccionar con su receptor y de sus potencias bioldgicas in vitro e in vivo (Wilson
y cols., 1990; Ulloa-Aguirre vy cols., 1995). La adicién de 4cido sidlico a los
carbohidratos terminales de la molécula de FSH se realiza en la regidn "trans” del AG
en ¢l gonadotropo por un grupo de enzimas que pertenecen a la familia de las
glicosiltransferasas, denominadas sialiliransferasas (Hirschberg v Snider, 1987).

La importancia del estudio de la regulacién hormonal de la enzima que le
adiciona residuos de dcido sidlico a la molécula de FSH, la (alB1,3(4)GleNAc o2,3-
sialyltransferasa (ST3N), estd sustentada por informes recientes que demuestran que la
actividad de diferentes glicosiitransferasas, que modifican a otras hormonas
glicoproteicas son reguladas hormonalmente, como en el casos de las
glicosiltransferasas que adicionan grupos suifatos a la LH (Dharmesh y Baenziger,
1993), las galactosiltransferasas, las manosidasas y otras sialiltransferasas que
modifican los carbohidratos de la TSH (Franc y cols., 1984; Helion y Magner, 1994b;
Helton y Magner, 1994a) as{ como de otras glicosiltransfersas que modifican a la
prolactina {(Manzella y cols., 1997). Se ha propuesto que la sializacién confiere
importantes propiedades biolégicas a la FSH y con el estudio de la regulacion de la
ST3N se pretende explicar, por lo menos en forma parcial, el mecanismo molecular
por el cual se genera la microheterogeneidad por carga de esta hormona, la cual ha
sido ampliamente estudiada por el grupo de investigacién al gue pertenezco.
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4.- ANTECEDENTES
Propiedades bioidgicas de Ia FSH

La FSH pertenece a la familia de hormonas glicoproteicas constituida por la LH,
fa TSH y la gonadotropina coriénica (hCG) placentaria. Estas hormonas estin
formadas por dos cadenas polipeptidicas denominadas subunidad alfa (o) v subunidad
beta (). Las subunidades o de todas las glicohormonas son idénticas entre si, mientras
que ¢l monémero B es especifico para cada hormona confiriéndole a cada una su
especificidad inmunolégica y bioldgica (Pierce y Parsons, 1981).

Las gonadotropinas hipofisiarias LH v FSH son sintetizadas en los gonadotropos
de la hip6fisis anterior y son captadas selectivamente por las goénadas, donde se unen a
sus respectivos receptores, interviniendo principalmente en la esteroidogénesis vy en la
gametogénesis. En la rata, la vida media plasmética de la FSH es de aproximadamente
110 minutos y la de la LH de ~20 mmutos (Gharib y cols., 1990).

Estas hormonas tienen un papel fundamental en los procesos reproductivos de
los mamiferos; sus principales acciones son las de estimular y mantener la funcién de
las gonadas. En el humano, la FSH mantiene el epitelio espermdtico en el varén y es
responsable del crecimiento y el desarrollo de los foliculos ovaricos en la mujer, asi
como de estimular la produccién de estrégenos por los foliculos en maduracién. Por
otro lado, la LH estimula la sintesis de testosterona v es tréfica para las células de
Leydig en el varén; en la mujer induce la maduracién final de los folfculos ovéricos,
indirectamente estimula la sintesis de estrégenos, induce luteinizacién y la formacién
del cuerpo liiteo y la secrecién de progesterona y, en conjunto con la FSH. regula la
ovulacion (Ganong, 1987)(Ganong, 1987; Beitins y Padmanabhan, 1991).

La sintesis v liberacién ciclica de la FSH es controlada mediante sisternas de
retroalimentacion positiva (estimulacién) y negativa (inhibicién) por la accién de
diferentes factores entre los que se encuentran los esteroides sexuales {estrogenos,
progestidgenos y andrégenos), el péptido hipotaldmico denominado hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y los péptidos gonadales inhibinas, activinas
y folistatina (Gharib y cols., 1990) (Figura 1). Estudios in vive e in vitro han
demostrado que la sintesis y secrecién de la FSH y la LH se lleva a cabo en i0s mismos
tipos celulares de la adenohipéfisis, los gonadotropos, donde son almacenadas en
diferentes grdnulos secretores; su secrecién se encuentra regulada de forma
independiente pero estrechamente coordinada (Chappel y cols., 1983a: Haisenleder y
cols.. 1994).
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Fig. 1. Eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario. La regulacién de la sintesis y secrecién de la FSH en los
gonadotropos estd controlada por diferentes factores, entre los que se encuentran el péptido hipotaldmico
GnRH, los esteroides gonadales estradiol (E2) y progesterona {(P4), asi como los péptidos gonadales:
nhibinas, activinas y folistatina. Las flechas en blanco indican secrecién hormonal, las flechas en negro
indican que la hormona tiene efecto sobre un teyido, el signo positive es para estimulactén y el negativo
para inhibicién (modificado de Gharib v cols., 1990).

La FSH estimula especificamente la activacién del sistema de enzimas que
catalizan la conversion de Ia testosterona en estrégenos, las aromatasas y también
estimula fa produccién de las enzimas relacionadas con la activacién del plasminégeno,
enzima clave en el rompimiento folicular durante la ovulacién (Galway vy cols.,
[990b). Se pensaba que la LH era la dnica responsable de iniciar los procesos
ovulatorios, sin embargo se ha observado que la FSH puede inducir por sf misma el

desarrollo folicular y la ovulacion (Galway v cols., 1990 a,b; Beitins & Padmanabhan,
1991).
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Caracteristicas bioquimicas de la FSH

La FSH tiene un peso molecular aproximado de 30,000 daltones y estd formada
por dos cadenas polipeptidicas glicosiladas que son codificadas por dos genes
diferentes (Bousfield y cols., 1994). Estas cadenas estan unidas por enlaces no
covalentes que estabilizan la estructura terciaria de la molécula; ademds cada
subunidad contiene dos cadenas de oligosacaridos del tipo complejo o ramificado, cada
una ligada covalentemente al grupo amino de la cadena lateral de 1a asparagina (Asn).

La subunidad o {(a-FSH) de la rata estd constituida por 96 aminoAcidos, mientras
que la subunidad B (3-FSH) de 111. Ambas presentan dos sitios de N-glicosilacitn, la
subunidad « en los residuos 56 y 82 (Asn y Asn$?) y la B-FSH en Asn’ v en Asn24,
Al igual que la humana, los oligosacaridos de ta FSH de rata terminan en su mayoria
en acido sidlico, mientras que la FSH ovina v Ia bovina tienen terminaciones mixtas de
dcido sidlico y de sulfatos (Rathman y Saxena, 1984; Green v Baenziger, 1988a; Green
v Baenziger, 1988b).

La FSH ha sido ia glicoprotefna mds dificil de aislar en forma pura, sin
contaminantes de LH, debido a su alta inestabilidad vy la concentracién relativamente
baja encontrada en la hipofisis anterior; a pesar de ello ya ha sido determinada su
secuencia y sintetizada con metodologia recombinante (Galway y cols., 1990a). Tantc
en la adenchipofisis como en el plasma se han encontrado muiltiples formas de la FSH,
siendo atribuida esta microheterogeneidad principaimente a variaciones en las cargas
negativas terminales (Chappel y cols., 1982; Ulloa-Aguirre y cols., 19935).

Subunidades de la FSH

La subunidad o se transcribe a partir de un mismo gen en diferentes tipos
celulares y el péptido es idéntico para las cuatro hormonas glicoproteicas{a-
FSH/LH/TSH/hCG), siendo especifico para cada especie. Por otro lado, 1a subunidad
¢s especifica para cada hormona (8-FSH, B8-LH, B-TSH, R-CG) y también varfa de
especie a especie. Esta propiedad le confiere a cada hormona caracterfsticas
inmunoldgicas y bioldgicas inicas en su células blanco. En la figura 2 se esquematizan
las estructuras de ambas subunidades (Reichert, 1971a; Thotakura y Blithe, 1993).

Como muchas otras proteinas de secreci6n. las subunidades «-FSH y 8-FSH son
transcritas a partir de diferentes genes y traducidas en los ribosomas que se encuentran
asociados a la membrana del reticulo endoplasmitico, lugar donde se ensamblan las
subunidades y se inicia el proceso de maduracién post-traduccional por glicosiiacidn.,
Posteriormente, en el aparato de Golgi se realiza la modificacién final mediante la
adicidn y remocién de los carbohidratos necesaria para ser clasificadas como proteina
de secrecidn, liberada v asf enviada a su destino final (Kornfeld y Komnfeld, 1983;
Hirschberg y Snider, 1987; Gharib y cols., 1990).
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Fig. 2 Representacion esquemdtica de las subunidades de la FSH de rata. Ay Subunidad alfa («} comtin
para las glicohormonas hipofisiarias; B) B-FSH. Los nimeros sefialan las posiciones de los
amineécidos donde se encuentrar 1as cisteinas, que se indican por el enlace disulfuro de 1a cistina (8-8)

y la de las asparaginas a las que se les adicionan oligosacéridos (3.

Subunidad aifa (o)

Mediante técnicas de biologia molecular se han determinado las estructuras de
las subunidades o en el bovino (Goodwin y cols., 1983), el ratén {Chin vy cols., 1981),
el humano (Fiddes y Goodman, 1979), la rata (Godine y cols., 1982; Bumnside y cols.,
1988) y en lineas celulares tumorales humanas (Boothby vy cols., 1981).
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En el caso de la a-FSH de rata se ha descrito la presencia de una secuencia lider
de 24 aminodcidos, ademds de la estructura de 96 aminosacidos que conforman al
péptido maduro. La secuencia de esta subunidad presenta ur total de 10 residuos de
cisteinas (C) en las posiciones 11, 14, 32, 35, 36, 63, 64, 86, 88, 01 que dan lugar a la
formacién de 5 eistinas por la formacién de puentes disulfuro (S-S} entre los grupos
tiol de las cistemnas en las posiciones: 11-35, 14-36, 32-64, 63-91 y 86-88, lo cual le
confiere rnigidez relativa a su estructura terciaria (Godine y cols., 1982) (Fig. 2A).

En la figura 3 se muestra la secuencia consenso de aminodcidos {ue componen a
la subunidad alfa de las gonadotropinas de Ia rata, incluyendo la secuencia lider. Se ha
sugerido que este péptido sefial sirve como identificacién para que la proteina recién
formada (pre-FSH) pueda ser dirigida hacia el receptor membranal especifico, 1o que
le permite cruzar a través de un canal proteico; as{ mismo se postula que el péptido
senal es removido por una peptidasa durante su paso por este receptor membranal
{Jackson y Blobel, 1980).

-20 =10 -1
MDCY RRYAAVILVM LSMXLHILHS (Sescouencia lider) © ©
LP‘DGDLIIQGO CPECKLKENK0 YESKLGAPIY QCMGCCFSRA 9YPTPARS}SKT
o 7 80 G
MLVPKNITSE ATCCVAKSFT KATVMGNARV ENHTDCHCST CYYHKS

Fig. 3. Secuencia de aminodcidos de ia subumdad « de rata. donde: A=alanma: B=asparagina é 4cido
aspartico indistintamente; C=cistefna; D=dcido aspdrtico; E=fcido glutimico; F=fenilalanina: G=glicina;
H=histidina; I=isoleucina; K=lisina; L=leucina; M=metionina; N=asparagina; P=proiina; Q=glutamina:
R=arginina; S=serina; T=treonina; V=valina; W=triptofano; Y=tirosina; Z=glutamina 6 dcido glutdmico
indistintamente.

La subunidad « es codificada por un solo gen formado por 4 exones y 3
intrones que se expresa en tirotropos, trofoblastos y en gonadotropos. El tamafio del
gen que codifica a la subunidad o varfa segin la especie (humano 6.4 Xb, bovino 13.0
Kb, ratén 10 Kb, rata 5.4 Kb) dependiendo del tamafio del primer intrén (Chin y
cols., 1983). Aunque el tamafio de los intrones es variable, sus posiciones en el gen son
comstantes y se conserva entre las diferentes especies ya que comparando las secuencias
nucleotidicas de este gen, presentan un grado de homologia del 70% (Nilson y cols..
1983). El ARNm de la subunidad alfa estd constituido por 730-800 nucledtidos, los
cuales codifican para el péptido lder y la proteina madura (Chin y cols., 1983).
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Subunidad beta (B)

La estructura de la subunidad B-FSH de rata estd codificada por un gen
constituido por 3 exones y 2 intrones. En fa regién 3’ de este gen existe una zona de
aproximadamente 1-1.5 Kb que es transcrita pero no traducida; a esta regién se le han
atribuido papeles de proteccion y estabilidad para ¢l ARNm maduro, el cual mide ~1.3
Kb. Las secuencias de los nucleétidos del gen y de los aminodcidos de la FSH estin
altamente conservadas entre las diferentes especies (Gharib v cols., 1987; Gharib y
cols., 1989).

La secuencia de la B-FSH de rata posee una secuencia lider de 19 aminoacidos y
111 residuos para el péptido completo (Fig. 3); contiene 12 cisteinas en las posiciones:
3, 17,20, 28, 32, 51, 66, 82, 84, 87. 94, 104, 1as que forman © puentes disulfuro entre
las cistefnas que se encuentran en 3-84. 17-66, 20-104, 28-82, 32-31, 87-94, siendo
este ultimo determinante para la estabilidad de la conformacién terciaria del péptido
(Maurer y Beck, 1986; Gharib y cols., 1989) (Fig. 2B). La posicidn de las cisteinas
permanece constante entre las subunidades 8-FSH de las diferentes especies estudiadas:
rata (Maurer, 1987), ratén, humano (Shome y cols., 1988), bovino, ovino (Maurer y
Beck, 1986) y porcino (Sugino y cols., 1989).

En la figura 4 se muestra la secuencia consenso de aminoécidos que componen a
la subunidad B-FSH de Ia rata, incluyendo su secuencia Ifder (Haisenleder y cols,,
1954),

MMKSIQLCL _ELWCLRAVC;? (Secuencia lider) ) .
HSCELTNIT! SVEKEECREC ISINTTWCEG YCYTRDLVYK DPARPNTQKY
CTFKELVYET IRLPGCARHS DSLYTYPVAT ECHGCKCDSD STDCTVRGLG
PSYCSFGEMK E

Fig. 4. Secuencia de aminodcidos de la subunidad B-FSH de rata. Las zbreviaturas de los aminodcidos
5o las mismas que en 1a figura 3.
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Glicosilacion

A pesar de que la LH y la FSH presentan una subunidad o comiin y de que sus
subunidades £ tienen un cierto grado de homologia, sus oligosacaridos difieren en sus
carbohidratos terminales. Mientras que la LH tiene terminaciones sulfatadas con la
secuencia: SO4-4-GalNAc B-1,4 GicNAc 8-1,2 Mane, 1a FSH presenta terminaciones
sializada con la secuencia: AS-o-GalB-1,4 GIcNAcB-1,2 Mana (donde: GalNAc=N-
acetilgalactosamina; GleNAc=N-acetilglucosamina; Man=manosa y AS=dcido silico)
e€n estructuras bi-, tri- y tetra-antenarias, principalmente biantenarias (Baenziger y
Green, 1988; Green y Baenziger, 1988a). La gama de estructuras de carbohidratos
presentes en la FSH y LH indican que la sintesis de oligosacdridos snlfatades y
sializados estd regulada v que podria tener importancia funcional (Smith y cols.,
1990). Para la B-FSH, los carbohidratos son necesarios para la conformacién de la
hormona plegada que faciliten el apareamiento adecuado de los pueates disulfuro
(Suttajit y cols., 1971; Stockell Hartree y Renwick, 1992), para la determinacién de su
vida media plasmatica y la correcta interaccin con su receptor (Bishop y cols., 1994),

Debido a que el contenido de carbohidratos de cada hormona glicoproteica es
diferente entre si. existe gran variedad de resfduos de carbohidratos diferentes que
pueden conformar a cada glicoprotefna. La presencia de cantidades variables de
residuos terminales de carbohidratos con carga eléctrica negativa en las
gonadotropinas les confiere caracteristicas ain més especiales ya que una misma
glicohormona puede presentar diversas formas moleculares (Ulloa-Aguirre y cols.,
1988a; Chappel, 1995). Esta caracteristica ha sido empleada para poder separar
isoformas de FSH con base a su carga (Ulloa-Aguirre v cols., 1988b, 1995). Los
oligosacdridos que se unen a las glicoproteinas en el reticulo endoplésmico rugoso
(RER) estén unidos, en su mayorfa, al grupo amino (-NH,) de la cadena lateral del
residuo de Asn de la protefna y son denominados N-ligados, en comparacién a los O-
ligados que se unen a los grupos hidroxilo (-OH) de la cadena lateral de los residuos
de serina (Ser), treomina (Thr) o hidroxilisina (OH-Lys) (Kornfeld y Kornfeld, 1985);
la FSH de todas las especies presenta solamente oligosacéridos N-ligados. La
glicosilacién se inicia en el liimen del RE y es selectiva sélo para la secuencia: HaN-
Asn-{X]}-(Ser/Thr)-COOH, donde X es cualquier aminodcido excepto prolina, lo que le
confiere alta especificidad a este proceso (Hirschberg y Snider, 1987; Becker v cols..
1996).

Como se observa en la figura 5, la traduccién de las subunidades oy 8 de la
FSH se lleva a cabo en el RER al mismo tiempo que su glicosilacién en los residuos de
Asn, asf como su asocjacién no covalente para formar el hetrodimero o-8. EI
“niclec” del oligosacdrido que se le adiciona a la proteina naciente es sintetizado en el
limen del RER antes de ser transferido a la protefna y es activado por un enlace
pirofosfato de alta energia que lo une al lipido membranal dolicol, la molécula
donadora, que lo ancla fuertemente a la superficie luminal.
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Sialiltransferasas

Las sialtltransferasas son una familia de. por lo menos, 15 diferentes enzimas
que se encuentran relacionadas entre si por su funcién comin de transferir 4cido
sidlico a las posiciones terminales de los oligosacaridos (principalmente a los residuos
de galactosa) de Ias glicoproteinas vy los glicolipidos, usando como sustrato donador al
acido neuroamin-citosin-monofosfato (CMP-NeuAc) y generando un eniace de alta
especificidad (Kitagawa y Paulson. 1994b; Tsuji y cols., 1996).

Recientemente se ha definido la topologia de las sialiitransferasas en la
membrana de la cisterna trans del AG, describiéndose como proteinas
transmembranales del tipo II que consisten de una regién en el extremo amino
terminal de 9 aminodcidos hacia e citoplasma (dominio citoplasmaético), un dominio
de anclaje transmembranai de 17 aminodcidos, un "tallo” de 35 aminoécidos sensible a
protedlisis y un dominio catalitico de longitud variable que se proyecta hacia el lumen
del AG (Figura 6) (Kleene y Berger, 1993). Las regiones del amino terminal y del
tallo pueden ayudar a la enzima a tomar su lugar dentro de la membrana (Colley ¥
cols., 1992} no son esenciales para su actividad ya que lta pérdida de este anclaje
convierte a la enzima en soluble, pero conservando su actividad (Dahdal y Colley,
1993; Colley y cols. 1989).

Todas las sialiltransferasas contienen una regidn altamente conservada de 48-49
aminoécidos en el centro del dominio catalitico denominada sitio de sializacién
("sialilmotif"), la cual participa en la unién del CMP-NeuAc a la cadena de
oligosacdridos aceptora (Datta y Paulson, 1995). La secuencia de esta region ha sido
empieada en la caracterizacidn y el andlisis del funcionamiento de otros miembros de
esta familia de enzimas (Livingston y Paulson, 1993). Se han descrito en algunas
sialiltransferasas dos regiones de homologia, denominando 2 la previamente descrita
"L-sialilmotif” y a esta dltima "S-sialilmotif", la cual participa en la interaccién tanto
con el donador como del aceptor, o cual ha generado subgrupos de esta familia de
enzimas aislados en diversas especies y tejidos (Datta y cols., 1998).

