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RESUMEN

La cepa de ratén B6.Y™ representa un modelo de reversion sexual que
asemeja algunas anomalias del sexo descritas en humanos. Una de las
caracteristicas principales de este modelo es que los machos genotipicos, a
pesar de expresar genes que conducen a una via de masculinizacién, sufren
una reversion sexual severa, es decir, llevan a cabo un desarrollo ovarico y por
consiguiente una diferenciacion fenotipica femenina aunque son estériles.
Estos ratones denominados hembras B6.Y" presentan una funcién endocrina
anormal y alteracibn en el ciclo estral. Sin embargo, el proceso de
foliculogénesis se lleva a cabo normalmente hasta el momento de la pubertad,
donde posteriormente existe una deplecion masiva y precoz de foliculos. A
pesar de esta atrofia folicular, es posible detectar los diferentes estadios del
crecimiento folicular. En estudios anteriores se ha tratado de dilucidar algunos
eventos que llevan a la esterilidad prematura de las hembras B6.Y". Se ha
encontrado que la expresion de factores como los receptores a estrogenos (Re
a y B) se encuentran disminuidos debido a que no todas las células de la
granulosa los expresan. También se ha detectado la expresion de transcritos
de ARNm de Sox9, caracteristico de las células de Sertoli en el macho, en
algunos grupos de células de la granulosa. Con base en estos antecedentes,
en este trabajo nos propusimos analizar la expresion de otros factores
relacionados con el crecimiento folicular normal. Analizamos por RT-PCR en
tiempo real los niveles de expresion del ARNm y por inmunofluorescencia el
patron de expresion de la proteina de los genes Amh, el factor de transcripcion
GATA4 y su cofactor FOG2 en el ovario del ratén B6.Y", con el fin de
determinar si alguna alteracién en estos factores podria estar afectando la
maduracién o funcién de los ovocitos XY". También se corroboré la longitud y
regularidad de los ciclos estrales que presentan las hembras de la cepa B6.Y™,

asi como el numero de foliculos en diferentes etapas postnatales. Mediante el
. . . tir .
monitoreo del ciclo estral se observo que las hembras B6.Y ', al igual que las

hembras normales, presentan ciclos estrales a partir de los 30 dpp, inicio de la
pubertad en el ratén. Sin embargo, conforme aumento la edad el nimero de

ciclos disminuyd con respecto a las hembras control B6 y CD1. EI monitoreo



llevado a cabo hasta los 100 dpp, indicé que no han perdido la capacidad de
mantener patrones ciclicos estrales, y que la disminucién de los ciclos se debe
a que la etapa de diestro se prolonga. Conforme avanza la edad cronoldgica el
namero de foliculos disminuye tanto en las hembras normales, como en las
hembras B6.Y"™, debido al proceso normal de ovulacién. Sin embargo, en los
ovarios XY'" esta pérdida de foliculos es mas evidente entre los 80 y 100 dpp,
lo que sugiere, que el numero de foliculos que permanece en los ovarios de
100 dpp es suficiente para sostener la continuidad del ciclo estral. La expresién
de las proteinas AMH, GATA4 y FOG2 es similar tanto en ovarios XX como
XY™ AMH se observé en el citoplasma de las células de la granulosa y en los
ovocitos. GATA4 se localiz6 en el nucleo de células de la granulosa, y FOG2
en el citoplasma de los ovocitos en todas las edades analizadas de 30 a 100
dpp. Estos resultados sugieren que la localizacion celular de estas proteinas
no esta alterada en las hembras B6.Y", pero no descarta la posibilidad de que
los niveles de expresion sean diferentes. El analisis por RT-PCR, mostrdé que
los transcritos de los genes Amh, Gata4 y Fog2 se presentan tanto en ovarios
XX como XY™ en todas la edades de 30 a 100 dpp. Se detecté que los niveles
disminuyen conforme aumenta la edad de los ovarios encontrandose
diferencias estadisticas solo en las edades de 80 a 100 dpp entre ovarios XY
y XX. La integracién de nuestros resultados nos llevan a sugerir que la
disminucién en los niveles de expresion puede deberse mas a una pérdida
precoz de foliculos en los ovarios B6.Y"™ que a una alteracion en la funcién de

los genes Amh, Gata4 y Fog2.



ABSTRACT

The strain mice B6.Y" is a model of sexual reversion, similar to some sexual
anomalies described in humans. One of its features is that the genotypic males,
despite expressing genes involved in the masculinization pathway, undergo
severe sexual reversion, i.e, they form ovaries and develop as phenotypic
females, although sterile. These mice called B6.Y" females, present abnormal
endocrine function and alterations of estrous cyclic. Nevertheless,
folliculogenesis occurs normally until they reach puberty, and later, a massive
and precocious depletion of follicles takes place. In spite of this follicular
atrophy, the different stages of follicular growth can be observed in B6.Y"
females. Previous studies have explored the events that lead to premature
sterility of these mice. Expression of factors such as oestrogen receptors (Re a
and B) are decreased since not all granulosa cells express them. In addition,
Sox9 mRNA transcripts, characteristic of male Sertoli cells, are expressed. In
this study, we analyzed the expression of other factors related to normal
follicular growth. We examined mRNA expression level using real-time RT-
PCR, and, by immunostaining, the protein expression patterns of the genes
Amh, the transcription factor Gata4 and the cofactor Fog2 in the mouse B6.Y"
ovary, to determine if alterations in these protein expression patterns affect the
maturity or function of XY™ oocytes. Also, the length and regularity of the
estrous cycle of B6.Y" females and the number of follicles present at different
postnatal states were corroborates. By monitoring the estrous cycle, we
observed that B6.Y" females, as normal females, start the estrous cycle at 30
dpp, which is the beginning of puberty in the mouse. However, as time passed,
the number of cycles decreased compared with control B6 and CD1 females.
Until 100 dpp, B6.Y" females had not lost the estrous cyclic patterns; the
observed reduction of cycles being due to a prolongation of the diestrous stage.
As chronological age progressed, the numbers of follicles decreased, just as in
normal females, due to a normal process of ovulation. Nevertheless, in XY
ovaries, follicles loss was more evident between 80 and 100 dpp, suggesting
that the number of follicles that remain in the ovaries of 100 dpp mice is enough

to support continuity of the estrous cycle. Expression of proteins AMH, GATA4



and FOG2 was similar in XX and XY" ovaries. We also observed AMH in the
cytoplasm of granulosa cells and oocytes. GATA4 was detected in the nuclei of
granulosa cells and FOG2 in the cytoplasm of oocytes at all the ages analyzed
between 30 and 100 dpp. These results suggest that the cellular location of
proteins is not altered in B6.Y" females, but do not eliminate the possibility that
expression levels are different.

The RT- PCR analysis showed that the transcripts of the Amh, Gata4 and Fog2
genes are presents in XX and in XY" ovaries at all ages from 30 to 100 dpp. A
significant difference in levels was registered until ages 80 and 100 dpp. Our
results suggest that the drop in expressed protein levels may be due to a
precocious loss of follicles in B6.Y" ovaries more than to alterations in the
function of the Amh, Gata4 and Fog2 genes.



1. INTRODUCCION

Una caracteristica de muchas especies de animales es la existencia de individuos
sexualmente dimorficos, distincién con una finalidad reproductora. En el caso de
los mamiferos, el dimorfismo sexual se establece en el momento de la fertilizacion
y se determina en etapas tempranas del desarrollo. En la determinacion sexual se
establecen eventos que permiten a una gonada indiferenciada desarrollarse como
testiculo o como ovario, mientras que en la diferenciacion sexual se llevan a cabo
los mecanismos que establecen los fenotipos de macho o hembra (Parker et al.,
1999).

El desarrollo sexual, en el caso de los mamiferos, se caracteriza por tres eventos
secuenciales:

Determinacién cromosomica: el sexo genético se establece en la fecundacién

dado por la complementacion cromosomica proporcionada por los progenitores.

Diferenciacion gonadal: es el establecimiento de la gonada indiferenciada, y su

desarrollo en un ovario o testiculo, dependiendo del sexo genético del individuo.

Diferenciacidon del sexo fenotipico: comienza en la vida fetal y continlia hasta la

pubertad. En esta etapa, los productos endocrinos de la génada dirigen la

diferenciacion de los genitales internos y externos.

1.1 Determinacién sexual en mamiferos

En los mamiferos el establecimiento del sexo genético ocurre durante la
fecundacion y depende estrictamente de la dotacion cromosomica de los
progenitores. Las hembras poseen dos cromosomas XX, aportando a cada uno de
sus gametos un cromosoma X; y el macho al poseer una constituciéon XY puede
generar gametos que contengan un cromosoma X ¢ Y. Por lo tanto los machos
determinan el sexo genético de la descendencia.

El desarrollo masculino esta relacionado con la presencia del cromosoma Y

debido a que contiene un gen que codifica para un factor determinante del



testiculo (FDT); este factor organiza el desarrollo testicular, y en su ausencia todos
los eventos de diferenciacion son dirigidos hacia el desarrollo de ovarios. Este gen
se denomina SRY en humanos (Berta et al., 1990) y Sry en ratén (Koopman et al.,
1991). La expresion del gen Sry en mamiferos, parece ser suficiente para iniciar la
cascada de eventos que llevan a la diferenciacion testicular a partir de una génada
indiferenciada bipotencial.

Por lo tanto la determinacion sexual depende de una compleja expresion y
regulacién de genes (o factores) presentes tanto en cromosomas sexuales como

autosémicos de la gonada indiferenciada (Parker et al., 1999).

1.2 Establecimiento de la gonada indiferenciada

El desarrollo gonadal en los mamiferos puede dividirse en dos etapas; la primera
comprende el establecimiento de una gonada indiferenciada, en ambos sexos. El
establecimiento de la gbnada indiferenciada en el ratbn se da aproximadamente
entre los 9.5 a 11.5 dias postcoito (dpc) e implica eventos de proliferacion y
migracion de ceélulas somaticas, asi como el depdsito de una matriz extracelular y
el arribo de las células germinales primordiales (CGP) de origen extraembrionario.
La segunda fase, comprende la diferenciacion de la gobnada en un testiculo o0 en
un ovario, siendo el mecanismo responsable de este evento la expresion de genes
especificos como Sry en la gonada masculina, que derivan en cambios
morfologicos y fisioldgicos en las gonadas (Merchant y Moreno, 1996; Wilhelm et
al., 2007).

