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“Si por un instante Dios se olvidara de que soy una marioneta de trapo y me regalara un trozo de vida,
aprovecharia ese tiempo lo mas que pudiera.

Posiblemente no diria todo lo que pienso, pero en definitiva pensaria todo lo que digo.
Daria valor a las cosas, no por lo que valen, sino por lo que significan.

Dormiria poco, sofiaria mas, entiendo que por cada minuto que cerramos los ojos, perdemos sesenta
segundos de luz. Andaria cuando los demas se detienen, despertaria cuando los demas duermen.

Si Dios me obsequiara un trozo de vida, vestiria sencillo, me tiraria de bruces al sol, dejando
descubierto no solamente mi cuerpo, sino mi alma.

A los hombres les probaria cudn equivocados estan al pensar que dejan de enamorarse cuando
envejecen, sin saber que envejecen cuando dejan de enamorarse.

A un nifio le daria alas, pero le dejaria que él solo aprendiese a volar.
A los viejos les ensefiaria que la muerte no llega con la vejez, sino con el olvido.

Tantas cosas he aprendido de ustedes, los hombres... He aprendido que todo el mundo quiere vivir en
la cima de la montafia, sin saber que la verdadera felicidad esta en la forma de subir la escarpada.

He aprendido que cuando un recién nacido aprieta con su pequefio pufio, por primera vez, el dedo de su
padre, lo tiene atrapado por siempre.

He aprendido que un hombre sélo tiene derecho a mirar a otro hacia abajo, cuando ha de ayudarle a
levantarse.

Son tantas cosas las que he podido aprender de ustedes, pero realmente de mucho no habran de
servir, porque cuando me guarden dentro de esa maleta, infelizmente me estaré muriendo.

Siempre di lo que sientes y haz lo que piensas.

Si supiera que hoy fuera la Gltima vez que te voy a ver dormir, te abrazaria fuertemente y rezaria al
Sefior para poder ser el guardian de tu alma.

Si supiera que estos son los dltimos minutos que te veo te diria “te quiero” y no asumiria, tontamente,
que ya lo sabes.

Siempre hay un mafiana y la vida nos da otra oportunidad para hacer las cosas bien, pero por si me
equivoco y hoy es todo lo que nos queda, me gustaria decirte cuanto te quiero, que nunca te olvidaré.

El mafiana no le esta asegurado a nadie, joven o viejo. Hoy puede ser la Gltima vez que veas a los que
amas. Por eso no esperes mas, hazlo hoy, ya que si el mafiana nunca llega, seguramente lamentaras el
dia que no tomaste tiempo para una sonrisa, un abrazo, un beso y que estuviste muy ocupado para
concederles un dltimo deseo.

Mantén a los que amas cerca de ti, diles al oido lo mucho que los necesitas, quiérelos y tratalos bien,

toma tiempo para decirles “lo siento”, “perdéname”, "por favor”, gracias” y todas las palabras de amor
que conoces.

Nadie te recordard por tus pensamientos secretos. Pide al Sefior la fuerza y sabiduria para
expresarlos”.

Gabriel Garcia Mdrquez.
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I. RESUMEN

El desarrollo folicular en el ovario de los mamiferos es regulado
posnatalmente por la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). En este proceso también participan factores de crecimiento
como la hormona inhibidora de los conductos de Miiller (AMH), entre otros. En
los roedores, la foliculogénesis se inicia a los 16 dias de gestacion (d.g.) y
continta postnatalmente. Estudios realizados en la rata, revelan que la AMH
inhibe el reclutamiento de los foliculos primordiales a preantrales y reduce la
respuesta de éstos a la FSH. Se ha observado que la exposicion de ovarios fetales
a la AMH, inhibe la produccién de la aromatasa (enzima que transforma los
andrégenos a estrogenos). Sin embargo, se sabe poco sobre el papel de la AMH
durante el desarrollo folicular del ratén. En el presente trabajo se estudi6 la
expresion de la AMH durante el desarrollo folicular del raton antes y al momento
de establecerse el control del eje hipotalamo-hipofisis-gonada. Se emplearon
ovarios de ratdn de la cepa CD-1 de diferentes etapas de desarrollo: de 2 y 5 dias
postparto (dpp), (ovario infantil); de 10 y 15 dpp. (prepuber); de 20, 25 y 30 dpp.
(puber) y de 35 dpp. (juvenil). Se obtuvieron cortes de 10 um, se realizd una
técnica de inmunodeteccidn de la expresion de la AMH con un anticuerpo anti-
goat biotinilado y se revel6 con peroxidasa. Esta hormona fue detectada en el

ovario desde los 2 hasta los 35 dpp. en las células de la granulosa de foliculos



primordiales, primarios (preantrales), secundarios (antrales) y terciarios
(maduros o De Graaf). Sin embargo, no se detect6 la presencia de la AMH en
algunos foliculos atrésicos después de los 25 dpp. observandose un aumento de
la expresion en edades y etapas mas avanzadas de desarrollo folicular en el
ovario. Asimismo, se observa un patron de expresion similar al momento en el
que se establece el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonada a los 35 dpp., ademads de
observarse un aumento en el ntimero de foliculos en diferentes etapas de
desarrollo que expresaron la AMH. Estos resultados sugieren que la AMH se
expresa desde el inicio del desarrollo folicular temprano y es proporcional al
grado de desarrollo folicular, en etapas que son independientes del control

hormonal hipofisiario.



II. INTRODUCCION

La diferenciacion sexual en los mamiferos es un proceso secuencial y
ordenado que se lleva a cabo en varias etapas consecutivas. Comienza con la
diferenciacion genética 6 cromosOmica, en la que se establece el sexo genético
(XX 6 XY) durante la fertilizacion. Dependiendo si el ovocito es fecundado por
un espermatozoide portador de un cromosoma X o un cromosoma Y, se
desarrollara un ovario o un testiculo respectivamente, dando lugar a la
diferenciacion gonadal (Gilbert, 2005). La secrecién de las hormonas elaboradas
por las gbénadas, determinard la diferenciacion de los genitales internos y
externos dando como resultado la diferenciacion fenotipica (Revisado por

Merchant y Moreno, 2003) (Fig. 1).

Diferenciacion genética
XX 6 XY

l

Diferenciacion gonadal
(gonada bipotencial)
ovario ¢ testiculo

Hormonas

Diferenciacion fenotipica
Diferenciacion de genitales

internos y externos

Fig. 1. Etapas de la diferenciacion sexual en los mamiferos.



1. Desarrollo ovarico

El desarrollo y la diferenciacion gonadal de los mamiferos ocurre durante

el periodo embrionario y se lleva a cabo en tres etapas:

a) Formacidn de la cresta genital.

b) Etapa de gdnada indiferenciada.

c) Diferenciacion gonadal.