Cada enzima es altamente especifica en el reconocimiento de la secuencia del
oligosacdrido aceptor y en la formacién del enlace anomérico formado entre el 4cido
sidlico y ef azicar al cual es adherido, el cual puede ser o o 8, lo cuai da nombre a
cada miembro de esta familia de sialiltransferasas (Baenziger, 1994),

Hasta 1987 solamente se tenia informacién del ADNc (ADN complementario al
ARNm)} de la GalB1,4 GleNAc o2.6-sialiltransferasa (ST6N), la cual se aislé y
purificé por la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) empleando
oligonucledtidos cebadores cuyas secuencias de bases se sintetizaron a partir de su
secuencia de aminodcidos (Weinstein v cols., 1987).

12
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En 1992 se logré clonar y expresar el ADNc de una segunda sialiltransferasa, la
Gal31.3 GalNAc «2,3-sialiltransferasa (ST30) (Gillespie y cols., 1992), que es
responsable de la sintesis de ia secuencia: 4cido sidlico-o2.3 GalB1,3 GalNAc-
encontrada en oligosacdridos O-ligados, asi como también de la secuencia terminal de
ciertos ganglosidos. Se observé que esta enzima presenta dos formas formadas por un
procesamiento postranscrpcional alternativo, una de 47-49 KDa y otra de 45 KDa.
Ambas 1soenzimas encontradas en el higado de la rata presentan una regién de
homologia de 45 aminodcidos con 65% de identidad (Wen y cols., 1992b).

Posteriormente, se aisié en higado de rata el ADNc de otra sialiltransferasa, Ia
GalB3l,3{4) GleNA¢ o 2,3-sialiltransferasa (ST3N) (Wen y cols., 1992a), misma que
también fue aislada de placenta humana (ST3N, HP-1) (Kitagawa y Paulson, 1993),
encontrandose un 91% de homologia de nucledtidos y un 97% de aminoicidos entre
ambas especies; sin embargo, se informé que la enzima de placenta humana prefiere
cadenas aceptoras GalBl,4 GalNAc (Tipo 2), mieniras que la ST3N de higado de rata
tiene mayor afinidad tanto por cadenas aceptoras GalB1,3 GleNAc (Tipo 1) como
para cadenas GalB1,3 GalNAc (Tipo 3) (Kitagawa y Paulson, 199%4a; Kitagawa y cols.,
1996). Estudios de analisis de ARNm por la técnica de hibridacién por Northern blot
revelo que el gen se expresa en bajas concentraciones en la placenta humana, pero
mantiene expresion abundante en el musculo esquelético y otros tejidos fetales
humanos (Kitagawa y Paulson. 1994b).

En el caso de la FSH, se piensa que la sializacidn la realiza especificamente la
Gal B$1.3(4) GleNAc o 2,3-sialiltransferasa (ST3N) por el tipo de unién que
presentan los residuos de 4cido sidlico terminales con las galactosas de sus
oligosacéridos, donde se forman las secuencias ACIDO SIALICG-02,3 Galf1l,3
GleNAce v ACIDC SIALICO-CLZ,S Galfbi,4 GleNAc encontradas en ios
complejos terminales de las cadenas de oligosacdridos N-ligados de Ja FSH (Fig. 6)
(Baenziger y Green, 1988).

A finales de 1992 se encontrd actividad de la Galfl,4 GIcNAc-R o 2.3-
sialiltransferasa (ST3N) y de 1a Gal B 1,4 GleNAc-R o-2,6-sialiltransferasa (ST6N) en
el higado y la placenta humana, detectando como actividad predominante en €l higado
la de la ST3N, mientras que en la placenta la mayor actividad la presents la STON
(Nemansky y cols., 1992).

Posteriormente se logré clonar el gen de la sialiltransferasa que ideatifica la
secuencia GalBl,4 Glc(Gal)NAc, mediante la sintesis de cebadores basados en las
secuencias nucleotidicas previamente reportadas para la regién de "L-sialilmotif” en
cerebro de rata recién nacida, describiéndose que el gen para esta enzima presenta un
patrén de regulacion muy especifico, puesio que solamente se expresa en el cerebro y
al momento del nacimiento, a pesar de que no se ha podido explicar satisfactoriamente
el motivo de esta actividad exclusiva (Livingston y Paulson. 1993).
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CITOPLASMA APARATO
DE GOLG!
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C) PRODUCTO DE RT/PCR

Fig. 6 Representacién esquemdtica de la enzima o2,3-sialiltransferasa [ST3N]. A) Dominios
estructuraies de la enzima y su probable distribucion topolégica con respecto a la membrana del Aparato
de Golgi (AG): el dominio transmembranal (DTM, que le sirve como anclaje) estd unido al dominio
catalitico por un "tallo” que puede ser cortado enzimaticamente; Y=sittos de N-glicosilacién,
CHO=oligosacdridos. B) Diagrama de a enzima con ias regiones de los dominios correspondientes: la
reglon de 8 aa en ¢l aminoe terminal se encuentra en la porcién citoplasmdtica, mientras que el resto de la
molécula (~370 aa) se encuentra en la parte dei limen del AG. C) Secuencias de los 2 oligonucledtidos
empleados para sintetizar un producto por RT-PCR de 346 pb que sirvié como sonda en el anslisis de
hibridaciéa por "Northern Blot". Los niimeros debajo de la primera base de cada oligonucledtido

Tepresentan su ubicacién con respecto a la secuencia dei ADNc reportada previamente {Wen y cols.,
19923).

14




TESIS DE DOCTORADC Pable G. DAMIAN-MATZUMURA

Regulacion Hormonal de las Sialiltransferasas

Desde el punto de vista de regulacién de la expresién de las sialiltransferasas, se
ha informado que la tiroxina puede regular diferencialmente la expresion de la enzima
STEN sin afectar la sintesis de la ST3N en cultivo celular de tirotropos (Grollman y
cois., 1993), mientras que en condiciones patolégicas (hipertiroidismo) se ha
observado un incremento de los ARNm de la ST3N asociado con el desarrollo
patoldgico de los timocitos, encontrindose variaciones notables de esta enzima durante
{a maduracién del tejido y entre las regiones medular y cortical (Helton y Magner,
1994a; Helton y Magner, 1995), asi como de otras dos glicosiltransferasas, (la 81 4~
galactosiltransferasa y la o-manosidasa II) en forma diferencial (Helton y Magner,
1594b). Ademds, se ha descrito la asociacién entre ¢l proceso de sializaci6n de la TSH
y sus efectos sobre la actividad hormonal en tumores hipofisiarios (Magner v cols.,
1992).

Se ha informado que los glucocorticoides pueden inducir fa sintesis de diferentes
miembros de fa familia de las sialiltransferasas de manera especifica para diferentes
tejidos in vivo (Coughlan y cols., 1996; Hamr y cols., 1997), en lineas celulares
(Coughlan y Breen, 1998), durante el desarrollo (Kolinska v cols., 1988) y en la
stalizacién de proteinas séricas (Maguire v cols., 1998).

Otras hormonas que tienen actividad reguladora sobre las sialiltransferasas son
la insulina (Cohen-Forterre y cols., 1990), los estrégenos {Dharmesh y Baenziger,
1993) y posiblemente otras hormonas ovéricas (Nelson v cols., 1975: Nelson y cols.,
1977), las cuales pueden regular a las sialiltransferasas en forma directa por medio de
la medificacién de factores de transcripcién especificos de las sialiltransferasas
(Svensson y cols., 1990; Svensson y cols., 1992) o indirectamente. El andlisis en otros
tejyidos en desarrollo, como la retina de rata, ha revelado cambios en la distribucién
del ARNm de la STGN durante el proceso de desarrollo postnatal de este tejido
(Uehara y cols., 1993).

Debido & que se han observado mecanismos de regulacién no hormonal y
hormonal de diferentes sialiltransferasas que transfieren 4cido sidlico terminal a la
TSH, en Ia presente tesis se postula que la adicién de 4cido sidlico a la molécula de
FSH se encuentra finamente regulado por estimulos hormonales de origen ovérico o
hipotaldmico.

Istructuras de los carbohidratos de la FSH

Han sido descritas las secuencias de los oligosacdridos N-ligados de la LI, TSH
y FSH de bovino, ovino y humano, siendo una caracteristica comiin para estas especies
la presencia de oligosacdridos terminales en su mayoria sulfatados para Ia LH ovina v
bovina (Baenziger y cols., 1992), mientras que los carbohidratos terminales de la TSH
(Grollman y cols., 1993), 1a tiroglobulina (Monaco v cois., 1975} y la FSH (Rafferty y
cols., 1995) son casi exclusivamente estructuras sializadas.
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La sulfatacién y la sializacién de los oligosacaridos regulan caracteristicas
importanies como la vida media plasmdtica y la tasa de depuracién de la hormona
(Manzella y cols., 1995} y en menor grado, la capacidad de unién al receptor
(Baenziger y cols., 1992) y la transduccién de sefiales (Cerpa-Poljak v cols., 1993:
Bishop y cols., 1994; Suttajit y cols., 1971; Thotakura y cols., 1994; Hoffmann y cols..
1993). Los oligosaciridos de la molécula de FSH presentan gran diversidad de
estructuras; sin embargo, todas se encuentran unidas a la proteina mediante el enlace
N-glicosidico y comparten el oligosacdride central (nucleo) formado de varios
residuos de GleNAc y Man, variando en los demds aziicares. En la rata, el raton y el
humano la gran mayoria el azlicar terminal es el dcido sialico, (figuras 7 v 8) v en
mucho menor proporcién azdcares terminales sulfatados (SO,=), como se muestra en
la figura S. También se han encontrado oligosacaridos neutros, pero su abundancia es
baja, por lo que ha sido dificil su caracterizacién (Green y Baenziger, 1988a).

A continvacién s¢ esquematizan los oligosacaridos més abundantes encontrados
en la molécula de FSH con sus estructuras bi- (Fig. 7) y tri-antenarias (Fig. 8),
conteniendo solamente residuos de dcido silico terminal. asi como estructuras bi-
ramificadas con terminaciones mixtas suifatadas y con acido sidlico (Fig. 9).

AS- AS- AS- Al
Lu 2,3 \sz 2.3 »Lu 2.3 La 2,3
Gal Gal Gal Gal
lovae lara laia Laig
GleNAc GleNAc GlcNAc GleNAc
LB1.2 B2 Leiz bz
Man Man Man Man
ﬁ/ T GlcNActk—
o 1,3 1,6 1,3 J]ﬁ],d o 1,46
Maa Man
Lo1,4 La1,e
GilcNAe GleNAc
al6 iﬁl,d 1,6 i—ﬁ{,4
Fue =———p G]cflAc Fuc=—® GleNAc
i
fism Rsn
N-2 (A) N-2 (B)

Fig. 7 Estructura de los oligosacdridos N-glicosilados con terminaciones sializadas bi-ramificadas
presentes en la FSH de rata y humano principaimente. La nomenclatura sobre las flechas indica el tipo de
interaccién entre dos azdcares, es decir. s1 presenta el enlace o, indica gue el grupo hidroxilo del carbén
anomeérico del monosacdrido mds cercano a la proteina se encuentra en posicion ¢; de igual manera sucede
con la posicidn B. Asn=asparagina, GlcNAc=N-acetil glucosamma, Fuc=fucosa, Man=Manosa,
Gal=galactosa, AS-=dcido sidlico.
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Fig. 8 Estructura de los oligosacdridos N-glicosilados con terminaciones sializadas tri-ramificadas

presentes en la moléeula de FSH. Las claves son las rmsmas que en ta fignra 7.
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bz L 2303,
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e, Jfﬁl.fl

Fug re— GIc‘IL‘IAc
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a1z Iz
Man Man
& GIcNA®T
al3 S N
Man
LB1,4
GlcNAce
etl,6  LB1a
Fuc =3 GlcNAC
<
Rsm
N-2 (F)

Fig. 9 Estructura de los oligosacdridos N-glicosilados con terminaciones bi-ranuficadas mixtas sializadas

(AS-) y sulfatadas (8O4=) presenes en la FSH. Las claves son ias mismas que en a figura 7.
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Papel biologice de Ia sializacidon de la FSH

La importancia biolégica de la glicosilacién de la FSH ha sido estudiada bajo
diferenties condiciones y se ha demostrado que la remocién del 4cido sialico disminuye
especificamente la capacidad de interaccién con su receptor, pero sin abatirla
wtalmente (Ryan y cols., 1987; Stanton y cols., 1996); sin embargo, su bicactividad se
afecta notablemente por ia presencia de mayor o menor cantidad de dcido sidlico en las
posiciones terminales (Ronin, 1992; Flack y cols., 1994b; Simoni y cols., 1994).

Por esta razén se considera que la modificacién post-traduccional mds
importante en Id molécula de FSH es la que lleva a cabo la ST3N, tema de esta tesis,
(Fig. 6), la cual le confiere variaciones en su estructura molecular y, por tanto, la
formacidén de multiples isohormonas con propiedades fisiolégicas caracteristicas para
cada una, tales como la vida media plasmatica, la capacidad de unién al receptor y su
actividad bioldgica in vitro e in vivo (Dahl y Stone, 1992; Ulloa-Aguirre y cols.,
19935; Lambert y cols., 1998).

Actividad Biolégica de las Isoformas de la FSH

Cuando la molécula de FSH presenta menor cantidad de residuos de 4cido
sidlico. se generan isoformas menos dcidas, con mayor afinidad por su receptor y por
tanto mayor respuesta hormono-especifica (p. €]. produccién de AMP ciclico). Por
otro lado, ia vida media plasmadtica de las isoformas con mayor contenido de 4cido
sidlico (4cidas) aumenta notablemente, por lo que se ha establecido una relacién
inversamente proporcionai entre la vida media circulante y la bioactividad de la
hormeona con el grado de sializacion de la misma (Ulloa-Aguirre y cols., 1995)

A pesar de que las variantes menos dcidas son eliminadas mds rapidamente de la
circuiacion. éstas presentan afinidad de unién al receptor tres veces mayor que las
formas mds 4dcidas (Flack y cols., 1994a); sin embargo, el efecto neto in vive de las
diferentes isoformas de FSH en términos de biopotencia es poco claro ya que ésta es
una combinacion de diferentes factores que incluven la vida media plasmdtica, la
afinidad de unién al receptor y la capacidad de transduccién de seiial entre otros
(Padmanabhan y cols., 1991; Ronin, 1992; Valove y cols., 1994).

Diferentes metodologias han sido empleadas en la separacién de las distintas
formas moteculares de 1a FSH, como son el isoelectroenfoque (Reichert, 1971b) v el
cromatoenfoque (Ulloa-Aguirre y cols., 1990), las cuales se basan en la capacidad de
separar las diferentes variantes de la misma molécula de acuerdo a sus puntos
1soeléctricos (pl). Asf las isohormonas con mds dcido sidlico tendrdn un pl més 4cido
(denominadas ACIDAS o MAS ACIDAS) v las que tengan menos estructuras sializadas
presentardn un pl menos dcido (llamadas BASICAS o MENGS ACIDAS).
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Con la finalidad de demostrar que las isoformas de la FSH varfan en funcién de
la cantidad de 4cido sidlico presente en las posiciones terminales de la molécula, se
realizaron experimentos in vitre en los cuales se obtuvieron isoformas bésicas
mediante digestiones a diferentes tiempos con la enzima neuraminidasa, por la
remocion selectiva del dcido sidlico, a partir de una preparacién con alto contenido en
formas acidas (Ulloa-Aguirre y cols., 1984).

Regulacidn de la Sintesis de las fsoformas de ig FSH

Se postula que el polimorfismo de 1a FSH se encuentra regulado hormonalmente
de acuerdo a las caracterfsticas fisiolégicas propias de cada etapa del ciclo
reproductivo en los mamiferos (Chappel, 1995); esto ha sido ampliamente demostrado
en roedores (Chappel y cols., 1983b; Ulloa-Aguirre y Chappel, 1982), ¢n primates no
humanos (Chappel y cols.. 1984), en bovinos (Cooke y cols., 1997), en ovinos
(Phillips y cols., 1996) y en humanos (Wide, 1982).

Se han realizado estudios con respecto al patrén de distribucién por carga de las
1soformas de la FSH circulante, determindndose que éste varia en el humano
dependiendo del sexo (Wide, 1982) , la edad (Wide, 1989) . el desarrollo gonadal
normal y patolégico en varenes (Harsch y cols., 1993; Phillips y Wide, 1994; Phillips
y cols., 1997}, la fase del ciclo menstrual (folicular, periovulatoria v litea) (Wide y
Bakos, 1993; Wide y cols., 1995; Anobile y cols., 1998), asi como antes y después de
la menopausia en mujeres con remplazo estrogénico (Wide v Naessen, 1994 Wide y
cols., 1995),

La conclusiones obtenidas de estos estudios indican que 1) en general, la
hipéfisis de la mujer secreta mds isoformas bésicas de la FSH (mas poientes} que el
varén; 2) en adultos jévenes la FSH adenohipofisiaria es mds dcida que en individuos
prepiiberes, 3} se secretan isoformas bdsicas a la circulacién en mayor nitmero durante
la etapa reproductiva del humano, mientras que la produccién de variantes de FSH
mas Acidas se incrementa a medida que aumenta la edad reproductiva del individuo y
en la menopausia; 4) en la mujer, las isoformas bdsicas son predominantes en la etapa
periovulatoria, mientras que las dcidas se incrementan durante las etapas folicular y
litea,

El hecho de que se han encontrado mayor proporcién de isoformas de FSH
menos dcidas después de la inyeccidn de altas dosis de testosterona en hombres sanos y
que pacientes con deficiencia androgénica presentan isoformas circulantes menos
4cidas, apoyan la idea de que los androgenos juegan un papel importante en la
induccién de cambios cualitativos en la FSH (Harsch v cols., 1993). Dichas
modificaciones pueden ser, al igual que las inducidas por los estrégenos, mediadas
indirectamente por la GnRH.
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Sin embargo, otras observaciones apoyan la idea contraria ya que el tratamiento
con teslosierona a ratas bloqueadas con fenobarbital (que inhibe la liberacién de GnRH
inducida por estradiol) provocan cambios en el patrén de distribucién de carga de la
FSH hipofisiaria, aumentando la proporcién relativa de las formas mas dcidas con el
concomitante decremento de jas formas bésicas, mientras que el tratamiento con GnRH
restablece este decremento {Galle v cols., 1983). Asi mismo, en cultivos de células
hipofisarias suplementadas con testosterona se incrementd la proporcidn relativa de
tsoformas mds dcidas.

En otras especies, la regulacién endécrina del pleornorfismo de 1a FSH también
depende del estado endéerino del animal, para lo cual se han realizado estudios
durante los ciclos reproductivos en bovinos (Kojima y cols., 1995), ovinos (Suttajit y
cols., 1971) v en ja rata. Se informd que en ratas hembra ciclicas, el contenido de
isoformas de FSH menos 4cidas y de vida media corta, se incrementa selectivamente
durante el medio dia ¢ inicio de la tarde del proestro, previo a la ovulacién (Chappel y
cols., 1983b; Ulloa-Aguirre v cols., 1988b).

Esta observacion es apoyada por la manipulacién quirirgica y/o farmacoldgica
de hembras de roedores, lo que ha permitido determinar que las formas moleculares
de fa FSH son mds 4cidas en ausencia de estrégenos endégenos {ovariectomia)
(Chappel y cols., 1982), ruientras que el estradiol (E;) vy la testosterona {Ulloa-
Aguirre y cols., 1990) revierten el efecto de la ovariectomia. En roedores y primates,
el aumento en la concentracién plasmitica de B, eleva la proporcidn relativa de las
formas menos dcidas de FSH. mientras que en ovinos y bovinos ¢l efecto de Ejes
diametralmente opuesto o no tiene ningiin efecto. Por otro lado, en cultivos de células
de hipofisis de rata, en condiciones basales o estimulados con GnRH, el patrén de
distribucién de las isoformas de FSH no se alterd por la adicién de By, lo que permiie
sugerir que la modulacidn de la heterogeneidad de la FSH por E; puede ser mediada
por cambios en la secrecién de GnRH hipotaldmica (Ulloa-Aguirre y cols., 1992¢).

