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RESUMEN

f.a biosintesis de esteroides en el ovario adulto es un proceso complejo que involucra
la. proliferacion y la diferenciacion de fas células foliculares, la cual es regulada por
gonadotropinas y otras moléculas de origen gonadal, como los factores de crecimiento. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos que controlan la produccién de hormonas
sexuales en el ovario de los roedores, cuando aun no se ha establecido el eje hipotalamo-
hipdfisis gonada. En la presente investigacion se analizd el efecto del factor de crecimiento
semejante a insulina tipo | (IGF-1) y la hormona foliculo estimulante (FSH) en la produccion
de testosterona (T) durante el desarrollo postnatal del ovario durante el periodo juvenil
temprano al preptber del ratén B6.Y'". En esta cepa, e! 50% de los individuos XY presentan
alteraciones durante el proceso de diterenciacion testicular provocando incluso una reversion
sexual completa. Estudios previos proponen que las hembras XY mantienen funcional el eje
hipotalamo-hipdtisis-génada y que la anormalidad endocrina es a nivel de la génada.

Para los fines de este trabajo se emplearon ratones hembras de 10 a 18 dias
postpartum (dpp) de la primera generacion, obtenidas de la cruza de machos B6.Y™™ con
hembras pertenecientes a la cepa C57BL/6J (Mus musculus musculus). El sexo genético de
las hembras XY se determiné por amplificacion del gen Sry a través de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa. Los ovarios se aislaron, se seccionaron a la mitad y se
sometieron a tres condiciones experimentales por 24 horas en medio de cultivo
suplementado con IGF-1 (10 ng/ml), FSH (100 UlI/ml) e IGF-I/FSH a 37 °C y 5% de CO,. La
produccion hormonal fue cuantificada por radioinmunoanalisis. Los datos se analizaron
estadisticamente con la prueba F del andlisis de varianza. Después se realizo una prueba de
comparaciones multiples por el método de la minima diferencia significativa con un nivel de
significancia del 5%. Se observé que el IGF-l inhibe la produccion de T en los ovarios XX a
los 12 dpp. mientras que la FSH aumentd la produécic‘)n de este androgeno, especiaimente a
los 14 dpp. Se detectd sinergismo del IGF-I/FSH en los ovarios XX de los 10 a los 16 dpp,
pero a los 18 dpp no se observo efecto. En los ovarios XY los niveles de T fueron en generatl
menores y no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.
Unicamente se encontrd un efecto positivo de la FSH a los 18 dpp y no se observd
sinergismo entre el IGF-1 y la FSH. Se propone que el EI IGF-I tiene un efecto dual ya que
inhibe la biosintesis de T y, en presencia de FSH, estimula en fases tempranas del desarrollo
ovarico en el ratén.



INTRODUCCION

1. Desarrollo y diferenciacion de la gonada en el raton

El desarrollo sexual en los mamiferos involucra tres etapas sucesivas: la primera se
inicia con el establecimiento del sexo cromosoémico cuando el espermatozoide, que puede
aportar un cromosoma X o Y, fertiliza al ovocito, el cual posee un cromosoma X. En la
segunda fase, se produce el sexo gonadal donde el par de primordios gonadales del embridén
se transformaran en ovarios si el producto es XX o en testiculos si es XY. En la ultima etapa
ocurre la diferenciacién sexual fenotipica en la que las estructuras primordiales del tracto
genital interno (conductos de Wollf y de Muller) y externo (o seno urogenital compuesto por
engrosamientos labioescrotales, tubérculo y pliegues genitales), presentes en ambos sexos,
se diferencian (Kofman-Alfaro y col., 1982).

El fenotipo masculino deriva de dos hormonas secretadas por los testiculos recién
formados, la testosterona (T) y la hormona anti-Mulleriana (AMH). La primera promueve fa
diferenciacion de los conductos de Woltf en el epididimo, los vasos deferentes y las
vesiculas seminales, mientras que su biotranstormacion a 5a-dihidrotestosterona induce la
formacién del pene y el escroto. La segunda produce la regresion de los conductos de Mualler
(Kofman-Alfaro y col., 1982; Gilbert, 1998). En fa hembra, por e! contrario, la ausenciade Ty
de AMH provoca la involucion de los conductos de Wolf y favorece el desarrollo de los
oviductos, Utero y cervix a partir de los conductos de Miller, asi como la formacion del
clitoris, labios mayores y menores (Kofman-Alfaro y col., 1982; Gilbert, 1998).

1.1. Formacidn de la cresta genital
(a) Morfogénesis

El primordio gonadal se forma a panir de dos tipos celulares: las células germinales
primordiales (CGP's) de origen extraembrionario y por células somaticas (mesenquimaticas y
mesoteliales) de origen mesodérmico (Merchant-Larios, 1991).

El primer evento durante el desarrollo gonadai es la migracion de las CGP's desde la
base del alantoides posterior y del epitelio dorsal del saco vitelino hasta la region urogenital
donde se formaran las génadas. Entre los 7.5 y 9.0 dias postcoitum (dpc), las CGP’s inician
su migracion al incorporarse al intestino en formacion (transporte pasivo) y entre los 9.5 y




12.5 dpc, éstas desarrollan pseudépodos y otras estructuras caracteristicas de celulas con
movimiento ameboideo para transportarse por si mismas (transporte activo) (Buehr, 1997).

La siguiente fase en {a formacidn de la cresta genital principia cuando, una vez en su
destino final, las CGP's empiezan a ser rodeadas por células mesenquimaticas y
mesoteliales las cuales, al comenzar una gran actividad proliferativa, forman el primordio
gonadal. Este aparece a los 9.0 dpc como un engrosamiento en la parte ventra! del
mesonefros (Merchant-Larios, 1991) (Fig. 1).

(b) Genes involucrados en la formacion de la cresta genital

+ SF1 (Sf1 en raton). Este gen, que codifica para un receptor nuclear huértano, fue
inicialmente identificado como el responsable de la expresion tisular de genes
involucrados en la biosintesis de hormonas esteroides. Especiticamente regula la
expresion de genes que codifican para las hidroxilasas de esteroides (citocromo P450)
mediante el reconocimiento de los sitios promotores de dichos genes (Parker y
Schimmer, 1997).

e  WTT (Wt1 en ratdn). Mutaciones en este gen producen un fenotipo femenino o
ambiguedad en los genitales externos en pacientes XY con sindrome de Denys-Drash
(Pelletier y col., 1991).

Se ha propuesto que los productos del SF1y WTT, los cuales funcionan como factores
de transcripcion, actian como promotores del desarrollo y mantenimiento temprano del tejido
gonadal debido a que su expresion se ha registrado a partir de los 9.0 dpc en la gonada de
raton en ambos sexos (Armstrong y col., 1993; lkeda y col.,, 1994) (Fig. 1). Ademas, en
ratones con anulacion génica dirigida al Sf1 y Wt1 induce agenesia gonadal embrionaria por
apoptosis (Kreidberg y col., 1993; Luo y col., 1994).

1.2. Establecimiento de la génada indiferenciada

La gonada indiferenciada se identifica entre 10s 9.5 a los 11.5 dpc y se constituye a
partir de la formacion graduai de los cordones sexuales, producto de! depdsito de una lamina
basal alrededor de agregados epiteliales, asi como por la conformacion del tejido estromatico
(Merchant y Taketo, 1991). Al interior de los cordones sexuales quedan inmersas las CGP’s,
mientras que en el estroma se distinguen los primeros vasos sanguineos, las células



precursoras del tejido conectivo y las células intersticiales esteroidogénicas, todos ellos
elementos histoldgicos precursores del testiculo si la génada es XY o del ovario si es XX
(Merchant-Larios, 1991) (Fig. 1).

1.3. Diferenciacion testicular
(a) Histogénesis

En el raton, los primeros cambios morfogenéticos de la diferenciacion sexual gonadal
se detectan a partir de los 12.0 dpc en la génada XY. Estos comienzan con la separacion de
los cordones gonadales del epitelio celdémico del testiculo en formacién como consecuencia
de la invasidn gradual de las células mesenquimaticas y endoteliales de la region
mesonéfrica. Una vez en la médula de la génada masculina, estos cordones reciben el
nombre de cordones seminiferos. Dichas estructuras quedan conformadas por celulas
somaticas epiteliales o preSertoli y por proespermatogonias (antes CGP's), separadas del
estroma por laminas basales. Posteriormente, el tejido estromatico se diterenciara en los
vasos sanguineos, las células mioides, fibroblastos y las células de Leydig. (Merchant-Larios,
1991; Merchant y Taketo, 1991) (Fig. 1).

(b) Genes involucrados en la formacion del testiculo

¢ SRY (Sry en el ratdn). En los mamiteros, el sexo es determinado por el cromosoma Y
ya que en éste se localiza el factor determinante del testiculo (Tdf). Como su nombre lo
indica, este factor induce que !a génada indiferenciada se desarrolle como testiculo si
el embridon es XY (Eicher y Washburn, 1986). En 1990, el Tof fue identificado y
nombrado Sry. Este gen fue ubicado en la zona pseudoautosomal del brazo corto 'p’
del cromosoma Y, con un tamano aproximado de 35 kilobases (kb) (Gubbay y col.,
1990; Sinclair y col., 1990). El Sry codifica una proteina que actua como factor de
transcripcidon y que se caracteriza por tener un dominio de unidn al acido
desoxirribonucleico (DNA) conocido como caja HMG, el cual le confiere la capacidad
de alterar la estructura del DNA. Esto sugiere una funcion regulatoria del Sry, ya sea
promoviendo y/o reprimiendo la expresion de otros genes (Ponttiggia y col., 19984). El
Sry se expresa especificamente en las células de la génada de raton entre los 10.5 y
los 12.5 dpc (Koopman y col., 1991), lapso que comprende el periodo de diferenciacién
testicular de las cepas de ratéon estudiadas (Fig. 1). Principalmente son dos las
evidencias que confirman la identidad de este gen como el Tdf La primera provino del
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analisis de genomas de mujeres XY quienes desarrollaron mutaciones de rnovo en la
secuencia del SRY (Jager y col., 1990). La segunda se obtuvo en 1991 cuando
Koopman y colaboradores lograron el desarrollo de ratones XX con fenotipo masculino,
mediante la insercion de un fragmento de 14 kb del Sry en el genoma de estos

animales.

Estudios clinicos en pacientes con anormalidades en la diferenciacion sexual gonadal
asi.como experimentos genéticos realizados en ratdon, han permitido la identiticacion de
genes autosomales los cuales codifican para factores de transcripcidon, necesarios para el
adecuado desarrolio testicular:

e SF1. Al hacer la deteccion de los transcritos del Sf1 en la gonada embrionaria de ratén,
se identificé un patréon dimdrtico de expresion entre machos y hembras: durante el
estadio indiferenciado (de los 9 a los 12 dpc) todos los embriones lo expresan. No
obstante, al formarse los cordones gonadales (aproximadamente a los 12.5 dpc), el
transcrito empieza a declinar anicamente en el ovario hasta qué desaparece por
completo a los 13.5 dpc (lkeda y col.,, 1994). Este patron coincide espacio-
temporalmente con la expresion de la AMH en las células de Sertoli (Fig. 1). Ademas.
se ha demostrado que el Sf1 regula la sintesis de esta hormona al unirse a su promotor
(Shen y col., 1994).