Las dos primeras etapas son comunes tanto para hembras como para
machos. En la tercera etapa se establece la diferenciacion morfoldgica de la

gbénada: ovario en el caso de las hembras ¢ testiculo en el caso de los machos

(Revisado por Merchant, 1991).

1.1 Formacion de la cresta genital

Al inicio del desarrollo gonadal, la cresta genital se aprecia como un par
de engrosamientos longitudinales formados por la proliferacion de células del
epitelio celémico o mesotelio y células del mesénquima (Sadler y Langman,
2004). Las células somaticas del primordio gonadal se originan del mesodermo
e inicialmente son de tres tipos: mesenquimaticas, mesoteliales y endoteliales
(Revisado por Merchant, 1991). En la formacién de esta zona participan también
las células germinales primordiales (CGPs) que son las precursoras de los
gametos. Estas células tienen un origen extraembrionario debido a que

provienen del endodermo del saco vitelino, regién desde donde migran hacia



las futuras crestas genitales (Larsen, 2003) (Fig. 2). Ahi estas células son
rodeadas por células mesenquimaticas y epiteliales con las que se asocian

estrechamente formando el primordio gonadal (Revisado por Merchant, 1991).
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Fig. 2. A. Embrién de 8-12 d.g. B. Camino que siguen las células germinales
primordiales desde el intestino posterior hacia la cresta genital (Tomado de Sadler y
Langman, 2004).

Una vez que llegan las CGPs a la futura cresta, las células somaticas
inician un proceso de proliferacion, observandose una condensacion de células
epiteliales y mesenquimaticas que conducen gradualmente a la formacion del
blastema gonadal (Revisado por Merchant y Moreno, 2003) (Fig. 3). En el raton
el establecimiento de esta etapa comprende de los 9.5-10.5 d.g. (Revisado por

Villalpando, 2000).
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Fig. 3. Desarrollo temprano de la gonada. A. Organizacién de la
cresta genital. B. Blastema gonadal (Tomado de Merchant, 1991).

1.2 Etapa de gonada indiferenciada

La gonada de los mamiferos se desarrolla a través de un estado
morfologico bipotencial (indiferenciado), durante el cual no tiene caracteristicas
femeninas ni masculinas (Gilbert, 2005). Esta etapa es llamada etapa de gonada
indiferenciada y se establece a partir de la formacion del blastema gonadal. Este
primordio da origen a dos importantes tejidos gonadales: los cordones sexuales
primitivos y el estroma. Los primeros son arreglos epiteliales envueltos por una
lamina basal formados por células intimamente asociadas por uniones
intercelulares. En estos cordones sexuales es donde se encuentran la mayoria de
las CGPs. En el estroma se encuentran células de origen mesenquimatico y
vasos sanguineos que irrigan a la gonada indiferenciada (Fig. 4). En el raton

esta etapa ocurre entre los 9.5y 11.5 d.g. (Revisado por Merchant, 1991).



Células
mesengquimaticas

7.
Cordones V asc_:s
I sanguineos
Ceélulas
germinales

Epitelio primordiales
celomico
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Fig. 4. Génada indiferenciada. Se muestran los cordones
sexuales y el estroma (Tomado de Merchant, 1991).

1.3 Diferenciacion gonadal

En los mamiferos la primera manifestacion estructural de la diferenciacion
gonadal se detecta en la génada de los machos. En el caso del raton, la
diferenciacion del testiculo se presenta alrededor de los 12 d.g. Lo primero que
se observa es una gradual separacion de los cordones del epitelio celémico por
una invasidon activa de las células mesenquimaticas y vasos sanguineos
formando asi los cordones seminiferos (Revisado por Merchant, 1991). Durante
la diferenciacion del ovario, éste no muestra cambios con respecto a la
estructura de la génada indiferenciada, sélo se puede observar un crecimiento
debido a la proliferacion de células somaticas y germinales a los 12.5 d.g.
(Revisado por Merchant y Moreno, 2003). Cuando las CGPs han alcanzado la
gonada genéticamente femenina proliferan por mitosis y posteriormente se

diferencian en las células germinales precursoras de los gametos denominadas



ovogonias (Carlson, 2004). La fragmentacion de los cordones sexuales da origen

a los foliculos ovaricos (Revisado por Merchant, 1991) (Fig. 5).

Fig. 5. Diferenciacion del ovario. A. Los embriones con genotipo femenino no
muestran cambios con respecto a la estructura de la gobnada
indiferenciada. B. Después de que los ovocitos (OV) han iniciado la profase de
la primera divisién meidtica, comienza la formacion de los foliculos (F) por
fragmentacion de los cordones sexuales (CS) (Tomado de Merchant, 1991).

2.  Expresion de genes relacionados con la diferenciacion sexual gonadal
Los mecanismos que llevan a la diferenciacién de un testiculo o un ovario,

estdn regulados por la presencia o ausencia de genes cromosomicos o

autosdmicos que se expresan desde etapas muy tempranas del desarrollo

(Revisado por Merchant y Moreno, 2003).



2.1 En el primordio gonadal

La formacién de la gonada indiferenciada requiere de la funcion de al
menos dos genes: el SF-1/S5f-1 (Factor esteroidogénico-1) y el WT-1/Wt-1,
denotados por mayusculas en el humano y mindsculas en otras especies
(Carlson, 2004). Sf1 se detecta en la cresta genital del raton tanto de hembras
como de machos entre los 9.5 y 10.5 d.g. Su expresion en la gonada bipotencial
sugiere que puede desempefiar un papel importante durante las etapas
tempranas del desarrollo gonadal. Otro gen que interviene en el establecimiento
de la gonada indiferenciada es el denominado Wt-1. En estudios realizados en
el raton, usando hibridacion in situ, se demostrd que el sitio predominante de
expresion de este gen en el embrion esta confinado al rindn y a la gonada. Su
expresion se detecta primero a los 9 d.g. y es mas evidente a los 12 d.g.

(Revisado por Merchant y Moreno, 2003).

2.2 En el testiculo

El patron general que controla la diferenciacion gonadal esta bajo la
influencia del gen SRY (Sex-determining Region of the Y chromosome) que
codifica el factor determinante testicular humano y que se localiza en el brazo
corto del cromosoma Y en los mamiferos (Carlson, 2004). El gen del ratéon Sry
también se relaciona con la presencia de testiculos y se expresa a partir de los

10.5 d.g. pero su maxima expresion ocurre a los 12.5 d.g. momento en el que se



inicia la diferenciacion sexual morfoldgica del testiculo en esta especie. SRY/Sry
es necesario pero no suficiente para el desarrollo de los testiculos en mamiferos
y requiere interactuar con genes autosomales para inducir la diferenciacion
testicular completa. Un gen autosdmico que participa en este proceso, es el
denominado SOX9/Sox9, en el humano y raton respectivamente. Su expresion
se ubica desde los 10.5 d.g. en las crestas genitales de raton tanto de hembras
como de machos y posteriormente en estos ultimos sdlo se localiza en las
células de Sertoli a los 13.5 d.g. Aunque se desconoce el mecanismo mediante el
cual el gen Sox9 interviene en la diferenciacion testicular, se ha propuesto que
tiene propiedades de trasactivacion, es decir, éste podria activar otros genes

involucrados en la diferenciacion testicular (Revisado por Villalpando, 2000).