La gonada indiferenciada, denominada en un inicio cresta genital, surge como una
estructura pareada dentro del mesodermo intermedio, ocupando parte de la
cavidad cel6mica, entre los 8 y 9 dpc. EI mesodermo intermedio comprende tres
segmentos, que se distinguen desde la region anterior a la posterior: 1) pronefros,
el cual incluye el primordio adrenal; 2) mesonefros, que es la regién central del
cual surge la cresta genital y 3) metanefros, que es la region posterior de la cual
se formaran los rifiones. La cresta genital se forma por la proliferacion activa de

las células del epitelio celomico en la superficie ventromedial del mesonefros y la



condensacion de células mesenquimatosas que llevan a la organizacion de los
tibulos mesonéfricos (Loffler y Koopman, 2002; Wilhelm et al., 2007).
Posteriormente se da la invasibn de vasos sanguineos desde la region
mesonéfrica y la migraciéon de las CGPs hacia la cresta genital. Este evento ocurre
en el raton entre los 10 y 11 dpc (Merchant y Moreno 1996; Parker et al., 1999;
Moreno et al., 2003).

Este primordio gonadal sufre una diferenciacion tisular, evento que antecede a la
diferenciacién sexual de la gonada, el cual esta constituido de células somaticas
de tipo mesenquimatico (laxamente distribuidas), mesoteliales (del epitelio
celomico) y endoteliales (de vasos sanguineos). Tanto las células
mesenquimaticas como las mesoteliales presentan una gran actividad mitética
cuando arriban a la gbénada las CGPs, llegando a condensarse de manera que
forman un agregado compacto el cual se denomina “blastema gonadal”. A partir de
esta estructura se diferencian dos tejidos gonadales: los cordones sexuales y el
estroma. Los cordones sexuales estdn formados por arreglos epiteliales
delimitados por una lamina basal y rodean a las CGP. El compartimento
estromatico esta constituido por las células de tipo mesenquimatico y vasos
sanguineos los cuales irrigan a la gonada indiferenciada (Merchant y Taketo,
1991). Los tejidos ya formados en la goénada indiferenciada constituyen los
elementos histologicos que conduciran a la diferenciacion de células especificas
del testiculo y del ovario.

1.3 Origen, proliferacion y migraciéon de células germinales primordiales

En el caso de los mamiferos las células germinales primordiales (CGPs) no se
originan dentro de la cresta genital (Wilhelm et al., 2007), es decir tienen un origen
extraembrionario. Chiquoine en 1954 determind el origen extragonadal de las
células germinales primordiales (CGPs) por su actividad a la fosfatasa alcalina.
Este y otros estudios han sugerido diferentes sitios de origen para las CGP, los
cuales incluyen la cresta primitiva posterior (Chiquoine 1954; Snow 1981; Coop et

al., 1986), el endodermo del saco vitelino (Chiquoine, 1954) y el mesodermo del



alantoides. Mas tarde, Ginsburg y colaboradores (1990) identificaron en el raton un
pequefio grupo de células cerca de la base del alantoides a los 7.5 dias post coito
gue reportaron como la poblacién inicial de CGPs. Sin embargo, estudios
realizados por Lawson y Hage (1994 a y b) muestran a los precursores de las
CGPs en el ratbn como una poblacion de células pluripotenciales en el epiblasto
proximal cerca del ectodermo extraembrionario entre los 6.5 y 7.5 dpc, formando
parte del mesodermo extraembrionario presuntivo. En este grupo de células se
requiere que un factor denominado BMP4 induzca a las ceélulas del epiblasto a
convertirse en precursoras de CGP y en mesodermo extraembrionario. Los
primeros indicios que permitieron establecer el papel de BMP4 en el origen de las
células germinales primordiales, se deriva de las observaciones hechas en
embriones de ratdn homocigotos nulos para este gen, estos individuos pierden sus
células germinales, alantoides y tejidos derivados del mesodermo
extraembrionario. En el caso de embriones heterocigotos para este gen poseen un
namero menor de CGPs en comparacion con individuos normales (Lawson et al.,
1999). Otros genes fueron identificados en el proceso de formacion de la linea
germinal, la poblacion de células capaces de generar las CGPs expresan el gen
fragilis a los 7.25 dpc, el cual codifica para una proteina transmembranal. Sin
embargo, también se determind que en el centro de esta poblacion de células que
estan expresando fragilis se encuentra un pequefio grupo celular que también
expresa el gen stella y son estas células las que estan restringidas al destino
celular germinal (Saitou et al., 2002).

Una vez formadas las CGPs migran desde la regidén posterior de la linea primitiva
al endodermo embrionario, el cual dara origen al intestino posterior (Tam y Snow,
1981, Molyneaux y Wylie, 2004). Sin embargo, algunas CGPs ingresan al
alantoides aqui, su destino es incierto, pero se cree que mueren.

Por otra parte, se ha demostrado que durante este proceso, las CGPs presentan
caracteristicas de movimiento tanto en condiciones in vitro como in vivo (Clark y
Eddy 1975; Godin et al., 1990). A este respecto, los estudios realizados por
Anderson y colaboradores (2000) con ratones transgénicos en los cuales la

proteina verde fluorescente es expresada en las CGPs bajo el control de un



promotor truncado de Oct-4, permitieron observar la actividad migratoria de las
CGPs desde que abandonan la cresta primitiva. Esta migraciéon ocurre en el
embrion de ratén durante el proceso de gastrulacion, entre los 7.5 a 8 dpc. A los
8.5 dpc, las células germinales se encuentran dispersas en el intestino posterior.
Para los 9 dpc, el intestino posterior se ha extendido y se ha cerrado para formar
una estructura tubular, confinando en su interior a las CGPs, las cuales se mueven
activamente soOlo dentro de esta estructura. Entre el dia 9 y 9.5, las CGPs
emergen desde el lado dorsal del intestino posterior y comienzan a migrar hacia la
cresta genital, a los 10.5 dpc se les puede observar formando un grupo de células
migrando.

Hacia los 11.5 dpc, las CGPs ingresan en la cresta genital. Todo el proceso de
migracién toma aproximadamente cuatro dias (7.5-11.5 dpc), tiempo durante el
cual las CGPs proliferan teniendo una poblacién inicial de 10 a 100 células
llegando a ser de 2500 a 5000 células, presentes en la gonada a los 12 dpc
(Anderson et al., 2000; Molyneaux y Wylie 2004; Gilbert 2005).

1.3.1 Diferenciacion de las células germinales primordiales en la gbnada

Una vez que las CGPs se encuentran en la gbnada, su desarrollo en ovocitos o
espermatogonias depende del tiempo en el cual inician la meiosis. Si la meiosis
comienza durante el desarrollo fetal como ocurre en el caso del ovario de ratén a
los 13.5 dpc, estas células formaran los ovocitos primarios, los cuales quedaran
arrestados en la profase | de la meiosis. En el caso del testiculo, las CGPs quedan
en arresto mitético en la fase GO/G1, estado en el que permanecen hasta después
del nacimiento. Las CGPs en el testiculo iniciaran la meiosis s6lo hasta alcanzar
la pubertad.

Investigaciones recientes han revelado el mecanismo que regula el destino
especifico de las CGPs durante el desarrollo de la gonada fetal en el raton. El
acido retinoico producido por el mesonefros funciona como un inductor del inicio
de la meiosis en ambos sexos (Koubova et al., 2006; Bowles et al., 2006), y

durante la etapa embrionaria, promueve que las CGPs en el ovario expresen el



gen Stra8 (Stimulated by Retinoic Acid Gene 8) requerido para la transicion a la
meiosis e inicio del proceso de ovogénesis. En las CGPs del ovario de raton la
expresion de Stra8 ocurre antes de los 12.5 dpc, justo un dia antes de que se
inicie la meiosis, en este momento las CGPs se caracterizan por presentar
cromatina altamente condensada. La expresion de Stra8 en el ovario ocurre de la
zona anterior a la posterior, este patrén de expresién es seguido por otros
marcadores meioticos tales como Dmcl (recombinasa meiotica) y Scp3 (proteina
del complejo sinaptonémico). En el caso del testiculo fetal el inicio de la meiosis
prenatal es inhibida por la accién de la enzima que degrada el &cido retinoico, la
CYP26B1, la cual se expresa en las células de Sertoli (Bowles et al., 2006),

previniendo la prematura expresion de Stra8 (Koubova et al., 2006).

1.4 Morfogénesis de la gbnada

1.4.1 Diferenciacién del testiculo

Los primeros eventos morfologicos de la diferenciacion de la gonada en
mamiferos se aprecian en el macho. En el caso del ratén, la diferenciacion
testicular se inicia a los 12.5 dpc con la formacién de los cordones testiculares,
precursores de los tubulos seminiferos en la vida adulta. Su formacion se da
cuando los cordones sexuales se separan del epitelio celémico, debido a un
incremento de mesénquima e invasion de vasos sanguineos, lo que conduce a la
compactaciéon de los cordones. Una vez que comienza la segregacion de los
cordones sexuales, estos migran a la region medular de la génada, lo que provoca
cambios en la adhesividad de las células epiteliales e induccion del depésito de
moléculas principalmente laminina y colagena, las cuales forman la lamina basal
gue rodea a los cordones testiculares. La lamina basal delimita dos
compartimentos, uno constituido por los cordones testiculares y el otro por tejido
estromatico (Merchant y Moreno, 1996; Wilhelm et al., 2007). Las células del
epitelio interno que forman los cordones testiculares, se denominan células de

Sertoli y poseen diversas funciones. En etapas embrionarias, se asocian con las



CGPs y las empaquetan, ademas sintetizan la hormona anti-Mulleriana (Josso et
al., 1977), responsable de la regresion de los conductos Miullerianos (Jost, 1953).
Las células de Sertoli, forman un epitelio de tipo columnar y presentan
prolongaciones citoplasmaticas las cuales permiten la interaccién con las CGPs
siendo capaces de rodearlas y agruparlas, esto provee un microambiente
controlado y crea un espacio de proteccion inmunoldgica, ademas de brindar
todos los nutrientes y factores de crecimiento requeridos para el completo
desarrollo de las células espermatogénicas (Carreau et al., 1994; Schlatt et al.,
1997; Silva et al., 2002). Estas células solo proliferan en etapa fetal y por un
periodo breve en etapa postnatal. La hormona anti-Mulleriana (AMH), también
conocida como hormona inhibidora de los conductos de Mduller (MIS) es un
miembro de la familia de factores de crecimiento transformante-g (TGF-B), y es
secretada especificamente por las células de Sertoli en testiculos fetales y adultos
(Cate et al.,, 1990). Es la primera sustancia secretada por las células de Sertoli
durante su diferenciacion en la etapa de desarrollo testicular. La expresion de MIS
se localiza incluso en ausencia de CGPs en modelos de ratones mutantes en el
locus W (Minsterberg y Lovell-Badge, 1991).