¢ SOX9 (Sox9 para ratén). Se ha asociado al SOX9 con procesos de determinacion
sexual debido a que la mayoria de pacientes XY con displasia campomélica. patologia
producida por mutaciones puntuales en este gen, presentan reversion sexual parcial o
completa (Hovmoller y col., 1997). Independientemente del sexo, su expresion se
detecta en la génada indiferenciada de ratén alrededor de los 10.5 dpc pero a los 11.5
dpc se incrementa en los testiculos y desaparece en los ovarios. Debido a este patrén,
se ha relacionado directamente a este gen con el Sry. (Morais da Silva y col., 1996)
(Fig. 1).

* Dmrt1. Se le ha identificado como un gen homologo al dsx y mab-3, involucrados en la
determinacion sexual de Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans
respectivamente, debido a que estos tres genes codifican una proteina con un motivo
de unién al DNA denominado dominio DM (Raymond y col., 1998). EI Dmrt1 ha sido
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implicado en la reversién sexual parcial o totat sufrida en personas XY con monosomia
de este locus (Veitia y col., 1997). En un principio, este gon se expresa de manera
similar en las gonadas murinas de embriones XX y XY. Sin embargo, cuando aparecen
los primeros signos morfolégicos de dimorfismo sexual (12.5 dpc), su expresion se ve
favorecida en los cordones gonadales del macho en desarroio mientras que en las
hembras muestra un patrén puntual. Finalmente, alrededor de los 15.0 dpc ol Dawt?
declina en el ovario pero en el testiculo permanece incluso durante la vida aduita (Fig.
1). Por tal motivo, y a pesar de que pudiera tener cierta importancia en el desarrolio
gonadal de ambos sexos, se ha sugerido que este gen restringe su funcidn al testiculo
en desanrolio (Raymond y col., 1999).

9.5 dpc 105 dpc 145 dpc 12.5 dpc 135 dpc
wni Dasct Coarmisnzo de 8 meiosis
snias
R tos
conductos de Wolff,

iw[Q*@*Q*m
—

k cM
CRESTA GONAD - — [{ESTicuLT]
GENITAL INOIFERENCIADA

Rugresidn c- m
Formacidn de tos #n de las
cordones semales o &
wii, st ¥ tejicto wgtromflicn. Sry, Soxd STI, A, Drnrtt l-shm

Figura 1. Desanonoyﬁievend.wnoelagormdamelm Enhmmumhwm

de gestacon en que so susch fos morfo 4o o fo delb wio y del

testiculo murino. gi: génada indiferenciada; cW: conducio de Wollf; cM: conductos de Mller; m:

(ModlﬁcadodeNordqvistK*lsgs Sex differentiation — gonadogenesis and novel ganes. it J Dev Biol 39: 727-
36).

1.4. Diferenciacién ovirica
(a) Organogénesis

Durante la diferenciacion testicular, @l ovario practicamente no muestra cambios con
respecto a la estructura de la génada indiferenciada (Fig. 1), excepto por una cierta
profiferacion de las células epiteliales y de las CGP’s. Debido a que no hay una invasiéon de



células mesenquimaticas, los cordones gonadales permanecen asociados al epitelio
superficial celémico del ovario en tormacién (Merchant-Larios, 1991; Merchant y Taketo,
1991). El proceso de foliculogénesis inicia cuando el tejido estromal y epitelial han sido
separados por una lamina basal (Merchant-Larios y Chimal-Monroy, 1989).

En 1989, Merchant y Chimal hicieron un estudio morfolégico donde clasificaron a los
ovocitos en tres estadios para describir la ontogenia de los foliculos primordiales. La fase de
ovocito (I) se reconoce a los 15 dpc por la presencia de grupos de ovocitos estrechamente
unidos dentro de los cordones sexuales. La etapa epitelial (ll) inicia después del comienzo de
la meiosis (alrededor de los 16 dpc) y se caracteriza por la formacion de una delgada capa
de células epiteliales que rodean cada ovocito. Finalmente, cuando la meiosis se detiene en
el dipléteno de la primera division (aproximadamente a los 17.5 dpc), los ovocitos entran a la
fase estromal (lll) en la cual los cordones gonadales se fragmentan. Como resultado,
aparecen los primeros foliculos cada uno conformado por un ovocito rodeado por una capa
de ceélulas epiteliales y una membrana basal, separados de otros foliculos por tejido

intersticial.

(b) Genes involucrados en la formacioén del ovario

Al igual que en el testiculo, estudios clinicos y genéticos han permitido la identificaciéon
de otros genes que codifican factores de transcripcion, necesarios para el adecuado
desarrollo ovarico:

e DAX1 (referido en ratdn como DaxT1). Localizado en la region conocida como sensible a
dosis génica del cromosoma X, este gen provoca reversion sexual fenotipica hacia
hembra o desarrollo sexual ambiguo si se encuentra por duplicado en individuos XY
con hipoplasia adrenal congénita (Bardoni y col., 1994). También se ha observado una
expresion diterencial durante el periodo critico de diferenciacion gonadal en el ratén:
aunque en ambos sexos se detecta a los 11.5 dpc, a los 12.5 dpc desaparece
solamente en el testiculo (Swain y col., 1996) (Fig. 1). Por lo tanto, se ha propuesto
que DAX1/Dax1 compite con el SRY/Sry y que tiene un papel importante en el
desarrolio ovdrico ya que pudiera inducir su formacion (Bardoni y col., 1994; Swain y
col., 1996).

e _Wnt-4. Este es un gen autosémico que tiene un papel critico en la diferenciacion
ové»rica: a pesar de que se expresa en la gonada indiferenciada de ratén en ambos
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sexos desde los 9.5 dpc. se hace indetectable a partir de los 11.5 dpc Unicamente en

aduéllos embriones XY (Fig. 1). Ademds, al provocar una mutacion nula sobre este
locus se induce la masculinizacién de los genitales internos de ratones XX (Vainio y
col., 1999).

Ovario postnatal
2.1. Histologia

El ovario, el cual esta rodeado por un epitelio supedicial, se conforma de una zona

medular y una cortical donde se distinguen los siguientes componentes histologicos:

El estroma. Este esta constituido por tejido conectivo y ocupa el espacio entre los
foliculos, el cuerpo luteo, las células de la glandula intersticial, vasos sanguineos y
linfaticos y nervios que conforman al ovario (Duke, 1978).

El foliculo. Durante la ontogenia de los foliculos, unidad funcional del ovario, se forman
varias capas de células que rodean al ovocito. La primera estd compuesta por las
células de la granulosa, la cual queda envuelta por una membrana basal. Entre el
ovocito y la granulosa se encuentra la zona pelucida. Por fuera de la membrana basal
se distingue la vascularizada teca interna (Fig. 4) y la ditima capa esta integrada por
tejido conectivo, denominado teca externa (Anderson y col., 1978; Dominguez y col.,
1991)

Cuerpo luteo. Después de la ovulacion, las células de la granulosa y de la teca que
conformaban el foliculo preevulatorio, se transforman en células luteinicas que
componen al cuerpo lateo (Dominguez y col., 1991).

Células de la glandula intersticial. La glandula intersticial es un componente
esteroidogénico que se forma a partir de los foliculos atrésicos caracteristicos de
etapas tempranas del desarrollo ovarico (Merchant-Larios, 1979; Merchant-Larios y col,
1982).




"2.2. Foliculogénesis

; La foliculogénesis es un fendmeno continuo, en el cual se distinguen cuatro etapas
sucesivas que culminan en la ovulaciéon (Makabe y col., 1991):

¢ Foliculos primordiales: El ovocito, el cual aun se encuentra en arresto meiotico, esta
rodeado por una sola capa de células epiteliales aplanadas y una lamina basal (fase
estromal) (Merchant-Larios y Chimal-Monroy, 1989). Posteriormente estas células se

diferencian en células de la granulosa.

¢ Foliculos primarios o preantrales: Las células foliculares se hacen cuboidales o
ligeramente columnares y se dividen mitéticamente hasta formar una capa
multiestratificada de células de la granulosa (Anderson y col., 1978). La teca comienza

a formarse.

+ Foliculos antrales: Cuando aparecen entre las células de la granulosa areas llenas de
fluido que confluyen unas con otras, se forma el antro folicular. Esta cavidad se
desarrolla a partir de secreciones de las células ftoliculares y se compone
principalmente de proteinas, polipéplidos y hormonas (Anderson, 1978; Dominguez y

col., 1991).

¢ Foliculos de Graaf o preovulatorios: Esta etapa se presenta por primera vez poco antes
de la madurez sexual, cuando el crecimiento folicular se hace dependiente de
gonadotropinas. Los foliculos presentan todas las capas de células foliculares que
caracteristicamente disminuyen su actividad mitdtica. Ademas, el ovocito reinicia la
meiosis {Makabe y col., 1991).

2.3. Esteroides ovdricos

Ademas de ser fundamentales en la diferenciacion sexual en etapas embrionarias, los
esteroides sexuales también juegan un papel muy importante en la vida postnatal de ambos
sexos. Intervienen en diversos aspectos del crecimiento, desarrollo y diferenciacion
morfologica, asi como el desarrolic y regulacion del comportamiento y ciclos reproductores
(Eckert y col., 1990).



(a) Precursor

LLa molécula precursora de los esteroides es el colesterol. Este se caracteriza por
presentar un nucleo ciclopentanoperihidrofenantreno constituido de tres anillos de
ciclohexano (Fig. 2, letras A, B y C) y uno de ciclopentano (Fig. 2, letra D) (Gorbman y Bern,
1962). Este lipido se sintetiza principalmente a partir del acetato en la torma de aceltil-
coenzima A (sintesis de novo), de lipoproteinas y de ésteres de colesterol intracelulares. E!
colesterol entra a las células esteroidogénicas acoplado a lipoproteinas de baja densidad en
el caso del hombre y otros vertebrados y de alta densidad especiticamente en los roedores.
Estas lipoproteinas interactian con receptores de membrana. Una vez internalizados estos
complejos, el colesterol se libera rapidamente para ser utilizado o se almacena en forma de
ésteres en el citoplasma de las células de la teca (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

Figura 2. Estructura quimica del colesterol, precursor de los esteroides sexuales (Tomado de Gore-Langton RE,
Armstrong DT. 1988. Follicular steroidogenesis and its control. En Physiology of reproduction, Cap 11. Knobil E,
Neil JD, Edwing LL, Greenwald GS, Markert CL and Pfatf DW (eds). Raven Press Do, Now York. 571-615).

(b) Biosintesis y clasificacion

La sintesis de las hormonas esteroides (Fig. 3) requiere la eliminacion de atomos de
carbono de su precursor, lo cual ocurre mediante una serie de reacciones de hidroxilaciéon
que son catalizadas a través de tres enzimas: la 20,22 desmolasa (P450scc). la 17a
hidroxilasa (P450,7,) y la P450 aromatasa (P450snom) (Nelson y col., 1993). De esta forma,
los pregnanos, de 21 atomos de carbono, se forman cuando se escinde la cadena lateral
localizada entre el C-20 y el C-22; mientras que la ruptura de aquella ubicada entre el C-17 y
el C-20, origina a los esteroides C,s 0 androstanos. Finalmente, con la separacion del grupo
metilo unido al C-10 se sintetizan los estranos, cuya estructura quimica esta conformada por
18 atomos de carbono (Gore-Langton y Armstrong, 1988). Ademas de estas moditicaciones
estructurales, la esteroidogénesis implica la introduccién de dobles enlaces entre atomos de
carbono de los anillos de ciclohexano o en la cadena lateral, de sustituyentes hidroxilo (OH)
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"y de grupos carbonilo derivados de la oxidacion de los grupos OH (Fig. 3) (Gore-Langton y
Armstrong, 1988).