Evidencias indirectas en roedores y humanos permiten sugerir que los
androgenos también afectan la heterogeneidad de la FSH (Simoni y cols., 1992; Rulli y
cols., 1996). Se ha observado que en ratas machos, ta FSH intrahipofisiaria es
invariablemente més dcida que en hembras {Ulloa-Aguirre v cols., 1988b). Ademss,
ratas macho castrados presentan isoformas de FSH hipofisiarias menos 4cidas (Simoni
y cols., 1992), mientras que en hamsters machos se presenta un efecto contraric
(Ulloa-Aguirre y Chappel, 1982).

La GnRH tiene un papel importante en la regulacién de la heterogeneidad de la
FSH. Estudios realizados en ratas hembra prepiberes, donde se piensa que la secrecidn
de GnRH se incrementa, mostraron que €l patrén de distribucion de las isoformas de
FSH cambia (Chappel y cols., 1983b). Empleando cultivos celulares de hipéfisis de
rata suplementados con GnuRH se observé que contenfan v Secretaban mayores
cantidades de las isoformas de FSH menos dcida, con respecto a las células control,
mientras que el estradiol no modificé dicho patrén de distribucién (Ulloa-Aguirre y
cols., 1992¢). Estos resultados son contradictorios con otras especies, especialmente en
ovinos, donde el fendmeno es inverso (Padmanabhan v cols., 1997).
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Ciclo Ovdrico de lg rata

El ciclo estral se divide en 4 etapas principales:

1) Proestro, (pro, antes de) periodo en el cual el animal inicia la entrada al celo
o "calor”, dura de 12 a 14 horas y se caracteriza por predominancia de células
epiteliales nucleadas en la citologia vaginal.

2) Estrg (del latin oistros, deseo vehemente) periodo en el que la hembra es
receptiva sexuaimente a la cépula con el macho y ademds si ésta sucede se puede llevar
a cabo la concepeidn, dura de 25 a 27 horas ¥ en el frotis vaginal predominan las
células epiteliales escamosas comificadas, de forma irregular, niicleo no visible ¥ con
citoplasma granuiar.

3) Metaestio (o Diesiro 1), etapa posterior al estro, en caso de gue no haya
fecundacion, donde Ia hembra enira en un periodo corto de remodelacién del tracto
reproductivo (6 a 8 horas), caracterizada por la infiltracién de leucocitos observados
en el frotis vaginal.

4) Diestro (o Diestro 2}, etapa en la cual el tracto reproductivo se prepara
nuevamente para recibir el dévulo fertilizado en el siguiente ciclo, dura de 55 a 37
horas, en el frotis vaginal predominan los leucocitos, que tienden a desaparecer hacia
el final de esta etapa vy aparecen células epiteliales nucleadas que se¢ hacen mds
numerosas conforme se aproxima nuevamente la etapa del proestro (Freeman, 1994).

El patrén de secrecién de la FSH durante el ciclo estral es similar al de la LH
(Fig. 10; Smith y cols. 1975 y Freeman 1994) y los mecanismos que regulan su
sintesis y secrecion actian en forma coordinada. Iniciando 1a noche del estro, todo el
dia del metaestro, del diestro y hasta el mediodia del proestro, las concentraciones de
FSH plasmatica se observan relativamente bajas (<150 ng/ml). Desde el inicio de la
tarde del proestro comienza un incremento en la secrecién de FSH en forma
simultdnea a la LH; hacia las 14:00-15:00 h del proestro, la concentracién de FSH se
incrementa répidamente hasta alcanzar la concentracién méxima entre las 17:00 v las
19:00 h para después disminuir. Durante la madrugada del estro se observa otro
incremento en las concentraciones de FSH que decrece hacia la tarde del estro (Daane
y Parlow, 1971) . La fase inicial de la secrecién de FSH presenta un mecanismo de
regulacién diferente a la del segundo incremento (Freeman, 1994) .

Las concentraciones hipofisiarias del ARNm que codifican para la subunidad «
comun para las glicohormonas hipofisiarias se incrementan cerca de las 0800 h del
diestro hasta alcanzar valores maximos a las 2000 h y disminuir abraptamente hacia la
media noche, permaneciendo bajas durante el proestro, el estro y el metaesiro.

Por otro lado, las concentraciones hipofisiarias del ARNm de Ia subunidad 8 de
la FSH aumentan desde las 20:00 h del proestro hasta alcanzar su concentracién
maxima hacia las 02:00 h del estro, regresando a concentraciones basales hacia las
10:00 h y permaneciendo bajos hasta las 20:00 h del estro. Otro incremento menor
inicia hacia las 23:00 h del estro que se mantiene durante Ia tarde del metaestro para
finalmente regresar a concentraciones basales durante la noche del metaestro, todo el
dfa del diestro y la mayor parte del dfa del proestro (Freeman, 1994).
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Fig. 10 Concentraciones de progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH en plasma obtemdo a
intervaios de 2 horas a través de cada dia del ciclo estral de ratas con cicles de 4 dias. Cada puanto
representa la concentracién hormonal promedio {(+ SE) de 3 a & ratas. Las barras negras representan los
intervalos de obscuridad y las lneas punteadas la separaci6n entre cada dia del ciclo. (Smith v cols.,
1975; Freeman, 1994),
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5.-HIPOTESIS

Si la adicién de acido sidlico a la molécula de FSH en la adenohip6fisis de la rata
hembra estd regulada por los estrégenos, entonces las variaciones fisiolégicas v
experimentales en la concentracién de éstos repercutirin en la expresion del ARNm de
la enzima que lleva a cabo la sializacién, la ST3N y por lo tanto habrd correlacién

entre la expresion de éste y los patrones de distribucidn por carga de la FSH.
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6.- OBIETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer el papel que juegan los estrogenos en la expresion de! ARNm que
codifica a la enzima w2.3-sialiltransferasa (ARNm-ST3N) intrahipofisiaria v
correlacionar su expresion con los cambios en la formacidn de isoformas moleculares
de la FSH durante el ciclo estral de la rata, después de la ovariectomia y empleando
remplazo hormonal estrogénico y antiestrogénico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Sintetizar un fragmento del ADNc-ST3N, mediante las técnicas de
retrotransceripeidn y de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), que servird
como sonda en los estudios de andlisis de la expresién del ARNm-ST3N.

2.- Analizar los cambios en la concentracién del ARNm-ST3N en hipéfisis de ratas en
diferentes estadios del ciclo estral. después de la ovariectomia, con remplazo hormonal
estrogénico y antiestrogénico, mediante Ia técnica de hibridacién por "Northern Blot".

3.- Separar las isoformas de la FSH de hip6fisis de ratas sacrificadas en los diferentes
estadios del ciclo estral y a diferentes tiempos después de la remocién de los ovarios,
mediante la técnica del cromatoenfoque.

4.- Determinar si existe un patrén de correlacién entre ta distribucién por carga de la
FSH. las concentraciones séricas de estradiol vy la expresién del ARNm-ST3N.
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7) METODOLOGIA
A} MODELOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas hembra adultas ciclicas de mds de 60 dfas de edad (250-300
g) de la cepa Wistar (Ratfus norvegicus, bioterio del Instituto Nacional de la
Nutricién, Salvador Zubirdn, México D. F.), mantenidas bajo condiciones de luz
controlada con 12 h luz y 12 h obscuridad (luz de 07:00 a 19:00 h). Se alimentaron ad
libitum con comida para ratas de laboratorio (Purina Lab Chow, Purina, Meéxico) y
agua potable hasta ¢i momento de ser sacrificadas. Para todos los experimentos se
utilizaron solamente las ratas que presentaron al menos 3 ciclos estrales regulares
continuos de 4 dias cada uno, los cuales fueron determinados por frotis vaginales
diarios. Para cada uno los siguientes protocolos se hicieron grupos al azar de 5-12
ratas y se mantuvieron 4-5 animales por caja.

EXPERIMENTQ 1. Ciclo Estral

Grupos de ratas que presentaron ciclos estrales regulares fueron sacrificados
por decapitacién cervical en los diferentes estadios, a las 10:00 h del estro (E),
metaesiro (M), diestro (D) y proestro(P), asi como a las 18:00 h del E, a las 0200 h
del M y a intervalos de cuatro horas durante el dia del M (10:00, 14:00, 18:00 y 22:00
h ). Se obtuvieron las hipéfisis de cada rata y fueron almacenadas en forma individual
en tubos de polipropileno estériles y con tapa a -70°C hasta el momento de ser
homogeneizados para la obtencién del ARN total o del extracto proteico. La sangre se
colect$ en tubos conicos, se centrifugd a 3000 r.p.m. a 40C vy se separd el suero de
cada muestra y se almacené a -200C hasta el momento de la cuantificacién de
estradiol, FSH y LH por medio de sus respectivos radicinmunoensayos (RIA).

EXPERIMENTO 2: Ratas ovariectomizadas (OVX)

Grupos de 6 o 12 ratas cada uno fueron ooforectomizadas bilateralmente por
incisién abdominal bajo anestesia de Ketamina/Rompun (Ketalin®, Laboratorios
Galén, México y Rompun, Bayer de México; 50 y 6.7 mg/Kg de peso corporal
respectivamente) entre las 09:00 y las 10:00 h del dia del proestro, de acuerdo a lo
informado (Tapper y cols., 1972). Se mantuvieron en el bioterio hasta el dia del
sacrificio a fos 7, 14, 21, 28 y 45 dias postcastracién. Con la finalidad de determinar
el efecto de la castracion sobre la expresién del ARNm-ST3N, se hicieron
experimentos con animales con operacién simulada bajo las mismas condiciones de
anestesia (grupos sham} y se sacrificaron 7, 21 y 45 dfas después de la operacién. Para
determinar el dia del ciclo estral en que se encontraban al momento del sacrificio, se
observé la citologia vaginal de cada animal y se correalaciond con la meorfologia del
titero. Las hipéfisis fueron removidas v almacenadas a -70°C en tubos individuales, los
sueros de cada animal se almacenaron individualmente para la determinacién de
estradiol, FSH y LH por RIA.
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EXPERIMENTO 3: Ratas intactas con benzoato de esiradiol (BE)

Dos grupos de animales intactos fueron inyectados ya sea con 10 ug de benzoato
de estradiol (BE; Sigma Co.), en 100 pi de aceite de maiz comercial (Mazola®) a las
10:00 h del dfa del E en dosis dnica, o con 100 yl del vehiculo. Los animales fueron
sacrificados 24 h después de la inyeccion. Se obtuvieron las hipéfisis y se almacenaron
ios sueros para la determinacion de hormonas por RIA.

EXPERIMENTOQ 4: Ratas OVX + BE

Animales ovariectomizados en el dfa del P fueron inyectados con 10 pug de BE
en dosis tinica a las 10:00 h del dia 28 después de la ovariectomnia y fueron sacrificados
24 y 48 h después; los grupos control recibieron solamente el vehiculo v se
sacrificaron a los mismos tiempos. Se removieron las hipéfisis y se almacenaron los
sueros para la determinacién de hormonas por RIA.

EXPERIMENTQ 5: Ratas intactas + ICI

Se uulizaron grupos de 5 animales con ciclos regulares que fueron inyectados
con Z mg/Kg de peso corporal del antiestrdgeno puro ICI 182.780 (ICI; donade por
Zeneca Farma, México) en 100 pl de propilén glicol a las 10:00 h del dia del M, los
controles recibieron 100 pl del vehiculo. Los animales fueron sacrificados 8 y 24 h
después de la administracion del compuesto vy se obtuvieron las hipéfisis para la
determinacién del ARNm-ST3N.

EXPERIMENTO 6: Ratas OVX + BE + ICI

Un grupo de animales ovariectomizados en el dia del P fue inyectado con 10 ug
de BE en dosis finica a las 10:00 h del dia 28 post-OVX y otro grupo de ratas, ademés
de recibir BE, fue inyectado con 2 mg/Kg de peso corporal de ICI en 100 ul de
propilén glicol a la misma hora. Los grupos controles recibieron uno (aceite de maiz)
o ambos vehiculos. Los animales fueron sacrificados 24 y 48 h después, se removieron
las hipofisis para la determinacién del ARNm-ST3N.
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B) SINTESIS DE LA SONDA DE ST3N

EL ADNc de la enzima «2.3-sialiltransferasa (ADNc-ST3N), usado como sonda,
se sintetizo con base en la estructura primaria del ADNc¢ informado previamente (Wen
y cols., 1992a). Para tal efecto se mandaron sintetizar dos oligonucledtidos de 20 bases
cada uno (Gibco BRL, MD), cuyas secuencias fueron seleccionadas mediante el
programa computacional 'Oligos’ version 4.0 de Wojciech Richlijk, donde se tomé en
cuenta la temperatura de hibridacién dptima, la adecuada relacién de bases GC/AT vy
se evitd que formaran enlaces inter e intracatenarios. Las secuencias de los
oligonucledtidos son las siguientes (ver figura 6 y en la siguiente hoja la ficha técnica
del ADNc de la enzima):

5°-TCA AGT GGC TGA AGT AC2 TC-3°
(oligonucledtido superior o sentido) posiciones 704 al 723 y

5'-GTT GTG TET CCA GGA CTC TT-3°
{(oligonucledtido inferior o antisentido) posiciones 1054 al 1035.

La sintesis y amplificacion del ADNc-ST3N se realizé mediante las técnicas de
retrotranscripeion seguida de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a
partir del ARNm obtenido de la regidn anterior de la corteza cerebral de rata hembra.
Se empleé el estuche de amplificacién "GeneAmp® RNA PCR Kit" (Perkin Elmer,
CA) con ligeras modificaciones a las instrucciones del fabricante.

En la retrotranscripcion se empled 1 ug de ARN total, extraido de cerebro de
rata hembra y se incubé con los teactivos del estuche el cual contiene | mM de cada
uno de los dNTP's [dATP, dCTP, dGTP, dTTP], SmM MgClp, 2.5 uM de Oligo
d{T)1g, 1U del inhibidor de RNasas, 2.5 U de la retrotranscriptasa MuLV y 2 il de
10X PCR buffer II, hasta un volumen final de 20 ul. Las temperaturas de la RT
fueron de 60 minutos a temperatura ambiente, 20 minutos a 420C, 5 minutos a 99°C y
5 minutos a 5°C, empledndose un termociclador Perkin Blmer, modelo 9600,

Inmediatamente después se realizé la PCR, adicionando 80 Ul de la mezcla que
contenia 2.5U de AmpliTag® DNA polimerasa, 15 mM de cada oligonucledtido
(sentido y antisentido), 2 mM MgCl; v 8 ul de 1a solucidn amortignadora 10X PCR-IL
Las muestras se calentaron a 95°C por 105 segundos y la amplificacién se llevé a cabo
de la siguiente manera: 35 ciclos de 2 temperaturas (95°C por 30 segundos y 60°C por
30 segundos) v un segmento final de elongacion de 7 minutos a 72°C. El fragmento de
ADN de 346-pb fue separado por electroforesis en geles de agarosa y purificado
mediante columnas de exclusién molecular y por precipitacion etanélica (Glenn y
Glenn, 1994).

Con Ia finalidad de demostrar que las muestras usadas en la hibridacién por
Northern biot contienen la misma cantidad de ARN o en su caso hacer el ajuste de 1a
concentracion correspondiente, s sintetizé el ADNc de ciclofilina de rata (Cyc; sonda
de normalizacién) por ¢l método de RT-PCR, empleando el mismo ARN de cerebro
de rata hembra (Daniclson y cols., 1988).

Las seccuencias de los ADNc-ST3N y del ADNc-Cyc fueron determinadas
empleando el estuche de secuenciacién "AmpliTaqe Sequencing Kit" (Perkin Elmer,
CA) que emplea el método enzimdtico (Sanger y cols., 1977).
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http://www2.nchi.nlm.nih.gov/irs/cgi-bin/birx_doc?genbank+37537

LOCUS  RATSIAL 1207 bp mRNA ROD 26-FEB-19%3
DEFINICION: CMP-N-acetylneuranunato-B-galactosido alfa-2-3-siaiiltransferasa ARNm, (ST3N)
ACCESO: M97754 y M98462 NID: 5206930 VERSION: M97754.1 GIL:206930
MEDLINE: 93016017

FUENTE: Higado de rata (ADNc a ARNm).

ORGANISMO: Rartus norvegicus, Eukaryotae: mutochondrial eukaryotes; Metazoa; Chordata;
Vertebrata: Euthena; Rodentia; Sciurognathi; Myomorpha; Muridae; Murinae; Rattus.

AUTORES: Wen DX, Livingston BD, Medzihradszky KF, Kelm S, Burlingame AL y Paulson JC.
TITULO: Primary structure of Gal beta-1,3(4) GlcNAc alpha-2,3 sialyltransferase determined by mass
spectrometry sequence analysis and molecuiar cioning: Evidence for a protein motif in the
stalyltransferase gene family

REVISTA: J. Biol. Chem, 267, 21011-21019 (1992)

TRADUCCION= 374 aminoscidos

1 MGLLVFVRNL LLALCLFLVL GFLY¥SAWKL HLLQWEDSNS LILSLDSAGQ
51 TLGTEYDRLG FLLKLDSKLP AELATKYANF SEGACKPGYA SAMMTATIFDPR

10l FSKPAFMFLD DSFREKWARIR EFVPPFGIKG (QDNLIKAILS VIKEYRLTPA

151 LDSLHCRRCI IVGNGGVLAN KSLGSRIDDY DIVIRLNSAP VEGFEKDVGS

201 KTTLRITYPE GAMQRPEQYE RDSLFVLAGF KWQDFKWLKY IVYKERVSAS

251 DGFWKSVATR VPKEPPEIRI LNPYFIQEAA FTLIGLPFNN GLMGRCNIPT

301 LGSVAVTMRL DGCDEVAVAG FGYDMNTENA PLHYYETVEM ARTKESWTHN

351 IQREEEFLRE LVEKARVITDL S$3GI

CONTEQ DE BASES: 281 A 342C 308G 2767
REFERENCIA: (bases 1 a 1207): No Codificantes: -82 a -1; Codificantes: 14 1125

~82 T GCC TET CCC GGG GCC AGR TCC TCT TCG GAG CGA COG GGT CAG TIT GIC
-5 ARR QTC ALC TRG GAR AIT GIG GOT CAT GTC ARG

L ATG GGR CTC TTG GTA TTT GIA CGC ARC (TG QTG CTA GCC CTC TGC CTC TIT
52 CIG GTC CTG GGA TTT TTG TAT TAT TCT GCC TGG AAG CTA CAC TIA COTC CaA
143 TGE GAA GAC TCC AAT TCA CTG ATT CTT TCC CTT GAC TCC GCT GGA CAA ACC
14 CTE GGU ACA GaG TAT GAT AGG CTG GGT TTC CTC CTG ARG CTG GAC TCT AAA
205 CTG COCT GCA GAG CTE GCC ACC AAG TAC GOT AAC TTT TCOC GAG GGA BCC TGS
256 AAR CCC GGU TAC GCT TCA GCC ATG ATG ACT GCC ATC TTC CCC AGG TIC TCC
347 AAG CCA GCA CCC ATG TTC CIG GAT GAC TCC TTT CGC AAA TGG GCT AGG ATT
358 CGG GAG TIT GIG CCA CCC TTT GGG ATC ABA GGT CAA GAC AAT CTG ATC ARA
409 GCC ATC TTE TCA GIC ACC AAA GRA TAC (GC TG ACC CCT GCC TTG GAC AGe

460 GG GTC.CTC GCC ARG

511 A2 3 ATC. AGR TTG AAC  (sialilmotif)
664 GAC TCT CTC TTT GTA CTa GCT GGC TIC AAG TGS CAG Gal TTC ARG TGG TG w5
715 AAG TAC ATC GTC TAC AAG GAG AGR GTG AGC GCA TCC GAT GGC TTC TGG AMG

766 TOC GIG GCC ACC CGA GTG CCC RAQ GAG CCC COT GAG ATC OGC ATC CTC AAL
817 C0G TAC TTC ATC CAG GAG GOT GGG TTC ACG QTC ATC GGA QTG CCOC TTC AAC
268 AAT GGC CTC ATG GGC AGA QGG ARC ATC CCA ACC COTT GGC AGT GTG GCA GTG
215 ACC ATG GCR CTC GAT GGC TGT GAT GAA GIQ GCA GTC GCG GGC TTT GGC TAT
970 GAC ATG BAC ACA GQCC ARC GOC OO0 vy CAC TRC TAT GAR ACT QTG QGC MG
1021 GCA_GCL_ATC AAA GAG TCC TGE ACA CAC AAC ATC CAG CGA GAG AAA GAG A 3

1069 TTT CTG CGG AAG CTA GIG ARA GCA CGC GIC ATC 2CT GAC TTA AGC AGT GGT
| 1io0 ATC TGA
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En la hoja anterior se describe la ficha técnica del ADNc de la enzima Gal
B1,3(4) GleNAc o2,3-sialiltransferasa (ST3N) obtenida del banco genético "Gene
Bank”, asf como sus secuencias de aminodcidos y nucleétidos. La secuencia de
aminoacidos que se resalta en negro corresponde al segmento de aminoécidos de la
enzima que sirve de anclaje a la membrana del Aparato de Golgi. Rn la secuencia de
nucledtidos se subraya la regién del ADNc usado como sonda (bases 704 al 1050}, se
resalta en negro y doble subrayado las secuencias utilizadas para la sintesis de los
oligonucleGtidos empleada en el RT-PCR (puntas de flecha en el margen derecho) y se
subraya con puntos la secunecia del "sialil motif" que comprende las bases 466 al 630.