Actualmente, se considera que la diferenciacion testicular es inducida por la
expresion del gen Sry en un subgrupo de células somaticas que se diferenciaran
en células de Sertoli. Este gen se expresa en la gonada desde los 11.5 dpc, su
expresion se asocia con las células sométicas o células pre-Sertoli de la cresta
genital, pero no con las CGPs (Koopman et al., 1990; Rossi et al., 1993). Por
muchos afios las evidencias definitivas de la expresion enddégena de Sry in situ en
el modelo de ratén fue complicada (Wilhelm et al.,, 2007). Sin embargo, los
modelos de ratones transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente
(GFP) bajo el control del promotor del gen Sry, sugieren que la expresion de Sry
se restringe al linaje de las células de Sertoli (Albrecht y Eicher, 2001). Recientes
estudios han permitido el desarrollo de un anticuerpo para SRY en el raton,
demostrando que el grupo de células que expresan SRY casi de forma inmediata
inician la coexpresion de SOX9, el cual también representa un marcador del linaje

de Sertoli (Wilhelm et al., 2005; 2007). La diferenciacion de células pre-Sertoli a



células de Sertoli comienza cuando ellas se polarizan y forman agregados
epiteliales que se ensamblan para formar los cordones testiculares, este evento
esta acompafiado por un cambio en la expresion de proteinas de la matriz
extracelular (Frojdman et al., 1992). Con base en esto, las células de Sertoli son
aquellas que expresan Sox9 y forman parte de la estructura de los cordones
testiculares (Wilhelm et al., 2007). En mamiferos, la expresion del gen Sox9, junto
con otros genes autonémicos como Sfl, Wtl y Gata4 promueven la activacion de
MIS (Marshall y Harley, 2000; De Santa Barbara et al., 2000). Por lo tanto, Sry
puede actuar solo como el “interruptor” que promueve la regulacion positiva de
Sox9 para la condensacion de las células epiteliales de macho y asi iniciar la
diferenciacion testicular (Moreno et al., 2003).

Paralelamente a la diferenciacion de las células de Sertoli, la gdnada incrementa
su tamafio, como se habia mencionado previamente por la migracion y
proliferacién de células del mesonefros adyacente, este proceso inicia después de
la expresion del Sry y esta involucrado en la formacion del tejido estromatico el
cual esta rodeando a los cordones testiculares y esta constituido por diferentes
tipos celulares: células mioides peritubulares, células endoteliales, fibroblastos y
células de Leydig.

En el ratdon las células miodes peritubulares, forman una Unica capa de células de
tipo planas que rodean a las células de Sertoli delimitando los cordones
testiculares. Poseen dos funciones principales: 1) contribuyen a la formacion
estructural de los cordones testiculares junto con las células de Sertoli, ya que
ambos tipos celulares secretan componentes de la matriz extracelular que forman
la ldmina basal entre sus respectivas capas (Skinner et al., 1985); 2) en la etapa
adulta promueven el movimiento de los espermatozoides maduros a través de los
tubulos seminiferos, para exportarlos a la vesicula seminal, esta funcién es posible
por sus caracteristicas parecidas al musculo liso. Estas células expresan actina de
musculo liso a y la proteina desmina que les permiten contraerse (Tripiciano et al.,
1998; Wilhelm et al., 2007). Las células endoteliales, fibroblastos, asi como tipos
celulares de la sangre tales como macrofagos, linfocitos, células plasmaticas y

monocitos forman la vasculatura propia del testiculo junto con la formacion de



prominentes vasos sanguineos en la superficie de la gonada y entre los cordones
testiculares (Wilhelm et al.,, 2007). Las células de Leydig poseen actividad
endocrina ya que realizan la sintesis de andrégenos, se diferencian poco después
de la diferenciacion de las células de Sertoli y la formacion de cordones
testiculares (Merchant y Moreno, 1996), y son evidentes en el raton a los 14 dpc.
Morfolégicamente, las células de Leydig poseen crestas tubulares, gran
acumulacién de reticulo endoplasmico liso, un aparato de Golgi desarrollado,
gotas de lipidos e inclusiones de glucogeno en el citoplasma (Russo y De Rosas,
1971). Estas células estan involucradas en la masculinizacion fetal y en el
mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias en el macho (Wilhelm
et al., 2007).

1.4.2 Diferenciacién del ovario

El ovario, a diferencia del testiculo, durante la etapa de diferenciacion gonadal
presenta cambios morfologicos poco evidentes con respecto a la estructura de la
gonada indiferenciada. A los 12.5 dpc, solo se observa cierto crecimiento debido a
la proliferacion de células sométicas y de CGPs. Las CGPs durante su
proliferacibn comienzan a diferenciarse en ovogonias. Estas células pierden las
caracteristicas que les permitieron su migracion activa hasta colonizar la cresta
gonadal, tiien con menor intensidad para la actividad de fosfatasa alcalina,
adquieren una forma mas esférica y disminuye la cantidad de organelos en su
citoplasma.

La poblacion de ovogonias incrementa a través de un numero de divisiones
mitdticas y estas ceélulas entran en meiosis, las cuales ahora se denominan
ovocitos primarios. En el caso del ovario de ratén, las ovogonias presentan
aproximadamente 4 ciclos mit6ticos antes de iniciar la meiosis entre los 13.5y 16
dpc, de un periodo de gestacion de 19 dias. Las primeras ovogonias que inician la
divisidbn meiodtica se localizan en el area menos inervada del ovario en la zona del
cortex (Picton, 2001). Entre los 13.5 y 14 dpc, se observan ovocitos en las

primeras etapas de la profase | de la division meidtica. A los 15 y 16 dpc, la gran



mayoria de los ovocitos se encuentran en las etapas de cigoteno y paquiteno, éste
altimo se caracteriza por la presencia de complejos sinaptonémicos, estructura
gue permite la unién de los cromosomas homodlogos para llevar a cabo el
entrecruzamiento de material genético. Sin embargo, los ovocitos no concluyen la
profase | de la meiosis, debido a que solo progresan hasta la etapa de diploteno,
en donde quedan arrestados.

Se ha reportado que en muchas especies de mamiferos ocurre una pérdida
masiva de ovocitos antes del nacimiento (Beaumont y Mandl, 1962; Baker, 1963;
Burgoyne y Baker, 1985). McClellan y colaboradores (2003) han demostrado que
existe un proceso de degeneracién de ovocitos entre los 13.5 y 14.5 dpc, a los
15.5 y 16.5 dpc, entre el dia del nacimiento y el dia 1 post parto (dpp). Estos
periodos corresponden a la fase S-premeiética, la etapa de cigoteno y el final del
paquiteno, respectivamente. Sin embargo, sus observaciones sugieren que
podrian ser multiples causas las responsables de la pérdida de estos ovocitos, las
cuales podrian incluir la necesidad de factores tréficos, errores en el proceso de
mitosis o durante el apareamiento de los cromosomas homodlogos, asi como
defectos en los telomeros de los cromosomas.

Los ovocitos primarios que sobreviven quedan en estado quiescente hasta la
pubertad, etapa en la que se seleccionan los que seran ovulados (Picton, 2001).
Para que este proceso se lleve acabo, es decir para que se generen ovocCitos
capaces de ser fertilizados a lo largo de la vida reproductora de los mamiferos, se
requiere de una comunicacion estrecha entre las células germinales y sométicas
del ovario. Las interacciones entre estos dos tipos celulares, permitiran la
formacion de la unidad funcional del ovario, denominada foliculo primordial. Estos
foliculos primordiales, posteriormente seran reclutados dentro de una fase de
crecimiento que culmina con el reinicio de la meiosis y la ovulacién de un ovocito

maduro hacia el oviducto, preparado para su fertilizacion.
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1.4.3 Genes candidatos implicados en la diferenciacion del ovario
1.4.3.1 Wnt4 (wingless-type MMTYV integration site family, member 4)

Wnt4 es un gen conservado en todos los grupos de vertebrados, en mamiferos
esta involucrado en la formacion del rifion. Ratones que pierden el gen Wnt4,
mueren poco tiempo después de haber nacido debido a fallas en este 6rgano
(Stark et al., 1994). Wnt4 se requiere para la transformacion de tejido
mesenquimal en epitelial, evento que es importante para la formacion de los
tubulos del rifidén (Kisper et al., 1998). Este gen también se expresa en estructuras
tales como el mesonefros y la génada, los cuales estan en asociacion con los
conductos Miillerianos, lo que lleva a la conclusién de que Wnt4 es importante en
el desarrollo del tracto reproductivo femenino.

El trabajo de Vainio y colaboradores (1999) demostré que ratones XX, los cuales
pierden el gen Wnt4 a causa de mutaciones presentan fenotipo masculino, con
desarrollo de conductos de Wolff. Esto sugirio que el desarrollo del ovario es un
mecanismo regulado genéticamente y no se da Unicamente en ausencia del gen
Sry (Bernard y Harley, 2007).

Sin embargo, estudios posteriores también en embriones de ratébn XX
determinaron que la pérdida del gen Wnt4 que conduce a la masculinizacion, no
presentan marcadores de células de Sertoli y no hay desarrollo de tejido testicular
en la gbnada, es decir sélo se presenta una reversion sexual parcial de hembra a
macho, concluyendo que Wnt4 no es un gen primario determinante del sexo.
Aunado a esto, ratones XY con sobre expresion de Wnt4 no inician desarrollo
ovarico y no exhiben reversién sexual de macho a hembra (Biason-Lauber et al.,
2004; Jeays-Ward et al., 2003; Jordan et al., 2003).

Whnt4 también participa en la formacion vascular de la génada en desarrollo, en los
machos y en hembras knockout para Wnt4” se ha observado que las células
endoteliales mesonefricas migran hacia la gbnada y participan en la formacion de
vasos sanguineos tipicos de machos (Brennan et al., 2002; Jeays-Ward et al.,

2003; Martineau et al., 1997). Las observaciones hechas de estos trabajos, indican

11



que una de las funciones normales de Wnt4 es impedir la migracion de células
desde el mesonefros al ovario en desarrollo, por lo que resulta necesario que en el
caso de la gonada de machos se dé una disminucion en la expresiéon de este gen,
poco después de que inicia la expresion del gen Sry (Bernard y Harley, 2007).
Estos antecedentes fueron confirmados mediante la formaciébn de ratones
transgénicos con sobre-expresion de Wnt4 (Wnt4tg), las gonadas XY con esta
condicién presentaron formacion desordenada de vasos sanguineos (Jeays-Ward
et al., 2003; Jordan et al., 2001).