2.3 En el ovario

En estudios realizados se demostrd que en el cromosoma Xp 21 existe una
region implicada en procesos de reversion sexual denominada como DSS
(Dosage Sensitive Sex Reversal) (Revisado por Merchant y Moreno, 2003). Se
propuso que ésta regidn contiene un gen que codifica para un miembro de la
familia de receptores nucleares de hormonas sexuales. Este gen, denominado
DAX1/Dax1 en humanos y otras especies de vertebrados, parece antagonizar la
funcion de Sry y Sox9 promoviendo la feminizacién de la génada indiferenciada

(Gilbert, 2005). La expresion de Dax1 se detecta en las crestas genitales del raton



hembra y macho a los 11.5 d.g. Los niveles de expresion decrecen conforme se
forman los cordones testiculares en los machos (12.5 d.g.), y en el caso de las
hembras, Dax1 contintia expresandose en la génada después de los 12.5d.g., y a
los 14.5 d.g. la sefal es restringida a la region proximal del ovario con el
mesonefros (Revisado por Merchant y Moreno, 2003). El gen DaxI parece ser
activado por el producto de un gen determinante del ovario, el Wnt-4 (Fig. 6).
Este gen se expresa en la cresta genital del raton mientras todavia se encuentra
en el estado bipotencial aunque su funcion aun no esta bien establecida

(Revisado por Villalpando, 2000).

Utero
Conductos paramesonéfricos Trompas de
(De Miiller) —PFalopio (oviducto)

Tercio superior
de la vagina

Células de la
granulosa
WT-1 WNT-4/ / Estrogenos
Mesodermo SF-1 Gonada DAX-1 OVARIO —¥® Células de
intermedio ’ indiferenciada ’ \ la teca
Ovogonias
Ovocitos

Fig. 6. Esquema que muestra la diferenciacion de la
gonada femenina (Modificado de Carlson, 2004).



3. Diferenciacion fisioldgica del ovario

El ovario o génada femenina, es un érgano que desempena dos funciones
interrelacionadas: a) Produccion de gametos femeninos, llamada ovogénesis y
b) produccion de esteroides (esteroidogénesis), en la cual se secretan dos grupos
principales de hormonas esteroides: los progestagenos y los estrogenos (Ross y
Romrell, 1997). Una vez que las CGPs alcanzan la goénada genéticamente
femenina, se diferencian para dar origen a las ovogonias (Sadler y Langman
2004). Al igual que las células somaticas normales del organismo, las ovogonias
son diploides, es decir contienen un conjunto de 23 pares de cromosomas en el
humano (con un total de 46 cromosomas) y 20 pares en el raton (40
cromosomas). Estas células producen gametos al experimentar la meiosis

(Larsen, 2003).

3.1 Meiosis

La meiosis es un proceso especializado de division celular que solo tiene
lugar en la linea germinal para generar los gametos femeninos y masculinos,
ovocitos y espermatozoides respectivamente (Larsen, 2003). Consiste en una
sucesion de 2 divisiones celulares y nucleares cualitativamente distintas: la
meiosis I y la meiosis II, que reducen el numero de cromosomas del nimero
cromosomico diploide (2n) al haploide (1n); de manera que pueda mantenerse
el nimero de cromosomas propio de la especie de generacion en generacion

(Carlson, 2004).



3.2 Etapas de meiosis e inhibicion

Después de la tultima division mitética de la célula germinal, se produce
un periodo de sintesis de ADN, de modo tal que la célula que inicia la meiosis
duplica la cantidad de ADN en su nucleo. La meiosis I suele llamarse division
de reduccion y en ésta se lleva a cabo el apareamiento de los cromosomas
homodlogos y los entrecruzamientos frecuentes. Esta primera division meiotica
comienza con una prolongada profase llamada profase I, que se subdivide en
cinco etapas: leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis y continta con la
metafase I, anafase I y telofase I (Gilbert, 2005).

Cada célula hija de la primera division meidtica contiene el nimero
haploide (In) de cromosomas y cada cromosoma consta de 2 cromatidas
conectadas por el centromero ya que la profase I se inicié con el contenido
cromosdmico ya duplicado. La segunda divisién meiotica, denominada division
ecuatorial, es similar a una mitosis ordinaria, excepto que antes de la division,
la célula es haploide (1n) (Carlson, 2004).

En la ovogénesis, a medida que las ovogonias entran en la primera
division meiotica durante el periodo fetal, se denominan ovocitos primarios. Al
nacimiento los ovocitos primarios continian en meiosis hasta la etapa de
diploteno de la primera division meidtica, etapa en la cual se detienen y no
terminan su primera division meiotica hasta que han alcanzado la pubertad. En

la fase de reposo del diploteno se presenta el primero de los dos bloqueos del



proceso meidtico. Durante este periodo el ovocito primario se prepara para
cuando ocurra la fertilizacién y el desarrollo embrionario (Carlson, 2004).

En el ovario el numero de células germinales queda limitado en la vida
fetal, ya que una vez iniciada la meiosis, los ovocitos no pueden proliferar
después del nacimiento. Los ovocitos fetales alcanzan su numero maximo
alrededor del quinto mes de la gestacion (cerca de 70 millones en los 2 ovarios)
a partir del cual se inicia un proceso de degeneracion masiva denominado
atresia (Revisado por Merchant, 1991).

En la pubertad reinicia la primera division meidtica durante la ovulacion y
resultan 2 progenies celulares desiguales. Una es una célula grande llamada
ovocito secundario, y la otra es una célula pequefia que carece de funcion y se
llama primer cuerpo polar. Los ovocitos secundarios comienzan la segunda
division meiotica, pero de nuevo el proceso de la meiosis se detiene, esta vez en
la metafase II. El estimulo para la liberacion de este bloqueo de la meiosis es la
fecundacién por un espermatozoide (Fig. 7). Los ovocitos secundarios no
fecundados no pueden terminar la segunda division meidtica y degeneran
(Carlson, 2004).

El raton presenta lo que se denomina meiosis inmediata, es decir, que se
inicia un poco después de la diferenciacion sexual de la génada. Entre los 13 y
14 d.g. se observan ovocitos en las primeras etapas de la profase I. Entre los 15 y
16 d.g. la mayoria de los ovocitos se encuentran en etapas de cigoteno y

paquiteno, esta ultima representada por la presencia de complejos



sinaptinémicos formados por el acoplamiento de los cromosomas homologos.