) ANALISIS DE LA EXPRESION DEL ARNm-ST3aN
{Hibridacion por "NORTHERN BLOT™

Extraccion del ARN

El ARN total fue extraido de hipéfisis individuales usando el reactivo de
TRIZol® (Gibco BRL, MD) segiin el método de aislamiento de ARN en un solo paso
(Chomczynski y Sacchi, 1987) empleando 0.5 ml del reactivo por hipéfisis. Las
hipofisis fueron homogeneizadas, en los mismos tubos en que fueron guardadas,
usando un agitador de laboratorio (STIR-PAK, Cole-Parmer, Chicago IL) a méxima
velocidad por 20 segundos sobre hielo. El homogenado se resuspendié en 20 ul de
H20-DEPC y se cuantificé la concentracién del ARN de cada muestra por
espectrofotometria a 260 nm y determinando Ia presencia de contaminantes proteicos
por ia relacién 260/280, la cual debe ser entre 1.8 y 2.0. Las muestras se guardaron a
-20°C hasta ei momento de la clectroforesis, o a -86°C si se almacenaron por un
tiempo mayor.

Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes

Los ARN's se separaron segin su peso molecular mediante eiectroforesis en
geles de agarosa al 1.0% (Gibeco BRL, MD; grado Biologfa Molecular) conteniendo la
solucién amortiguadora de MOPS 1X y formaldehido al 6% como desnaturalizante.

Para la preparacién de las muestras se alicuotaron 15 ug de ARN total de cada
una, ajustando los vollimenes con ddH»O-DEPC a un volumen final de 10 pl en un
tubo Eppendorff de 0.5 ml. Se le adicionaron 20 pl de la solucién desnaturalizante
FMF (50% formamida, 1X MOPS, 6.5% formaldehido) a cada muestra, se calentaron
a 75°C en un bafio de aceite (Boekel Industries Inc., USA) por 5 minutos, se
mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron brevemente.

Después de desnaturalizar, a cada muestra se les adicionaron 3.0 pl de la
solucion de carga para ARN (30% glicerol, 0.1% azul de bromofenol y 0.1% xiten
cianol) y 0.5 I de la solucién de bromuro de etidio 10 wg/mi. Una vez depositadas las
muestras en los pozos del gel, éste se cubrié totalmente con 1X MOPS v se llevé a
cabo el corrimiento electroforético a 150 V por 2.5 horas.
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Transferencia por capilaridad (Blotting)

Transcurrido el tiempo de la electroforesis (cuando el colorante de bajo peso
molecular alcanzé las 2/3 partes de la longitud total del gel), se observé el gel en el
transiluminador, se corté el marcador de peso molecular y se monté el dispositivo
para la transferencia a la membrana de nylon Z-Probe GT® (Bio Rad, CA) del tamafio
del gel. Se dejé transfiriendo por capilaridad toda la noche con 10X SSC en los
contenedores laterales.

Al dia siguiente se desmonté con cuidado el sistema y se marcaron los carriles
sobre la membrana. Posteriormente se {ifé6 ¢l ARN a la membrana por
entrecruzamiento con luz ultravioleta usando el programa del aparato "UV-
crosslinker” (Stratagene, CA). Se guardd la membrana a temperatura ambiente en
bolsa de pléstico sellada con calor para ser hibridada posteriormente con la sonda de
ADNc correspondiente.

Prehibridacion de la membrana de Nylon

Se emple6 el protocolo estandard descrito por el fabricante de la membrana Z-
Probe® GT que se detalla a continuacién:

Para cubrir completamente y en forma homogénea la superficie de la membrana
y de la bolsa, bloqueande las uniones inespecificas, se empled la solucién de
prehibridacién (1 mM EDTA, 0.25 M Na;HPOq, pH 7.2 y 7 % SDS) utilizando 150 pl
de solucién por ¢cm? de membrana. La incubacién se lievé a cabo por lo menos
durante 3 horas a 65¢C en agitacion constante (140 r.p.m.).

Marcaje de las sondas de ADNe (ST3N y Cyc)

Se empleo el protocolo de marcaje al azar "RadPrime DNA Labeling System®"
(Gibco BRL. MD), el cual se detalla a continuacién:

En un tubo cénico tipo Eppendorf de 0.5 ml se desnaturalizaron 50 ng del
ADNc en un volumen maximo de 20 pl de TE en el bajfio de aceite a 95°C por 5
minutos, e inmediatamente se pasd a hielo.

Por otro lado se mezclaron los siguientes componentes:

1 pl 0.5M dATP (en 3 mM Tris-HCI, pH 7.0, 0.2 mM EDTA).

1 pl 0.5M dGTP (en 3 mM Tris-HC), pH 7.0, 0.2 mM EDTA).

Il 8.3M dTTP (en 3 mM Tris-HCI, pH 7.0, 0.2 mM EDTA).

20 ul de 2.5X Random Primers Solution [125 mM Tris-acetato.
pH 6.8, 2.5 mM Acetato de magnesio , 25 mM 2-mercaptoetanol,
50 pug/ml cebadores oligodesoxirribonucledtidos
{octameros al azar)).

S ul de [32P}-dCTP.

ddH>O hasta un volumen de 49 yi (inctuyendo el ADNc), .
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Esta mezcla se adicioné al ADN desnaturalizado y se le agregd 1 ul de 12 enzima
DNA polimerasa (fragmento de Klenow 4 U/ul).

La mezcla de reaccion se incubd a 37°C por lo menos 2 horas. Al finalizar el
periodo de incubacién se agregaron 5 pl dét buffer de detencién {Stop buffer; 0.2 M
EDTA, pH 7.5). Las sondas marcadas se purificaron en columnas conteniendo
Sephadex G-50 superfino (Pharmacia, NJ).

Purificacién de la sonda de ADN marcada

Se preparo la columna con Sephadex® G-50 (Pharmacia LKB Biotechnology) en
una jeringa para insulina (sin émbolo), empaquetada con fibra de vidrio siliconizada.
Se puso en un tubo de recoleccién y se centrifugo a 1100 x g por 2 minutos.
Desechando el eluido. Se deposité la muestra en el centro de la cama de Sephadex, se
le coloct un tubo de recoleccién nuevo y estéril y se centrifugd a 1100 x g por 4
minutos. El eluido contiene la muestra purificada, por 1o que se mantuvo en hielo.

Hibridacién de la membrana de Nylon con la sonda marcada

Se corio una esquina de la bolsa que contenfa la membrana para desechar la
solucién de prehibridacién y adicionar el resto de la solucién (150 i de solucitn de
hibridacién/cm? de membrana). Se desnaturalizé 1a sonda en el bafio de aceite a 95°C
por 5 minutos y se puso inmediatamente en hielo. Posteriormente fa sonda se deposité
en la bolsa, se sellé y se incubd a 63°C en agitacién constante durante toda la noche. Se
lav6 la membrana (350 pl de sohicién de lavado/cm? de membrana) a 65°C por 30
minutos con la solucién de lavado: 1 mM EDTA, 40 mM NazHPO,, pH 7.2, 5 % SDS.

Después de los lavados, se secé suavemente el exceso de agua de la membrana
con papel higiénico, se colocé en bolsa de hibridacién y se sellé (no se debe permitir
que scque totalmente si se volverd a hibridar). Se puso en un cassette para
autorradiografia junto con una o dos placas de autorradiografia el tiempo necesario (5
2 96 h en funcidn de la intensidad de la sefial) y se revelaron las placas a diferentes
tiempos.
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D) SEPARACION DE LAS ISOFORMAS DE LA rFSH POR
CROMATOENFOQUE.

Las formas moleculares de FSH de los extractos hipofisiarios de las ratas fueron
separadas con base en sus puntos isoeléctricos (pI) por medio de columnas de
cromatoenfoque segin la téenica previamente descrita {(Ulloa-Aguirre y cols., 1990).
Se prepararon las siguientes soluciones amortignadoras: de inicio ("Start buffer”.
solucién de imidazol-HC1 0.25M, pH 7.4; Sigma Chemicals, MQ), de elucién ("Limit
buffer”, solucién poliamortiguadora "Polibuffer PB 74", ajustado a pH 4; Pharmacia,
NI}, la resina de intercambio idnico ("Gel PBE 94"; rango til de pH: 9 a 4;
Pharmacia, NJ} y solucién 1M de NaCl.

Se empacaron las columnas cromatograficas de 30 x 1 cm (Bio-Rad, CA) con la
resina de mtercambio idnico y se equilibraron con 15 volimenes del amortiguador de
inicio.

Previamente se eluyd la protefna citocromo-C de origen bovino, substancia
colorida y fuertemente bdsica con un pi 10.5 por lo que es repelida del gel (Sigma
Chemicals, MO) en volumen igual al de la muestra, esto con el fin de verificar que la
columna estuviera bien empacada. Se ajustd el colector de fracciones para que cada
fracci6n fuera de aproximadamente 2 ml. Posteriormente se lavé la columna con 5 ml
del amortiguador de elucién, para no exponer a la muestra a un pH extremo.

Al mismo uempo, Ja muestra se preparé de la siguiente manera: Se
homogeneizaron 4 hipéfisis de ratas con el mismo tratamiento o estado fisiolégico en
300 ml del amortiguador de elucién conteniendo 50 mg/mit de PMSF (fenil-metil-
sulfonil-fluoruro; Sigma Chemicals, MO) verificando que no quedaran restos muy
grandes de tejido; el homogenado se centrifugs a 3000 r.p.m. / 10 min, se recupero el
sobrenadante y se deposito en la columna agregindose un poco més de solucién de
elucién. Se tap6 la columna y se dej6 eluir toda la noche.

Cuando el pH de las fracciones llego a 4.0 o ligeramente menor (a 25°C) se
cambio el amortiguador eluyente por la solucién 1M NaCl con el fin de desplazar (por
fuerza i6nica) las moléculas de FSH que no eluyeron dentro del rango de pH 7.8 - 4.0
a las cuales se denominaron "pico de sal” y se colectaron de 10 a 15 fracciones més. Se
determiné el pH a todas las fracciones y se guardaron a -20°C hasta el dia de su
determinacion por radioinmunoensayo (RIA).
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¥) RADIOINMUNOENSAYOS

Los RIA's se realizaron con los estuches proporcionados por el Programa
Nacional de la Pituitaria de los Institutos Nacionales de Salud, E.U.A. (National
Pituitary Program, NIADDK, Bethesda MD), segin lo descrito (Ulloa-Aguirre y
cols., 1988b). Para ia FSH se empled el extracto purificado de FSH de rata (rFSH-I-7).
el cual fue radiomarcado con 1125-Na por el método de la Cloramina T; se utiiizé el
rFSH-RP-2 para constroir las curvas estandard, expresandose los resultados en
términos de ng/ml de FSH-RP-2; y el anti suero policional anti-FSH {conelo vs. rata;
NIDDK-A-RAT FSH S5-11) fue utilizado en la dilucién de trabajo 1:30,000. Para
evitar variaciones interensayo, se¢ analizaron todas las muestras de cada
cromatoenfeque en un mismo ensayo.

Para la LH se trabajé de la misma manera, se radiomarcé la preparacién LH-1-6
para ser usado como ligando marcado, la preparacién de referencia empleada fue
TLH-RP? para la elaboracién de la curva estandard y el antisuero policional anti-rLH
{conejo vs. rata; NIADDK-A-RAT LHS-8) a la dilucidn final de trabajo de 1:40.000.
La determinacién hormonal de FSH y LH de rata se realizé en alicuotas de 100 mi de
cada una de las fracciones obtenidas en el cromatoenfoque por duplicado, o en
voldmenes menortes (diluciones) si las concentraciones de las hormonas eran altas.

El RIA de 17B-estradiol fue realizado utilizando el estuche preparado en el
Laboratorio de Hormonas Esteroides, Departamento de Biologfa de la Reproduccién
del Instituto Nacional de la Nutricion, Satvador Zubirdn, México.

F) ANALISIS DE DATOS

Las autorradiografias obtenidas de la cuantificacién de ios ARNm para ST3N y
Cyc fueron sometidas a un andlisis densitoméirico semicuantitativo en un sistema de
andlisis de imégenes "Bagle Eye 1I" (Stratagene, La Jolia, CA); los resultados se
expresan en pixeles contenidos en ¢l drea analizada y se ajusté la intensidad del fondo a
un musmo valor arbitrario. La densidad dptica relativa representa la relacién entre el
valor obtenido para cada muestra hibridada con ST3N, con respecto al valor de la
misma nuestra normalizada con Cyc. Para el andlisis estadistico se utilizé el andlisis
de varianza de una via y la prueba de "t" de Student no pareada para determinar
diferencias entre grupos.
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Fig. 11 Diagrama de fiujo de la metodologia seguida en €l presente trabajo de investigacién. CE=ammmales
mtactos en el ciclo estrai, P=proestro, E=estro, M=metaestro, D=diestro, OVX=animales ovariectomizados.
BE=animales tratados con benzoato de etradiol, ICT=animates tratados con el antiestvégeno ICI 182,780
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8) RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente protocolo de investigacidn se dividen en
cuatro: A) la sintesis de un fragmento del ADNe-ST3N vy la secuenciacién del mismo
empleando técnicas de Biologia Molecular, B) el andlisis de la expresién del ARNm-
ST3N por hibridaciones "Northern blot", C) la separacién por carga de las isoformas
moleculares de la FSH mediante cromatoenfoques y D) la determinacién de las
concentraciones sé€ricas de las hormonas LH, FSH y estradiol.

A) SINTESIS DEL ARNmM-STIN

La sonda de ADNc para determinar la expresién del ARNm-ST3N fue
sintetizada mediante las técnicas de retrotranscripeién v de reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) empleando los oligonucledtidos reportados en la metodologia.
Este producto fue separado por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% (Fig. 12)
para demostrar que el peso molecular estd de acuerdo a lo reportado, que es de
aproximadamente 350 pares de bases {pb; carril 2). La fotografia del gel muestra los
estandares de peso molecular de 100 pb ("100 bp DNA ladder"; carril 1) sefialando las
bandas de 100, 300 y 600 pb y el estdndard de peso y masa molecular ("DNA mass
ladder"; carril-3) con las bandas de 10, 20, 40 y 80 ng respectivamente. Una vez
purificado por columna de exclusién molecular y por precipitacién etandlica, el
producto ¢e RT-PCR se volvié a separar por electroforesis en un gel de agarosa al
1.2% para determinar su pureza y cuantificar su concentracién por comparacién con
¢l estindard de peso y masa molecular, para poder ser utilizado para la secuenciacién
de sus bases.

En un estudic realizado por duplicado se determiné la secuencia de los
nucleStidos del producto de RT-PCR para el ADNc-ST3N purificado, el cual presentd
una homologia de mds del 99% (345/346) con respecto a la secuencia reportada
previamente por Wen (1992a), encontriandose una mutacion en 1a base 970 donde se
observé el nucledtido C en lugar del nucleétido G reportado. Después de haberse
comprobado su secuencia y su pureza, se utilizé como sonda para cuantificar la
expresion del ARNm-ST3N por la técnica de hibridacién denominada "Northern
Blot",
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Fig.12 Separacicn electroforéiica del ADNc-8T3N. Fotografia de un gel de agarosa al 1.2% tefiido con
bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pares de bases, el carnl
2 al ADNe-ST3N v el carril 3 al marcador de peso molecuiar y masa con sus respectivos valores.
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B) XPRESION DEL ARNm-ST3N

i

¥

Las autorradiografias obtenidas de todos los experimentos fuercn analizadas
densitoméiricamente en un analizador de imédgenes Eagle Eye® v los resultados se
expresan en forma del cociente el drea de la densidad éptica relativa calculada para la
expresitn del ARNm-8T3N entre el drea calculada para 1z sonda de normalizacién de
la ciclofilina, ARNm-Cyc, cuya expresidn es constitutiva. En todas las fisuras se
muesira una autorradiografia representativa del andlisis del ARNm hibridado con la
sonda de ST3N. La taila molecular del ARNm-ST3N es de aproximadamente 2.5 Kb
{kilobases), mientras que el pese molecular del ARMNm-Cycesde 1.0Kb

EXPRESION DEL ARNm-ST3N EN DIFERENTES TEJIDOS

realizaron estudios preliminares para determunar la especificidad del ADNc-
ST3N y compararla con lo observado previamente (Wen v cols., 1992a), donde se
hibridé la sonda con la membrana conteniendo 15 1ig de ARN total de fragmentos de
los siguientes tejidos de ratas hembra adultas en la fase de diestro: bazo, higado.
pulmén, glinduia submaxiiar, intestino, ovario, corazdn, cerebro, rifién e hipdfisis
completa.

En la grafica 13 se observa que la expresién del ARNm-ST3N es mayor en el
pulmén, corazédn, cerebro v rifién de rata hembra adulia comparada con los demds
tejidos que presenta una minima expresién. Estos tejidos presentan una expresion 2 a 3
veces mayor con respecto a ia observads en la hipdfisis completa, gue es similar 5 ia
observada en el colon de Ia rata hembra (no se muestra en la grifica).

A diferencia de lo informado por Wen vy cols., (1992a) donde se observan al
menos dos bandas de ARNm de diferente peso molecular en algunocs teiidos (2.5 y 2.0
Kb), en los resultados aguf mostrados se pudo observar la sola banda pesada, de 2.5
Kb. Esto se puede explicar por dos razones: 1) debide 2 que el tamafio de 12 sonda
agui empleada es menor (solamente se sintetizé el fragmento de sializacién de la
ST3N, figurs 6) a la utilizada por ellos, que emplearon el ADNc completd; de esta
manera se tienen menos probabilidades de generar interacciones con las regiones de

alta homologfa de las otras sialiltransferasas (sialilmoufs) v, por tanto, es nds
especifica. Estos datos concuerdan con los reportados por otros autorss (Childs v
cols.. 1990; Gillespie y cols., 1992). 2) Debido a que ia forma mds lgera reportada
por Wen corresponde a un ARN procesado en forma diferencial y de mencr peso.
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Fig.13 Expresién del ARNm-ST3N er diferentes tefidos de la rata hembra. A) Los resultados de la
grafica estan expresados por el promedio de ios cocientes de 1a expresidn del ARNm-ST3IN engre el de la
ciclofilina (Cyc) con sus respectivas desviaciones estdndard (X+SD). Las diferencias sigmificativas entre
los diferentes tejidos se denotan con distintas letras; p<0.05. ) Autorradiografia representative de un
cRperimento donde se hibridaron Jos ARN's totales con ia sonda de ST3N. Bl peso molecular del
ARNm-ST3N se expresa en kilobases (Kb).