En cuanto a sus efeclos biolégicos, existen tres tipos de esteroides (Gore-Langton y
Armstrong, 1988):

¢ Progestinas (C-21). La progesterona (P,) es la progestina ovarica mas abundante y es
sintetizada principalmente por el cuerpo luteo y por las células de la granulosa de
foliculos preovulatorios. Su funcién principal es preparar al atero para la posible
implantacidon del blastocisto y para sostener la preiez. Sin embargo, la pregnenolona
(Ps) es el metabolito con mayor importancia ya que actua como intermediario de todas
las hormonas esteroides.

E

1 PA450scc
HO- 2 P450yra
Colesterol 3 PA450 anoa
1 l 4 38-HSD
o 2 ° 2 ° 5 17.HSOR
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HO. HO HO-
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Figura 3. Ruta metabdlica en la biosintesis de hormonas esteroides a partir del colesterol, en la cual se observan
las principales enzimas involucradas en este proceso: 1. Enzima 20,22 desmolasa (P450scc). 2. Enzima 17a
hidroxilasa {P45047,), 3. P450 aromatasa (P450anom), 4. Enzima hidroxiestaroide deshidrogenasa (33-HSD) y 5.
17j-hidroxiesteroide (17-HSOR) (Moditicado de Hinshelwood y col., 1993. Molecular Biology of genes encoding
steroidogenic enzymes in the ovary. En The ovary, Cap. 9. Adashi EY and Leung CK (ed). Raven Press Inc. Now
York. Pag 165-183).
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¢ Andrégenos (C-19). La T y la androstendiona (AD) son producidas principalmente por
los testiculos y son las responsables de la masculinizacion de los embriones XY, asi
como del desarrollo de los caracteres sexuales secundarios en los machos. No
obstante, en las hembras tienen un papel clave en la esteroidogénesis ovarica ya que
actuan como precursores biosintéticos inmediatos de los esteroides estrogénicos. Las
células de la teca es el sitio de produccién folicular de andréogenos.

¢ Estrégenos (C-18). Estos esteroides foliculares son de gran relevancia ya que
estimulan el crecimiento y maduracién postnatal de los 6rganos sexuales femeninos,
son responsables del desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y regulan el
ciclo estral. La AD y la T son convertidas a estrona (E,) y 17§}-estradiol (Ez)
respectivamente en las células de la granulosa a través de la aromatizacion de los
androgenos producidos en las células de la teca.

2.4. Control de la funcion ovdrica

Cuando se alcanza la madurez sexual, el contro! de la tuncion ovarica se lleva a cabo a
través del denominado eje hipotalamo-hipdfisis-génada. La hipdtisis se ubica en el hueso
esfenoides en la silla turca y esta dividida en adenohipdfisis o Iébulo anterior y neurohipdfisis
o lébulo posterior. En la adenohipdfisis se producen diferentes tipos de hormonas, entre las
que se encuentran la hormona de crecimiento (GH), prolactina, la estimulante de la tiroides,
la adrenocorticotropica, la estimulante de los melanocitos, la estimulante del foliculo (FSH) y
la luteinizante (L.H). La actividad endocrina de la hipéfisis anterior es regulada a través de
hormonas secretadas por neuronas hipotalamicas, las cuales son nombradas como factores
de liberacion e inhibidoras de la liberacién de acuerdo a la accidn especifica que ejerzan.
Dichas hormonas viajan a través de los vasos sanguineos del sistema porta-hipofisiario
hasta el intersticio de la adenohipdéfisis, donde controlan su actividad secretoria (Eckert y col.,
1990).

De manera particular, la FSH y LLH reciben el nombre de gonadotropinas debido a que
ejercen acciones modulatorias directamente sobre los ovarios y los testiculos. (Eckert y col.,
1990). Estructuralmente, estas proteinas estan compuestas por dos cadenas de polipéptidos
glucosilados (a y B). Mientras que la secuencia de la subunidad a de la FSH y LH es comuin,
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la composicién de la cadena 3 es Unica para cada hormona (Stewart y Stewart, 1977; Pierce
y Parson, 1981).

Figura 4. Accion de las gonadotropinas (FSH y LH) on la esteroidogénesis ovarica.

cti: Células de la teca interna; cg: células de la granulosa; 1b: amina basal: ao. anteria ovarica; rc: red capilar; v.
vena; FSH: hormona foliculo estimulante: FSHr: recoptores a FSH; LH: hormona tuteinizante; Ez:17[}-estradiol; T:
testosterona; AD: androstendiona. (Tomado de: Baird T. 1982. The ovary. En Reproduction in mammals.
Hormonal control of reproduction. Book 3. Austin CR y Short RV (ed). Segunda edicién, Cambridge University
Press. US).

Con el establecimiento del eje hipotalamo-hipdfisis-génada durante la pubertad, la
proliferacion y diferenciacion de los constituyentes foliculares es inducida por las
gonadotropinas (especialmente por FSH) (Hisaw, 1947). Las células de la granulosa de
foliculos preantrales soélo tienen receptores a FSH mientras que las células de la teca poseen
exclusivamente receptores a LH. No obstante, la FSH induce la formacion no sélo de sus
propios receptores, si no también a LH y cuando los foliculos desarrollan una cavidad antral,
las células de la granulosa poseen ambos receptores (Richards, 1980; Richards, 1987).

El primer paso en la sintesis de hormonas estrogénicas se produce cuando las células
de la teca (y quizd también las células intersticiales) son estimuladas por la LH para producir
andréogenos (AD y T) (Erickson y col., 1985). Posteriormente, éstos atraviesan la lamina
basal del foliculo para ser transformados en las células de la granulosa a E, y E; a través de
la enzima P450arom. COMO respuesta a la influencia de la FSH (Fig. 4) (Baird, 1982; Gore-
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Langton y Armstrong, 1988). Las elevadas concentraciones de este esteroide provocan la
secrecion de FSH/LH-RH (factor de liberacion de FSH/LH hipotaldamico), estimulando a su
vez mayor liberacién FSH con lo que se acelera e! desarrollo de los foliculos de Graat. La
hormona ovarica inhibina, sintetizada pdr las células de la granulosa, disminuye la secrecion
hipofisiaria de FSH (pero no de la LH) (Franchimont y col., 1979). Esta oleada de LH aunada
con la concentracidon existente de FSH, producen la ovulacion. En este momento, la
concentracion de E; disminuye y, bajo la influencia de la LH, las células foliculares se
transforman en el cuerpo luteo, el cual segrega principalmente P.. En ausencia de
fecundacion, este tejido endocrino degenera, iniciandose el ciclo nuevamente (Eckert y col.,
1990).

2.5. Ovario murino prepuber

Como ya se menciond, la foliculogénesis comienza durante la vida intrauterina pero su
duracion difiere con la especie. En algunas, el desarrollo folicular se observa ya durante el
periodo fetal (humano, mono, yegua. cerdo, etc.), mientras que otras se lleva a cabo
fundamentalmente en la etapa postnatal (roedores). Particularmente en el raton, la
morfologia de la gdénada temenina cambia considerablemente desde que nace hasta el inicio
de la madurez 5 semanas después (Frawley y Henricks, 1979; Dominguez y col., 1991;
Peters 1969 y 1978;). El ovario del recién nacido esta constituido por estroma y ovocitos que
se encuentran en los tres estadios previamente descritos (I, It y lll). La etapa I es la mas
abundante, mientras que los foliculos primordiales (lIl) se encuentran distribuidos
principalmente en la region medular del drgano (Merchant-Larios y Chimal-Monroy, 1989).

El desarrollo postnatal del ratéon hembra puede ser dividido en tres categorias (Ben-Or,
1963). Desde que nace hasta los 7 dias se considera que el animal se encuentra en la etapa
infantil, el periodo juvenil temprano se extiende hasta los 15 dias de edad y fase prepuber o
juvenil tinaliza a los 30 dpp. Al final de la primera semana de edad, la mayoria de los
ovocitos se encuentran ya en el estadio lll, que se extienden a todo el ovario, y se inicia el
desarrollo folicular. Los primeros foliculos preantrales, los cuales presentan una capa de
celulas de la granulosa y una de la teca formada de células aplanadas, se distinguen
principalmente en la zona cortical de!l ovario. Una semana después, la actividad mitogénica
se incrementa formando dos a tres capas de células de la granulosa y se desarrolla una
clara teca interna multiestratificada compuesta por células escamosas. Durante el periodo
juvenil, los foliculos que comienzan a desarrollar un antro ocupan la mayor parte del cortex,
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mientras que los primordiales se distribuyen en la parte externa esta zona (Peters, 1969). De
esta manera, es posible observar simultaneamente foliculos en varias etapas de desarrollo
(primordiales, preantrales y antrales), aunque los foliculos primordiales son todavia con
mucho la mayoria. Sin embargo, debido a que el control hipotalamico de la foliculogénesis en
los roedores principia a los 35 dpp (Frawley y Henricks, 1979), frecuentemente los foliculos
que alcanzan cierto tamaio son invariablemente destinados a degenerar (Peters, 1969).
Aunque la atresia es un fendmeno constante, el establecimiento de un balance hormonal,
que se suscita con la pubertad, determina el nimero y seleccidon de foliculos que maduraran
hasta llegar a ovular (Ireland, 1987).

3. Raton B6.Y™
3.1. Origen

En 1982, Eicher y colaboradores reportaron que la transterencia del cromosoma Y
proveniente de la cepa Mus musculus domesticus al genoma de la cepa C57BL/6J o B6 (M.
m. musculus) produce una reversidén completa o parcial de los individuos (cepa conocida
como B6.YPOS .Poschiavo- o B6.Y'™ -Tirano- dependiendo de la variante especitica de M. m.
domesticus’). A pesar de que la diferenciacion testicular es normal tanto en los progenitores
como en la descendencia de la primera generacion (F1), las crias XY obtenidas
particularmente de la F6 de retrocruza se diferencian fenotipicamente como hembras con
ovarios bilaterales (Fig. 6A) o como hermafroditas que desarrollan ovotestis bilaterales
(génada con tejido ovarico y testicular) o un ovario y un ovotestis contralateral (Fig. 6B). Por
lo tanto, ningun individuo XY desarrolla testiculos normales. Sin embargo, la cantidad de
tejido testicular de estas gonadas puede ser el suficiente para dar origen a machos con
testiculos funcionales capaces de tertilizar hembras B6, con lo cual se logra mantener la
cepa B6.Y'"'"" (Eicher y col. 1982; Eicher y Washburn, 1986) (Fig. 5).