Es durante estas dos etapas cuando ocurre el proceso de degeneracion de

algunos ovocitos (Revisado por Merchant y Moreno, 2003).

Edad

Periodo fetal

Antes o0 al momento
del nacimiento

/' \

/\ ]\

Pubertad

Cambios meiéticos
en el ovocito

Célula germinal
Mitosis

Ovogonia
Inicia meiosis |

Ovocito primario
ler. blogueo meiético
etapa diploteno

Ovulacién-Reinicia meiosis |
Ovocito secundario
+ ler cuerpo polar

Meiosis Il

2do. bloqueo meidtico

en metafase Il
Fecundacion- se completa
la 2da. divisién meidtica

Ovocito fecundado
+ cuerpos polares

Fig. 7. Principales acontecimientos en la ovogénesis
en el humano (Modificado de Carlson, 2004).

Complemento
cromosomico

2n

2n

2n

1n

1n



3.3 Foliculogénesis

Iniciada la meiosis I, principia a su vez el proceso de foliculogénesis que se
define como la formacién de los foliculos primordiales en el ovario de los
mamiferos. Este proceso inicia en la etapa embrionaria y contintia en la etapa

postnatal. (Revisado por Merchant y Moreno, 2003).

3.3.1. Etapa embrionaria
En este periodo la foliculogénesis se divide en tres etapas:

I.  Los ovocitos estan agrupados haciendo contacto directo entre si en el
interior de los cordones sexuales.

II.  Los ovocitos son separados por células epiteliales dentro de los cordones
sexuales.

III.  Los ovocitos en conjunto con las células epiteliales y envueltos por una
lamina basal, son individualizados por células del estroma (Merchant y

Chimal, 1989) (Fig. 8).



Fig. 8. Ovario de ratdn recién nacido. Se muestran las tres etapas de
la foliculogénesis (I, II, IIT) (Tomado de Merchant y Chimal, 1989).

3.3.2. Etapa postnatal

Al nacimiento, los foliculos primordiales comienzan su transicion a
foliculos en crecimiento, el ovocito aumenta su tamafio y las células foliculares
planas que lo rodean proliferan y se tornan cubicas formando entonces el
foliculo primario o preantral. En el ovario del ratén esto ocurre del 1 a los 6
dpp. A medida que se consolida el foliculo primario se forma entre el ovocito
primario y las células foliculares una membrana no celular transltcida llamada
zona pelucida. Enseguida, mediante una rapida proliferacion mitdtica la capa
de células foliculares da origen a un epitelio estratificado: la membrana
granulosa que rodea al ovocito. Las células foliculares se identifican entonces
como células de la granulosa. Posteriormente, las células estromales derivadas
del tejido conectivo ovarico comienzan a rodear al foliculo formando una

cubierta conocida como teca folicular que mas adelante se diferencia en dos



capas: la teca interna, altamente vascularizada y glandular, formada por células
mioides, fibroblastos y células esteroidogénicas; y la teca externa que es una
capsula exterior formada por tejido conectivo fibroso (Carlson, 2004). La teca se
diferencia en el raton entre los 14 y los 19 dpp.

En la pubertad, continia el desarrollo de los foliculos, apareciendo
cavidades llenas de liquido entre las células de la granulosa, llamado liquido
folicular. Estas cavidades empiezan a coalescer hasta formar una tinica cavidad
semilunar llamada antro folicular. Con la aparicion de este antro el foliculo se
denomina ahora foliculo secundario o antral. Conforme aumenta el tamarno del
foliculo secundario, aumenta también el antro y las células de la granulosa que
rodean al ovocito permanecen intactas y forman el ciimulos odforus. Las células
del ciimulus odforus que rodean al ovocito y permanecen unidas a el durante la
ovulacién, se denominan corona radiada (Sadler y Langman, 2004). Bajo
multiples influencias hormonales, el foliculo aumenta de tamafio rdpidamente y
empieza a hacer una protusidon en la superficie del ovario. En este punto se

denomina foliculo maduro o De Graff (Carlson, 2004) (Fig. 9).
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4. Hormona inhibidora de los conductos de Miiller

En etapas tempranas del desarrollo fetal en mamiferos, la génada es
bipotencial y en ella estdn presentes un par de conductos: el conducto de Miiller
y el conducto de Wolff. Los primeros forman el oviducto, también conocido
como trompas de Falopio; el ttero y el tercio superior de la vagina. Los
segundos, inducen la diferenciacion del epididimo, el conducto deferente y las
vesiculas seminales (Jamin y cols., 2003). La regresion de uno u otro conducto
ocurre como consecuencia de la diferenciacién gonadal (Fig. 10). En hembras la
regresion del conducto de Wolf ocurre pasivamente en ausencia de
testosterona, mientras que en machos, la regresion de los conductos de Miiller
es un proceso activo controlado por un factor testicular llamado Miillerian
Inhibiting Substance (MIS) (Cate y cols., 1990) también conocido como Anti-

miillerian hormone u hormona inhibidora de los conductos de Miiller (AMH).
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En 1940, fue sugerida por primera vez por Alfred Jost, la existencia de una
hormona inhibidora de los conductos de Miiller. Este investigador propusé que
habia un producto diferente a la testosterona que inducia la regresiéon de estos
conductos al que nombro “inhibidor Mulleriano”. En 1978 se supd que se
trataba de una proteina dimérica y fue en 1982 cuando Bernard Vigier y
Patricia Donahoe localizan la actividad de MIS en las células de Sertoli y en las
células de la granulosa del ovario postnatal. En 1986 los genes de MIS de bovino

y humano fueron aislados y secuenciados por Richard Cate. En 1994 la ruta de



sefalizacion de MIS comenzé a ser entendida al clonarse sus receptores (Rey y
cols., 2003). Durante la embriogénesis masculina la AMH es secretada por las
células de Sertoli en los testiculos fetales e induce la regresion de los genitales
internos femeninos. Su expresion es mas alta durante el periodo que ocurre la
regresion de los conductos de Miiller y persiste después del nacimiento por
corto tiempo en altos niveles y es ain producida en el testiculo adulto pero en
niveles bajos. La expresion de la AMH en el testiculo después de que la
regresion de los conductos de Miiller se ha completado, sugiere que esta

proteina puede tener un papel biologico adicional (Cate y cols., 1990).