Cabe hacer notar que el tiempo de exposicién de las placas de autorradiografia
de las membranas hibridadas con la sonda de ST3N fue mayor (5 a 7 dias) si se
compara con &l tempo de exposicidn de las membranas hibridadas con la sonda de
normalizacién (Cyc), que fue de 1 a 2 dias. Por esta razdn, las membranas ne se
hibridaron con ambas sondas 2l mismo tiempo, a pesar de que los pesos moleculares
de ellas eran lo suficientemente diferentes come para realizar la dobls hibridacién.
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SXPERIMENTO L. ANIMALES INTACTOS

Este estudic se disefié para determinar si la expresidn del ARNm-ST3N se
modificaba durante e} ciclo estral de la raia, por lo que se reaiizarcn hibridaciones de
ia sondz ST3N con los ARN's obtenidos de hipéiisis de ratas sacrificadas entre las
10:00 y las 11:00 k de cada uno de los dfas del ciclo estral. BEn la figura 14 se
muestran los resultados del andlisis de 5 animales por estadio v se realizaron al menos
2 experimentos independientes con el mismo ARN: los resultados se expresan como el
promedio de los cocientes de las densidades dpticas relativas del ARNm-ST3N entre
sus respeciivas normalizaciones, ARNm-Cyc, con sus respectivas desviaciones
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Fig. 14 Expresion del ARNm-ST3N intrahipofisiaria durante el ciclo estral de Ia rata. A) Las hipéfisis
se obtuvieron en la mafiana (10:00 h) de las diferentes fases del ciclo (P=Proestro. E=Fstro,
M=Metaestro y D=Diestro). Se resalia la barra mds obscura i dfa del M, donde se abservs mayor
expresién del ARNm-ST3N. Las diferencias significativas entre fos grupos se denotan con distinias
letras; p<0.05. B) Autorradiogratia represeniativa de un expenmento donde se aibridaron los ARN's
totzles com la sonda de ST3N.
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Se observé que el mayor incremento en la concentracién relativa del ARNm-

ST3N fue durante la mafiana del dfa del M con una disminucién de un 33% con
respecto a lo obtenido en la mafiana deb dfa del D, diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). La expresién del ARNm-ST3N disminuvé en un 50% en la

ctapa del P con respecto a la fase de M (p<0.005) y se mantuve ligeramente més baja
durante el =. Al comparar la expresidn de este ARNm er las etapas del Py B con
Tespecto a ia observada durante el I3, se encuentra una diferencia significativa (p<0.05

y p<0.0l respectivamenie) siendo la mayor expresion en esta Gltima etapa. L)
icremento de 2 a 3 veces en la expresion del ARNm-ST3N en la fase de M con
respecto a lo observado en las de P y E indica la existencia de un mecanismo de |
regulacion diferencial de su expresion a lo largo dei ciclo estral en la rata, mientras |
que ¢l hecho de que su expresion en la fase de D es ligeramente menor (1.5 veces) con
respecto a la observada en la fase de M hace pensar que la presencia del ARNm que
codifica a fa ST3N se mantiene por varias horas antes de ser reciclado.

Con base en el experimento anterior se decidié ampliar el intervalo de
observaciones en la fase del M (donde se presenta la mayor expresién del ARNm-
ST3N} 2 intervales de 4 horas a partir de las 10:00 h del M para determinar el lapso
de tiempo de la méxime expresién del ARNm-ST3N, sacrificando 2 los animales en las
siguientes horas: M 10:00 h, M 14:00 h, M 18:00 h y M 22:00 h. Se hace notar que los
sacrificios de los animales empezaron 15 a 20 minutos antes del tiempo sefialado para
queé se pudiera terminar con los sacrificios de todos los animales 15 2 20 minutos
después de 1o sefialado.

Los resultados obtenidos al tomar muestras con intervalos de tiempo mds corios
durante el ciclo estral se muestran en la Fig.15, en donde se observa que la mayor
expresidn del ARNm de ia enzima fue alcanzado alrededor de las 10:00 h del M, para
que posteriormente a las 14:00 h disminuya ligeramente su expresién (<1.5 veces:
p>0.05, sin significancia estadistica), la cual decrece paulatinamente hacia las 18:00 y
22:00 h del M (2.4 veces; p<{.01 con respecto a2 M 10:00 h). se mantiens descendiendo
durante ia mafiana dei D, con niveles de expresin similares a las etapas anteriores,
con un descenso en la expresion del ARNm-ST3N en las fases del Py E (3 veces
comparade con M 10:00 b, p<0.005) similar ai observado en el experimento anterior.
Los expenimentos se realizeron en al menos 7 hipdfisis obtenidas de ratas sacrificadas
en cada uno de los diferentes tiempos.
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También se realizaron experimentos en hip6fisis de tres ratas sacrificadas a las
06:00 b del M para determinar si el incremento se iniciaba antes de fas 10:00 h {con el
mismo intervaic de tiempo de 4 horas), sin-embargo, la expresién del ARNm-ST3N
fue semejante a iz observada a las 14:00 h del M (p>0.1) v sin significancia estadistica
(p>0.05) con respecto a M 10:06 h

0.8 =

=
=

a n=7
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o
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DENSIDAD  OPTICA RELATIVA
(ST3N / Cye)
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Fig.15 A) Expresién de ARNm-ST3N a diferentes horas del metaestro (barras obscuras) ¥ duranie Iz
maftana (10:00 h) del resto del ciclo estral de |2 rata (P, B v D). Las diferencias significativas entre jos
grupes se denotan con distintas letras; p<0.035. B) Auiorradiografia representativa de un experimentio
donde se hibridaron los ARN's totales con la sonda de ST3N.

Con estos resultados se asume que la menor expresién del ARNm aue codifica a
esta enzima se presenta en ¢l dfa del estro, que incrementa su conceniracién durante la
maiana del metaesiro hasta alcanzar la mdxima alrededor de las 10:00 h del metaestro.
para disminuir paulatinamente durante el resto del dia del metaestro. durante todo el
diesizo y bajar en el dfa del proestro hasta presentar nusvamenie Ia expresién basal
minima durante e! dia del estro.
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EXPEIRIMENTO 2. RATAS OVX

En la figura 16 se muestran los resuitados del comportamiento observado en la
expresién del ARNm-ST3N en hipofisis de ratas ovariectomizadas {OVX) en el dia del
Py sacrificadas a diferenies tiempos post-ovariectomia. Con ia finalidad de hacer una
comparacin directa, se incluyeron en el mismo expenimento ARN's de hipdfisis de
ratas sacrificadas en la fase del ciclo en ia cual se observa la mayor expresién de la
enzima, (M 10:60 h) y en la fase en la cual se llevé a cabo la ooforectomia P10
¥ que presenta la menor expresion del ARNm-ST3N intrahipofisiario.

b |
4

=)
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05 - =8

OPTIGA RELATIVA

(8Tasa [ Cye)

DENSIDAD

oia DEL : : d = pias
cicLo : POST-OVX

Fig16 A) Expresion de ARNm-ST3N mirahipofisiaria de ratas ovariectormizadas (OVX)alas 10:00 k
del P y sacrificadas a diferentes tiempos: 7, 14, 21, 28 y 45 dias post-ovariectomia. en comparacién con
las concentraciones de ratas sacrificadas a las 10:00 b del M v del P. Las diferencias significativas enire
los grupos se denotan con disuntas letras; p<0.05. B) Autorradiografia represenfativa de un experimento
donde se hibndaron fos ARN's tatales con la sonda de STIN.,
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Conirariamente a lo esperado. en la grafica 16 se observa que, a pesar de gue se
elimina la principal fuente de estrégencs enddgenos por la castracién durante 7 dias, la
expresion del ARNm-ST3N disminuye hasta alcanzar valores inferiores a los
encontrados en las hipdfisis de ratas intactas sacrificadas en la mafana del (p<0.05
en P vs. 7 dlas OVX). A los 14 dias post-ovariectomia parece no haber ningin cambio
con respecto a la expresién observada a los 7 dias post-OVX, sin embargo a los 21
dias se observd un incremento considerable (>2 veces: p<{.05) en la expresién de la
ST3N. Esta se increment6 gradualmente a los 28 y 45 dfas post-casiracién (p=<0.003
vs. 7y 14 dias OVX), hasta alcanzar los valores en los niveles de expresién del
ARNm-ST3N comparables (sin diferencia estadistica). perc en promedio infericres
COn TESPECtc a 108 observades en la mafiana del M.

Con la finalidad de analizar el efecto de Ia castracién sobre la expresion del
ARNm-ST3N, se realizaron operaciones simujadas ("sham'") en animales que se
encontraban en la fase del P, y se sacnificaron en grupos de 3 a los 7, 21 ¥ 45 diag
después de la operacidn y se obtuvo la hipdfisis. También se revisé ia citologia vaginal
de cada animal los 4 dias previos a su sacrificio v los resultados obtenidos con ios
grupos de animales "sham" a los 7, 21 y 45 dias post-operacién indican que no existen
diferencias significativas con respecio a los animales intactos y sacrificados en las
diferentes fases del ciclo estral. indicando gue la operacién simulada no tiene efecto
sobre la expresion del ARMNm de la ST3N. La tinica diferencia notable con respecto a
los animales intactos fue la pérdida en la regularidad de sus ciclos en el 50% de ios
animales "sham".

En humanos se ha informado que la deficiencia de estradiol induce la formacidn
de isoformas de FSH mds 4cidas/sializadas presentes en el suero de pacientes
menopausicas y que la administracidn de 17B-estradiol inhibe su formacién (Wide y
Naessen, 1994), por Io que se esperaba que las hipéfisis de animales con ooforectomia
bilateral por 7 y 14 dias presentaran altas conceniraciones de iz enzima ST3N {y por
consiguiente de su ARNm), responsable de la adicién del 4cido sidlico a 1a FSH.

Estos resultados contradictorios abren la posibilidad de gue existan otros
factores gonadaies (p. ej. activina. inhibina, folistatina z otro) que regulen la
expresion de la enzima ST3N, que al momenic de la remocidn de los ovarios se
prercan también estos posibles faciores v por tanio, en forma inversa al estradicl, se
pierda la estimulacion de su expresién hipofisiria.
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“XPERIMENT(Q 3. ANIMALES INTACTOS + 3E

Con la finalidad de analizar ef papei que tene el estradiol en la regulacidn del
ARNm que codifica a la enzima ST3N, se utilizaron grupos de & rafas adultas ciclicas
2108 cuaies se fes administraron 10 fig de benzoate de estradiol (BE) o acsite de maiz
(V) a las 10:0C h en el dia del E (donde se encuentran las concentraciones mss bajas
del ARNm-ST3N) y se sacrificaron 24 horas después del traramiento (fig. 17).
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Fig. 17 A) Efecto del estradio: sobre la expresion del ARNm-ST3N en ratas adulias ciclicas. Inveceién
de benzoato de estradiol (BE) ¢ aceite de maiz {Vh) en la mafiana del E y sacrificadas 24 h después. Los
resultados se expresan en relacion a la concentracién promedio del ARNm-ST3N durznte el estro (la mds
baja), la cual consutuye et 100%. Las diferencias significativas entre los grupoes se denotan con distintas
letras; p<0.05. B} Auvtorradicgrafia representativa de un experiments donde se hibridaron los ARN's
totales con ia sonda de ST3N.
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En esta figura se muestra la grdfica comparativa entre las concentraciones del
ARNm-ST3N durante la mafiana del ciclo estral v los animales tratados con BE y con
vehiculo en el dfa del E. en a cual se expresa el porceniaje de cambio con respecto al
promedio de la concentracidn presente en la etapa del B (100%).

Los animales que recibieron el estrégenc (BE) en ia mafiana del E y se
sacriticaron 24 i después (en ia mafiana del M) presentan un decremento significative
{(=300%; p<C.001) en la concentracién del ARNm-ST3N con respecto a su teS11g0
{Vh), hasta alcanzar concentraciones inferiores {80%) a las observadas durante ia
mafiana dei E. La expresion en los animales que recibieron solamente el aceite de maiz
es de magnitud semejanie a ia de los animales sacrificados en la mafiana del dia de] M
(p>0.5), por lo que se deduce que el aceite de maiz no tiene efecto sobre la expresién
del ARNm-ST3N,

Con este experimenio s¢ demostrd que la administracién de an estrégeno de alta
potencia biocldgica, como es el case del BE, puede preverir la expresién del ARNm-
ST3N en hipéfisis de ratas donde naturalmente se expresaria en altas concentraciones.
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PEPERIMENTO 4, RATAS OVY + BE

Sigmendo la misma idgica v con la finalidad de determinar si el estradiol es
capaz de prevenir la expresion del ARNm-ST3N en hipéfisis de ratas hembra
castradas por un perfodo de 28 dfas. se realizé un estudio con 3 grupos de animales,
donde el primero recibié 100 gl de aceite de maiz (Vh), el segundo v tercero fueron
tratados con 10 pg de BE y sacrificados 24 y 48 horas después. Debido a la
Inconsistencia en los resultados chtenidos en anirnales castrados por 7 v 14 dias y que
las concentraciones observadas fueron semejantes en animales ovariectomizados por
28 y por 45 dias, el efecto de los estrégenos en animales OVX se decidié realizar en
aquellos ratas con 28 dias de castracién, que fue donde se observaron las
concentraciones mdximas en el experimento 2.

Los resultados obtenidos se muesiran en la figura 18, donde se puede observar
que existe un decremento en las concentraciones del ARNm-ST3N del 40% en
animales tratados con BE por 24 h y del 60% en aquellos que se sacrificaron 48 h
después de la inyeccién del estrégenc, tomando como 100% de expresion al grupo Vi
(p<0.005 y p<0.031 respeciivamente),

Comparando los efectos del BE, a dosis iguales. en hipéfisis de ratas hembra
castradas con respectc a las intactas. se observa que el estrégeno administrado a
ammales OVX es incapaz de prevenir con la misma intensidad, la expresidn del
ARNm-ST3N como sucede con los animales intactos inyectados en la mafiana del E ¥
sacrificados en la mafiana del M, conde 1s expresidn baja a concentraciones semejantes
a las basales. Sin embargo, se observa que el efecto inhibitorio del benzoato de
estradiol se prolonga por més de 24 horas después de su administracidn.
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Fig. 18. &) Efecto del estradiol sobre la expresion del ARNm-ST3N en ratas ovanectomizadas por 28
dias. Inyeccién de aceite de maiz (Vh) o benzoato de estradiol (BE) y sacrificadas 24 v 48 h después,
Los resultados se expresan en relacién a la concentracion promedio del ARNm-STIN de los ammales
tratados con Vh {mdximo incremento), el cual constituye el 100%. Las diferencias sigmficativas entre los
grupos se denotan con distintas letras; p<0.05. B) Autorradiografia representativa de vn experimento
donde se hibridaron los ARN'S totales con Ia sonda de ST3N.

Estos resultados. tomados en conjunte con los datos obtenidos en el experimento
con animales OVX, reflejan que la regulacién de la expresién génica de 1a ST3N se
encuenira modificada cuando se remueven los ovarios, ya que pueden existir otros
factores que son eliminados (ademés de los estzégenos) e intervienen el la regulacidn
de lz expresidn de esta enzima.
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EEXPERIMIENTO 5. ANIMALES INTACTOS + 11

&4

Para demostrar que ¢l efecto inhibitoric de los estrégenos exdgenos sobre la
expresion del ARNm-ST3N es a través del receptor de estrégenos, se inhibid la
actividad fisioldgica dei estradicl endégeno mediante el empleo de un antiestrégeno
puro, de alta potencia antagonisia, el ICI 182,780 (ICI; Wakeling v cols.. 1991) en
animales intacios. Bste se administrd a las 10:00 h de! dia del M (etapa donde se
obtuvo la méxima expresién) y se sacrificaron 8 y 24 horas después, en esiadios
comparables con M a las 18:00 h y D a las 10:00 h.

DENSIDAD OPTICA RELATIVA
{STIN wvs Cye)

Vh 81
Bi0  SACRIFICIO
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)

Fig. 19 A) Efecto de un annesirdgeno pure sobre la expresidn del ARNm-8T3N en ratas intactas.
Inyeccidn de propilén glicol (Vh} o de 2 mg de ICI 182,780/ Kg de peso corporal (ECT) 2 ratas intacias a
las 10 horas del dfa del metzestro y sacrificadas 8 v 24 horas después de ia administracién. Las
diferencias significativas entre los grupos se denotan con distintas letras; p<0.03. B) Autorradiografia
representativa de un experimento donde se hibridaron los ARN's totales con la sonda de ST3N.

=8



L i |- L R g ) UL A | T et b T L1 b R R Rl M | | 0 P T R L it Al (1AL Ll | I LR
(il 10 vy Lo il iR UL L L e TR L

TESIS DE DOCIORADD Poblo &, DAMIAN-MATZUMURA

En los resultados mostrados en la figura anterior se observa un incremento
significative (170%; p<0.03) en las concentraciones del ARNm-ST3N en hipéfisis de
ratas que fueron tratados con el antiesrégenc ICI v se sacrificaron 8 horas (ICI § h)
después, en comparacion con los animales inyectados con el vehiculo v sacrificadcs 8 h
después de la inyeccitn (Vi 8 h).

Sste incremento se hizo més evidente (220 %: p<0.003) cuando las hipsiisis se
obtuvieron de animales sacrificados 24 h después del trasamienio con ICT (aCI 24 by,
al compararse con su respectivo control (Vh 24 h), revirtiéndose el efecto inhibitorio
del incremento en las concentraciones del estradiol enddgeno hacia ia tarde del M y
mafana del . A pesar de que la potencia antiestrogénica del IC es alta, el incremento
en la expresién del ARNm-ST3N en ratas ICI 24 h no alcanza las concentraciones
encontradas en las hip6fisis de ratas intactas sacrificadas en la mafiana del M (89%:
p<0.03).
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ZXPERIMENTO 6. ANIMALES OVX + BE + ICE

Con la finalidad de conocer s1 el antigstrdgeno ICT es capaz de revertir el efecio
inhibitorio del estradicl exdgeno sobre Ia expresién del ARNm-ST3N en animales
ooforectomizacos. 3 grupos de animales OVX por 28 dias fueron inyectados con
aceite de mafz y propilén glicol (Vh), benzoato de estradiol (BE) por 24 horas (BE 24
i) y por 48 horas (BE 48 h} ¢ una combinaciéa de BE y el antiestrégeno ICI (BE +
ICI). Como punto de referencia se incluyé ARN hipofisiario de animales sacrificados
a las 10:00 h del dia del P (P 10} en que se realizé la casiracién y donde las
concentraciones del ARNm-ST3N son bajas.

En la figura 20 se observa que el antiestrégeno ICI pudo revertir en un 85% el
efecto supresor del BE sobre de la sintesis del ARNm-ST3N si se compara con los
animales Vh (p<0.05) y casi un 150 v un 230% con respecto a ios animales tratados
con BE por 24 v 48 horas (p<0.005 y p<0.001) respectivamente.

Si se comparan estos resultados con el experimenio 4, animales OVX + BE, se
observa el mismo pairén de inhibicidn de la expresion dependiente del tiempo de
exposicidn al estrégeno exdgeno; st embargo. si se comparan con los resultados
obtenidos en el experimento 5. animales intactos + 1CL. el antiestrégeno tampoco es
capag de revertir totalmente el efecto inhibitorio de los estrdgenos. en este caso del BE
exdgeno.
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Fig. 20. &) Efecto del antesirégeno ICI 182,780 sobre la expresidn de la ST3N en enimales
ovareciomizades. Se inyectaron 100 ul de aceite de mafz/propilén glicol 1:1 (Vh), 10 ¢g de benzeato de
estradiol (BE) o la combinacidn de BE y 2 mg de ICT 182,780 / Kg de peso corporal {ICI) & las 10 de
las mafiana a ratas con 28 dias de ovariecicmia (OVX). Se sacrificaron 24 v 48 h despuds y se
obtuvieron las hipdfisis para cuantificar el ARNm-ST3N. Las diferencizs significativas entre los grupos
¢ denotan con distintas lefras; p<0.05. B) Auwtorradiografia representativa de un expermento donde se
hibridaron los ARN's tozales con la sonda de ST3N.

51




LT TR LA T

TESIS D DOCTORADO Pable &. DAMIAN-MATZUMURA

(“\

N ISOFGRMAS DE LA FSE DE RATA
ISCFORMAS DURANTE FL CICLO ESTRAL

En la figura 21 se muestra un patrdén representativo de los resultados obtenidos
de los cromaicenioques de hipdfisis de rata hembra en las diferentes fases del ciclo
estral. en donde las isoformas fueron separadas en funcidn a sus puntos isoeléctricos
[pI]. Las hipdfisis utilizadas en cada caso fueron obienidas a las 10:00 h de cada uno de
los 4 dias del ciclo estral.