Se cree que el desarrollo de hembras XY en esta cepa se produce por una interaccion
anormal del cromosoma X y/o genes autosomales de la cepa B6 con el gen Sry
perteneciente a la cepa M. m. domesticus (Eicher y Washburn, 1983, 1986 y 2001; Eicher y
col., 1995 y 1996; Nagamine y col., 1999; Lee y Taketo, 1994 y 2001; Palmer y Burgoyne,

La cepa emp como mod: iologico en esta investigacion tue la B6.Y™, ya que provino de 1a cruza de una hembra B6
con un macho M. m. domesticus capturado originalmente en la Villa de Tirano, laka. En esta seccion se usara la tenminologia
DOM, POS o TIR dependiendo de como fue referido en las publicaciones que aqui se citan.
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1991; T‘akéb' y col.,; 1991). Diversas investigaciones han propuesto diferentes mecanismos

para explicar dicha incompatibilidad:

X
Mus musculus Mus musculus
domesticus muscuius
(Tirano, Italia) C578BL/6J o B6
1
PXX g XY B6.YT® x ¥ B6 RETROCRUZA
Diferenciacién Diferenciacion
ovarica normal testicular normal
1
r 1
F2,.....Fn XX XlY
| T v
[ETAPA EMBRIONARIA] Ovarios Ovotestis Ovarios
bilaterales bilaterales
r———'—l——"—\
Testiculos Ovotestis
bilaterales Yy O\iario
Q a3 ¢ Q
Diferenciacion Testiculos Reversidn Reversion
[ETAPA POSTNATAL] ovarica funcionales sexual sexual completa
normatl parcial (esténl)

Figura 5: Diagrama que muestra el origen de las hembras XY en la cepa B6.Y'™™

*

Debido a que la reversion sexual se presenta s6lo hasta la F2, se deduce que se trata
de un rasgo recesivo. Eicher y Washburn (1983) propusieron que la condiciéon
homdéciga recesiva del gen autosomal {da derivado de la cepa B6, en presencia del
cromosoma YPM produce el desarrollo de tejido ovarico. En contraste, la
diferenciacion de tejido testicular se observa cuando el alelo Tda, proveniente del M.
domesticus, se encuentra en estado homoécigo dominante o heterécigo (Tda®™/ Tda®™
y Tda®Mitda®® respectivamente). Sin embargo, el estado homécigo recesivo de estos
genes no garantizan la manifestacion de una reversién sexual. Por lo tanto, se sugirié
que esta condicidn unicamente predispone la formacion de tejido ovarico en los fetos

XY (Eicher y col., 1996).
La hipdtesis de “la no cdrrespondencia temporal” propuesta originalmente por Eicher y

Washburn en 1986, sugiere que un alelo del Sry™°™ actua tardiamente con el programa
genético de diferenciaciéon ovarica (autosomal) de accion temprana del B6. Esta
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hipdtesis fue apoyada por Palimer y Burgoyne (1981), quienes encontraron un retraso
de aproximadamente 14 horas en el inicio del desarrolio testicular en los fetos XY*°8
con respecto a la cepa B6. Por otro lado, mediante el andlisis ontogenético de la AMH,
Taketo y colaboradores (1991) también observan que la diferenciacion testicutar en las
ovotestis YP inicia después que en los testiculos B6.

B
Figura 6: Fenotnposderevembnsexualobsm ia cepa BS Y“"(T do de: Nagamine CM, Morchashi
K. Carlisie C, Chang DK. 1999, Sax reversal csused byM mutculus.:.,.. 2 Y ch tinked to
variant expression of the testis-determining genea Sry. Dev Biol 2 8 82-194).
{(A) Gaenitales internos de una hembra XY de 18 dpc. (Ov: ovario, tt: (tero)
(B) Genitales intermos de un hemmafrodita XYdeSsom.nndeed.d donde se puede observar del lado
izquierdo un ovotestis (ot), vaso deferente (vd), vesicula seminal (sv) y un ovario y (tero contralateral.

¢ Al analizar los transcritos de genes involucrados en fases tempranas de fa
diferenciacion gonadal, Lee y Taketo (1994) encontraron que |2 expresion del Sry se
prolonga por mas de un dia. Demostraron ademas la ausencia de los transcritos de las
enzimas PA450,;, y 3p-HSD, asi como una expresion postenor de la P450,on N los
ovarios XY. Estas autoras concluyeron que la ruta de determinacidin testicular en ta
cepa B6.Y?™ se encuentra alterada después de la trascripcion dei Sry.

¢ En 1995, Eicher y su grupo lograron crear un ratén B6.Y"°S transgénico sin reversion
sexual al introducir un fragmento de 14.6 kb del Sry de ia cepa 129 (de origen M. m.
musculus). Ademds, Lee y Taketo (1994) obtuvieron descendencia XY sin reversion
sexual al cruzar un macho B6.Y™ con una hembra M. m. dosmesticus, 10 cual sugiere
que el Sry”™ es compatible con sus propios cofactores (Eicher y Washbum, 2001).
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e Nagamine y colaboradores (1999) propusieron un modelo en el cual, un dominio
' represivo (heterocromatina) inhibe a un potenciador del Sry, cuya funcion es garantizar
» la expresion opénuna de este gen en la gonada fetal para la subsecuente
diferenciacién testicular. Esta inhibicidn provoca una expresion insuficiente del acido
ribonucleico mensajero (MRNA) del Sry, eslo a su vez disminuye la produccién de
proteina SRY, y por consiguiente, ocurre la reversiéon sexual. No obstante dos anos
después, Lee y Taketo (2001) demostraron que los individuos XY de la cepa B6, la cual
desarrolla testiculos normales, también producen bajos niveles de los transcritos de
este gen, por lo cual concluyeron que ésta no podia ser la Gnica causa de la reversion
sexual observada en la cepa B6.Y'™".

A pesar de que estos hallazgos han enriquecido el conocimiento sobre la diferenciacion
sexual en los mamiferos, en la actualidad aun no se han esclarecido completamente la(s)
causa(s) especifica(s) del origen del desarrollo de tejido ovarico en los individuos XY, pero

los estudios continuan.

3.2. Desarrollo y caracteristicas de la hembra XY™

Al inicio de la diferenciacion gonadal (12-14 dpc). el ovario XY es morfoldgicamente
indistinguible del XX; en ambos se observan abundantes células germinales en la primera
division meidtica. No obstante, entre los 17 a los 19 dpc. se produce una muerte masiva de
los ovocitos ubicados en la regién medular, de tal forma que durante la segunda semana de
edad sdlo quedan los remanentes de los cordones sexuales estériles rodeados de tejido
estromatico. En contraste, los ovocitos corticales continttan su desarrollo, alcanzando la zona
central del ovario. Por lo tanto, la cantidad de foliculos es menor a !a que caracteriza al
ovario XX (Taketo-Hosotani y col., 1989).

Por otra parte, a pesar de que las hembras XY tienen un ciclo estral irregular porque
presentan periodos cortos y anestros prolongados, pueden ser prefhadas al aparearlas con
machos B6 fértiles. Sin embargo, no llevan a término la gestacién ya que los embriones
mueren durante el periodo de preimplantacion (Taketo-Hosotani y col., 1989; Merchant-
tarios y col., 1994; Amleh y col., 1996). Debido a que al realizar injertos de ovarios ectopicos
u ortotopicos XX a hembras XY, éstas regularizan su ciclo estral, se hacen fértiles e incluso
desarrolian un comportamiento materno, se ha sugerido que las hembras 86.Y™ mantienen
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funcional el eje hipotalamo-hipdfisis-gdénada y que su infertilidad se debe principaimente a
defectos ovaricos (Taketo-Hosotani y col., 1989; Marmolejo-Valencia y col.. 1999).

Aunque en la etapa neonatal ambos producen niveles semejantes de hormonas
esteroides (P, 60-70 ng/ml, E> 20-30 pg/ml y T indetectable), a los 14 dpp el ovario XY
produce mayor cantidad de P, (200 ng/ml) y menor cantidad T y E: (0.2 pg/ml y 180 ng/ml
respectivamente) que el ovario XX (120 y 310 ng/ml y 0.5 pg/ml respectivamente). Estas
observaciones indican que la esteroidogénesis temprana es independiente de la presencia
de ovocitos, foliculos y del control hormonal. Ademas, la formacion de tejido semejante a los
cuerpos luteos, provocada por la degeneracion temprana de los ovocitos de esta zona.
producen niveles anormales de hormonas esteroides (Taketo-Hosotani y col., 1989;
Villalpando y col., 1993). Durante la pubertad (35 dpp). el ovario XY disminuye su produccion
de P4 (140 ng/mi) pero la cantidad de T y E, continua incrementandose (2.1 ng/ml y 260
pg/ml) sin sobrepasar a la producida por la hembra XX (240 y 4 ng/ml y 470 pg/mi
respectivamente) (Villalpando y col., 1993). Se ha visto que al agregar gonadotropina
proveniente de! suero de yegua prefada (PMSG) en cultivo de érgano, la produccion de T a
los 14 y 35 dpp se incrementa en aquellos ovarios XX, no asi en los XY. A los 14 dpp, la
PMSG reduce la produccion de P, en el ovario XY, pero no afecta al XX aunque a los 35 dpp
induce un incremento en la biosintesis de este esteroide. En contraste con lo observado para
la T y la P4, la produccion de E; es similar a los 35 dpp en ambos ovarios en presencia de
PMSG. Es probable que todo lo anterior se deba a la existencia a una aparente
insensibilidad a las gonadotropinas para la produccion de T y P. en las células
esteroidogénicas intersticiales derivadas de los foliculos atrésicos de origen cortical
caracteristicos del ovario XY, mientras que los cuerpos luteos tal vez si respondan a este
estimulo (Villalpando y col., 1993).

Por tal motivo, se ha propuesto que el desarrolio neonatal y la atresia folicular son
esenciales para el establecimiento de un.perfil normal de esteroidogénests, especialmente
de la produccién de T, aunque no se descarta la posibilidad de la existencia de una baja
eficiencia o errores en la cascada metabdlica en el ovario XY (Villalpando, y col., 1993).
Estudios posteriores proponen que la causa de esta respuesta se deba probablemente a un
retraso en la expresion del gen del factor de crecimiento semejante a insulina tipo | (IGF-1),
péptido involucrado en la esteroidogénesis (Villalpando-Fierro y col., 1996).
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4. IGF-1
4.1. Generalidades

Los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGF’s) fueron puriticados y
secuenciados a partir del plasma humano por Rinderknecht y Humble en 1978 (a y b). Los
IGF's son péptidos de bajo peso molecular relacionados estructural y funcionalmente a la
insulina, los cuales estan constituidos por los dominios A, B, C, D y E. Las regiones Ay B
son homaélogas a las cadenas A y B de la molécula de proinsulina, el dominio C es analogo
al péptido conector C de la proinsulina, mientras que la cadena D es exclusiva de estos
tactores de crecimiento (Zapt y Froesch, 1986).

Se ha dividido a tos IGF's en dos grupos: El tipo | esta formado por una cadena sencilla
de 70 aminoacidos (aa) y tiene un peso molecular de 7.6 kilodaltones (kDa), mientras que el
tipo 1l esta constituido por 67 aa con un peso molecular de 7.4 kDa. (Zap! y Froesch, 1986;
Daughaday y Rotwein, 1989). El gen que coditica para el IGF-I consiste de seis exones, 5
intrones y al menos dos sitios promotores, mientras que el IGF-1l se compone de 6 exones y
4 promotores. Por o tanto, se han descrito multiples mRNA de ambos IGF’s en diferentes
tejidos tanto fetales como postnatales, lo cual se debe a los "splicing” y/o sitios promotores
alternativos (Daughday y Rotwein, 1989). En general, la compleja regulaciéon génica de estos
péptidos puede suscitarse a nivel transcripcional, transduccional y post-transduccional (Sara
y Hall, 1990; Guidice. 1992).