La AMH pertenece a una familia de glicoproteinas involucradas en la
regulacion del crecimiento y diferenciacion (Rey y cols., 2003). Es miembro de la
familia del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-3) que también incluye
activinas, inhibinas, proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), complejo
Decapentaplégico en Drosophila melanogaster y Xenopus-1 (Behringer y cols.,
1994). Ademas un numero de funciones extra tales como el control de la
maduracion de células germinales y morfogénesis gonadal; induccién del
descenso testicular; maduracién pulmonar; inhibicién de crecimiento de células
transformadas (Lee y Donahoe, 1993) y regulacion de la meiosis han sido

propuestas para esta hormona (Cate y cols., 1990).



4.1. Organizacion del gen

El gen de la AMH en el humano se localiza en el cromosoma 19 p13.3 (Rey
y cols., 2003), mientras que en el raton es localizado en el cromosoma 10 (Lee y
Donahoe, 1993). Est4 constituido por 5 exones y tiene una longitud de 2,75 Kpb.
(Fig. 11-A). Este gen se ha clonado en raton, rata, cerdo y pollo (Revisado por

Rey y cols., 2003).

4.2. Estructura de la proteina

El péptido codificado por la AMH, es una molécula altamente conservada.
Es una glicoproteina dimérica con un peso molecular de 140 KDa (Rey y cols.,
2003) compuesta de dos subunidades idénticas de 70 KDa cada una,
caracteristica que comparte con otros factores de crecimiento como la inhibina y
la activina (Revisado por Villalpando, 2001). Estudios previos demuestran que
AMH es sintetizada como un precursor de 560 aminodcidos (aa) en humanos y
575 en bovino (Fig. 11-B). La expresion de MIS es potenciada por SOX9 en las
células de Sertoli al inicio de la diferenciacion testicular y es regulada por
factores como SF-1, GATA, asi como por WT-1, DAX1 Y FSH (Revisado por

Anttonen y cols., 2003).
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Fig. 11. A. Gen y promotor de la AMH en el humano.
B. Mondmero de la proteina (Tomado de Rey y cols., 2003).

4.3. Expresion en el ovario

En contraste con la expresion de la AMH en ratas y ratones machos, la
AMH no se expresa en roedores hembra antes del nacimiento y esta falta de
expresion garantiza una diferenciaciéon normal de las estructuras internas del
tracto reproductor femenino (Durlinger y cols., 2002). La AMH, fue detectada
por primera vez por RIA en fluido folicular de bovino y después fue detectada
por inmunohistoquimica en células de la granulosa de ovarios de bovino (Ueno
y cols., 1989). La ontogenia de la expresion de la AMH durante el desarrollo
folicular se ha estudiado en vaca, oveja y rata. En el ovario de rata, la AMH fue
detectada en células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales, pero no
en foliculos primordiales, atrésicos, células de la teca o en cuerpo luteo (Cate y

cols., 1990). Los niveles mas altos de la AMH en esta misma especie se detectan



en las capas mas internas de las células de la granulosa que estan en contacto
con el ovocito y cercanas a la cavidad antral (Ueno y cols.,, 1989). Los
mecanismos que regulan la expresion ovarica de la AMH aun son
desconocidos, pero la expresion del receptor de esta hormona en las células de
la granulosa sugiere que puede desempefiar un papel en la fisiologia del ovario

(Rey y cols., 2003).

5. Papel dela AMH

Estudios previos plantean que la AMH participa en funciones que son
fundamentales en la diferenciacion sexual gonadal morfoldgica y endocrina del

macho y de la hembra (Vigier, 1989).

5.1 Enla morfogénesis gonadal

En experimentos realizados por Vigier y colaboradores (1987), se demostrd
que la AMH inducia una masculinizaciéon morfoldgica gonadal a través de la
formacion de estructuras parecidas a cordones testiculares en un cultivo de
gonadas femeninas de ratas fetales en presencia de AMH, provocando una
reversion sexual gonadal, lo cual sugiere que la AMH desempefia un papel

importante en la morfogénesis gonadal (Vigier y cols., 1987).



5.2 Enlasecrecion de estrogenos y andrégenos

La diferenciacion sexual endocrina de los mamiferos estd caracterizada
por la produccion de testosterona en los testiculos y de 17-3 estradiol (17-8 Ez)
en los ovarios. Para determinar si la AMH también afectaba el patron de
secrecion hormonal de las goénadas fetales, Vigier y colaboradores (1989),
realizaron experimentos cultivando ovarios fetales de ovino en presencia de
AMH. Estos autores encontraron que esta hormona inducia la sintesis de
testosterona aumentando los niveles de este andrdgeno, provocando una
disminucion de la biosintesis de 17-3 E2 debido a la inhibicion de la actividad de
la aromatasa (enzima que transforma los androgenos a estrogenos). Estos
resultados sugieren que la AMH induce una reversion sexual endocrina por la
inhibicion de la actividad de la aromatasa en el ovario, efecto que también fue

observado en ovarios fetales de conejo y de rata (Vigier y cols., 1989).



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sexo del embridon queda determinado en el momento de la fecundacion;
dependiendo si el espermatozoide porta un cromosoma X o un cromosoma Y.
En el primer caso, la hembra (XX) iniciard la foliculogénesis. En los roedores
este proceso inicia en la etapa fetal entre los 16 y 18 d.g., en este periodo el
ovario estd formado primordialmente por cordones ovigeros que contienen
ovogonias o células reproductoras. A los 18 d.g.; estas células empiezan a ser
individualizadas por invasion de células pregranulosas. Al nacimiento el ovario
estd formado por foliculos primordiales, los cuales inician una comunicacion
cruzada con el ovocito a través de la secrecion de varias proteinas, entre la que
se encuentra la AMH. Estudios previos realizados en rata demostraron que esta
hormona inhibe el desarrollo de foliculos primordiales a preantrales y
disminuye la respuesta a FSH. La AMH aparentemente también esta
involucrada en la regulacion de estrogenos y proliferacion de las células de la
granulosa. A pesar, de la informacion que se tiene actualmente en los
mamiferos, en el raton Mus musculus no se ha establecido cuando se inicia la
expresion de la AMH y si ésta aumenta de acuerdo a la edad del ratén. Este
enfoque inmunocitoquimico servird para establecer el patrén protéico de la
expresion de la AMH en el raton para estudiar su regulacion por hormonas

sexuales y factores de transcripcion.

Con base en los antecedentes descritos, se plantea la siguiente hipotesis.



IV. HIPOTESIS

Si la AMH se expresa desde el inicio del desarrollo en el ovario del ratéon
Mus musculus, entonces su expresion aumentaria de acuerdo al desarrollo de
este drgano, en etapas en las cuales el crecimiento es independiente del control
hormonal de la hipdfisis entre los 2 y 30 dpp. Asimismo, en el momento que se
inicia el establecimiento funcional del eje hipotalamo-hipofisis-génada, a los 35

dpp., aumentaria el numero de foliculos que expresen la AMH.