Por otra parte, en el proceso de vascularizacion de la gonada otro gen esta
involucrado, la Folistatina, el cual es un potencial efector cascada abajo de Wnt4.
Los ratones hembra knockout para este gen (Fst’), desarrollan un fenotipo
idéntico al observado en génadas knockout para Wnt4, con formacion de vasos
sanguineos. Yao y colaboradores (2004) determinaron que génadas de ratén XX
con pérdida del gen Wnt4, no expresan folistatina, lo que indicé que efectivamente
este gen actla cascada abajo de Wnt4. Actualmente, se sabe que estos dos
genes Wnt4 y folistatina suprimen la accion de Inhibina B, en el desarrollo de la
gonada normal XX, ya que este gen en las goénadas XY contribuye a la formacion
de vasos sanguineos (Yao et al., 2006).

En cuanto a la regulacion de la expresion de Wnt4 en el desarrollo de la génada
de raton, se ha demostrado mediante hibridacion in situ que Wnt4 se expresa
antes de la formacion de la gbnada, en el mesénquima mesonéfrico en machos y
hembras a los 9.5 dpc. Posteriormente, Wnt4 esta presente en la gbénada
presuntiva (primordio gonadal) a los 10 dpc y su expresion se mantiene hasta los
11.5 dpc en ambos sexos, sin embargo después de esta edad en la gonada de
machos la expresion de Wnt4 disminuye mientras que en la génada de hembras
continba (Barrionuevo et al., 2006; Vainio et al., 1999). Wnt4 se expresa
Gnicamente en las células sométicas (Vainio et al., 1999). La disminucién en la
expresion de Wnt4 en la gbnada de macho, parece ser un evento que es regulado
por sefales especificas, el trabajo de Barrionuevo y colaboradores (2006) en el
cual realizaron el analisis de gonadas XY knockout para Sox9 revel6 que Wnt4 es

expresado a los 12.5 y 15.5 dpc, a pesar de la presencia del gen Sry, por el
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contrario la sobre expresion de Sox9 en una génada XX, provoca una disminucion
en los niveles de transcritos de Wnt4. Estos hallazgos demostraron que Sox9
participa, ya sea de forma directa o indirecta en la represién de la expresion de

Wnt4 en la gbnada masculina.
1.4.3.2 FoxI2 (Forkhead box L2)

El gen Foxl2 pertenece a una familia de factores de transcripcion denominados
cabeza de horquilla, los cuales estan involucrados en el desarrollo embrionario de
mamiferos, identificados en un inicio durante la formacion de la glandula pituitaria,
y posteriormente se determind que son necesarios para el establecimiento de los
ejes del cuerpo, del desarrollo de las tres capas germinales y el control del ciclo
celular. Tienen en comun un dominio de unién al DNA de aproximadamente 110
aminoacidos con una estructura de hélice-vuelta-hélice (Treier et al., 1998;
Carlsson et al., 2002). Foxl2, ha sido relacionado con una enfermedad congenita,
el sindrome de blefarofimosis, ptosis y epicanto inverso (BPES), el cual se
caracteriza por anormalidades en los parpados y se asocia con falla prematura del
ovario, lo cual sugiere que este factor esta implicado en el desarrollo y
mantenimiento del parpado y del ovario (Crisponi et al., 2001). La expresion de
Foxl2 es dimorfica, se detecta desde los 12.5 dpc en gonadas femeninas y no en
gonadas masculinas. Ademas, estos patrones de expresion estdn conservados
entre diferentes grupos de vertebrados. Los transcritos de Foxl2, se localizan en
las células mesenquiméticas que constituyen el ovario y posteriormente en células
de la granulosa, aunque su expresion disminuye en etapa postnatal (Loffler et al.,
2003; Schmidt et al., 2004). Estudios en ratones que acarrean una mutacion
homociga en FoxI2, confirmaron que este gen es esencial para la funcién ovarica,
ya que las células de la granulosa en ovarios de ratones FoxI2” no son capaces
de completar la transicion de células de tipo planas (escamosas) a cuboidales lo
gue conduce a la ausencia de foliculos secundarios y atresia folicular. Esto indica
gue FoxI2 es esencial en la diferenciacion de células de la granulosa. Se demostro

también que en ovarios FoxI2” | la expresion de activina-BA y la hormona anti-
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mulleriana, dos factores inhibidores de la activacion de foliculos primordiales,
estan ausentes o disminuyen drasticamente. Por el contrario, aproximadamente
dos semanas después del nacimiento la mayoria de los ovocitos de ovarios FoxI2™”
expresan Gdf9 lo que indica que casi todos los foliculos primordiales han iniciado
su crecimiento en este estado. Esta activacion precoz, en ausencia de células de
la granulosa funcionales es la que conduce a la atresia de los ovocitos y a
deplecion folicular progresiva (Schmidt et al., 2004, Uhlenhaut et al., 2006). A su
vez, en los ovarios mutantes para Foxl2, se encontrd expresion ectépica de Sox9
(Ottolenghi et al., 2005). Sin embargo, la funcion de FoxI2 en el ovario parece solo
esencial durante el proceso de reclutamiento inicial de foliculos primordiales
después del nacimiento (Schmidt et al.,, 2004), ya que los ovarios de ratones
mutantes FoxI2” no presentan defectos durante el desarrollo temprano que
conduzca a reversion sexual en hembras de raton XX. Sin embargo, un nimero de
genes han sido inactivados en modelos knockout en ratén incluyendo Wnt4, la
pérdida de este gen en individuos XX, conduce a la disgenesia ovarica con
produccidon temprana de testosterona por parte de las células mesenquimaticas y
genitales internos masculinos, a su vez, las células germinales inician el proceso
de ovogénesis antes de su degeneracion y las células de soporte de la gbnada
adquieren caracteristicas parecidas a las de testiculo sélo parcialmente y en
etapas muy cercanas al nacimiento. Por lo tanto, Wnt4 y FoxI2 presentan un
fenotipo complementario en la diferenciacion del ovario, Wnt4 requerido de en
etapas muy tempranas para la diferenciacion del tejido estromatico y
sobrevivencia de los ovocitos y el papel de FoxI2 radica principalmente en la
formacion de los foliculos (Ottolenghi et al., 2007). De lo anterior se considero que
la perdida de estos dos genes podria conducir a la completa reversion sexual de
hembra a macho. Ottolenghi y colaboradores (2007), reportaron un doble knockout
para los genes Wnt4 y FoxI2, demostrando que la inactivacion de estos dos genes
gue se expresan en las células soméaticas del ovario provoca la diferenciacion

testicular en un individuo XX.
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1.4.3.3 R-spondin 1

R-spondin 1, pertenece a una familia recientemente identificada de ligandos que
interactlan con un receptor complejo Fzd/LRP (representative frizzled receptor
FZD vy la proteina co-receptor LRP), los cuales estan involucradas en el desarrollo
de varios organos tales como la formacioén de los dedos (RSPO4) y la placenta
(Rspo3) (Bergmann et al., 2006; Blaydon et al., 2006). En el caso de R-spondin 1,
el andlisis de ARN mediante la técnica de northern blot, demostré que este gen
presenta niveles altos de expresion en tejidos de humano adulto, en la glandula
adrenal, ovario, testiculo, asi como, en tiroides, traquea, columna espinal,
estomago, leucocitos, coldn, intestino delgado, prostata, timo y bazo (Parma et al.,
2006). Parma y colaboradores (2006), identificaron que R-spondin 1, se
encontraba mutado en dos familias independientes, el fenotipo de estos individuos
(46, XX, Sry negativos) pertenecientes a estas familias se caracterizé por la
presencia de hiperqueratinosis palmoplantar, predisposicion a carcinoma de
células escamosas de la piel y reversion sexual completa de hembra a macho. La
reversion en estos individuos se confirmd por la ausencia de derivados del
conducto de Miller y la presencia de genitales internos y externos masculinos. Sin
embargo, todos los individuos en esta condicion son estériles debido
probablemente a la presencia de dos cromosomas sexuales X y la ausencia del
cromosoma Y. Estos datos sugieren que Rspol no se requiere para la
diferenciaciéon y funcion testicular. A su vez, el grupo de Parma observo la
expresion especifica de este gen en la cresta urogenital desde los 10.5 dpc en el
epitelio celébmico, entre los 10.5 y 11 dpc no observaron diferencias en los niveles
de transcritos de Rspol entre gonadas XX y XY. A los 12.5 dpc encontraron un
claro incremento en la expresion de este gen en gonadas XX y aproximadamente
a los 14. 5 dpc, la expresion de Rspol en la génada femenina se presentd cinco
veces mas alta que en las génadas XY, esto sugiere, que la expresion de Rspol
esta regulada en un tiempo especifico durante el proceso de determinacion sexual
en humanos y que es necesario para la diferenciacion sexual de la hembra. Sin

embargo, hasta el momento no se ha demostrado que la expresion ectdpica de
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este gen en individuos XY resulte en el desarrollo de una hembra. Y por otra parte,
aunque parece que Rspol se encuentra conservado entre el humano y el ratén, es
claro que podrian existir diferencias con respecto a los efectos de las dosis del gen
entre estos dos modelos. Es decir, los fenotipos presentes en humanos ante la
ausencia de Rspol, no necesariamente reflejan un proceso de determinacion

sexual femenina entre todas las especies (Wilhelm, 2007).

1.5 Ovario postnatal

1.5.1 Formacion de foliculos primordiales

El inicio de la meiosis en el ovocito coincide con el principio de la foliculogénesis,
proceso definido por la formacién de foliculos primordiales en el ovario de los
mamiferos, a partir de estructuras denominadas cordones sexuales u ovigeros
(Merchant, 1984; Loffler y Koopman, 2002). La formacién de los cordones
ovigeros se da durante el desarrollo del ovario embrionario, entre los 12 y 13.5 dpc
(Odor y Blandau, 1969a; Konishi et al., 1986). Estos cordones estan formados por
grupos de CGPs rodeadas por células somaticas con apariencia mesenquimatica.
Se ha demostrado que las CGPs dentro de estos cordones estan fisicamente
conectadas a través de puentes citoplasmaticos formando cistos. Los cistos
derivan de una incompleta citocinesis de las CGPs cuando se dividen
mitéticamente antes de que estas células inicien la meiosis (Pepling y Spradling,
1998). Entre el dia 1 y 3 después del nacimiento, se lleva a cabo una rapida
reorganizacion de la morfologia del ovario, los puentes intercelulares entre los
ovocitos dentro de los cordones ovigeros se disocian y los ovocitos comienzan a
ser rodeados por una monocapa de células epiteliales de forma plana,
denominadas células de pregranulosa (Pepling y Spradling, 2001).