Los patrones de distribucién por carga de las isoformas de la FSH
intrahipofisiaria muestran en el eje de las abscisas el nimero de fraccién colectado (2
ml por fraccién), mieniras que en el eje de las ordenadas izquierdo se encuentra la
concentracién de FSH expresadc en ng del estdndard RP-2 / mi v en el eje Y derecho
las unidades de pH para ¢l gradiente, el cual se denota con una linea que airaviesa la
grafica de amriba a la izquierda hacia abajo a la derecha.

Las 1soformas se dividieron en aquellas con un pH25.0 (menos cidas) y
aqueilas que eluyeron en un pH<S.0 (mds dcidas/sializadas), separacidn gue se denoia
mediante una raya continua al centro de la grdfica. Cuando ¢l gradiente alcanzé el
pE=4.0 se adiciond la solucidn de clorure de sodio T M (sefialado con una flecha), con
lo que se forzé a aquelias isoformas de FSH que no eluyeron en el gradiente de ptl
entre 7.4 y 4.0 a salir de la columna. fracciones a las que se les dencmind "pico de sal"
¥ se 1ncluyen con las isoformas mas dcidas.

De las grificas de la figura 21 se observa que existe un predominic de las
isoformas que eluyeron a un pH<5.0 en las etapas de Estro (Fig.21-B), Metaestro (Fig.
21-Cj y Diestro (Fig. 21-D), mientras que en el Proestro (Fig. 21-A) se observa un
predominio de las 1soformas menos 4cidas.

Estos resultados concuerdan con lo nformade previamente (Ulloa-Aguirre v
cols., 1995) y confirman |a existencia de mecanismos de regulacién en la formacién de
formas moleculares de la FSH en iz hipdfisis a io largo del cicio estral de la rata, en
funcién de las necesidades fisiolGgicas del animal, de tal manera gue as formas con
meror contenido de dcido sialico {mayor actividad bioldgica) se sintetizan y likeran a
la circulacitn en estadios previos a la ovulacidn con la finzlidad de ejercer un fuerte
estimulo al foliculo ovérico preovulatorio. mientras que las formas mas sializadas se
sintetizan v liberar con la finalidad de reclutar foifculos primarios gue pudieran ser
estimulados durante el sigiente cicle,
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Fig 21 Patrones de distribucion de las isoformas de FSH después del CFF de extracto de hip6fisis de 1atas
aduitas sacrificadas a las 10:00 h en los dfas del A} Proesiro, B) Estro, C) Metacstio, y IF) Diestro, La linea
discontinua a la mitad de cada géfica indica la sepatacion entre las jsoformas mds dcidas (pH<5.0) y las menos
dcidas (pH25 0}, 1a linea descendente que atraviesa las graficas representa el gradiente de pH, v la flecha indica
la adicion de 1M NaCl después del cual se generan [as isofoimas denonimadas “pico de sal”,
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La grafica 22 muestra los porcentajes de recuperacién obtenidos a partir de los
cromatoenfoques de hipdfisis de ratas a lo largo del ciclo estral, donde se pueden
observar las diferencias en la expresién de isoformas mdas 4cidas con respecto a las
menos dcida. Durante el ciclo estral se observa que en la mafana del dfa del P, previo
a ia ovuiacién, es la dnica fase que presenta una mayor proporcidn relativa de
isolormas mencs dcidas con respecto a las mds Acidas. Esta relacién se invierte en ios
otros estadios, incrementdndose paulatinamente Ia proporcién de isohormonas més
acidas, y disminuyendo las que contienen menos dcido sislico. Al correlacionar estos
resultados con los obtenidos en la expresién del ARNm-ST3N (Fig. 14 v 15), se
observa una predominancia de isoformas més sializadas en las fases del M y del D.
cuando la expresion de! ARNm-ST3N intrahipofisiaria es mds alta,

: | = %
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g i /
] B KN

PROESTRO ESTRO

Fig. 22 Porcentajes de recuperacidn de las isoformas de FSH separadas por cromateenfoque de
hip&ilsis de ratas en diferentes estachos del ciclo estral durante la mafiana de cada dia. Las diferencias
significativas enive los grupos se denotar: con distintas letras p<0.05,
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SOFORMAS DE LA rFSH EN RATAS OVX

En las figuras 23 a 27 se muesiran los patrones de distribucién por carga de los
cromatoenfoques de hipdfisis de ratas ovariectomizadas v sacrificadas a diferentes
tiermpos. En todas las graficas se observa un mayor porcentaje de isoformas con mas
dcido sidlico (pH<5.0) con respecto & las menos acidas, sin embargo, en hipdfisis
obtenidas de ratas con 7, 14 y 21 dfas postcastracidn (figuras 23-25) se observa que las
iormas mas sializadas son mucho mds abundantes que las menos 4cidas, si se comparan
con la distribucién de 1soformas de FSH de hip6fisis de ratas sacrificadas 28 y 45 dfas
después de la castracidén (figuras 26 v 27).
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Fig. 23 Patrdn representativo de las isoformas de FSH obtenidas de hip&fisis de ratas sacrificadas 7 dias
post-ovanectomiza.
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14 DIAS OVX
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Fig. 24 Patrdn representativo de las isoformas de tFSH obtenidas de hipéfisis de ratas sacrificadas 14
dias post-ovariectomia,
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Fig. 25 Patwén representativo de las isoformas de rFSH obtenidas de hipdfisis de raias sacrificadas 21
d.as post-ovariectomia.



TESIS DE DOCTORADD

r=SH (ng RP-2 / wl)

ablo . DAMIAN-MATZIVURA

P

200

pk <5.0

120

a0

40 =]

UJ’
NUME

40

60 a0

100

RO DE FRACCION

120
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dias post-ovanectomiz.




L L el Ul R L T L TR L R UL ED D LT R L LU ML TR ATy Tt A T e

72818 DE DOCTORADG Pablo &. DAMIAN-MATIUMURA

- 5 £ a 2 O pH2E.D
. i’?’ ? 7/" i} ;__j B pH<5.G
z A
: " 2 7
<t iy y o
% 7 i L ‘ z
Pé 40 - /
g SL// <7
£ d % d 7 d % [{—N'{/ ‘Im“%

4 ;..-;I:..ﬂ g_-T-T = ‘II/
e:i‘f H//.i" / M/\ 7ZR
74 14¢ 29d  28d  45d

DIAS DESPUES DE OVYX

Fig. 28. Porcenzajes de recuperacidn de isoformas de rESH separadas por cromatoenfoques de hipdfisis
de ratas ovanectomizadas y sacrificadas a diferentes intervalos.

Esta grafica muestrz los resultados obtenidos en ios cromatoenfogues de hipdfisis de
ratas sacrificadas a diferentes intervalos después de la remocidn de ias génadas, los cuales
son expresados en pereentaje de recuperacion. La proporcidn relativa de isoformas dcidas
separadas de las hipéfisis de animales castrados es mayor en todos 10s casos con respecio a
las formas menos 4cidas; sin embargo existe un wmeremento de estas dltimas isohormonas
de FSH a los 28 vy 45 dfas post-OVX. Mientras que en el ciclo esiral existe correlacidn
entre los resultados obtenidos en los cromatwsenfoques (fig. 28) v la expresidn del ARNm-
ST3N (fig. 16), en los cromatoenfoques de animales ovariectomizados hay una falta de
correlacion, ya que mientras la expresién del ARNm de la enzima permanece baja en los
dias 7 y 14 post-ovariectomfa, la proporcién relativa de isoformas mds sializadas es
mayor. En el case de las hipofisis obtenidas 21 dias postcastracidn se cbserve incremento
en la conceniracién del ARNm de la epzima, cuando la proporcidén relativa de
1sonormonas atn no ha cambiado con respecto a 7 v 14 dias posteastracidn. Conirario a Io
gue se¢ esperaba, el ARNm-ST3N se mcrementa simulténeamente con la cantidad de
1soformas menos sializadas a partir de los 28 dias y hasta los 45 dias post-ovanectomis, lo
que pudiera mdicar que la regulacidn en la sintesis y secrecidn de isoformas de la FSH en
animales ovarectomizados estd controlada en forma diferente al animal intacto, ya que iz
remociin de los ovarics pudiera impedir que otros factores gonadales incidan sobre ¢! gje
hipotilamo-hipdfisis, v se activen o dejen ¢e activarse owros mecanismos aliernos de
sializacion de ia F8%
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2} CONCERTRACIONES HORMONALERS

7

La figura 29 muestra las concentraciones séricas de la FSH v la LH, medidas
por medio de sus respectivos RIA's, de los animales sacrificados durante la mafiana
£

(iC:00 h) de los diferentes dias del ciclo estral. La sensibilidad para ambas
determinaciones fue de 0.1 ng/ml y 0.05 ng/m! para FSH v LH respectivamente.
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Fig. 29 Concentraciones séricas de las hormonas de rata FSH y Li en los cuatro dfzs del cicio estral
sactificados & las 10:00 h. Las diferencias significativas entre 1os grupos se denvian con distintas letzas;
p<0.05.

Las concentraciones séricas de ambas gonadotropinas, de acuerdo a lo publicado
por Smith (1975} y Freeman (1994) (ver figura 10), se incrementa en la tarde (15:00
a 17:00 k) del dfa del P. En el caso de la LH aumenie répidaments su secrecidn v ia
méxima conceniracién se observa a las 17:00 h, descendiendo hasta concentraciones
vasales en la maftana del B, Para la FSH se presentan dos incrementos, uno enire las 17
y 21:60 h del P ¥ el segundo en la madrugada del dfa del E, bajendo su concentracién
durante la tarde y noche de} P. Congruente con estos informes. en ia grafica 29 se
tiene unz visidn parcial de las concentraciones séricas de las gonadotropinas
hipofisiarias, donde solamente se alcanza a observar un incremenio en ambas
notmonas en ia maflana del esiro, lo gue representa el descenso er sus concentraciones
proveniente de la tarde del dia del P y madrugads del E.
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Fig. 30 Concentraciones séricas de las hormonas de rata FSH v LH de animales ovanectomizados.
Diferencias sigmficativas con respecto 2 los animales sacrificados después de 7 dias de castracién se
denotan con *p<0.05 y **p<0.005

Las concentraciones séricas de las gonadotropinas hipofisiarias de ratas
sacrificadas a diferentes intervalos de tiempo después de ser ovariectomizados, en la
mafiana de! dia del P, se muesiran en la figura 30. Para hacer el anélisis estadistico, los
resuttados se comparan con respecio a las concentraciones encontradas en los animales
sacrificados después de 7 dias de castracidn.

En el caso de las concentraciones séricas de FSH en animales castrados, éstas se
incrementan rdpidamente a los 7 dias de gonadectomia y después hay un incremento en
el dia 14 que corresponde al 30% respecto al perfodo anterior, mientras gue enfre los
dias 21 y 28 la velocidad en el incremenio en la conceniracion de FSE es menor, si se
compara con la inicial. pero constanie (7-10%) y entre 28 v 45 dias se incrementan las
concenfraciones con mayer rapidez (15%), pero més lentamente que en aguellos
animales sacnficados por un periodo de tiempo corto.

Los crementos en concentraciones de la LI sérica se comportan de rmanera
similar 2 la FSH, con un incremento rédpido durante ¢! perfode corto de ovarieciomia
(40-50%), seguido de incrementos moderados hacia los 14, 21 y 28 dias de casiracién
y un aumento en lz concentracidn de hormona entre los 28 v los 45 dfas post-OVX,
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Congruente con lo informado (Ward y cols., 1991}, el incremento de moderado
a aito en las concentraciones séricas de LH y de FSH es debido a la pérdida de l1a
retroalimentacion negativa de los esteroides gonadales estradiol y progesterona
{(Freeman, 1994). )
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Fig. 31 Concentraciones de 176-estradiol sérico de animales sacrificados; A) en Iz maftana (10:00 h) de
los diferenies dias del ciclo estral en comparacién con aquellos inyectados con vehiculo (Vi) o benzoato
de estradiol (BE) v sacrificados en el dfz del E. B) Animales sacrificados a diferentes intervalos (7, 14,
21, 28 y 45 dfas) despuds de la ovanectomia en comparacién con animales ovariectorizados por 28 dfas
y tratados cen Vh o con BE. Diferentes letras mindsculas sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas (p<0.05} para cada grupo, sin tomar en cuenta a los animales tratados con BE, donde las
concentraciones son muy elevadas (>>3).

Las conceniraciones séricas de esiradiol en ratas intactas y overizciomizadas se
muesiran en la figura 31. Durante el ciclo estral, el estradio! presenta su méxima
congentracién en la mafana del dia dei P, disminuyendo a una tercera parte durante la
mafiana del E y a conceniraciones basales en el dia del M (20% con respecto a las
observadas en P); durante la mafianz del D se inicia el incremento nuevamente {45%
con respecto & P} gue culrninard en el maximo merements presentado entre Ia 09:00 y
las 17:00 h (fig. 32, panel medio. reproducido de Smith v cols., 1975). La
administracién de aceite de maiz en el dia del B no modificé la concentracién de
estradiol con respecto a su correspondiente dia en znimales intacios (0>0.05).
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En el caso de animales ovariectomizades en el dia del P, después de 7 ¢fes de
castracidn se observan altas concentraciones de esiradiol sérico, que disminuye en un
50% (p<0.05) en animales con 14 y 21 dias post-OVX, v en 75% (p<0.005) en ratas
con 28 v 45 dfas de castracién. Al igual que en animales intactos, la inyeccién de zcelie
de maiz a ammales con 28 dias post-OVX no modificé su concentracién de estradiol
{p=>0.05).

tig. 32 (HOJA SIGUENTE) PANEL SUPZRIOR) Expresién del ARNm-STIN aias 10:00 h de
los dizs del D, P y E, asf como en M a las 10:00, 14:00, 18.0C y 22:00h. PANEL MEDIG)
Concentraciones de estradiol er: suero de rata obtentde a intervalos de 2 horas a lo largo de cada uno de
los dizs del ciclo estral, cada punio represenia la concentracidn media de estracicl de 5 a 6 ratas. Las
barras negras representan los periodos de obscuridad en que s mantuvo a los animales. PANEL
INFERIOR) Distnibucidn de 1soformas moleculares de FSH durante el cicio estral. Las barras sélidas
muestran las isoformas menos dcidas v las barras railadas {as isoformas mds Scidas
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9.- CONCLUSIONES

Se ha demostrado previamente que cambios en la cantidad de residuos de dcido
sidlico pueden tener efectos biolégicos tan variados como la modificacién en la
distribucidn por carga eiéctrica de la FSH, generando diferentes isohormonas, v la
medulacidn de las propiedades bioldgicas de iz FSH circulante, por lo que es indudable
que &stos juegan un papel fisioldgico importanie ya que contribuyen a ajustar la
actividad estimulante de los foliculos a necesidades temporales (Ulloa-Aguirre v cols.,
1995, Padmanhabhan y cols., 1999).

Con la finalidad de demostrar gue las variaciones en la carga elécirica de la FSH
estén deterrminadas principalmente por la modificacién en el contenido del 4cido
sidlico como resfduo terminal (Zerfaoui v Ronin, 1996), se realizaron estudios en fos
que se ncubaron diferentes preparaciones de FSH con la eazima desializante
neuramunidasa, observandose que la cantidad de isoformas mas 4cidas disminuyd y la
de formas menos 4cidas se incrementaron en forma proporcional al tiempo de
incubacidn. hasta que solamente se detectaron isoformas que eluyeren en valores de
pH 1guales o mayores a 6.4 (Chappel y cols., 1984; Ulloa-Aguirre v cols., 1984;
Galway y cols., 1990a).

La modulacién de las propiedades bioiégicas de ia FSH por el 4cido sidlico,
radica en el hecho de que cuando la moléeula de FSH presenta menor cantidad de estos
residuos, s¢ generan isoformas menos 4cidas, Io que le confiere mayor afinidad por su
receptor y una mayor respuesta hormono-especifica. Por oiro lado. Iz vida media
plasméiica de Ias isoformas mds sializadas aumenta notablemente (Ulloa-Aguirre v
cols., 1995)

Lz importancia de estudiar la reguiacién en la expresién de la enzima
responsable de la acicion de residuos de 4dcido sidlico a la moiécuia de FSH, la «2,3-
sialiltransferasa o 8T3N, llev6 a realizar el presente trabajo de investigacidn, en donde
se demuestra por primera vez que las concentraciones de su ARNm en la hip&fisis
anterior cambian significativamente de acuerdo a la hora v el dia dei ciclo estral v que
la dindmica de estos cambios en las concentraciones de} ARNm-ST3N estén asocizdos
temporalmenie con variaciones en las concentraciones de estradiol sérico.
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Basados en la secuencia del ADNe de la enzima ST3N publicada por Wen
(1992b) se disefiaron los oligonucleétidos apropiados parz sintetizar un fragmento del
ADNc que abarcara exclusivamente la regidn de sializacién con alta especificidad de ia
enzima (excluyendo la region de sializacién denominada "sialilmotif"). ¥ que
presentara la menor homologia con el resto de los, por lo menos, 15 miembros de esta
familia de sialiliransferasas. Se analizd la secuencia de nucledtidos del producto de
RT-PCR y se comprob$ su especificidad al hibridar esta sonda con ARN's
provenientes de tejidos, incluyendo la hipdfisis, en los que se informé su expresién.

En un primer experimento se determiné que e! ARNm-ST3IN se expresa en
forma diferenciai durante el ciclo esiral de la rata, teniendo su méxima expresitn
durante la mafiana del M, fase en la cual la concentracién de estradiol sérico se
encontrd relativamnente baja, hayazgo que se correlaciona con la predominancia de
isoformas de FSH mds 4cidas (fig. 32). Durante los dias que preceden a la ovulacién
(D y P) se observé la disminucién progresiva del ARNm-ST3N en paralelo con el
incremento en las concentraciones séricas de estradiol, alcanzando sus valores més
bajos inmediatamente antes y después de la méxima exposicidn de la hindfisis a
esteroides sexuales, es decir, en el dia del P y Ia mafiana E respectivamente. siendo en
el dia del P (seguido del estro) donde se han aisiade la mayor proporcidn relativa de
isoformas de FSH con menor contenido de 4cido sidlico (Fig. 32).

En forma inversa, se observé incremento significativo en las concentraciones
del ARNm-ST3N al tiempo en que la liberacion de estradiol era mas baja en ¢l ciclo
estral (metaesiro} y en animales castrades por 28 dfas, lo que sugiere que los cambios
en las concentraciones de estradiol pueden influir en la sintesis, velocidad de
transcripcidn o estabilidad del ARNm de esta glicosiltransferasa. Esta posibilidad se
apoy6 en los experimentos en los cuales se demosird que la administracidn de benzoato
de estradiol en la mafiana del E o después de 28 dias de castracién, bicgued el
incremenio natural del ARNm-ST3N como resuitado de las bajas conceniraciones
séricas del estradiol. Aparentemente, el efecio supresivo del estradiol sobe ia
expresion dei ARNm-ST3N se pudo prolongar por varias horas o atn por dias después
de la exposicidn maxima a este esteroide, efecto que se vié reflejado er: la persistencia
de bajas conceniraciones del ARNm df-" ¢sta enzima durante la mafiana del E y después
de la remocidn de las génadas en el d’z del P. 8in embargo, e} hecho de que se hayan
mantenido bajas las concentraciones del ARNm-ST3N durante al menos catorce dias
después de la ovariectomia y que la respuesta al estradiol exégeno en los animales
gonadectomizados se atenué considerablemente con respecto al comportamiento
exhibide en los animales intactos, sugiere que otros factores extrahipofisiarios podrian
estar involucrados en ei control de la expresidn de esia enzima.
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El empleo del antiestrégeno ICT 182,780 sirvié para comprobar la idea de que
la regulacién en la expresidn de! gen de la ST3N es via el receptor citoplasmdtico de
estrogenos. Bste antiestrogeno fue capaz de-contrarrestar casi en su totalidad el efecio
inhibitorio del estradiol endégenc en animales intactos y del exdgenc en animales
ovariectomizados, lo que provocs que se incrementara la expresion del ARNm-ST3N;
sin emoargo, el efecto antiestrogénico de! ICT sobre la ST3N fue menor en animales
ovariectomizados por 28 dias pretratados con estrégenos endégenos.