V. OBJETIVOS

Objetivo general
Establecer el patron de expresion de la hormona inhibidora de los
conductos de Miiller durante el desarrollo folicular temprano del ratén Mus

musculus.

Objetivos particulares

1. Establecer la técnica de preservacion morfoldgica y de conservacion
antigénica de la AMH.

2. Determinar en qué momento se inicia la expresion de la AMH durante el
desarrollo del ovario del raton Mus musculus.

3. Establecer si la expresion de esta proteina aumenta en el ovario prepuber
de 10 y 15 dpp. y en el puber de 20 a 30 dpp.

4. Determinar su expresion a los 35 dpp. al momento de establecerse el eje

hipotdlamo-hipodfisis-gonada.



VI. MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

Los reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico.

2. Animales de experimentacion

Se emplearon ratones hembras de 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 dpp. de la
cepa CD1, ampliamente utilizada en experimentacion debido a su facil manejo,
bajo costo, periodo corto de gestacion y facil reproduccion. Se formaron grupos
control y grupos experimentales de cada edad los cuales fueron mantenidos en
el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas a 18 °C con ciclos de luz
y oscuridad de 12/12 h. y humedad relativa del 80%. Los animales fueron
alimentados con alimento esterilizable Harlan Tekland México LM-485 y con

agua estéril acidificada pH 2.5 para mantenerlos libres de bacterias y parasitos.

3. Aislamiento de muestras bioldgicas

Los grupos de cada edad fueron sacrificados por dislocacion cervical, se
les realizé una incision en forma de “V” en la region abdominal y se extrajeron
los ovarios, se colocaron sobre una gota de Tissue Tek (medio de inclusién para

cortes en congelacion) en una caja Petri y se retiré el tejido adyacente al ovario.



Una vez aislados los ovarios, a estos se les aplicaron diferentes técnicas de
fijacion y de inclusion para determinar en qué condiciones se observaba una
mejor morfologia. Con base a las observaciones obtenidas en los cortes de los
diferentes grupos, se establecieron dos técnicas iddneas para preservar la

morfologia en las diferentes edades del ovario.

La primera técnica se utilizé en los grupos de ovario de 5, 10 y 15 dpp. y
consistid en: fijacion de antigenos; inclusion de 6rganos; obtencidon de cortes e

inmunodeteccion.

4. Fijacion de antigenos

Los ovarios de los grupos de 5, 10 y 15 dpp., se colocaron en un frasco con
solucion fijadora de glutaraldehido al 1.25 % en Buffer de Fosfatos (PB) 0.1 M
durante 1 h. a 4 °C. Se retird la solucion fijadora y se realizaron 3 lavados

colocando PB en el frasco y retirando cada 10 min.

5. Inclusion de 6rganos

Se coloco Tissue Tek en un contenedor de pastilla y se dejé sobre hielo. En
una caja Petri estéril también colocada sobre hielo y conteniendo Tissue Tek, se
transfirid el ovario con una pipeta Pasteur y con una aguja de punta roma se

incluyo la muestra, enseguida se transfirio al contenedor de pastilla colocandola



de manera transversal o longitudinal para obtener cortes en diferentes
posiciones. Los contenedores fueron almacenados a -20 °C para posteriormente

obtener los cortes.

6. Obtencion de cortes

Se coloco Tissue-Tek en el portamuestra y se montd la muestra en el
criostato (Leyca CM1850), se obtuvieron cortes de 10 um a -20 °C, se montaron
en laminillas tratadas con Tespa (mezcla que cambia las propiedades del vidrio
y permite la adhesion de cortes bioldgicos), y se mantuvieron en vacio a 4 °C

hasta realizar la inmunodeteccion.

7. Inmunodeteccion

En las laminillas se formo un anillo utilizando un pegamento (cemento
iris) alrededor de los cortes para formar un pozo. Se hicieron 2 lavados de 10
min. cada uno con PB 0.1 M y se incubd por 30 min. con reactivo para bloquear
la accién de la peroxidasa (DACO Cytomation). De nuevo se hicieron 3 lavados
de 10 min. con PB 0.1 M. Enseguida se incub6 con una solucion de bloqueo (ver
Apéndice 1) durante 2 h. Se retird la solucion de bloqueo y se adiciono el
anticuerpo primario resuspendido en solucién de bloqueo dilucion 1:10 (a los
grupo control de cada edad no se les adiciond el anticuerpo) y se incubd

durante toda la noche en camara himeda. Se realizaron 3 lavados de 10 min.



cada uno con PBS + Triton al 0.1 %. Posteriormente se adicion¢ el anticuerpo
secundario dilucion 1:100 en PBS + Triton al 0.1 % y 2 % de Albumina Suero
Bovino (BSA) y se incubd por 2 h. Nuevamente se hicieron 3 lavados con PBS +
Triton al 0.1 %, después se agrego la solucion ABC (ver Apéndice 2) y se incub6
por 1 h. Se hicieron 4 lavados de 10 min. cada uno con PB 0.1 M y se adiciond la
diaminobenzidina (DAMB) (ver Apéndice 3) en oscuridad durante 5 min.
Finalmente, se retiro el anillo de las laminillas y se lavé con agua bidestilada

filtrada para eliminar impurezas y evitar la adherencia de otras particulas.

En los ovarios de los grupos de 2, 20, 25, 30 y 35 dpp. se utiliz6 la segunda
técnica. Inmediatamente después del aislamiento de las muestras, se hiz6 una
inclusién en corcho, enseguida se obtuvieron cortes, posteriormente se realizo

una fijacion (postfijacion) y finalmente la inmunodeteccion.

8.  Inclusion en corcho

Se colocd una gota de Tissue-Tek sobre un corcho y se incluyd en ella el
ovario en forma transversal o longitudinal. Enseguida se transfirio a un
recipiente conteniendo 2-metilbutano colocado dentro de nitréogeno liquido a -
20 °C. Se retiraron y se almacenaron a la misma temperatura para

posteriormente obtener los cortes como se indica en el punto 6.



9. Postfijacion
Las laminillas se colocaron dentro de un vaso de Kopplin conteniendo
solucidn fijadora de p-formaldehido al 4 % en PB 0.1 M, durante 30 min. a4 °Cy

se secaron perfectamente para llevar a cabo la inmunodeteccion.

10. Fotografias

Los cortes se observaron en un microscopio Nikon (Eclipse E600 FN) con
los objetivos de 40X (ovario de 2 dpp.), de 20X (ovario de 5 dpp.) y de 10X
(ovario de 10 a 35 dpp.) y se capturaron fotografias con un sistema de andlisis

de imagen con el programa Axiovision.



VII. RESULTADOS

Expresion de la AMH durante el desarrollo folicular temprano del raton Mus

musculus de la cepa CD-1.