La principal fuente de secrecion postnatal del IGF-! es el higado, en respuesta a la GH.
Sin embargo, otros érganos como el rifién, el Gtero, el ovario y el pulmoén también lo
producen, aunque en menor cantidad (Adamo y col., 1994; Daughaday y Rotwein, 1989). En
contraste, los niveles mas altos del IGF-1l se observan en la vida embrionaria pero
disminuyen después del nacimiento (Daughaday y Rotwein, 1989) y se encuentra en mayor
cantidad en el sistema nervioso central. Lo anterior sugiere que los IGF's no solo actuan
como hormonas endocrinas, sino que también tienen una funcidén paracrina y autocrina {(Sara
y Hall, 1990)

Otra caracteristica importante de estos factores de crecimiento es el hecho de que no
se encuentran libres en el plasma, sino asociados a un grupo especial de proteinas
conocidas como proteinas acarreadoras (IGFBP's), de las cuales se han identificado seis
especies distintas (Sara y Hall, 1990). Se ha propuesto que la formacién de este complejo
tiene por objeto coordinar y regular las actividades biologicas de los IGF's, ya que al unirse a
estos los transporta y libera cerca de sus células blanco, prolonga su vida media al limitar su

20



acceso  a receptores especificos, asi como potenciar o inhibir sus efectos (Jones y
Clemmons, 1995).

Los efectos celulares de los IGF’'s son controlados por la unidon de éstos a receptores
especificos (IGFr) de la supedicie de la membrana celular. Hasta el momento se han
identificado dos tipos de receptores: IGFr-1, el cual muestra una mayor afinidad al IGF-i y el
IGFr-2 al IGF-11 (Nissley y Lopaczynski, 1991). No obstante, la accion fisioldgica de ambos
factores se lleva a cabo principalmente por su interaccion con el receptor tipo | (Lui y col.,
1993). Este es una glicoproteina heterotetramérica (formada por dos cadenas a y dos )
(Werner y col., 1991) que actia como transductor de las acciones mitogénicas mediante 1a
fosforilacion de tirosinas de un sustrato proteico llamado tRS-1 (Nisseley y Lopacynski,
1991). La funcidn principal del receptor tipo Il es unir a su ligando con el objeto de degradario
(Sklar y col., 1989).

tas funcidn mas conocida de los IGF's es la de estimular el crecimiento y
diferenciacion de una gran variedad de tipos celulares, ya que acivtan como peéptidos
mitogénicos que inducen la expresidn celular del protooncogen c-tos (Merriman y col., 1990).
Por tal motivo, se les ha asociado a procesos patolégicos como el cancer (Macaulay, 1992).
Ademas, producen diferentes efectos que dependeran de la respuesta especifica de 1a célula
blanco en que actuen (Sara y Hall, 1990; Guidice, 1992). Ejempios de lo anterior son la
sintesis de aa y proteinas que se observan en el carntilago de rata (Sara y Hall, 1990) o la
produccion de esteroides ovaricos (Adashi y col., 1985c), ambos por la influencia de! IGF-1.

In vitro se ha comprobado que el IGF-I estimula la sintesis de DNA y la proliferacion, al
actuar como un factor de progresion del ciclo celular (Lu y Campisi, 1992), llegando incluso a
inhibir la apoptosis en células hematopoyéticas humanas (Muta y Krantz, 1993).

4.2. Papel del IGF-1 en la esteroidogénesis ovdrica

Recientemente se ha propuesto que, ademds de la FSH y LH, otras moléculas de
origen ovarico tienen una participacion importante en la esteroidogénesis. Entre éstas se
encuentran la inhibina, activina, las mismas hormonas esteroides (E; y P,) y factores de
crecimiento como el IGF-1 (Hammond y col., 1991). A través de la identificacion de su mRNA,
se ha confirmado la sintesis de IGF-| en las células de Ia granulosa y del IGF-1l en las células
de la teca en el ovario de rata y ratén (Adashi y col., 1997; Cohick y Clemmons, 1993).
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Estudios realizados en células de la granulosa de rata han evidenciado la posibilidad
de que el IGF-l actie de manera autocrina en la regulacion de la esteroidogénesis ovdrica
mediante cuatro mecanismos complementarios:

¢ Estimulando la union de las lipoproteinas de baja densidad a su receptor celutar y la
utilizacion del colesterol que las conforman (Veldhuis y col., 1987).

+ Incrementando la sintesis de novo del colesterol en las células ovdricas mediante la
estimulacion de B-hidroxi-B-metilglutaril CoA reductasa (Veldhuis y Rodgers, 1987).

e ‘_Aéelarando la formacion y degradacion de los ésteres de colesterol debido a que
estimula la actividad enzimatica de la acil CoA colestero!l acil transferasa (Veldhuis y
col.; 1985).

¢ Estimulando la sintesis de proteinas que rompen la cadena lateral del colestero! como
la citocromo P450scc Y la adrenodoxina (Veldhuis y col.,1986; Veldhuis y Rodgers,
1987).

Por otro lado, se ha especulado que el IGF-l también participa en la sintesis de
andrégenos debido a la existencia de concentraciones fisioldgicas de este factor en células
teco-intersticiales; por lo que se puede deducir que probablemente se trate de un sitio de
recepcion y accion del IGF-I. Aunque la significancia fisiologica de estos hallazgos es
incierta, se cree que el IGF-I proveniente de las células de la granulosa pudiera interactuar
con las células teco-intersticiales adyacentes. De esta forma, modula el flujo de androgenos
dependiendo de las necesidades del foliculo ovarico en desarrolio (Hernandez y col. 1988).

Se han realizado experimentos in vitro donde las hormonas hipofisiarias FSH, LH y GH
parecen ser fundamentales para amplificar los efectos de! IGF-I en células del ovario de
diferentes especies de mamiferos. En el caso de la rata, este factor de crecimiento sinergiza
con la FSH y estimula directamente la produccion de P4 (Adashi y col., 1985a), potencia la
actividad de la aromatasa (Adashi y col.,, 1985b y d), asi como incrementa la accién
estimulatoria del AMPc en la biosintesis de P, (Adashi y col. 1986). En las células de la teca
eleva la biosintesis de andrégenos inducido por la LH (Hernandez y col. 1988; Cara y



) Iidsenﬁeld. 1988) ya que estimula selectivamente la expresion del gen de la enzima P450scc
(Magoffin y col., 1990).

4.3. Expresion del IGF-1 en la cepa B6.Y™"

Villalpando y colaboradores (1996) examinaron la ontogenia de la expresion del gen
que codifica para el IGF-l y su inmunoreactividad en los ovarios XX y XY de la cepa 86.y"
durante el desarrollo postnatal (1-40 dpp). Estos autores encontraron que la expresion del
mARNA de este gen esta retrasado en el ovario XY ya que los transcritos fueron detectados
hasta los 15 dpp, mientras que en el XX se encontraron desde el primer dia de nacimiento.
Ademads, identificaron la proteina de oste factor a partir de los 14 dpp en las células de la
teca que rodean al foliculo y en las células intersticiales localizadas en todo el ovario XX de
14 dpp. Por el contrario, en el ovario XY unicamente se observa en la zona cortical y en
menor cantidad en las células semejantes a las células de la teca y en las células
intersticiales que rodean a los cordones estériles medulares.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque la funcidn endocrina del ovario adulto en los mamiferos es un proceso
complejo regulado por LH y FSH, recientemente se ha propuesto que otras moléculas de
origen gonadal, como el IGF-1, tienen una participacion importante en la esteroidogénesis.
Esta proteina ha sido estudiada en diferentes especies de mamiferos. En raton B86.Y"", el
IGF-l ha sido detectado principalmente en las células de la teca de la zona cortical. En los
antecedentes se planted que el 50% de los individuos XY pertenecientes a esta cepa,
presentan alteraciones durante el proceso de diferenciacion testicular provocando incluso
una reversiéon sexual completa. A pesar de que las hembras XY™ tienen una apariencia
fenotipica normal, tienen un ciclo estral irregular y presentan problemas de esterilidad. En
comparacién con los ovarios XX, las hembras XY™® producen niveles bajos de P, Ty E:
debido a que tienen una disminucion en la expresion de las enzimas que participan en la
biosintesis de las hormonas esteroides gonadales. Ademas, la expresidn ovarica postnatal
del mRNA del IGF-1 se encuentra retrasada. Estudios previos in vitro han demostrado que
este péptido sinergiza con gonadotropinas para incrementar la produccion de esteroides en
los ovarios adultos de cerdo, congjo, rata y humano. Sin embargo, hasta el presente no se
conoce el papel que el IGF-I tiene durante la toliculogénesis, ni cémo participa en el controt
de la produccién de esteroides en el raton en etapas tempranas del desarrollo postnatal
cuando no se ha establecido el eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada. Con base en lo antes
mencionado, se plantea la siguiente hipotesis y objetivos:

HIPOTESIS
El IGF-1 incrementa la produccién in vitro de T en ios ovarios XX y XY™ durante et

de_sarrollo folicular temprano en el ratén. Asimismo, se postula un efecto sinérgico entre el
IGF-l y la FSH.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer si el IGF-1 y la FSH tienen un efecto en la sintesis del andrégeno T en
cultivo organotipico de ovarios XX y XY™, durante el periodo juvenil temprano al prepuber
(de los 10 a los 18 dpp) en el ratdn, cuando no esta establecido aun el sistema hipotatamo-

hipdfisis-gdnada.

Objetivos particulares:
1. Determinar si el IGF-1 tiene un efecto en la produccidn in vitro de T en ovarios XX y

XYnn.
2. Evaluar el efecto de la FSH en la sintesis de T en cultivo organaotipico de ovarios XX y

XYTIR_
3. Analizar si la combinacion del IGF-1 / FSH incrementa la produccion in vitrode T en

ovarios XX y XYTR,




MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados en el presente trabajo fueron de grado analitico. La
preparaciéon de las soluciones se describe en el apéndice (Pag. 53).

2. Animales

Se emplearon ratones hembras de 10 a 18 dpp (lactantes), obtenidas a partir de la
cruza de machos B6.Y"™ y hembras B6. Los animales se mantuvieron en periodos de 12
horas luz y 12 horas oscuridad, fueron alimentados con Teklad $-2335 Mouse Breeden Diet
7004 y agua ad libitum.

3. Identificacion del sexo cromosomico
3.1. Fundamento de la técnica de PCR

Debido a que no existen diferencias fenotipicas en la etapa postnatal entre las hembras
XX y XY de la cepa B6.Y'™, se usé la técnica denominada reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), para determinar el sexo genético. El PCR es un método enzimatico que
produce multiples copias de un segmento preseleccionado de DNA mediante ciclos repetidos
de desnaturalizacién térmica, alineamiento e hibridizacion de dos oligonucledtidos sintéticos
(o segmentos cebadores) a la secuencia complementaria blanco y extension de l1os mismos
por una DNA polimerasa. En este caso, se amplitico un fragmento del gen Sry ubicado en el
cromosoma Y, por lo tanto, presente unicamente en las hembras XY. Los oligonucledtidos
utilizados fueron los denominados Sry K1 y K2, disefiados por Jeske y colaboradores (1996),
los cuales delimitan un fragmento de 226 pares de bases (pb) de este gen:

Sry K1: §' gagagcatggagggccat 3°

Sry K2: 5’ ccactcctetgtgacact 3°
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3.2. Procedimiento
(a) Aislamiento del DNA

Et cédigo empleado para la identificacion de ilas crias apreciadas fenotipicamente como
hembras se hizo de acuerdo a la amputacién de un dedo del miembro posterior. El DNA se
aislé de la punta de la cola de estos animales entre los 6 y 8 dpp. Cada muestra se trituré en
100 nl de amortiguador SET, se le agregd SDS al 5% y 5 ug de proteinasa K, se mezclo con
vortex por 10 segundos y se incubd por 2 horas a 60 °C en una incubadora termomixer
Brinkman Instruments modelo 5436. Después se centrifugd a 12000 revoluciones por minuto
(rpm) durante 15 minutos a 4 °C en una centrifuga Eppendorf modelo 5402. El sobrenadante
se diluyd 1:20 con agua tratada con di-etilpirocarbonato (DEPC), dilucidén de la cual se

tomaron 2.5 ul como templado.