El fraccionamiento por cromatoenfoque de extractos hipofisiarios permitié la
identificacidn de patrones de distribucién por carga de FSH particulares para cada dia
del cicio estral, donde se observd el incremento mas significativo en la abundancia
relativa de isoformas de FSH menos 4cidas durante ia mafana del dia del P ¥ €N menor
grado durante el E, tiempos en los que las concentraciones del ARNm-ST3N fueron
menores. Sin embarge, esta relacién inversa enfre la abundancia de isoformas menos
acidas v ia disminucién en las concentraciones del ARNm-ST3N estuvo pricticamente
ausente durante el resto de los dias del ciclo, particularmente en el D, asf como
también después de siete y catorce dias de la ovariectomia, condiciones durante los
cuales la abundancia relativa de isoformas més dcidas fue mayor y las conceniraciones
de ARNm-8T3N disminuyeron considerablemente.

La existencia de una correlacién parcial, mis que total, entre las
concentraciones de ARNm-3T3N v los cambios en Ia distribucisn de isoformas de FSE
se puede deber a los siguientes factores: 1) La participacién concomitante de otras
sialiliransferasas (principalmente ta ST6N) u otras glicosiltransferasas v sulfatasas, las
cuales podrian estar a su vez reguladas por uno o varios factores exirahipofisiarios,
que participan en el procesamiento postraduccional de la FSH (Dharmesh y Baenziger.
1993; Rafferty v cols., 1995); 2) variaciones en lz disponibilidad de susirato, lo cual
podria permitir la sializacidn efectiva en condiciones caracterizadas por bajas
concentraciones enziméticas de la enzima y reducida produccion de FSH, como sucede
en los dias del M y D (Ortolano y cols., 1988; Freeman, 1994) ¥ 3) la incapacidad de
Luestro sistema de RiA de FSH para distinguir entre el incremento 21 la produccidn
Ge isoformas mds sizlizadas y la disminucién en la inmunogenicidad de epitopes
presentes en ciertas giicoformas de FSH, las cuales contienen estructuras de
oligosacdridos menos complejes y cuya abundanciz relativa podria estar
incrementada.{Leipheimer y cols., 1984; Dahl y Stone, 1992; Luderer v cols., 1993:
Phillips v cols.,, 1994; Phillins v cols., 1996; Stanton y cols., 1996; Phillips y cols.,
1997).
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Los resultados obtenidos ne permiten precisar si el estradiol medifica las
conceniraciones del ARNm-8T3N v por lo tanto la sializacién de la FSH, actuando
directamente en el gonadotropo o indirectamente sobre el hipotdlame regulando la
actividad de GnRI o por una combinacién de ambas. De hecho. algunos estudios
involucran al péptido hipotaldmico GnRH en }a modulacidn de la glicosilacién v en el
grado de heterogeneidad de la LH y la FSH dependiente de &cido sidlico (Galle y cols..
1983; Ulloa-Aguirre v cols., 1992¢; Phillips y Wide, 1994); sin embargo, estudios in
vivo més recientes, empleando animales experimentates y en humanos, han permifido
la distincidn entre Tos sitios hipofisiario e hipotaldmico que son regulados por los
esirégenos (Padmanabhan y cols., 1988: Hassing v cols., 1993: Wide y Naessen, 1994,
Wide y cols., 1965). En estos estudios se demostsd gue la inyecci16n pulsétil de GnRH
no puede alterar el pairén de distribucién por carga de la FSH intrahipofisiaria y
secretada en animales con hipogonadismo inducido, mientras que el tratamients con
estradiol incrementa selectivamente las isoformas menos &cidas.

Por oir¢ lado, mieniras que en mujeres normales la abundancia relativa de
isoformas de FSil menos 4cidas se incrementa dramdticamente durante el pericdo
preovulatorio, etapa en a cual hay un incremento en las concentraciones del estradiol
y mayor sensibilidad de ia hipéfisis a GnRE (Padmanabhar v cels., 1988 Wida y
Bakos, 1993), los cambios observados en la distribucién de isoformas séricas de la
F'SH no se alters significativamente con la administracién consectutiva de dosis bajas v
altas de GnRH durante cada fase de! ciclo (Ulloa-Aguirre y cols., 1995). A pesar de
que los resultados de estos estudios no permiten excluir sitios adicionales
intrabipofisiarios de control mediados por interacciones autderinas o pardcrinas {cuya
nataraleza y papel en la regulacién postraduccional de formas moleculares de la FSH
scn desconocidos), la mayorfa de los datos indican que los estrégenos tienen un papel
determinante en la definicién del grado de sializacién y la sintesis de tipos especificos
de isoformas de la FSI.

Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con estudios in virro
{Chotigeat v cois., 1994] e in vivo en demostrar gque las diferentes isohormonzs
producidas por la gléndula hipcfisiaria estén relacionados con el procesamiento
postracuccional de la sefial tr6fica, como en el caso de la LH (Smith v cols., 1990;
Baenziger y cols., 1992; Dharmesh v Baenziger, 1993; Manzella y cols., 1993), ia
TSH (Monaco y cols.. 1975; Groliman v cels., 1993; Heiton y Magner, 1094a; Helton
y Magner, 1995; Persani vy cols., 1998), la prolactina (Hoffmann y cels., 1993;
Manzella y cols., 1997) v la misma FSH (Galway y cols., 1990z Calway v cols..
1950b).
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Ademds, otros investigadores ha demostrado que las actividades de oiras
glicosiltransterasas (como Ta ST6N, la N-acetil galactosamina transferasa v la alfa-
manosidasa II) (Helton y Magner, 1994b), las sialidasas (Cohen-Forterre y cols., 199¢;
Cohen-Forterre v cols., 1992) v otras sialiliransferasas pueden estar reguladas por
diferentes factores hormonales (Coughlan y cols., 1996; Coughlan ¥y Breen, 1998:
Maguire y cols., 1998) en gran vanedad de tejidos reproduciivos (Nelson ¥ cols.,
1975; Nelson y cols., 1977; van Aswegen v cols., 199C) y no repreductivos
{Toporowicz y Reisner, 1986; Kolinska v cols., 1988; Paulson y Colley, 198¢;
Livingston y cols., 1990; Nemansky y cols., 1992; Svensson y cols., 1992; Gillespie y
cols., 1993; Hamr v cols., 1997; Maguire v cols., 1997).

La expresion a gran escala de las sialiliransferasas de origen recombinante
(Wilhams y cols., 1995), asi como la identificacién de las regiones de control en el
promotor v en los elementos de respuesta a diferenies hormonas presentes en las
sialiliransferasas, permitirdn conocer plenamente el papel de los faciores
hipotaldmicos u ovéricos en la regulacién de su expresién. A su vez, el conocimiento
de los mecanismos de regulacidn de ia adicién de 4cido sidlico a las hormonas
glicoprotéicas por estimulos especificos podria ser uiilizado para generar
glicohormonas con un contenido conocido de carbohidratos, que pesmitan contralar
con mayor precision la duracién e intensidad de Ia sefial wéfica sobre sus Organos
blanco,

Como siguiente meta se analizard ia expresidn del ARNm-ST3N en hipdiisis de
ratas en diversas condiciones fisiolégicas v experimentales mediante ia técnica de
hibridacién in site, lo que permitird confirmar con precisién el sitio de sintesis de este
ARNm, combinando la identificacion de éste con Ja técnica de inmunohistequimica
contra ia subunidad 3-FSH. As{ mismo, se pretende analizar ¢ efecio de cada une de
los posibies estimulos hormonales que pueden modifican postraduccionalmente la
expresion del ARNm-ST3N en cultivos primarios de hipéfisis. Se intentard clonar ja
regidn del promotor de la ST3N de rata en un vector que contenga el gen reportero de
ia lnciferasa {p(GL3 basic reporter vector) v transfectarlo 2 12 linea celular GGH3, que
& su vez concontenga un vector que exprese al receptor de GnR¥ de rata, ¢ incubarlas
con las hormonas esteroides, los factores hormonales y antthormonales empleados en
el cultivo primaric, con la {inalidad de analizar el grado de activacién o inactivacién
del promotor de Ia ST3N ante ia ircubacién con los faciores hormonales gue pudieran
regular su sintesis.
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ABSTRACT

Follicle-stimulaung hormone (FSH is synthesized
by the antertor proittary gland in muiapie molecular
forms Imreased acidic/sialvlated FSH charge 1s0-
torms are associated with conditions characterized by
a low osstvogen outpuf. In the present study, we
anaivsed the dyvnamies of the changes i mRNA
levels of the enzvme GalBl,3[4]GleNAc «2.3-
staivltransferase (2.3-STase) (one of the enzvmes
that mcorporate sizlic acid residues into the TSI
molecule) 1n rtact and ovanectomized rats. The
anterior pituitartes of 4-dav regularly cvelic adult
fernale Wistar rats werc obtamed at 1000 h on the
davs of pro-cestrus [P), cestrus (O}, dicestrus 1 (D1)
and dwestrus 2 {D2), at 0200 h, 1400 h, 1800 h and
2200h on D31, at 1R800 h on day of O and ar 1000 h
atter 7, 14, 21, 28 and 43 davs of cophorectoms
petformed on the morning of P. Toral RNA was
wolated from each gland and the 2,3-8Tase levels
were measured by Northern blot hvbridization analv-
315 emploving a 340-base pair cIVNA probe encoding
for a non-conserved amno acid scquence of the cata-
Ivne domain of the enzyme Maximal levels of the
erzyiie mRNA were detected at 1000 hon D1, there-
after, thev progressiveiv gecreased by 60% durmg
the ensumg 2+ h, reaching the lowest concentration
values (26% of the masimallv obseryved level on Dil) at
1000 h on dav of P and remaming unchanged durning

the mornmg of O Admmnistraton of the potent
oestradiol receptor antagomst ICT 182,780 at 1000 h
on D1 completely reverted the time-dependent de-
crease 1 2,3-8Tase mRNA levels observed during
the afterncon of 13l whereas oestradiol benzoate
administered at 1000 h on day of O sigmfcanily
reduced the enzyvme mRNA levels (to 21% of the
fevels detected 1 vehicle-treated controis), In
ovariectormzed rats, the ¢#2,3-5Tase mRNA progres-
sively mereased from day 21 to day 45 post castration.
Administration of vestradiol benzoate on day 28 after
cophorectomy significantly reduced the 2,3-STase
mRNA levels {to 36% of the levels detected 1n
vehicle-injected  contrelsy; ICI 182,780 parually
counteracted this oestradiol-mediated effect. The dv-
noamics of these changes in 2,3-8Tase mRBRXNA levels
partially correlated with changes mn the relanve abun-
dance of the FSH charge isoforms separated by
preparatnve chromatofocusing of anterior pirwtary
extracts. particularly 1 glands obtained during the
morming of P and O These data demonsirate for the
first time that piowstan 2,3-5Tase 15 a hormonaliy-
regulated enzyme and that the changes m transcrip-
t:on and/or stzbihity of 18 mRNA may be involved, in
part, in the post-translational processing of the FSH
molecule during certain phystological condrtions
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Folhicle-stimulating hormone (FSH), one of the
signals produced bv the anterior pituttary (AP}
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land, 18 wvelved i the regulation of several
cssential .cproauctne processes occurring at the
gonadal level This gonadotrophun 1s a heterodimer
composed of two glyveosylated subunits, ¢ and B
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Prontary o2 3-nalvitransferase

(Pierce & Parsons 1981, Gharib et al. 1990). Each
subunit of FSH exhibits two N-linked glycosylation
sites located at positions Asn32 or 536 and Asn78 or
82 ;n FSHuo and Asné, 7 or 13 and Asn23, 24 or 30
m FSHP (Fiddes & Goodman 1479, Prerce &
Parsons 1981, Esch er al. 1986, Watkins et af. 1987,
Ghanb ez al 1989). Glycosylation and processing of
ircorporated oligosaccharides involve a complex
biosvnithetic pathway which, after initiation in the
rough endoplasrme reticulum, continues through
the Golgi apparatus unul the mature gonadotrophin
15 transported to secretory granules (Baenziger &
Green 1988). As in other related glycoprotein
hormones (luteinizing hormene (LH), chorionic
gonadotrophin and thyrotrophin (TSH}), oligo-
saccharide structures on FSH are highlv variable
and plav a key role in determiming the biological
properties of the hormone (Wilson et af. 1990,
Ulloa-Aguirre et al. 1995, Ullea-Aguirre & Timossi
1998). In FSH, most oligosaccharide chaing are
dibranched structures with either both ends
terminanng  in a  negarively charged group
(GalNAc-SO, "~ or Gal-sialic acid) or one branch
terminating in a negatively charged restdue and the
other in noncharged mannose. Dibranched ohgo-
saccharides, with and without 2 bisecting GleNAc
moiery hnked to the B-linked core mannose
residues, and tribranched oligosacchandes of differ-
ent types, but contaiming terminal swalic acid
restdues are also found (Green & Baenziger 1938,
Stockell Hartree & Renwich 1992). Variations in the
structure and distmbution of sialvlated and, to a
lesser extent, sulphated Asn-linked oligosaccharides
constitute the main chemical basis for FSH isoform
formation and the extensive charge hetero-
geneity exhibited by this particular gonadotrophin
(Ulloa-Aguirre et af. 1993)

Multiple FSH charge 1soforms have been solated
from AP extracts, serum and urine of several animal
species including man  (Chappel et ol 1983,
Ulloa-Aguirre et af. 1986, 1988, 1993q. 1995,
Simoni et al. 1994, Stanton et al, 1996). The more
acidic/sialylated wvariants exhibit longer plasma
half-life but lower receptor binding activity and
m witro biological potency than the less acidic
counterparts {Ulloa-Aguirre et al. 1984, 19924,
Cerpa-Poljak et al. 1993, Zambrano e al 1996).
The distribution of the intrapituitary and secreted
FSH charge isoforms changes during specific
physiological conditions (Padmanabhan et al. 1988,
Wide 1989, Wide & Bakos 1993, Ulloa-Agutrre
et al. 1995, Zambrano et al. 1993), thus indicating
that FSH heterogeneity is a hormonally regulated
phenomenon. In terms of endocrine regulation,
there 15 growing evidence suggesning that hypo-
thalamic and gonadal inputs (gonadotrophin-

Fournal of Molecular Endoerinology (1999) 23, 153165

releasing hormone {(GnRH} andjor sex steroids)
may be invelved in modulating the molecular nature
of the hormone and therefore irs biological
artmbutes (Ulloa-Aguirre ef al. 1993). For example,
1t has been shown that the release of icss sialylared,
short-lived FSH glycoforms s increased in con-
ditions in which the AP 15 exposed 1o hugh levels
of oestrogens such as the periovulatory phase of
the menstrual cycle or after long-term oestradiol
adminmstration to hypogonadal subjects (Galle et ai.
1983, Padmanabhan et af. 1938, Wide & Bakos
1993, Wide & Naessén 1994, Zambrano et al. 1993).
However, the molecular mechanisms responsible for
the changes in sialvlation of the FSH molecule
during these and other physiological srates remain
unclear. Since the oestrous cycle represents an
ordered sequence of changing hormonal evenrs
during which the pituitary gland is cyelically
exposed to variable amounts of gonadal and
hypothalamic hormones, we tested the hvpothesis
thar the mRNA levels of rat GalP1,3GleNAc
02, 3-sialyltransferase (2,3-STase) (the enzyme that
forms the NewAeca2,3GalBl,3GleNAc sequence
typically found to terminate complex type N-linked
oligosaccharide chains such as those present in FSH
(Weinstein ef af. 1982, Baenziger & Green 1988,
Kleen & Berger 1993)) changes during the cestrous
cvele and that ocestrogens play a keyv role m the
regulation of this enzvme mRNA levels.

MATERIALS AND METHODS

Adult Wistar female rats were maintained in groups
of 5 animals under light-controlled conditions
{Lights on from 0300 to 1900 h). The body weights
of the rats were between 250 and 300g. Daily
vaginal smears were obrained between 0900 h and
1100 h, and no ammazl was used until 1t had shown
at least three consecutive 4-day oestrous cycles.
Rats were decapitated at 1000h on the davs of
pro-oestrus (P), oestrus (), dicestrus 1 (D1) and
dicestrus 2 (D2), at 0200h, 1400h, 1800h
and 2200 h on D1, at 1800 h on the day of O and
at 1000 h after 7, 14, 21, 28 and 45 days of
oophorectomy performed on the morning of P The
anterior pituitaries were dissected free from the
posterior pituitaries, rapidly removed and immedi-
ately frozen at —70°C untl extraction of toral
cvtoplasmic RNA or solubie proteins.

RNA extraction and Northern blot
hybridization analysis

Total RNA from rat brain and antenor pitu-
itary giands was 1solated by the single-step acid
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02,3-8Tase in the Golgt membrane (TMD, transmembrane gomain; branched structures,
putative glycosylation sites) (Middle panel} Representanon of me enzyvme according 1o
the model shown on tep. Stratght hnes mdicate the untranslated parts of the
mBRNA/CDNA and the differently flied boxes represent the sequences codmg for the
corresponding domains shown in the top Hgure, numbers indicate the length of the
different regions (bp, base patrs, aa, amuno acids) {Bottom panel) Sequence of the
2,2-8Tase ¢DNA svnthesized and emploved in the present study, filled boxes show the

lirmuts of the cDNA sequence.

guamdinm thuocvanate/phenol/chloroform cxtrac-
tion method {(Chomezvnsks & Sacchr 1987) using
the TRIZol reagent (Gibeo, Gartthersburg, MD,
USA) and following the wnstructions supplied by
the manuracturer. For Northern blor hybridization
analysis, total RNA (~ 13 ug) was fractionated on
1 0% denaturating agarose gel and transferred to
Zeta Probe G'T membranes {BioRad, Hercules, CA,
USA) After UV crosslinkig and prehvbnidization,
the membranes were hvbnidized during 16-24h at
65 °C with the 2,3-8Tase ¢cDNA probe radio-
labelled with *“P using 4 random primer iabelling
kit {Gibeo) The filters were then washed at hagh
stringency and autoradrographed on X-OMAT-AR
film (Eastman Kodak). Each blot was stmpped and
rehvbrichized with e rat cvelophilin (Cve) eDNA
probe, prepared bv random priming and used as a

control to compare the amounts of RNA loaded and
ransferred, Semiquantitative gnalysie of specific
2,3-STase mRNA was performed by densitometrie
scanning of the autoradiograms employing an Eagle
Eve II video mmaging system (Stratagene, La Jolla,
CA. USA), Results are expressed as the 2.3-5Tase/
Cse mRNAs relative opnical density (0.1} rates

Synthesis and amplification of rar ¢2,3-§Tase
cDNA

Like other givcosyitransferases bearmg type II
membrane topology, the 2,3-STase has a short
cvtoplasmmic domain, a hydrophobie signal-anchor
sequence, a luminal stemn region not reguired for
catalytie actviey and a Jarge lummnal catalvtic
domain (Kleen & Berger 1993) (Fig. 1. For the
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purpose of this study, we svothesized a ¢DNA
probe of 346 bp encoding for 2 non-conserved
ammno acid sequence {residues 236 to 350) of the
catalvtic domain of the enzyme located 10 armno
acid residues far from the carboxvi-end of the
so-called sralyimotif region (residues 178-225) (Wen
et al 1992, Darta & Paulson 19935) The oligo-
nucieotide primers empioyed for the construc-
gon  and  amplification of c¢DXA by reverse
rranscription-pelymerase chan reacnon {(RT-PCR)
were chosen based on the 2,3-8Tase cDNA
sequence reported by Wen er al. {1992); sequences
of the corresponding sense “and anusense oligo-
nuclectides are shown n Fig. 1. Reverse transcrip-
tion of pelv(A)+ RNA extracted from female rar
bramn (which expresses 2,3-85Tase mRNA  at
relatively: hugh levels {(Wen et @l 1992, Kitagawna
& Paulson 1994)) was performed employing the
GeneAmp RNA PCR reagent kit (Perkin Elmer,
Foster Caty, CA, USA) following the instructions of
the manufacturer. After completion of the reverse
transeription, PCR was inmnated by adding 80 ulof a
mix contaitmung 23 units AmpliTag DNA poly-
merase {Perkin Elmer), 15 mM of the sense and
anusense ohigonucleotides, 2 mAl AgCly, and 8§ ul
10 x PCR buffer 11 (Perkin Elmer). The tempera-
ture was raised to 93°C for 105s and the
amplification was carrted out by cveling 33 times,
30sat 93 °C. 30s at 60 °C and 1 min at 72°C, and
ended with a final extension step of 7 mun at 72 °C.
The 346 bp cDNA fragment was 1solated by agarose
gel electrophoresis followed by punfication mn
polvester plug spm inserts (Glenn & Glenn 15%4)
and ethanol preciprtation, and then subcloned into
the pCR-Scnipt SK (+) clening vector {Stratagene).
The sequence of the cDNA fragment was confirmed
bv dideoxvnuclecude sequencing (Sanger er al.
1977) Northern blots of total RNA from different
tissues probed with the 2,3-8Tase ¢DNAqq 050
showed probe hybridizanion to a mRNA of ~2 5 kb
only 1n those tissues previously reported to express
this particular enzyme (Wen et al. 1992). The
relative amounts of ©2,3-8Tase mRXNA detected 1n
pitwirary glands from castrated or D1 rats employ-
ing this parucular ¢cDNA probe represented ~ 35%
of those present 1n other rat tissues that express this
particular mRNA at high levels (l.e. lung, heart,
brain, kidniev).