1. Expresion en el ovario infantil

La inmunodeteccién de la AMH en el ovario del grupo control de ovario
infantil de 2 dpp. fue negativa para este drgano en donde sbélo se observaron
foliculos primordiales formados por ovocitos rodeados por una capa de células de
la granulosa (Fig. 12-A). Asimismo, tampoco se encontrd la presencia de esta
proteina en el grupo control del ovario de 5 dpp., en el cual se pueden identificar
también foliculos preantrales pequenos (Fig. 12-C). En el ovario de 2 dpp., la
presencia de la AMH se detectd en las células pregranulosas de los foliculos
primordiales que se encuentran distribuidos en todo el ovario y estdn formados
por una capa de células foliculares (Fig. 12-B). En el ovario de 5 dpp. la AMH se
observo en los foliculos primordiales y en los primeros foliculos en desarrollo
(primarios o preantrales) ubicados en la parte central del ovario, los cuales estan

formados por 2 6 3 capas de células foliculares (Fig. 12-D).



Fig. 12. Expresion de la AMH en el ovario del raton infantil de 2 y 5 dpp.
A. Corte del grupo control de un ovario de 2 dpp. Notese la ausencia de la
expresion de la AMH en donde sélo se observan foliculos primordiales. B. Corte
del grupo experimental de ovario de 2 dpp. La AMH se expresa en la capa de
células pregranulosas que rodean a los ovocitos de los foliculos primordiales (FP)
que se encuentran formando el ovario a esta edad. 400 X. C. Corte control de
ovario de 5 dpp., no se detectd la presencia de la proteina. D. Corte experimental
de ovario de 5 dpp. Se muestra expresion de la AMH en las células de la granulosa
(CG) de los foliculos primordiales (FP) y una mayor expresion en las células de la
granulosa de los foliculos primarios o preantrales (FPR). 200X.



2.  Expresion en el ovario prepuber

En los grupos control del ovario preptuber de 10 y 15 dpp., no se detectd la
presencia de la hormona en ninguno de los tipos celulares presentes que forman el
ovario en estas edades (Fig. 13-A y 13-C). En el ovario de 10 dpp. se encontraron
algunos foliculos primordiales y una gran cantidad de foliculos en desarrollo
formados por 2 a 5 capas de células foliculares positivos a la reaccion de la AMH
(Fig. 13-B). En el ovario de 15 dpp., la presencia de la AMH se detectd en la células
de la granulosa de foliculos primarios o preantrales y de secundarios o antrales
que constituyen en gran parte al ovario de esta edad y que se caracterizan por
presentar el antro folicular y estar formados por mds de 5 capas de células de la

granulosa (Fig. 13-D).



Fig. 13. Expresion de la AMH en el ovario del raton prepuber de 10 y 15 dpp.
A. Corte del grupo control de un ovario de 10 dpp. La expresion de la AMH no se
presenta en ninguno de los foliculos observados. B. Corte transversal del grupo
experimental de un ovario de 10 dpp. La expresion de la AMH se observa en las
células de la granulosa de los foliculos primordiales (FP) y de los foliculos
primarios (FPR) que predominan a esta edad. C. Grupo control de ovario de 15
dpp. Los foliculos muestran reaccién negativa a la AMH. D. Corte experimental de
ovario de 15 dpp. La expresion de la AMH se detecta en las células de la granulosa
de los foliculos primarios y de los abundantes foliculos secundarios (FS) en los
cuales se observa la formacién del antro folicular (AF). 100X.



3. Expresion en el ovario puber

En los cortes de los grupos control no se detecto la expresion de la AMH en
ninguno de los tipos de foliculos que estan formando el ovario puber a los 20, 25y
30 dpp. (Figs. 14-A, 14-C y 15-A respectivamente). En el ovario de 20 dpp. la AMH
se expreso en los foliculos primordiales, primarios y secundarios formados por 6 o
mas capas de células de la granulosa. Asi como en foliculos maduros o De Graaf
en los cuales se observd a las células foliculares que se encuentran alrededor del
ovocito formando la corona radiada (Fig. 14-B). En el ovario de 25 dpp. se encontro
una gran cantidad de foliculos secundarios y de foliculos terciarios o De Graaf,
detectandose en estos ultimos una expresion mas alta a excepcion de algunos
foliculos en los cuales la expresion fue nula debido a la presencia de células
atrésicas (Fig. 14-D). En el ovario de 30 dpp. la expresion de la proteina se detectd
en los foliculos de diferentes etapas de desarrollo pero no se observd en los

foliculos atrésicos ni en las células de la teca (Fig. 15-B).



Fig. 14. Expresion de la AMH en el ovario del raton puber de 20 y 25 dpp.
A. Corte de un control de ovario de 20 dpp. No se detecta expresion de la AMH en
ninguna extirpe celular presente. B. Corte experimental de ovario de 20 dpp., la
expresion de la AMH se observd en las células de la granulosa de los foliculos
primarios, de los foliculos secundarios (ES) y en las células de la granulosa que
forman la corona radiada (CR) de los foliculos maduros o De Graaf (FG). C. Corte
control de ovario de 25 dpp. Se nota la ausencia de expresion de la AMH. D. Corte
del grupo experimental de ovario de 25 dpp. Se presenta mayor expresion de la
AMH en los foliculos De Graaf ubicados en la periferia del ovario. No se detecto
expresion de la AMH en las células de la teca (CT) ni en las células de los foliculos
atrésicos (FAT). 100X.



4. Expresion al inicio del control hipofisiario

En el grupo control del ovario de 35 dpp., la expresion de la proteina no se
presento en ninguna de las estirpes celulares ubicadas en la corteza (Fig. 15-C). En
los cortes del ovario de 35 dpp. se observd un aumento en el nimero de foliculos
en las diferentes etapas del desarrollo en los cuales se detectd la presencia de la

AMH (Fig. 15-D).



Fig. 15. Expresion de la AMH en el ovario del raton de 30 y 35 dpp. A. Grupo
control de ovario de 30 dpp. No se observa expresion de la AMH en las células
foliculares. B. Corte de grupo experimental de ovario de 30 dpp. Se detecta
expresion de la AMH en las células de la granulosa de los foliculos De Graaf (FG) y
la expresién o es nula en las células de la teca (CT) y en los foliculos atrésicos
(FAT). C. Control de un ovario de 35 dpp. Se observa reaccion negativa para la
AMH en todos presentes. D. Corte experimental de ovario de 35 dpp. La expresion
de la AMH se detecta en las células de la granulosa de los foliculos que se
encuentran en diferentes etapas de desarrollo. 100X.