(b) Ampliticacién del Sry

Las reacciones de desnaturalizacion, alineamiento y amplificacion del DNA se
realizaron en un termociclador marca PERKIN ELMER modelo 9600.

Para la reaccion de amplificacion se prepard una mezcla maestra con 17.6 pmol del
oligonucledtido Sry K1 y 18.4 pmol del Sry K2, 1.5 mM de cada uno de los de desoxi-
nucledtidos-tritosfatados (ANTP’s) (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), MgCl, 7 mM, TRIS-HCI 50
mM (pH 9.0), 1.7 ng de albumina sérica bovina, NONIDET P-40 al 0.05%, (NH,)>SO. 15 mM
y 0.2 unidades (U) de amplitaq DNA polimerasa por muestra.

El templado se desnaturalizé 5 minutos a 94 °C y posteriormente se adicionaron 7.5 ul
de mezcla maestra (volumen final de reaccion por muestra: 10 ul). Finalmente las muestras
se sometieron a 30 ciclos, cada uno con los siguientes tiempos y temperaturas: 30 segundos
a 94° C (desnaturalizacién), 1 minuto a 60° C (alineamiento de los oligonucleotidos) y 1

minuto a 72° C (sintesis).

(c) Visualizacion del producto ampilificado

Para identificar los productos amplificados se prepard un gel de agarosa al 2% en
amortiguador TBE 0.5X, pH 8.0.

Se tomd una alicuota de 5 pl del producto amplificado y se mezclé con 2 ul de
amortiguador de carga. Para estimar el peso molecular de los mismos, se utilizé el marcador
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de bajo peso molecular “Low DNA Mass™ Ladder" de GIBCO-BRL, el cual define un intervalo

de 100 a 2000 pb.
La electroforesis sé corrié en amortiguador TBE 1X (pH 8.0) y se aplicaron 100 volt por

un tiempo aproximado de 40 minutos. Posteriormente el gel se tind 10 minutos con una
solucién de bromuro de etidio 1.25 ug/ml y se lavé con agua bidestilada. Los productos
amplificados se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta marca Sigma.

4. Cuantificacionde T

La comparacion de la actividad endocrinolégica entre las hembras XX y XY durante el
desarrollo postnatal fue medida a traveés de la produccién de T ovarica in vitro.

4.1. Cultivo organotipico por rotacion
(a) Medios de cultivo

¢ Medio de cultivo basico
El medio de cultivo basico fue preparado bajo una campana de flujo laminar con Medio
199 (con sales Earle, L-glutamina y amortiguador HEPES 25 mM) de los laboratorios N
VITRO, el cual se suplementd con bicarbonato de sodio al 0.21%, 110 nug/mi de piruvato de
sodio, amortiguador HEPES 2.5 mM, L-glutamina 0.2 M, 50 pg/ml de sultato de
estreptomicina y 50 U/ml de penicilina G sddica.

¢ Medios de cultivo experimentales
Se emplearon tres medios de cultivo experimentales y un control. Todos se elaboraron

en una campana de flujo laminar y se filtraron con filtros Millipore de 0.22 um de diametro de

poro:
Controtl: Medio de cultivo basico suplementado con 1 ng/mt de progesterona.
Medio IGF-1+: Al medio de cultivo basico se le adiciond 1 ug/ml de progesterona y 10
- ng/ml de IGF-I.
Medio FSH+: Se le afiadid al medio de cultivo basico 1 ng/mt de progesterona y 100
Ul/ml de FSH.

Medio IGF-I/FSH+: Al medio de cultivo basico se le agregé 1 pg/ml de progesterona, 10
: ng/ml de IGF-1 y 100 Ul/m! de FSH.
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Se sacrificaron hembras XX y XY B6.Y'"" de 10, 12, 14, 16 y 18 dpp por dislocacién
cervical. Se les aplicd una solucién 1:1 de benzal-etanol absoluto en el abdomen y se les
realizd un corte en V para extraer los ovarios. Bajo una campana de flujo laminar, éstos se
aislaron y fueron puestos en una caja de Petri con medio de cultivo basico para eliminar el
tejido graso y los oviductos. Los ovarios se partieron a la mitad y se transfirieron en tubos de
ensayo debidamente identificados, cada uno con 500 jul de las distintas soluciones
experimentales. Estos se incubaron en un aparato de rotacidn en una estuta de cultivo
National Appliance Co modelo 8941-2 a 37 °C y 5% de CO; por 24 horas. Posteriormente,
las muestras se mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta su evaluacion por
radioinmunoandlisis (RIA). De cada edad/tratamiento se hicieron de 5 a 8 muestras.

4.2. RIA
(a) Fundamento de la técnica de RIA

£l RIA es una técnica inmunolégica attamente sensible que permite detectar
cantidades menores a 1 ng/ml de antigeno (Ag), en este caso la hormona esteroide sexual T,
presente en el medio de cultivo. Esta metodologia se fundamenta en una reaccion de
competencia de dos antigenos, uno marcado con '*{ (Ag®) y otro no marcado (Ag). por un
anticuerpo especifico (Ab primario). Si la concentracién de la muestra problema es mayor a
la del marcador, entonces se incrementara la cantidad de Ag® que sera desplazado de los
sitios de unidn al Ab primario. Por lo tanto, las emisiones gamma emitidas por el radionuclido
seran inversamente proporcionales a la concentraciéon de hormona que se desea conocer.
Dichas concentraciones pueden ser determinadas mediante una curva estandar hecha a
partir del porcentaje de unién del Ag® (%B/B0) versus concentraciones conocidas del Ag.
También es necesario conocer la unidén no especitica (NSB) o union producida entre el Ag" y
una molécula ajena al Ab primario; asi como la realizada entre el Ag* y el Ab primario,
ocupando todos los sitios de unién posibles, definida como unién maxima (B80).

El %B/B0 empleada para determinar la concentracion problema se obtiene mediante la

siguiente formula:

“%B/B0O = _B, - NSB = X 100
B0 - NSB
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Donde  %B/BO:
Ba:

NSB:
BO:

(b) Procedimiento

Porcentaje de union al Ag*

Media de las cuentas por minuto (cpm)
del duplicado de cada muestra

Media de las cpm del duplicado de la NSB
Media de las cpm del duplicado de la BO

Las concentraciones estandares de T utilizadas para la realizacion de la curva estandar

comprendieron un intervalo de 0.1 a 10 ng/ml.

Para cuantificar la T producida por los ovarios XX y XY en los diferentes tratamientos,
se empled el estuche comercial Testosterone Double Antibody de ICN Biomedicals Inc.
Todas las muestras (B,), los estandares de T, la BO, la NSB y las cuentas totales (TC) se
hicieron por duplicado en tubos de ensayo debidamente identiticados, de acuerdo al

siguiente disefo general:

Contenido

No. de tubo
1-2 TC:
3-4 NSB:
5-6 BO:

7-20 Curva estandar:

21 -100 Ba:

Se agregaron 500 ul del trazador T '?51.

Se agregaron 550 nl de medio de cuitivo basico,
100 pul de D-PBS 0.1 M (pH 7.3) y 500 puide T '*I.
Se agregaron 50 1l de medio de cultivo basico, 100
u de D-PBS 0.1 M (pH 7.3), 500 ul de T '**l y 500 uli
de Ab primario (anti-T).

Se agregaron 50 pl de cada estandar de T (0.1,
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 ng/ml), 100 nl de D-
PBS 0.1 M (pH 7.3), 500 p! de T '*%1 y 500 u! anti-T.
Se agregaron 50 pl de cada muestra, 100 ul de D-
PBS 0.1 M (pH 7.3), 500 ul de T ***I y 500 ul de anti-
T.
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E! contenido de los tubos fue mezciado con vortex y se incubd por dos horas en bafo
Maria (Scientific Product Durabath). Para precipitar el complejo Ag*/Ab, se adicionaron 100
ul de Ab secundario a todos los tubos, excepto a los correspondientes al TC (tubos 1 y 2), se
agitd y se incubd por otra hora bajo tas mismas condiciones. Posteriormente se centrifugaron
los tubos del 3 al 100 a 2500 rpm por 30 minutos a 4 “C, se decanté el sobrenadante y se
midieron las cpm en un contador de centelieo gamma (ICN ISOMEDIC, modelo 4/600).

Para hacer un calculo mas exacto de las concentraciones de T de las muestras, la
curva estandar se ajusté por medio de la siguiente ecuacion:

Y=mlogoX+b

Donde Y: %B/B0
m: Pendiente
X: Concentraciones de los estdndares de T
b: Ordenada al origen

(c) Andlisis estadistico de los datos

Para determinar si las edades analizadas mostraban diferencias estadisticamente
significativas en cada tratamiento y entre tratamientos, se realizé una prueba de F det
analisis de varianza de una sola via. Si el resultado sefalaba la existencia de diferencias
entre las medias, se procedié a realizar de una prueba de comparacion multiple por pares
por el método de la minima diferencia significativa (LSD) para identificar cuales edades eran
diferentes.

Para establecer si los tratamientos aplicados a cada sexo eran estadisticamente
distintos entre si, se realizd6 una prueba de F del anadlisis de varianza de una sola via,
utilizando un diseno de mediciones repetidas (edades). Posteriormente se efectuo la prueba
de LSD para identificar cuales medias de tratamientos eran diferentes. El mismo
procedimiento fue empleado para determinar las diferencias entre las hembras XX y fas XY
de cada grupo.

El intervalo de confianza usado en todas las pruebas estadisticas utiizadas fue al
95.0% y todas se realizaron con el paquete estadistico SPSS version 10.0 para Windows.
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RESULTADOS

1. Identificacidon de hembras XY

El sexo cromosomico de las crias apreciadas fenotipicamente como hembras se
determind mediante la amplificacion del gen Sry por PCR. Los productos de 266 pb fueron
visualizados solamente en aquellas muestras que correspondian a machos genéticos con
reversion fenotipica completa ya que dicho gen esta ubicado en el cromosoma Y. Como
control positivo y negativo se utilizé el DNA obtenido de génada de macho y hembra adultos
respectivamente, pertenecientes a la cepa B6 (Fig. 7).

Fig. 7. Productos de PCR del gen Sry de tejido poslnmm (10 a 18 dpp) de las crias apreciadas fenotipicamente
como hembras obtenidas do la cruza de machos B6.Y'" con hembras B6. Carril 1, marcador de peso molecular;
2 y 3, controles positivo y negativo respectivamento; 4 a! 7, muestras experimentales. Néteso que los cartilas 4, 5
y 7 pertenecen a hembras XY, mientras la ausencia de banda en el carnl 6 indica que la muastra corrospondo a
una hembra XX.