Por lo tanto, el proceso de foliculogénesis, se divide en tres etapas (Merchant y
Chimal, 1989). 1) Los ovocitos se encuentran dentro de los cordones sexuales
formando grupos, interconectados mediante los puentes citoplasmaticos; 2) Los

ovocitos rompen sus uniones intercelulares en el interior de los cordones ovigeros
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por células epiteliales, estas células somaticas eventualmente forman una capa
completa de células prefoliculares que individualiza a los ovocitos; 3) Los ovocitos
junto con las células prefoliculares son individualizados, formando los foliculos
primordiales (Loffler y Koopman, 2002). Durante este evento se lleva a cabo el
depodsito de una lamina basal alrededor de la periferia de los foliculos, que los
separa de las células del estroma (Merchant y Chimal, 1989; Rajah et al., 1992;
Gougeon, 1996). La organizacioén folicular inicia en la regién cortical del ovario, la
cual es la menos inervada.

Observaciones hechas en roedores, los cuales carecen de ovocitos, mostraron ser
deficientes en foliculos (Columbre y Russell, 1954; Hirshfield, 1994), lo que sugirio
gue los ovocitos representan un papel importante en la formacién y crecimiento de
los foliculos (Soyal et al., 2000). Estudios recientes han identificado un factor de
transcripcion especifico del ovocito, denominado Figa (factor en la linea germinal,
a). Este factor fue primero caracterizado en la expresion coordinada de los tres
genes de la zona pelucida (Liang et al., 1997). Los transcritos de Figa, se detectan
desde los 13 dpc, y persisten en la vida adulta. En ratones hembras que pierden
Figa, el desarrollo de la gbnada es normal hasta los 18 dpc, sin embargo, en la
etapa perinatal, no se da la formacion de foliculos primordiales, los ovocitos
degeneran y los ovarios disminuyen en tamafo, en los cuales solo se pueden
observar estructuras parecidas a cordones sexuales formados por células
sométicas. Las hembras que carecen de Figa son estériles, mientras que los
machos no parecen ser afectados a la ausencia de este gen. Estos datos sugieren
gue Figa podria regular la formacion inicial de los foliculos primordiales y modular
la sobrevivencia de los ovocitos (Epifano y Dean, 2002). Sin embargo, existen
otros genes que estan involucrados en el inicio de la foliculogénesis. Un fenotipo
similar al de la ausencia del gen Figa, se ha descrito en hembras de ratén que
pierden el gen Wnt4, el cual se expresa en las células soméaticas. A los 14.5 dpc,
el ovario carente de Wnt4 posee un numero normal de ovocitos, pero en el
nacimiento, menos del 10% permanece y continlan degenerando (Vainio et al.,
1999), por lo que presentan escasos foliculos primordiales. Por otra parte, en

estos ovarios, algunas células soméaticas muestran parcial transdiferenciacién en
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células de Sertoli. Estos dos genes, Figa y Wnt4, expresados en diferentes linajes
celulares parecen ser importantes en el mantenimiento post-meidtico de los
ovocitos y en la formacion de los foliculos primordiales (Epifano y Dean, 2002).
Una gran parte de los ovocitos que se encuentran en la gonada, forman foliculos
primordiales sin embargo otros degeneran llevando a cabo un proceso de proceso
de atresia folicular permite la diferenciacion del tejido intersticial esteroidogénico
del ovario, es decir permite la formacion de la glandula intersticial primaria
(Merchant y Centeno, 1981).

Las CGPs en el ovario embrionario forman grupos denominados sincicios, los
cuales se encuentran unidos mediante puentes citoplasmaticos, por los cuales los
organelos pueden ser intercambiados. Posteriormente, los sincicios se disocian. El
rompimiento de estos grupos es un proceso programado el cual se da antes de la
formacion de los foliculos. La muerte masiva de los ovocitos se correlaciona con el
rompimiento de los puentes intercelulares en los ultimos estados de gestacion, sin
embargo, sélo un subgrupo de ovocitos dentro de los sincicios individuales muere
(Pru y Tilly, 2001; Pepling y Spradling, 2001). La necesidad de la muerte de las
CGPs a gran escala puede reflejar una activa redistribucion de los componentes
citoplasmaticos entre los ovocitos dentro de los sincicios.

El rompimiento del grupo de CGPs es un mecanismo importante para entender la
formacion de los foliculos primordiales. Estudios en ratdn y oveja revelaron que
antes del nacimiento las células somaticas son las que invaden el grupo de CGPs,
penetrando entre los puentes intercelulares (Lawson y Hage, 1994; Merchant y
Chimal, 1989; Odor y Blandau, 1969b; Byskov, 1978). El rompimiento de los
sincicios ocurre justo antes de que los foliculos primordiales sean ensamblados,
sugiriendo que las células de la granulosa juegan un papel activo en el
rompimiento de los sincicios y la formacién de los foliculos primordiales (Epifano y
Dean, 2002).
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1.5.2 Crecimiento folicular

Conforme los foliculos primordiales inician la fase de crecimiento varios tipos
celulares comienzan a diferenciarse. El primer evento, consiste en el cambio de
células de la pregranulosa de forma plana a cuboidal y su proliferacion para
formar un epitelio estratificado, asi como, el aumento en tamafio del ovocito. En
adicion, las células de la granulosa forman uniones entre ellas, como la formacion
de desmosomas que junto con la membrana basal formaran la barrera
hematofolicular (Merchant y Chimal, 1989). Se forma la zona pellcida, compuesta
de tres glicoproteinas (ZP1, ZP2 y ZP3), alrededor del ovocito. De estos tipos
celulares se conforman los foliculos primarios. Progresivamente, en los foliculos
en estado secundario (los cuales poseen dos 0 mas capas completas de células
de la granulosa que rodean completamente al ovocito), células del estroma
cercanas a la lamina basal comienzan a alinearse de forma paralela una con
respecto a otra, formando la teca. Esta capa se estratifica y diferencia en dos
partes. La teca interna, la cual esta constituida por células miodes, fibroblastos y
células esteroidogénicas. Mientras las células de la teca externa estan constituidas
por tejido conectivo fibroso. En estados mas avanzados del crecimiento folicular,
las células de la granulosa que rodean el ovocito son estimuladas por la hormona
foliculo estimulante (FSH) y estrégenos de manera sinérgica para continuar con su
proliferacién, esto es debido a que las células de la granulosa en esta etapa
expresan una gran cantidad de receptores a ambos factores (Gougeon, 2004).

Cuando los foliculos estan constituidos de aproximadamente 7 a 8 capas de
células de la granulosa alrededor del ovocito, se inicia la formacion de la cavidad
antral. Los factores o fluidos que secretan las células de la granulosa son
principalmente proteinas, polipéptidos, FSH, LH, estrégenos, progesterona y
noradrenalina. Todos estos componentes que se depositan en el antro folicular
aumentan gradualmente con el desarrollo del foliculo (Kenneth, 1987). En esta
etapa, los foliculos se denominan preantrales o antrales tempranos. Las células de
la granulosa, también adquieren un espacio especifico, es decir, las células

foliculares que rodean al ovocito cuando se ha formado la cavidad antral,
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constituyen el cumulus oophorus y por otro lado las células que revisten la cavidad
antral, se denominan células de la granulosa mural. Todos estos arreglos
morfolégicos requieren una interaccion entre las células de la granulosa y el
ovocito, para esto se forma una extensa red de uniones gap las cuales poseen un
mecanismo para coordinar su funcion (Salustri et al., 2004).

Todo este proceso culminara en la formacion de un foliculo maduro que es capaz
de ovular a un ovocito que completd su crecimiento, reasume la meiosis y puede
ser fertilizado.

Se ha sugerido que el inicio del crecimiento de los foliculos primordiales es
independiente de gonadotropinas (Gougeon, 2004), y parece mas bien estar
relacionado con la expresion de factores intraovaricos (Kol y Adashi, 1995) que
involucran tanto al ovocito como a las células de la granulosa. Uno de estos
factores es un receptor de tirosina cinasa que se expresa en los ovocitos
denominado KIT y su ligando KILT, el cual es secretado por las células foliculares
(Parrot y Skinner, 1999; Driancourt et al., 2000). Ratones con mutaciones en este
ligando inicialmente forman foliculos primordiales, pero son incapaces de
progresar hasta el estadio primario (Huang et al., 1993; Bedell et al., 1995). La
disociacién entre este ligando y su receptor impide la comunicacion entre las
células somaticas y las germinales afectando la produccion de factores paracrinos
necesarios para el crecimiento folicular (Epifanio y Dean, 2002).

Miembros de la familia de los factores de crecimiento transformantes B (TGF-f)
también regulan la foliculogénesis temprana. La BMP15 (proteina morfogenética
del hueso 15) y el GDF9 (factor de crecimiento y diferenciacién 9), se encuentran
en el ovocito dentro de los foliculos primarios y persisten aiun después de la
ovulacién (Dube et al., 1998; McGrath et al., 1995). Los ovarios de ratones que
pierden el gen GDF9 forman foliculos primordiales, pero no progresan a la etapa
de foliculo primario. Algunos aspectos de la ovogénesis se presentan, incluyendo
el crecimiento y la formacion de la zona pellcida, pero los organelos del ovocito se
pierden o se ven alterados, por lo tanto las hembras son estériles (Dong et al.,
1996). Aquellos ratones que pierden la proteina BMP15 son subfértiles (Yan et al.,
2001).
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1.5.3 Genes asociados con el crecimiento folicular: Amh (anti-Mullerian
hormone), GATA4 (GATA binding protein 4) y FOG2 (friend of gata 2)

Actualmente se han descrito otra serie de factores involucrados en el inicio del
crecimiento folicular. Uno de estos factores es la hormona anti-mulleriana (AMH)
también conocida como sustancia inhibidora de Muller (MIS). La AMH es un factor
de crecimiento transformante B (TGFB) y es codificada por un gen localizado en el
brazo largo del cromosoma 10 en raton (Vilain y McCabe, 1998). Esta hormona es
responsable de la regresion de los conductos de Miller durante el desarrollo fetal
masculino (Jost, 1947), AMH es producido por las células de Sertoli del testiculo,
por lo tanto es la sefal de regresion del sistema de conductos femeninos en el
macho, debido a que en hembras los conductos de Miller se diferencian en los
oviductos, el utero y el tercio superior de la vagina (Josso et al., 1993; Lee y
Donahoe, 1993).