Chromatofocusing of anterior pituitary
extracts

AP glands were individually homogemzed at +°C
with ten strokes of a Teflon pestle m 100 pl
chromatofocusing  eluent buffer (1:8 diluuen
of Polvbuffer 74 (Pharmacia Fine Chemicals,

SYourral of Molecular Endscrinology (1999 23, 153-165

Piscatawav, NJ. USA) in deonized water, pH 4 0}
enntaming the protease inhibitor phenylmerhyl-
sulphonvifiuoride (02 mg/mil; Sigma, St Lows,
MO, USAY The AP homogenate was centrifuged at
1000 g for 30mmn ar 4+°C, and the supernatant
fraction (AP extract) removed and stored frozen at
— 20 °C. Groups of four AP extracts were separateiy
chromatofocused 1n 3G % 1 em columns of PBE-94
{Pharmacia) following a chromarcfocusing pro-
cedure previously described (Ulloa-Aguirre 2t al
19924). After measuring the pH of the eluent
fracuions (110 to 130 2-ml fracnons/colurn), they
were stored frozen ar —20°C until the dav of
radioimmuncassav (RIA) of FSH. A total of three
or four AP extracts per animal group were pooled
and chromatofocused separately m triplicate col-
umns. Recovertes of FSH by this methed were
76 £ 4% of the total amount originally applied to the
colummn.,

RIA of FSH and gestradiol

Purified rat FSH-I-7 (NIADDEK, Bethesda, MD,
USAY was jodinated by the Chioramme T method.
The RIA of FSH was performed using the rat RIA
kit provided by the NIADDK as previously
reported (Ulloa-Aguirre et af. 1988); the refer-
ence preparation employved was rar FSH-RP-2
(NIADDEK), To avold interassay variations, all
samples from a single column were included in the
same batch. Intra-assay vanabilitv for this RIA
svstem was 7% and the sensrtrvity was -1 ng/ml
The RIA of 1705-cestradiol was performed employ-
g a solid phase commercial reagent kit {Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). All
samples were analvsed 1n a single RIA run; the
mrra-assay variability was 3% and the sensitivity
was +pg/ml

Statistical analysis

One-way anzlysis of variance and the unpawred
t-test were used to analvse differences between
FTOUPS.

RESULTS

Adult cvclic rats were killed at the umes shown o
Fig. 2 and total priuitary RNA was analysed for the
presence of 2.3-5Tase mRNA. As shown in the
figure, the mRNA of the enzvme changed according
w the dav and time of the oestrous cycle. The
highest levels were recorded on the morning of D1,
whereas the lowest were on the merning of the
davs of P and O. A progressive merease in the
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FIGURE 2. Representative experient showing the changes n anterior

pirutary 2,3-5Tase mRNA levels throughour the rar oestrous cvele ‘
{means =8.0 of 3 to 5 anwnals per group) Different letters above the bars |
indicate the existence of significant (P<0-05) differences between each group
Also shown are representative Northern blots of total RNA from anterior
priustary glands probed with radiolabelled 2,3-8Tase and cyclophilin ¢DINA |

probes Similar results were found 1o three addifional experuments

enzvme mRNA levels was observed at 1800 h on
the day of (b and at 0200 h on D1 (not shown). With
castration on the morning of the day of P, the AP
@2,3-5Tase mRNA levels remained at the values
found on dav of P until day 21 post castration, when
the enzyme mRNA levels showed a progressne
increase reaching maximal values after davy 28
post-oophorectomy (Fig. 3).

Based on the results of the tune course study, the
cffects of oestradiol adminustration on the piowtary
3.2,3-5Tase mRNA leveis were then tested. For this
purpose, animals were subcutaneously injected with
either vehicle {corn oul) or 10 ug cestradisl benzoate
{OB) on the morming of the day of O and total AP
RNA was thereafter obtamed at 1000h on the
presumptive D1. In a separate expersment, D1
ammals received at 1000 h 2 mpfkg body weight
{b w.} of the potent oestrogen receptor antagonist
ICL 182,780 (Wakeling et af. 1921) and 1ts effects on
2,3-8Tasc mRNA levels were then examuned erght
and twenty-four hours after 1ts adrmmstration, As

shown 1o Fig. 4, admimstration of OB resulted in a
sigruficant decrease n the 2,3-5Tase mRNA to
levels stmilar to those detected durmng the morning
of Q. In contrast, adminstration of a single dose of
ICE 182,780 at 1000 h on B3] completely reversed
the naturally occurring, wme-denendent decrease
2,3-5Tase mRNA levels observed at 1800 h on D1
and paraally (by 30 + 5%) that occurring at 1000 h
on 32 (Fig. 3) Castrated rats aiso recetved one dose
of 10ug OB or vehicle on day 28 after cophorec-
tomy and the levels of 2,3-STase mRNA were
analysed 24 h and 48 h after OB admunstration. As
shown n Fig, 9, cestradiol admunistration to female
castrates significantly reduced the levels of the
enzvme mBNA, although w a lesser extent than
i OB-treated intact anmals (to 36-4=35-7% and
36 8= 7 8% of the levels detected 24 h and 48 h after
(3B admmnstration 1 vehicle-injected  casirated
controls  respectively). In thizs ammal group,
administration of [CI 182,780 and oestradiol
benzoase, m tandermn, raversed bv 36% the effects of

Fourral of Maolecular Endscrmology (19991 23, 133-163
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FiGURE 3. Changes 1n anterior pitwmitary 2,3-5Tase mRNA levels before and
after castration on the morming of the day of P {means = s.p.). Different
letters above the bars indicate the existence of signuficant (P<0 05} differences
between each group. Also shown are representative Northern blots of total
RNA fram anterior puttitary glands probed with radiolabelled 2,5-8Tase and
cvclephilin <DNA probes. The results are representative of 3 independent

eXPeriments.

OB on 2,3-5Tase mRNA levels observed at 48 h
(Fig. 7}.

Chromatofocusing fractionation of AP extracts
revealed a marked increase 1n the relative abundance
of FSH charge isoforms with elunon pH values
=50 at the time of highest serum oestradiol
concentrations and lowest 2,3-8STase mRNA levels,
1.e. on the morning of P (Fig. 8). These less acidic
FSH isoforms remamed relativelv increased during
the day of O in a setting of low enzyme mRNA and
relatively decreased serum oestradiol levels. Finally,
on the morning of D2, there was a dissociation
between the enzyme mRNA and serum cestradiol
levels and the charge distribution of AP FSH, with
the highest values for the most acidic isoferms in a
setiing of moderately increased serum oestradiol
and decreased levels of the 2,3-STase mRNA
(Fig. 8). In castrated rats, the pH distnibution
pattern of AP FSH was similar to that exhibited by
ntact animals killed at 1000 h on D1, with >80% of
total FSH recovered in elunion pH values <5-0; a

Fourral af Molecular Endocrinology (1999} 23, 153163

modest and not significant increase in less acidic
isoforms (elution pH values =3-0) was detected
exclusively on day 28 post-oophorectomy (not
shownj.

DISCUSSION

In the present studv, we found that the mRNA
levels of the 2,3-8Tase, one of the enzvmes that add
sialic acid to FSH, varied significantly according to
the time and day of the rat cestrous cycle and that
the dynamics of these changes n the enzyme
mRNA levels were temporally associated with
vamanions in serum  oestradiol  concentrations,
Specifically, during the preovulatory days (D2 and
P days) we observed a progresive decrease In
2,3-STase mRNA levels 1n the face of increasing
serum oestradiol concentrations, reaching 1ts lowest
values immediately before and after maximal
pituitary exposure to this sex steroid, ie. in the



Prtmtary w2 F-salvltsansferase

= DAMIAN-ATATSUML R4 and others

400
w
D kY
g —
=y
o g
]
W
2
[
<
z !
o ) 3
" | p
S I -
Eal ' t{ 1
o
] Dt o2 vh(Dl) 0B (D1}
DAY OQOF CYCLE TREATMENT

25 -7 L_,"«*f\‘.h J‘| 2,3.5Tase MANA
I b

10 =f - PR, Cyclophiin mRNA
|

*IGURE 4+ Changes 1n anterior preuttary 2.3-5Tase
mRNA after adrurstration of 10 pg oestradiel benzoate
{OB) or velcle {Vh) on the mornming of the dav of
oestrus (grey bars on the rght) (means = 3.0. of three
separare experiments] 1 he dynames of the changes in
prturtary 2,3-%Tase mRNA throughout the eycle n
antreated zmmals 16 aio shown for comparson (black
bars on the left). Resuits are expressed as percentane
change considering the normalized O D. in the oestrous
group as 100% Dhfferent letters above the bars indicate
the existence o wigmiscant (P<0 03) d:fferences betneen
each group Representatine Northern biots of toral RNA
from anterior pituitars glands probed with radiolabelled
2,3-8Tase and cyvclophtlin ¢DNA probes arc also shown.

morning of P and O respectivelv: conversely, a
significant nise 1 enzyme mRNA levels occurred at
the time of lowest oestradiol output, thus suggesting
that changes 1 oestrogen levels mayv irfluence
the rate of transcription and/or stability of this
glycosyltransferase mRNA  This possibbity was
fact expermmentally docurnented by the studies
showing that adrmunistration of OB to both mtact
and castrated temale rats blocked the naturally
occurring merease m ¢2.3-STase mRNA mmposed
by the low gestrogenic muilieu, whereas the opposite
effect was observed when the pure ann-oesirogen

ICT 182 780 was imjected to block the effeets of

endogenous or exogenous cestrogens. Apparently,
the suppresive effects of oestradiol on the enzvme
mRNA levels may extend throughout several hours

24 h Exposure

i

201 B h Exposurg
I
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FIGURE 5. 2,3-STase mRNA levels 1n ntact rats
cxposed dunng 81 and 24 h o enher vehiele {conuoh
or the anti-oestrogen [CT 182,780 (2 mgkg b w )
administered subcutznecusly ar 1000 h on 131

fmeans = s v Dhfferent ictters abov ¢ the bars wmdicete
the existence of sigmificant {P<0-03} differences berween
each group Representatrse Northern blots of total RNA
fromm ARterior PITUITETY glands probed with radiclabelled
2,3-STasc and ¢iclophilin ¢DXNA probes are also

shown The results are represertanve of 3 separate
ENPErHTents,

ar even davs alter mawximal cestradiol exposure as
disclosed by the persistently low 2,3-5Tase mRNA
levels during the morning of O and after conadal
removal on the dav of P. Nevertheless, the Gnding
that the ©2.3-STase mRNA levels rematned
persistently low at least for 14 davs foliowing
oophorectomy, and that the response to both
cestrachol  benzoate and ICI 182780 mn the
gonadectormzed group was considerably attenuated
as compared with those exhibited by the intact
amimals, suggests that other extrapwtary factors
may be addittonaliv invelved in the control of this
enzvme mRNA lfevels (see below)

We and others have shown that sialic acid plavs a
kev role m determining both the charge isoform
distribution and the biclogrcal activity of FSH
and other glvcoprotern hormones {Rewchert 1971,
Ulloa-Aguirre et @l 1984, Chappel et ai, 1932, 1934,
Wide 1989, Schaaf ef &l 1997). Incubation of rat
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FIGURE 6. Changes 1n antenior pituitary 2,3-5Tase mRNA levels after 24 h
and 48 h of oesiradiol benzoate administratien (OB; 10 1g) on day 28
post-cophorectomy (means = 5.0. of 5 mdependent expeniments) Different
letters above the bars indicate the existence of significant {P<0-03) differences
between each group. Representative Northern blots of total RNA from
anterior preitary glands probed with radiolabelled 2,3-5Tase and cyelophilin

cDINA probes are also shown.

and monkev AP extracts and recombinant human
FSH with the enzyme neuraminidase progressively
decreased the most acidic components of the
hormone while concomitantly increasing the pro-
portion of less acidic forms unul only FSH iso-
forms with elution pH values of 64 or greater
were detected (Chappel et al. 1984, Ulloa-Aguirre
et al. 1984, Galway er al. 1990). Studies with
neuramimdase-treated human gera and pituitary
extracts also demeonstrated that removal of sialic
acid residues induces a shift in the charge of FSH
isoforms towards less acidic 1somers, thus suggest-
ing that some of the charge vanations detected in
different physiological conditions are mainly due to
differences in the terminal sugar contenr of FSH
(Wide 1982, 1985, 1989). In the present study,
chromarofocusing fractionation of AP extracts
allowed the identification of significant shifts in
FSH charge isoform distribution throughout the
cycle, with a significant increase in the relative

Sournal of Molecular Endocrinology (1999) 23, 153-163

abundance of the less acidic FSH isoforms during
the morming of the day of P and to a lesser extent
during O, times at which low 2,3-STase mRNA
levels were detected. However, such a close inverse
relationship between the abundance of less acidic
isoforms and enzyme mRNA levels was practically
absent durng the following days of the cycle,
particularly on D2, as well as after 7 and 14 davs of
castration, conditions during which the highest
relative abundance of more acidic isoforms was
detected m a serting of significantly decreased
2,3-STase mBNA levels, The existence of a partial
rather than a complete correlation between this
enzyme mRNA levels and the changes in FSH
charge isoform distributton may be due to the
following: (1) the concomurant participation of other
sialvitransferases {e.g. @2,6-STase) or glycosyltrans-
ferases (which may 1 turn be regulated by one or
several extrapituitary factors) in FSH processing,
including siaivlation and/or sulphation (Baenziger &
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FIGURE 7. The effects of cestradiol benzoate (OB) or

[CI 182,780 (ICI} plus OB on 2,3-STase mRNA levels
in oophorectormzed rats (means + 5.0. of three separate
experiments). Groups of four rats wete castrated on the
morming of P. On day 28 after oophorectomy, ammals
were divided mto three treatment groups, The control
eroup recerved vehicle at all imes: the OB group

was treated with vehicle at 1000 h, OB (10 g
subcutaneousiy) at 1100 h and again with vehicle at
1000 h on the next day, Finallv, the 1CI 182,780 group
received 2 mg/kg b.w. of the anti-cestrogen gt 1160 h,
followed by OB at 1100 h and aga:n {CI 182,780 at
1000 k on the next day Al animals were killed by
decaprtation 48 h after the start of the expenrmenr and
the pituitary glands were processed for 2,3-8Tase
mRNA measurement as described n Matertals and
Alethods, Results are expressed as percentage change
considering the normalized O.D. 1n the control group as
100%, Different letters zbove the bars indicate the
exiseence of signuficant (P<0-05) differences betueen
cach group.

Green 1988, Darmesh & Bazenziger 1993, Helton
& Magner 1994a.b, Kitagawa & Paulson 1994,
Rafferty er al. 1995), (2} to varmations in substrate
availability, which may eventually allow for effective
sialvlation 1in conditions characterized by low
enzyme levels and reduced FSH production, such as
thase present during both dicestrous days (Smuth
et al. 1975, Ortelano et al. 1988, present study); (3)
to oestrogen-independent vanations in the half-hife
of the enzyme, and/or (4] to the inability of our
FSH RIA system to allow for a clear distinction
between increased production of more acidic/
sialvlated 1soforms and decreased immunogenicity
of epitopes present m certamn FSH glveoforms
bearing less complex oligosaccharide structures

and whose relative abundance may be increased at
a given time (Dahl & Stone 1992, Stanton et al.
1998).

These and other previously reported #n wreo
experiments (Padmanabhan et af 1988, Wide &
Naessén 1994) do not clarifv unambiguecusly
whether oestradiol modifles 2,3-5Tase mRNA
levels and thus protein sialvlation directly on the
mutary gland, on the hypothalamus to regulate
GnRH activity, or by a combination of several
pathways. Alchough some studies strongly imphcate
GoRH 1n modulating the glveosylation and degree
of sialic acid-dependent charge heterogeneity of LH
and FSH respecuvely (Galle ef af 1983, Miller ez af.
1983, Lau er ol 1992, 1994, Ulloa-Aguirre et al
19926), more recently, several in wwo studies
mvolving experimental ammals and humans have
allowed us to distinguish between pituttary and
hvpothalamic sites of regulation by ocestrogens.
Using the nutriticnally growth-restricted ovariect-
ormized lamb as the expenmental model (state of
hypogonadotrophism due to central inhibition of
GnRH secretion 1n winch the pituitary responsive-
ness to exogenous GnRH 1s preserved (Ebling
et af. 1990}) 1t has been shown that whereas pulsa-
ule administration of GnRH failed 1o alter the par-
tern of charge 1soform distribution of intrapituitary
and secreted FSH, oestradiol treatment selectively
mcreased the secretion of less acidic/sialylated
wsoforms (Hassing 2t al. 1993, Lee et al. 1998).
Likewise, although i normally ovulaung women
the relative abundance of less acidic FSH isoforms
mncreased dramatically during the periovulatary
period (a time of increased oestradiol levels and
prruitary GnRH sensinvity) (Padmanabhan ef al.
1988, Wide & Bakos 1993, Zambrano et af. 1993),
the changes observed in the distmbunion of more
and less acichc/sialvlated serum FSH 1soferms were
not sigmficantly altered by the consecutive admun-
wstration of a fow and high GnRH dose during each
cvcle phase (Zambrano et al. 1995). Although such
studies data do not exclude additional intrapituitary
loci of control via autocrme and/or paracrine
interactions {whose nature and role, if any, m
modifying the post-translational molecular forms of
FSH are not known), the overall data strongly
indicate that cestrogens play a deterrmnant role in
defiming the degree of glycosylation of the FSH
molecule during certain phvsiological conditions.

The present results are 1 agreement with other
studies showing that products from target glands
under the control of the AP gland are nghtly
involved in the posttranslational processing of the
trophic signal (Mura et al 1989, Gyves et af. 1950,
Darmesh & Baenziger 1993, Heiron & Mlagner
1994a,b, Persam et @l. 1998). In fact, it has
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been demonstrated that activines of some glycosvi-
transferases  (a2,6-sialyltransferase and GalNAc-
transterase) and mannosidases (o-mannosidase-11),
mav be moaulated speaficallv ar the pitatary Jevel
by thyrowd hormones (Helton & Magner 1994a.6)
and  oestrogens [DDarmesh & Bacnmger [993),
thereby potentially atfecting sialylation and sulpha-
ron of TSH and LH respectively. Thus, regulation
of the structure and biological properties of
glvcoprotemn hormones by specific stunuli may
represent an additional level of {feedback control by
which the target cell regulates the duraton and
ntensity of the rophic signal released from the AP
gland
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