2. Produccionde T

En el grupo control, la sensibilidad del RIA no permitié cuantiticar los niveles de T
sintetizados a los 10 dpp en el ovario XX. No obstante, a los 12 dpp se registré un ascenso
rapido en la concentracion de T (1.35 ng/ml) que decrece a mas de la mitad en la siguiente
etapa para hacerse indetectable a los 18 dpp (P<0.05) (Fig. 8). En contraste. en las hembras
XY practicamente no se observa produccion de esta hormona durante las edades aqui
estudiadas, excepto a los 16 dpp donde se observé un ligero incremento en la concentracion
de T (0.44 ng/mi) (P<0.05) (Fig. 9).

Al realizar las comparaciones multiples (LSD) utilizando el diseiio de mediciones
repetidas  (cuantificacion de T a diferentes edades), no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas en la T producida entre los ovarios XX y XY cultivados en este
medio (P<0.05).
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Figura 8. Produccion de T en ovarios XX de 10 a 18 dpp, cultivados en presencia de IGF-1, FSH e IGF-I/FSH. Las
barras representan las modias obtenidas y el error estandar. El IGF-l inhibe la produccion de T a 12 dpp, miontras
que la FSH aumentd 1a produccién de este androgeno a los 14 dpp. So detectd sinergismo det IGF-I/FSH de los
10 alos 16 dpp, pero a los 18 dpp no se observo etecto.
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2.1. Efecto del IGF-1

A excepcidn de los 12 dpp, en el que se observa un efecto inhibitorio, la produccion de
T de los ovarios XX no se ve afectado al suplementar el medio de cultivo con IGF-I (P<0.05)
(Fig. 8). De manera similar, el IGF-1 no tuvo ningtin efecto en las génadas XY ya que se
cuantificaron cantidades semejantes de T a las registradas en el grupo control (P<0.05) (Fig.
9).
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Figura 9. Produccién de T en ovarios XY do 10 a 18 dpp, cultivados en presencia de IGF-I, FSH @ IGF-I/FSH. Las

barras represontan tas medias obtenidas y el error estindar. En los ovarios XY los niveles de tostosterona fueron

en general menores y no so detectaron diferencias estadisticamente significativas entra tratamientos. El efecto de

la FSH se encontid sélo a los 18 dpp ¥ no se observo sinergismo entre el IGF-1y la FSH.
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En este tratamiento tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
considerables entre la T producida por los ovarios XX y XY cultivados en presencia del IGF-I
durante el periodo aqui analizado (P<0.05).

2.2. Efecto de la FSH

El efecto de la FSH en la produccion de este andrégeno en los ovarios XX se pudo
apreciar desde la primera edad examinada. La concentracion de T cuantificada a los 10 dpp
fue de 0.75 ng/ml, la cual se mantuvo dos dias después. A los 14 dpp se incremento a 2.73
ng/m! pero decae en la siguiente etapa para posteriormente sintetizarse a niveles similares a
los registrados a los 14 dpp (P<0.05) (Fig. 8). Aunque los valores de T en las hembras XY de
10 dias de edad son semejantes a los observados en las XX, la FSH no produce ningun
efecto en la sintesis de este esteroide en los ovarios XY (P<0.05) (Fig. 9). Sin embargo,
dichas concentraciones son notablemente inferiores a los encontrados en las hembras XX a
lo largo de las etapas estudiadas (P<0.05) (Fig. 10).
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Figura 10, Produccién de T en ovarios XX y XY de los 10 a 18 dpp cultivados en presencia de FSH. La sintesis de
T entre las hembras XX y XY resulté estadisticamenta significativa durante las etapas analizadas (P<0.05).
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2.3. Efecto del IGF-1/FSH

La figura 11 muestra el efecto que tiene IGF-1 / FSH en la produccién de T en los
ovarios XX y XY. A los 10 dpp la hembras XX sintetizaron 0.33 ng/m! de este androgeno,
cantidad que fue aumentando paulatinamente hasta llegar a 1.87 ng/m! a los 16 dpp (Fig. 8).
Sin embargo, a los 18 dpp la concentracion de esteroide decrece y regresa a la misma
concentracién registrada a los 10 dpp (P<0.05). Por el contrario, la producciéon de esta
hormona en !los ovarios XY fue practicamente indetectable ya que no se encontraron
diferencias significativas a io largo del periodo analizado (P<0.05) (Fig. 9).

La produccién de T en las hembras XX fue estadisticamente distinta a la registrada en
las XY durante las etapas de desarrollo estudiadas (P<0.05) (Fig. 11).
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Figura 11. Produccion de T en ovarios XX y XY de los 10 a 18 dpp cultivados en presencia de IGF-1/ FSH. La

sintesis de T entre las hembras XX y XY resulté estadisticamonte diferente a lo largo de las etapas estudiadas
(P<0.05).

2.4. Efecto entre tratamientos

El analisis estadistico de comparaciones multiples reveld diferencias estadisticamente
significativas en la mayoria de los tratamientos aplicados a las génadas XX, excepto entre el
grupo control y el IGF-l ya que no se encontrd efecto alguno entre estos dos tratamientos
(P<0.05) (Fig. 8). Por el contrario, tanto la FSH como el IGF-1 / FSH incrementan la sintesis
de T principalmente a los 14 y 18 dpp (2.73 y 2.20 ng/ml respectivamente) en el caso de la
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FSH, mientras que el IGF-I / FSH la eleva paulatinamente entre los 10 y 16 dpp. Sin
embargo, al comparar el efecto de la FSH con respecto al registrado por el IGF-1 / FSH se
observé la inversion de la sintesis de T en cada edad, de tal forma que forman un patrén
completamente distinto.

Por otra parte, no se encontraron diferencias que resultaran estadisticamente
considerables entre los tratamientos experimentales (IGF-I, FSH e IGF-I/FSH) y control a ios
que fueron sometidos los ovarios XY (P<0.05) (Fig. 9).

En resumen,

1. E11GF-t no tuvo efecto en la biosintesis de T en los ovarios XX, excepto a los 12 dpp
ya que, dentro del intervalo de tiempo analizado, se observé que a esta edad se inhibe
la produccion de este andrégeno.

2. La FSH aumenta la produccion de T en los ovarios XX a los 14 dpp.

3. EIIGF-I sinergiza con la FSH e incrementa la produccion de T en los ovarios XX de los
10 a los 16 dpp, pero a los 18 dpp no se observd efecto.

4. En los ovarios XY los niveles de testosterona fueron en general menores y no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

5. ElIGF-I no tuvo ningun etecto en la biosintesis de T en los ovarios XY.

6. Unicamente se encontré un efecto positivo de la FSH a los 18 dpp.

7. No se observo sinergismo entre el IGF-1 y la FSH en los ovarios XY.
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DISCUSION

En la presente tesis se analizd el efecto del IGF-l1 y la FSH en la produccién del
andrégeno T durante el desarrollo postnatal de ovarios XX y XY™ en el periodo juvenil
temprano al prepuber en el ratén.

La maduracién del foliculo y la produccién de esteroides sexuales en las células del
ovario adulto de ios mamiferos dependen de la interaccidon coordinada de gonadotropinas,
factores de crecimiento y de otros péptidos (Hammond y col., 1991). La acciéon de las
gonadotropinas en el ovario es modulada por receptores ubicados en las células foliculares.
Las células de la teca tienen receptores principalmente a LH, mientras que las células de la
granulosa a FSH. Las células de la granulosa de foliculos preantrales poseen receptores a
tH hasta que desarrollan un antro folicular (Richards, 1980; Richards y col., 1987). Sin
embargo, la regulacidn de la actividad secretora de hormonas esteroides en etapas
tempranas del desarrollo ovarico en el ratén, es un aspecto que hasta la fecha no se ha
abordado.

La organizacion folicular en el ovario de ratén empieza después de! nacimiento.
Durante la etapa infantil, que abarca la primera semana de vida, el foliculo esta conformado
por una capa de células de la granulosa. Al final de esta fase, se desarrolla la teca primaria
compuesta por una capa de células aplanadas. Durante la segunda semana, periodo
conocido como juvenil temprano (7 a los 15 dpp). los foliculos estan formados de 2 a 3 capas
de células de la granulosa. En esta etapa se establece la teca interna y se inicia la formacion
de la cavidad antral. Del dia 15 al 30 se conoce como periodo juvenil o prepuber y se
caracteriza por una gran actividad mitogénica y consecuente engrosamiento del
compartimiento tecal y la irrigacion de la teca interna por capilares (Ben-Or, 1963; Peters,
1969). La T detectada en el presente estudio es producida por las células tecales que se
encuentran presémes en los ovarios en cada etapa analizada. También es probable que
provenga de la glandula intersticial, cuya formacién sea inducida a partir de foliculos
atrésicos, caracteristicos de etapas tempranas del desarrollo ovarico, la cual produce
principalmente androgenos. Se ha planteado que durante el desarrollo normal, la produccion
temprana de hormonas esteroides sexuales es independiente de! control hipofisiario debido a
que el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada en los roedores se establece a los 35 dpp (Frawley y
Henricks, 1979). Sin embargo, recientemente O'Shaughnessy y colaboradores (1997)
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demostraron que durante el desarrollo temprano del ovario de raton, los niveles det mRNA
del receptor a la FSH y la LH son independientes a la presencia de gonadotropinas.

En esta investigacion se observd que en los ovarios XX, comparado con el grupo
control, el IGF-1 inhibe la produccién de T a los 12 dpp (periodo juvenil). El efecto negativo
del IGF-| sugiere que los mecanismos que controlan la produccion de hormonas sexuales en
esta etapa podrian ser diferentes o que haya uno o varios factores que inhiban al IGF-I. La
ausencia de efecto (positivo o negativo) observada de la sintesis de T en la mayoria de las
etapas analizadas podria deberse a la presencia de otras moléculas que regulan al IGF-1. Se
sabe que durante la esteroidogénesis convergen otros tactores de crecimiento como el factor
de crecimiento transformante 3 (TGF-3), que también regulan esta funcién. Este se expresa
en las células de la teca durante la vida postnatal y se ha visto que tiene un efecto inhibitorio
en la produccion de hormonas esteroides in vitro (Lobb y Dorrington, 1989). También se ha
observado que e! producto del gen Ob llamado leptina, la cua! es secretada en los
adipocitos, requerida para la fertilidad en el ratén, inhibe del 30 al 50% el efecto sinérgico del
IGF-I/FSH en las células de la granulosa (Zachow y Magoftin, 1997). Por otro lado, en
estudios recientes realizados in vitro en testiculos fetales de rata se vio que el efecto del IGF-
| unicamente se podia medir después de cinco dias de cultivo (Rouiller-Fabre y col.,, 1998),
aunque el posible mecanismo debe ser investigado. Otro factor que pudiera estar influyendo
sobre la sintesis de andrégenos podria deberse a la concentracion, ya que solo se evalud la
dosis 10 ng/mi de IGF-l1 y no se experimentd con una concentracion mas elevada.
Experimentos realizados en foliculos aislados de ratas de 26 dpp cultivados con 30 ng/mi
IGF-l, en presencia de FSH, aumentaron los niveles de E: (Zachow y Magoffin, 1997). En
otros trabajos se emplearon dosis de 50 ng/ml (Rouiller-Fabre y col., 1998) donde no se
observo efecto y de 100 ng/ml en el cual fue posible detectar mayor sinergismo (Villalpando y
col.,, 2002, en prensa). También investigaciones realizadas principalmente en roedores
(raton) demostraron que en el ovario de estos animales se expresan diferentes mRNA, asi
como diversas especies de proteinas maduras del IGF-1 (Villalpando-Fierro y col., 1996;
Rouiller-Fabre y col., 1998). Es probable que la biosintesis de esteroides in vitro pueda ser
regulada por dos o mas isoformas del IGF-1 que difieran en estructura y funcién; sin
embargo, estas funciones deben ser determinadas. Ademas, experimentos realizados in vitro
en foliculos preantrales de 11 dpp en el ratéon demostraron que la secrecion de esteroides es
también controlado por GH y por la activina A (hormona estimulante de la actividad de la
FSH) (Liu y col., 1998). Estos autores no observaron ningun efecto del IGF-1 administrado
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solo a los foliculos ovaricos. Por lo tanto, tampoco se descarta la posibilidad de que, entre
otras moléculas, la activina sinergice con las gonadotropinas activando esta via en el
mecanismo de control Hormoqal.