En hembras, la expresion de Amh por el ovario se inicia en los primeros dias
después del nacimiento, tiempo después de que los conductos Millerianos han
perdido su sensibilidad a la hormona (Munsterberg y Lovell-Badge, 1991; Visser et
al., 1998). Tanto la expresion del ARNm como de la proteina de AMH se localizan
en células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales pequefios en rata y
ratén (Baarends et al., 1995b; Durlinger et al., 2002a; Hirobe et al., 1992; Ueno et
al., 1989).

Las células de la pregranulosa de los foliculos primordiales no expresan Amh,
pero cuando los foliculos primordiales comienzan a ser reclutados a la poblacion
de foliculos en crecimiento, las células de la granulosa inmediatamente inician la
expresion de Amh (Baarends et al., 1995b; Durlinger et al., 2002a; Hirobe et al.,
1992; Munsterberg y Lovell-Badge, 1991; Taketo et al., 1993).

Altos niveles de expresion de Amh se localizan en foliculos preantrales grandes y
en foliculos antrales pequefos. Hirobe (1994) y Ueno (1989) reportaron que hay
expresion de Amh en foliculos preovulatorios de rata, sin embargo este estudio no
coincide con otros trabajos en donde se observo que la expresion de Amh

desaparece en foliculos en estado antral, en foliculos preovulatorios, cuerpo luteo
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y en foliculos que entran en atresia (Baarends et al.,, 1995b; Durlinger et al.,
2002b; Hirobe et al., 1992). Por otro lado, no se ha reportado la expresion de Amh
en las células de la teca, ovocitos y células intersticiales del ovario (Baarends et
al., 1995b; Durlinger et al., 2002., Hirobe et al., 1992, 1994; Ueno et al., 1989).
Durante la foliculogénesis se llevan a acabo dos procesos regulatorios de
seleccion que involucran el reclutamiento de foliculos: el primero es conocido
como reclutamiento inicial, es decir, los foliculos son reclutados desde la poblacion
de foliculos primordiales quiescentes. Durante la segunda seleccion, conocida
como reclutamiento ciclico, los foliculos en crecimiento son seleccionados y
alcanzan el estado preovulatorio. Este proceso esta asociado con los niveles de
FSH y Unicamente los foliculos preantrales grandes y antrales pequefios que son
sensibles a esta hormona son rescatados de la atresia (McGee y Hsueh, 2000).
En el caso del ovario de raton y rata, la expresion de Amh se inicia
inmediatamente después del reclutamiento inicial y continla expresandose
durante el crecimiento folicular hasta el reclutamiento ciclico. Por lo tanto, se ha
propuesto que la proteina AMH puede modular dos pasos regulatorios de la
foliculogénesis: inhibe el reclutamiento de los foliculos primordiales y disminuye la
sensibilidad de foliculos preantrales grandes y antrales pequefios a FSH (Gruijters
et al., 2003).

En un estudio realizado con ratones deficientes de Amh, se observo que los
ovarios de 25 dpp comparados con ovarios también carentes de Amh de 120 dpp,
contienen mas foliculos en crecimiento que los ovarios control. Estos estudios
sugirieron que en ausencia de la proteina de la AMH mas foliculos primordiales
son reclutados a la poblacion de foliculos en crecimiento (Durlinger et al., 1999). A
su vez, Durlinger y colaboradores (2005), en un estudio realizado en un sistema
de cultivos de ovario observaron que en presencia de la AMH se inhibe el inicio del
crecimiento de foliculos primordiales, comparado con ovarios control.

El factor de transcripcion GATA4 también se ha involucrado en el desarrollo y
funcion de las gonadas. GATA4 pertenece a la familia de factores de transcripcion
relacionados con las proteinas de dedos de zinc, las cuales se unen a secuencias
consenso GATA de DNA, (A/T)GATA(A/G) que se encuentran en los promotores
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de sus genes blanco para potenciar su actividad (Heikinheimo et al., 1997). El gen
Gata-4 se encuentra en el cromosoma 14 del raton. En el ovario postnatal de
roedores este factor se ha detectado en células de la granulosa de foliculos
primarios y en foliculos antrales tempranos (Ketola et al., 1999). El papel de
GATA-4 en la gonadogénesis ha sido establecido identificando sus genes blanco,
entre los cuales se encuentra la AMH, y es esencial para su completa activacion.
La regulacion de genes por GATA4 se lleva a cabo en parte por los cofactores
FOG (friend of GATA)1 y FOG2, los cuales interactian con GATA4 uniéndose a su
extremo amino terminal (Lu et al., 1999). Fog2 se encuentra localizado en el
cromosoma 15 del raton. Experimentos in vitro revelaron que FOG1l y FOG2
pueden activar o reprimir la acciéon de GATA4. La expresion de Gata4 es regulada
negativamente en el ovario fetal poco tiempo después de la diferenciacién ovarica,
mientras que se mantienen en el testiculo junto con la expresion de la AMH. En el
caso de FOG2, su expresibn se detecta en ambos sexos durante el
establecimiento de la gonada indiferenciada, pero no se ha establecido un papel
dimorfico de este factor. La proteina del gen Fog2 en el ovario postnatal fue
detectada en células de la granulosa y la teca de foliculos en crecimiento, a su
vez, en foliculos primordiales y antrales se encontré que los ovocitos expresan
Fog2 (Anttonen et al., 2003). Estudios realizados por Anttonen y colaboradores
(2003) sugieren que GATA4 y FOG2 pueden estar jugando distintos papeles
durante el desarrollo ovarico. Ademas, estudios de transactivacion sugiere que

ambos factores actlan en la regulaciéon de la expresion de la AMH.
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1.6 Reversion sexual en mamiferos

Los eventos descritos anteriormente son algunos de los procesos que
normalmente permiten el desarrollo ovarico en los mamiferos. Sin embargo,
existen modelos biolégicos en los cuales estos eventos estan alterados. Para
profundizar en el conocimiento de estos procesos, el empleo de modelos
biolégicos con alteraciones de la diferenciacion sexual gonadal resulta de gran
interés. Una forma de reversion sexual que asemeja casos clinicos en humanos
ha sido descrita en ratones. En esta cepa de ratones, denominada B6.Y", los
machos con constitucibn cromosomica XY se diferencian como hembras

fenotipicas, desarrollando ovarios bilaterales.

1.6.1 Ratén B6.Y" como modelo de reversion sexual

La reversion sexual en el ratén B6.Y" se identificé cuando el cromosoma Y del
ratén silvestre Mus musculus domesticus (Y" de la regién de Tirano, Italia) se
introdujo en el genoma de la cepa C57BL/6J (B6). Todos los individuos machos
que pertenecieron a la primera generacion (F1) resultaron normales; sin embargo,
la progenie derivada de retrocruzas de machos F1 con hembras B6 no
relacionadas, resulté en individuos XY con una reversion sexual parcial o
completa, debido a que el cromosoma Y falla en la induccién de la diferenciacion
testicular normal (Eicher et al., 1982). De la sexta generacion (F6) en adelante, los
individuos XY no desarrollaron testiculos normales durante la vida fetal,
aproximadamente la mitad desarrollaron ovotestis y el resto presentdé una
reversion sexual severa, los cuales formaron ovarios y se desarrollaron como

hembras fenotipicas (Nagamine et al., 1987).
1.6.2 Fenotipo del ratén B6.Y"

Como se menciono, las génadas de los ratones B6.Y" se pueden desarrollar como

ovotestis o0 como ovarios bilaterales.
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Ovotestis: no se da la formacion de testiculos normales durante el desarrollo
fetal. En los ovotestis se localizan cordones seminiferos en la region medular de la
gonada, mientras que en los polos craneal y caudal se evidencia el desarrollo de
tejido ovarico (Nagamine et al., 1987). En la region de la médula se ha detectado
la presencia de factores caracteristicos de la diferenciacion testicular (Moreno et
al., 2004). A su vez, la regién que corresponde al ovario posee células germinales
en meiosis (Nagamine et al., 1987).

Ovarios: Las hembras XY desarrollan ovarios bilaterales los cuales son
morfologicamente idénticos a los ovarios XX hasta los 16.5 dpc. Sin embargo,
entre los 16.5 y 19 dpc los ovocitos de la zona medular degeneran lo cual parece
ocurrir en el estado de paquiteno de la meiosis I. Los foliculos primordiales que se
sitlan en la zona de la corteza, al inicio de la pubertad, contindan con el proceso
de foliculogénesis como en el ovario XX. Por otra parte, se sabe que los ovarios
XY™ expresan el gen Sry, el cual desencadena la expresién de otros genes
autosémicos tales como Sox9 involucrado en el desarrollo testicular (Moreno,
2003). A pesar de la expresion de estos genes involucrados en la determinacion y
diferenciacion testicular normal, la expresion de AMH no se detecta en ovarios
XY'" fetales (Lee y Taketo, 1994).

Las hembras con ovarios XY son infértiles, presentan una funcion endocrina
anormal y alteracién en el ciclo estral (Taketo et al., 1989). Se ha reportado que
las hembras XY presentan + 5 ciclos estrales y se quedan en diestro permanente.
A su vez, recientes estudios histolégicos del ovario XY™ han revelado que a los 30
dias postnatales (dpp) los ovocitos forman foliculos normales. Sin embargo, entre
los 40 y 60 dpp se detecto una deplecion masiva de foliculos (Morales, 2004).
Eicher y colaboradores (1982) proponen que la condicién de reversion sexual en
los ratones B6.Y" se debe a que ocurre una interaccién anormal entre los alelos
gue acarrea el cromosoma Y de Mus musculus domesticus como seria el caso del
gen Sry y uno o més alelos derivados de cromosomas autosémicos presentes en
el cromosoma X de la cepa C57BL/6J (B6).
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2. JUSTIFICACION

Como se menciond, la expresion de Amh se requiere para el desarrollo ovarico
postnatal, asi como la presencia del gene Gata4 y su cofactor Fog2. Por lo
cual, en este proyecto nos propusimos analizar la expresion de los genes Amh,
Gata4 y su cofactor Fog2 durante el reclutamiento de foliculos primordiales, y el
crecimiento folicular (formacion de foliculos primarios, antrales y preantrales)

en el ovario del ratén B6.Y".