VIIL.DISCUSION

En la presente tesis se describe la expresion de la AMH en etapas del
desarrollo folicular del raton antes de que se establezca el control ejercido por el
eje hipotalamo-hipdfisis-gonada y al momento en que se inicia éste. Se sabe que
la principal funcién de la AMH es inducir la regresion de los conductos de
Miiller durante la diferenciacion sexual en el macho (Durlinger y cols., 2002).
Estudios previos describen que en el caso de las hembras en la etapa
embrionaria, la AMH aparentemente no se expresa. Su actividad ha sido
detectada en ovario postnatal y la inmunohistoquimica sugiere que es
producida por las células foliculares. La falta de expresion de esta proteina en el
ovario del embridn, es crucial ya que su presencia podria ejercer un efecto
masculinizante en el tracto reproductor femenino (Miinsterberg y Novell-
Badge, 1991). Tal como lo demostraron Vigier y colaboradores (1987), quienes
observaron que la exposicion de ovarios fetales de rata a la AMH, provocaba
una reversion sexual morfoldgica en esta especie induciendo la formacion de
cordones testiculares (Vigier y cols., 1987).

La accion bioldgica de esta hormona es mediada por su receptor tipo II en
el ovario postnatal. Esta proteina desempefia un papel importante en la
foliculogénesis. Se observd que en la rata, esta hormona inhibe el reclutamiento
de foliculos primordiales a foliculos en crecimiento y disminuye la respuesta de

éstos a la FSH (Durlinger y cols., 2002).



Los resultados de esta investigacion muestran que la AMH comienza a
expresarse en el ovario infantil de 2 dpp. en la tnica capa de células de la
granulosa que rodea a los foliculos primordiales. La expresion contintio
detectandose en los foliculos en crecimiento (primarios y secundarios) y en los
foliculos maduros terciarios o De Graaf) de los ovarios de 5 a 35 dpp.,
observandose un aumento de expresién en las células de la granulosa de la
mayoria de los foliculos de acuerdo a la etapa de desarrollo folicular ovarico.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por hibridacion in situ, realizada
por Miinsterberg y Lovell-Badge (1991). Este grupo de investigadores detecto la
expresion del RNAm en el ovario de 6 dpp. cuya expresion esta restringida a
células de la granulosa y mencionan también que la expresion de ésta proteina
fue dependiente del grado de desarrollo folicular, pero no de la edad del ovario
(Miinsterberg y Badge, 1991).

Estudios previos muestran que una funcién importante de la AMH, es
inhibir la meiosis en el ovocito, quizd previniendo una maduracién maxima
previa a la seleccién para la ovulacién y la subsecuente fertilizacion. Estos
estudios sugieren que la AMH quizd contribuye a mantener un ntimero
constante de foliculos en proceso de maduracion (Donahoe, 1992).

Por otra parte, no se observo la expresién de la hormona en algunos
foliculos de los ovarios a partir de los 25 dpp. Esto hace suponer que aquellos
foliculos pudieran encontrarse en un proceso de atresia folicular, ya que

diversos estudios revelan que la AMH no se expresa en foliculos atrésicos



(McGee y cols.,, 2001). Estas observaciones, sugieren que la AMH podria
desempenar un papel protector en las células germinales.

Investigaciones hechas por Anttonen y colaboradores (2003) plantean que
la expresion de la AMH en el ovario, es regulada por el cofactor Fog-2, el factor
de transcripcion Gata-4 y el gen SOX9 (Anttonen y cols., 2003), aunque el
mecanismo que regula esta expresion aun es desconocido.

Los datos obtenidos en el ovario del ratén a los 35 dpp., momento en el
que se establece el eje hipotdlamo-hipodfisis-gonada, demuestran que el
desarrollo folicular ovarico del raton en esta etapa, es dependiente de la FSH y
de la LH, ya que se observd un aumento considerable en el nimero de foliculos
en diferentes etapas de desarrollo. Estas observaciones apoyan los estudios
realizados por Cate y colaboradores (1990) quienes plantean que el desarrollo
de los foliculos en el ovario de los mamiferos es un proceso complejo en el cual
células accesorias (de la granulosa y de la teca) responden a las gonadotropinas
para el control de la maduracion y liberacién (ovulacion) del ovocito (Cate y
cols., 1990).

Nuestros datos también concuerdan con los experimentos realizados por
Durlinger y colaboradores (2002) en ratones Knock-out para la AMH, en los
cuales se describe la accion inhibitoria de la AMH sobre el efecto estimulatorio
de la FSH en foliculos en crecimiento. Estos investigadores observaron que altas
concentraciones de FSH estimulan el crecimiento folicular tanto en ntmero

como en etapas de desarrollo, comparado con los ratones normales (Durlinger y



cols.,, 2002). Asimismo, se ha encontrado que la AMH también inhibe la
produccion de la aromatasa, induciendo una reversion sexual enddcrina, lo cual
sugiere que la AMH regula negativamente a esta enzima (Vigier y cols., 1989).

Debido a que la expresion de la AMH esta restringida a células ovaricas de
la granulosa, esta hormona puede ser ttil como marcador tumoral de células de
la granulosa asi como un agente quimioterapéutico en tumores del epitelio
ovarico (Durlinger y cols., 2002).

Hay evidencias de que la AMH de bovino puede inhibir tumores del
tracto reproductor femenino. Trabajos realizados con MIS humano altamente
purificado muestran que éste puede también suprimir tumores originados en
los conductos de Miiller y podria tener ademas, utilidad clinica dirigida a
neoplasias ginecoldgicas (Donahoe, 1992).

En resumen, observamos que la AMH se expresa en el ovario del raton
desde el inicio del desarrollo de este 6rgano en las células de la granulosa; que
su expresion aumenta de acuerdo al grado de desarrollo folicular y que no se

expresa en foliculos atrésicos.



IX. CONCLUSIONES

La AMH se expresa desde el inicio del desarrollo en el ovario del ratén a
partir de los 2 dpp.

La expresion de la AMH aumenta de acuerdo a la edad del ovario y al
grado de desarrollo folicular.

Al momento de establecerse el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada hay
mayor numero de foliculos que expresan la AMH.

En conjunto, estos datos nos conducen a pensar que la AMH podria
desempenar un papel protector en las células germinales y formar parte
del mecanismo que controla la proliferacion de las células de la

granulosa.
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XI. APENDICE

Apéndice 1

Solucion de bloqueo

Para 5 ml

PB 4935 uL
BSA 025¢
Triton 15 pL
Gelatina 50 pL
Apéndice 2

Solucién ABC!

Para 1 mL

PB 1mL
Reactivo A? 10 L
Reactivo B? 10 puL
Apéndice 3
Diaminobenzidina
Sustrato® 1 mL
Cromodgeno* 1 gota

1. Se prepara de 15 a 20 min. antes de usarse.

2. Vectastain ABC kit peroxidasa standard PK-400.
3. DAB Substrate buffer.

4. Chromogen DAB.
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