También se encontré que la FSH incrementa la produccidn de T en los ovarios XX, en
particular a los 14 dpp. Si las células de la granulosa son las unicas Que pueden ser
estimuladas por la FSH, ;Como es que las células de la teca responden a esta hormona
sintetizando T?. En estudios previos se ha observado que la FSH tiene en general un etecto
estimulatorio en la sintesis de andrégenos en etapas tempranas de la foliculogénesis en
células de la teca (Villalpando y col.,, 1993). Se ha planteado que la FSH promueve la
sintesis y mantenimiento de sus propios receptores y que su presencia es necesaria para
inducir la formacion de receptores a la LH (Richards, 1980). Otra posible explicacion seria
que la hormona (FOLLIGON) no esté completamente pura y una pequena cantidad de
contaminacion con LH podria haber estimulado al compartimiento tecal. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que en este trabajo la hormona FSH se haya unido a las células
foliculares, induciendo proliferacion y diferenciacion, asi como la aromatizacion de los
compuestos androgénicos (biosintesis de estrégenos). Aunque en esta investigacion no se
evaludé conjuntamente la produccion de E., estudios previos realizados a los 20 dpp en
células foliculares y tecales aisladas en la cepa control Mus musculus musculus demaostraron
que en estas fases, el IGF-1 en presencia de FSH incrementa tres veces la produccion de E,
(Villalpando y Granados, datos sin publicar).

En cuanto a la accion del IGF-1 y FSH en la produccion de T en los ovarios XX de los
10 a los 16 dpp. se observo un efecto sumatorio. Estos datos estan de acuerdo con estudios
realizados in vitro en células de la teca y de la granulosa en diferentes especies de
mamiferos en donde se demostrd sinergismo entre el IGF-1y la FSH en ovarios en etapas
adultas (Frawley y Henricks, 1979; Gooneratine y col.,, 1990, Hernandez y col., 1988;
Magoffin y col, 1990; Urban y col., 1990; Sahaw y col., 1993). El efecto sinérgico del IGF-{
parece ser mediado a través de la interaccidon de este factor con el DNA, induciendo la
sintesis de mRNA de enzimas que panricipan en la biosintesis de enzimas claves del
metabolismo de esteroides (Rouiller-Fabré y col.,, 1998; Villalpando y col., en prensa).
Investigaciones hechas en células aisladas de foliculos de 20 dpp., en los cuales se
emplearon inhibidores de la actividad de la enzima P450srom ¥ de la P450,;,, asi como
inhibidores de la sintesis de RNA plantean que, después de cinco dias de cultivo, el 1GF-1
incrementa la expresion del MRNA vy la sintesis de las enzimas empleadas en la producciéon
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de Pa, T y E: (Villalpando y col., 2002, datos sin publicar). Asimismo, el etecto del IGF-l en
diversas lineas celulares (3T3 y P6) arroja resultados diterentes: el IGF-1 sélo en células 3T3
no tiene ningun efecto a menos que se adicione el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF); mientras que en células P6 responde al factor de crecimiento epidermal
(EGF) y PDGF. La presencia de un nucledtido antisentido contra el receptor del GF-I
también inhibe al EGF. Estas observaciones plantean que e! IGF-l1 necesita sinergizar. en
ausencia de FSH, con otros factores que se producen en las células somaticas para regular
la produccion de esterocides gonadales (Baserga, 1993).

Los resultados de esta investigacion indican que los ovarios XY en etapas tempranas
de la foliculogénesis no poseen la misma capacidad para sintetizar el esteroide sexual T y
alcanzar los niveles encontrados en la cepa control (Mus musculus musculus).
Aparentemente esta respuesta no se debe a una deficiencia en el numero de receptores a
FSH. Estudios de autorradiografia realizados para identificar a los receptores a FSH, no
detectaron diferencias en el nimero de receptores a esta gonadotropina entre ovarios XX y
XY (Amhle y col., 2000). Tampoco se ha encontrado una mayor cantidad de Sry en etapas
de desarrolioc temprano (l.ee y Taketo, 2001), lo cual podria explicar ta produccion anormal
de esteroides. El desarrollo endocrino anormal de las hembras XY probablemente se debe a
defectos intrinsecos del ovario XY, aunque los mecanismos deben ser aun determinados.
Curiosamente, la FSH induce la secrecion de moléculas localizadas en la teca interna y
células intersticiales (Ben-Or, 1963). Este autor observé que en los ovarios de 18 dpp,
después de 24 horas de cultivo, la FSH provoca la hipertrofia de las células de la teca.

Finalmente, aunque en el ovario de los roedores convergen diferentes factores que
regulan la actividad endocrinoldgica de este 6rgano y por consiguiente su fertilidad, podemos
concluir que el IGF-l tiene un papel dual ya que estimula e inhibe la produccién de
testosterona en fases tempranas de la foliculogénesis en el ovario del ratén B6.Y™™. Queda
por determinar el papel del IGF-| en el crecimiento y desarrollo de los foliculos primordiales,
asi como el mecanismo empleado en la sinergizacién de éste con gonadotropinas.
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CONCLUSION

El IGF-| tiene un efecto dual ya que inhibe la biosintesis de T y, en presencia de FSH,
estimula en fases tempranas del desarrollo ovarico en el raton.
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APENDICE

F,Agua tratada con di-etilpirocarbonato (DEPC)
Se empled agua libre de patégenos, para lo cual se traté de la siguiente manera: por

cada litro de agua bidestilada se anade 1 ml de DEPC (SIGMA), se deja en agitacién
constante hasta que se haya disuelto completamente. Después de 24 horas se
esteriliza en autoclave 120 Ib/p? por 80 minutos para desactivar el DEPC vy se filtra con

filtro Millipore de 0.22 m de diametro de poro. Conservar a temperatura ambiente.

Amortiguador de carga

Azul de Bromofenol (BIORAD) 0.12ml
Glicerol (SIGMA) 30 mi
¢ Amortiguador TE 1X, pH 8.0 69.88 ml

Conservar a —-20 °C hasta antes de su uso.

Amortiguador SET
+ Acido etilen-diamino-tetracético
(EDTA) (SIGMA) 0.5 M, pH 8.0 10 ml
¢ TRIS-HCI (SIGMA) 0.5 M 2mi
Aforar con agua bidestilada estéril a 100 ml vy filtrar con filtro Millipore de 0.22 pm de

diametro de poro. Conservar a 4 °C hasta antes de su uso.

Amortiguador TBE 1X, pH 8.0

¢ TRIS-HCI (SIGMA) 10.8g
¢ Acido bdrico (J. T. BAKER) 559
¢ EDTA (SIGMA) 093 g

Aforar con agua bidestilada a un litro. Conservar a temperatura ambiente,

Amortiguador TE 1X, pH 8.0
¢ TRIS-HCI (SIGMA) 12.11 g
* EDTA (SIGMA) 37.22 mg
Agregar 80 ml de agua bidestilada, ajustar pH 8.0 con HCI concentrado y aforar a 100

mi. Conservar a temperatura ambiente.
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Medio de‘a'cu‘iitivo basico (pH 7.2-7.4)
"¢ Medio 199 con sales Earle, L-glutamina, sin bicarbonato
de sodio y amortiguador HEPES 25 mM (IN VITRO)
+ Piruvato de sodio (SIGMA) 11 mg/mi
Penicilina G sédica 10 000 U/mli con sulfato
de estreptomicina 10 mg/mi (SIGMA)
¢ Bicarbonato de sodio (J. T. BAKER) 7.5%
¢ HEPES (SIGMA) 2 M
¢ L-glutamina (GIBCO-BRL) 200 mM

100 ml
1ml

0.5ml
29ml
1.25 ml
1ml

Preparar el medio bajo una campana de flujo laminar y conservar a 4 °C hasta poco

antes de su uso.
Medios de cultivo experimentales

Medio de cultivo experimental A, control:
+ Medio de cuiltivo basico
. ¢ Progesterona (SIGMA) en etanol absoluto (SIGMA) 1 mg/mi

Medio de cultivo experimental B, suplementado con IGF-1:
¢ Medio de cultivo basico
¢ Progesterona (SIGMA) en etanol absoluto (SIGMA) 1 mg/mi
¢ IGF-| recombinante (SIGMA) 5 ng/ul

Medio de cultivo experimental C, suplementado con FSH:
¢ Medio de cultivo basico .
¢ Progesterona (SIGMA) en etanol absoluto (SIGMA) 1 mg/mi
¢ FSH (FOLLIGON de INTERVET)

10 mt!
10 ul

1o ml
10 pl
20 u!

10mt
10 u!
1000 Ui
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Medio de cultivo experimental E, suplementado con FSH/IGF-I:

¢ Medio de cultivo basico 10omi
¢ Progesterona (SIGMA) en etanot absoluto (SIGMA) 1 mg/mi 10l
¢ FSH (FOLLIGON de INTERVET) 1000 UI
¢ IGF-1 recombinante (GIBCO-BRL) 5 ng/ul 20 ul

Preparar los medios de cultive experimentales poco antes de su uso bajo una campana
de flujo laminar vy filtrar con filtro Millipore de 0.22 nm de didmetro de poro.

Mezcla de dNTP's (Deoxynucleoside Tripho'sphate Set de BOEHRINGER MANNHEIM)

¢ dATP 25 umol 10ul
e dCTP 25 umot 10u
¢ dGTP 25 pmol 10pl
e dTTP 25 pmol 10ul
¢ Agua tratada con DEPC 60pul

Conservar a ~20 °C hasta antes de su uso.

Mezcla maestra

. ¢ Oligonucledtido Sry K1 (GIBCO-BRL) 40 pmol/p! 0.44 ul
¢ Oligonucledtido Sry K2 (GIBCO-BRL) 40 pmol/u! 0.46 pl
¢ Mezcla de dNTP's (BOEHRINGER MANNHEIM)10 mM 1.5l
¢ MgCl; (PERKIN ELMER) 0.1 M 0.7l
o TRIS-HC! (SIGMA)1.0 M, pH 9.0 0.5 pl
+ Albumina sérica bovina (SIGMA) 8.5 mg/pl 0.2 1l
¢ NONIDET P-40 (SIGMA) 5% 0.1l
e (NH.,)SO.(J. T. BAKER) 3 M 0.5 u!
¢ Agua tratada con DEPC 3.06 ul
¢ Amplitaq DNA polimerasa (PERKIN ELMER) 5 U/ul 0.04 i

Las cantidades de los reactivos para preparar la mezcla maestra son por muestra.
Preparar poco antes de su uso.
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Solucién de bromuro de etidio
o Bromuro de etidio (SIGMA) 10 mg/mi
¢ Agua bidestilada
Preparar poco antes de su uso

4 ul
50mi
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