A pesar de que en el ovario B6.Y" existe una atrofia masiva y precoz, es
posible detectar los diferentes estadios del crecimiento folicular, aunque en
nimero reducido. Estudios anteriores han mostrado que en los ovarios B6.Y™,
la expresion de factores como los receptores a estrogenos (Re a y B) se
encuentran disminuidos, es decir, no todas las células de la granulosa los
expresan. Ademas, también se ha encontrado que la expresiéon de transcritos
de ARNm de Sox9, caracteristico de las células de Sertoli en el macho, se
encuentran en algunos grupos de células de la granulosa. Esto sugiere, que
este linaje celular, de alguna manera, se encuentra alterado, por lo que su
contribucion al desarrollo folicular no funciona adecuadamente llevando a la
degeneracion folicular prematura y por consiguiente a la infertilidad de las
hembras B6.Y™,
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3. HIPOTESIS

Se espera que la expresion de la Amh se encuentre alterada en los ovarios de
hembras B6.Y"™, es decir, tanto la expresion de la proteina como los niveles de
transcritos se encuentren disminuidos. Por consiguiente, el gen Gata4 y su
cofactor Fog2 que promueven el aumento de la expresion de Amh, se

encontraran también alterados.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el patron de expresion tanto del ARNm como de la proteina Amh, del
factor de transcripcion Gata4 y su cofactor Fog2 durante el desarrollo folicular

del ovario del ratén B6.Y'" con reversién sexual.

4.1 Objetivos particulares

1. Corroborar el numero de ciclos estrales que presentan las hembras de la
cepa B6.Y", comparado con el niimero de ciclos en dos cepas normales:
C57BL/6J(B6) y CDI.

2. Analizar el patrén de expresién de la proteina AMH en ovarios B6.Y"
con reversion sexual y ovarios normales C57BL/6J(B6) de 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 y 100 dias postparto (dpp).

3. Analizar el patron de expresion de la proteina del factor de transcripcion
GATA4 y su cofactor FOG2 en ovarios tanto B6.Y" como C57BL/6J(B6)
de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 100 dpp.

4. Cuantificar los niveles de expresion de transcritos del gen Amh, Gata4 y

Fog2 por RT-PCR en tiempo real en ovarios B6.Y" con reversion sexual
y ovarios normales C57BL/6J(B6) de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 dpp.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Mantenimiento de la cepa de ratones B6.Y'"" con reversion sexual

La cepa B6.Y" se mantuvo en condiciones de bioterio, mediante cruzas entre
machos B6.Y"y hembras de la cepa C57BL/6J(B6) no relacionadas.

5.2 Identificacién del cromosoma Y'" por PCR del gen Zfy.

La identificacién del sexo cromosémico de las hembras fenotipicas B6.Y", se
realizé mediante la deteccion del gen Zfy el cual se encuentra en el cromosoma Y,
amplificando un fragmento de 600 pb por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). El DNA utilizado para la identificacion del gen Zfy se aisl6 de tejido de
colas de ratones de 30 dpp. Los tejidos se incubaron en buffer de lisis (100 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 0.5% Tween 20, 0.5% NP-40 y 0.4 mg/mi
proteinasa K) a 55°C toda la noche. Posteriormente, la proteinasa K se inactivo
por calor a 85°C durante 10 min. El lisado se centrifugé a 14,000 rpm durante 5
min a 4°C, se tomaron 15 pl y se mezclaron con 85 pl de H,0 bidestilada estéril.
Se usaron 2 ul de DNA como templado, el cual se amplifico en un volumen de
reaccion de 20 pl conteniendo Buffer 1X PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM
KCI), 0.2 mM de dNTP, 1.5 mM MgCl,, Tag DNA polimerasa (5 U/ ul), 0.25 mM de
los oligonucledtidos de Zfy y B-Actina (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de oligonucleéticos disefiados para la amplificacion de

fragmentos de los genes Zfy y B-actina.

Oligonucledtidos Sentido Antisentido
Zfy 5 AAGATAAGCTTACATAATCACATGGA3 | 5 CCTATGAAATCCTTTGCTGCACATGT 3
B-Actina 5 GGGTCAGAAGGATTCCTATG 3 5 GGTCTCAAACATGATCTGGG 3
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El programa de amplificacion consistié de los siguientes rangos: 94°C /10min (1
ciclo); 94°C/15seqg, 60°C/15 seg, 72°C/30seg (35 ciclos) y 72°C/10min (1 ciclo). El
producto de PCR se colocé en geles de agarosa 1% preparados con buffer TAE
1X (48.4 g de Tris base, 11.5 ml de acido acético, 20 ml de EDTA 0.5 M con pH 8
y H>O desionizada) y bromuro de etidio. Las bandas obtenidas se observaron en

un transiluminador con luz UV.
5.3 Monitoreo de ciclo estral

Ratones hembras de las cepas B6, B6.Y" y CD1 fueron monitoreadas diariamente
(dias consecutivos) para determinar el ciclo estral tomando una muestra vaginal
empleando solucién salina. La muestra se coloco en un portaobjetos y se dejaron
secar, posteriormente se tifieron mediante la técnica de hematoxilina-eosina y se

evaluaron al microscopio 6ptico para determinar la etapa del ciclo estral.

5.4 Inmunohistoquimica para la deteccion de la proteina de los genes Amh,

Gata4 y su cofactor Fog2.

Se obtuvieron las muestras de ovarios B6.Y"™ con reversién sexual y ovarios
normales C57BL/6J(B6) de 30 a 100 dpp. Los érganos disectados se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante 20 min y se colocaron en sacarosa al
30% en PBS 1X a 4°C toda la noche. Posteriormente los ovarios se incluyeron en
Tissue-Tek y congelarén a -70°C. Se realizaron cortes seriados alternados de 20
pum de espesor los cuales se colocaron en laminillas tratadas con poly-L-lisina. Las
secciones colocadas en una camara humeda se trataron con PBS 1X por 10min,
Triton 1% en PBS 1X por 10 min y con una solucion de bloqueo constituida por
albumina 1% en PBS 1X (Ab-PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Concluido el tiempo de bloqueo se colocaron los anticuerpos primarios en
diluciones de 1:250 en Ab-PBS incubando toda la noche a 4°C (Tabla 2).
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Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados para la localizacion de las proteinas
AMH, GATA4 y FOG2.

Anti-AMH  policlonal generado en cabra (Santa Cruz Biotechnology C-20)

Anti-GATAA4 policlonal generado en cabra  (Santa Cruz Biotechnology C-20)

Anti-FOG2 policlonal generado en conejo (Santa Cruz Biotechnology M-247)

El sitio de union de los anticuerpos primarios (antigenos) se hizo evidente
incubando por 1 hora los cortes, con anticuerpos secundarios anti-cabra
Rodaminado (GATA4) y anti-conejo Cy™5 (FOG2). En las mismas secciones
tratadas con el anticuerpo anti-GATA4 se detecto la distribucion de anti-AMH post
fijando con paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 min a temperatura
ambiente, con Tritdn 1% en PBS por 5 min y sometiendo los cortes a solucién de
bloqueo Ab-PBS por 2 horas. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo
primario anti-AMH 1:250 en Ab-PBS toda la noche a 4°C. Después de lavar las
secciones en PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-cabra Cy™S5.
Las observaciones se realizaron en un microscopio confocal laser (LSM Pascal,

Zeiss).

5.5 Cuantificacién de foliculos de ovarios B6 y B6.Y"

Las secciones empleadas para inmunohistoquimica una vez analizadas se les
retiro el cubreobjetos sumergiendolas en PBS 1X durante dos dias. Una vez,
realizado lo anterior se tifieron empleando la técnica de hematoxilina-eosina y se
analizaron con microscopia de luz. Se considero para el analisis la clasificacion de

foliculos reportada por Myers y colaboradores (2004).
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5.6 Disefio de oligonucleétidos

Se realizo el disefio de oligonucleétidos de los genes Amh, Gatad y Fog2 a partir

de la secuencia del ARNm reportadas en el Banco de Genes (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de los genes Amh,

Gata4d y Fog2. Disefiados a partir de la secuencia de ARNm del banco de genes.

GenBank Gen T.F. Referencias
(pb)

1.NM_007445 Mus musculus anti-Mullerian hormone (Amh)

120 Bouma, 2004
Sentido 5 CTATTTGGTGCTAACCGTGGACTT 3°

Antisentido 5 AAGGCTTGCAGCTGATCGAT 3’

2.NM_008092 Mus musculus GATA binding protein 4 (Gata4)

520 Morales, 2006
Sentido 5 CACAAGATGAACGGCATCAA 3

Antisentido 5 GCGATGTCTGAGTGACAGGA 3’

3. AF107306 Mus musculus zinc-finger protein FOG-2 (Fog?2)

_ ) ; 406  Presentes
Sentido 5" CAAAGCAACCATCTCCCAAC 3 resultados

Antisentido 5 TTGGCCGTAGGTCTTTCATC 3

Se considero que los oligonucleétidos tuvieran una longitud de 10-25 nucledétidos,
un porcentaje de G/C y A/T cercano al 50% y una Tm (temperatura media) similar
para cada par de oligonucledtidos. Se empleo el programa “Primer 3” para su
diseiio y se eligieron los adecuados de acuerdo a nuestros parametros

establecidos.

5.7 Extraccién de ARN Total

El ARN total se obtuvo a partir de un ovario el cual se mantuvo en congelacion a -
70°C en TRIzol (Life Technologies Invitrogen, Carlsbad, CA). Este reactivo es una

solucion mono-fasica de fenol y tiocianato de guanidina que se ha implementado
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como un meétodo de aislamiento de ARN (Chomezynski y Sacchi, 1987), el cual
consiste principalmente de cinco fases:

Fase de homogeneizacién: Los tejidos aislados se congelaron con TRIzol en tubos

eppendorf a -70°C. La gdénada se homogeneizo en un volumen de 400 pl de
TRIzol y se incubo por 5 min a 10°C. El trizol mantiene la integridad del RNA
mientras se da la ruptura de las células que constituyen el tejido, el incubar el
homogeneizado permite la completa disociacion de complejos nucleoproteicos.

Fase de separacion: Se adicionaron 80 pul de cloroformo y se dej6é incubando por

15 min a 10°C, seguido por una centrifugacion a 14, 000 rpm a 4°C durante 30
min, al termino se obtuvieron 2 fases una fase acuosa y una fase organica. Es en
la fase acuosa donde exclusivamente permanece el ARN.

Fase de precipitacion: Se transfirié la fase acuosa a un tubo eppendorf tratado con

H,O DEPC (dietilpirocarbonato) evitando tocar la fase organica y la contaminacién
con DNA, proteinas, y TRIzol. A la fase acuosa recuperada se le adicionaron 100
ul de alcohol isopropilico (isopropanol), el cual se homogeneizo suavemente hasta
gue se observo solo una fase y se dejo precipitando toda la noche a -20°C.

Lavado de ARN: Para remover el sobrenadante la muestra se centrifugo a 14,000

rpm durante 30min a 4°C, posteriormente el RNA se lavd con 100 ul de alcohol
etilico al 80% en H,O libre de RNAsas Yy se centrifugo huevamente 15 min a 14,
000 rpm a 4°C. La fase acuosa se retiré y el pellet de RNA se dejo secar por 10
min.

Resuspension del ARN: El boton que contiene el ARN se resuspendiéo en H,O

tratada con DEPC (20 pl). Se tomo 1 pl de la muestra y se diluyé en H,O tratada
con DEPC (1:100), la cual se analiz6 por espectrofotometria, leyendo la
absorbancia a 260 y 280 nm para determinar la concentracion de ARN por
muestra.

Por esta técnica se obtuvo ARN total con un mayor grado de pureza de 1.5-2 y
con una concentracion en promedio de 1 pg/ul. Para determinar la calidad del
ARN extraido, cada muestra se corrié en un gel de agarosa al 1%.

Se procesaron muestras de ovario de hembras B6 y B6.Y" de 30, 40, 50, 60, 70,

80, 90 y 100 dpp, las cuales posteriormente se usaron para llevar a acabo la
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amplificacion de fragmentos de los genes de Amh, Gata4 y Fog2 por RT-PCR

semicuantitativo y RT-PCR en tiempo real.
5.8 Secuenciacion

Se amplificaron los fragmentos de los genes Amh, Gata4 y Fog2 a partir de ARN
total aislado de ovarios de hembras B6.Y" de edades de 30 dpp, mediante la
técnica de RT-PCR de un paso especificada anteriormente empleando los
oligonucledtidos especificos para cada gen (Tabla 3), se empleo como control
positivo un ARN proveniente de un testiculo. Los productos de PCR (ADN copia)
se corrieron en geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio. Una vez
visualizadas las bandas correspondientes a cada uno de los genes identificados
por el peso molecular, se cortaron y se colocaron en tubos eppendorf
manteniéndolos con una temperatura de 4°C.

Posteriormente las bandas se purificaron con el kit QIAquick gel extraction K
(Qiagen) y las muestras que se extrajeron de ADN fueron secuenciadas mediante
un analizador genético ABI PRISM 310 (Applied Biosystems), para determinar su

identidad, usando los oligonucleétidos descritos en la tabla 3.
5.9 RT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa - Transcriptasa reversa)

Para la determinacion y cuantificaciéon de los niveles de expresién de los genes
Amh, Gatad4 y Fog2 se empleo la técnica de RT-PCR convencional y en tiempo
real.

Las muestras de ARN total se trataron con DNAsa | (Deoxyribonucleasa I,
Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. Se empleo 1 pg de ARN total al cual
se agrego 1 pl de Buffer de reaccion de DNAsa | 10X, 1 pl de DNAsa | (1U/ 1 pl)
el cual se llevo a un volumen final de 10 pl con H,0 tratada con DEPC. Las
muestras se incubaron por 15 min a temperatura ambiente. Al termin6 de este
tiempo se adiciono 1 pl de EDTA (25 mM) y se incubaron a 65°C durante 10 min

para inactivar la accion de la DNAsa.
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RT-PCR semicuantitativo: El cDNA se sintetizO con 500 ng de ARN total
previamente tratado con DNAsa | utilizando 1 mM de hexameros al azar
(Invitrogen), 0.5 mM de dNTP (Invitrogen), Buffer 1X (Tris-HCI 50 mM a pH 8.3;
HCI 75 mM; MgCl, 3 mM) y DTT 10 mM, las muestras se incubaron a 80°C por 10
min. La sintesis se llevo a cabo a 42°C por 1h empleando 100 U de transcriptasa
reversa del virus de leucemia murino de Moloney (M-MLV RT, Invitrogen) y 10 U
de inhibidor de RNAsas (Invitrogen) continuando con una incubacion a 75°C por
15 min. Posterior a la sintesis de cDNA, las muestras se incubaron con 0.2 U de
RNAsa H (Invitrogen) por 30 min a 37°C. La mitad del producto de la reaccion se
amplificé con oligonucleétidos especificos para Amh, Gata4 y Fog2 (Tabla 3) y la
otra mitad se empleo para amplificar B-actina (Tabla 2). La reacciéon de PCR se
llevé a cabo utilizando la mezcla: 2.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen), 0.4 uM de
cada oligonucleotido (Tabla), 0.5 uM de dNTP y MgCl,, en Buffer 1X PCR (200
mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI). Las muestras se sometieron a 1 ciclo de 94°C
por 2 min, seguido de 30 ciclos del protocolo: 94°C por 30 seg; 60°C por 30 seg y
72°C durante 35 seg y un paso final de 72°C, 10 min. El nimero de ciclos se
establecié haciendo una curva de amplificacion para los tres genes, se empleo
como control positivo ARN proveniente de un testiculo adulto. Los productos de
PCR se analizaron en geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio. El
andlisis densitomeétrico se llevo a cabo con el programa Kodak 1D version 3.5.
Analisis: Las imagenes digitalizadas de los geles se analizaron mediante la
normalizacion de la intensidad de cada banda correspondiente a los genes Amh,
Gatad y Fog2 dada por su relacion con la banda correspondiente a 3-actina. Este
cociente indica los niveles de expresion de la muestra con respecto a la actina
(cuya expresion se asume es constante).

RT-PCR en tiempo real: La amplificaciéon se llevo a cabo empleando el Kit One-
Step, utilizando la mezcla de reaccién: 2X mix (amortiguador que contiene 0.4 mM
de dNTP, 2.4 mM MgSO,), SuperScript Il Transcriptasa reversa/ Platinum Taq
DNA polimerasa (Life Technologies Invitrogen); 50 ng de ARN total previamente
tratado con DNAsa |, 0.2 uM de cada oligonucleotido especifico para cada gen

(Tabla) mismos que se emplearon en la RT-PCR convencional y se agrego 1 pl de
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SYBR Green | de una dilucién 1:10000 (AMRESCO) complementando con H,O
libre de RNAsas un volumen de reaccion final de 20 pl. Para establecer la
concentracion de ARN empleada como templado se realiz6 una curva de cinco
concentraciones distintas de ARN total amplificando con la misma mezcla de
reaccion. Como control interno se amplifico B-actina utilizando los oligonucleétidos
mostrados en la tabla. Para realizar el RT-PCR en tiempo real de cada uno de los
genes se utilizé el termociclador Rotor-Gene RG-300 (Corbett-Research). El
programa de amplificacion consistio de los siguientes rangos: 50°C por 30 min (1
ciclo); 94°C durante 5 min (1 ciclo) y 30 ciclos con 94°C 1 min, 60°C por 1 min y
72°C 1 min seguido de 1 ciclo de 72°C por 5 min.

El SYBR Green I, es un fluoroforo (marcador intercalante) que se une a la
subunidad mayor de la doble hélice del ADN. En solucién exhibe poca
fluorescencia pero al unirse al ADN se potencia su fluorescencia. Este marcador
puede ser adicionado a la mezcla de reaccion de amplificacion tradicional. Su uso
es efectivo para la prueba de detecciéon en tiempo real, no requiere el disefio de
sondas especificas y el disefio de nuevos oligonucleotidos (Ponchel et al., 2003).
Se realizaron 5 repeticiones para cada edad de 30-100 dpp, a partir de las

muestras de ARN que se obtuvieron de ovarios B6.Y" y BS6.
5.10 Anélisis estadistico

Con el fin de determinar si se empleaban pruebas paramétricas o no parametricas
se aplico una prueba de homogeneidad de varianzas (test Levene), para todos los
datos obtenidos. Para la frecuencia de ciclos estrales se empleo un estadistico
multifactorial y para realizar un analisis individual se utiliz6 ANOVA (paramétrica)
seguido de una prueba de comparacion multiple (test Tukey). La cuantificacién de
foliculos entre hembras de la cepa B6 y B6.Y" fueron comparados, mediante la

prueba de t-Students usando el programa Statistica v. 6.0.
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Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos de la amplificacion de los
genes, y su comparacion entre las edades de 30 a 100 dpp tanto de ovarios de la
cepa B6 (XX), como de la cepa B6.Y", se emplearon los valores de expresién de 5
experimentos independientes del gen Amh. Se llevaron a cabo pruebas de
ANOVA (paramétrica), seguido de una prueba de comparacion multiple (test
Duncan). De igual manera, para el gen Gata4 y Fog2 se emplearon las mismas
pruebas las cuales fueron calculadas usando el programa Statistica v. 6.0.

Los valores de expresion de los genes Amh, Gatad4 y Fog2, de 5 experimentos
para cada edad (30 a 100 dpp) entre hembras de la cepa B6 y B6.Y" fueron
comparados; la desviacion estandar y la prueba de t-Students fueron calculadas

usando el programa Statistica v. 6.0.

37



6. RESULTADOS

Deteccién el cromosoma'Y

El sexo cromosémico de las hembras B6.Y" se identific por la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa), amplificando una secuencia de
nucleétidos de 600 pb, correspondiente al gen Zfy, caracteristico del cromosoma
Y. En la figura 1 se muestra un gel representativo, donde se puede observar el
anélisis de cinco hembras provenientes de la cepa B6.Y" y sus respectivos
controles que corresponden a tejido obtenido de hembra y macho adultos. En este

caso solo una hembra fue identificada con constitucién cromosdémica XY.

e T «—  Zfy (600 pb)

e b L. T <« B-Actina (243 pb)
M XX XX XX XX XY @ 3

Figura 1. Identificacion del fragmento que corresponde al gen Zfy mediante el cual se
determina la constitucion cromosémica de individuos XY". Bandas en gel de agarosa 1%,
teflido con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular. ¢: control negativo, hembra
adulta. J: control positivo, macho adulto.
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Monitoreo de ciclo estral de hembras B6.Y""

Diariamente se monitorearon ratones hembras de la cepa B6, B6.Y" y CD1, para
determinar la longitud y regularidad del ciclo estral. Se realizaron frotis vaginales,
los cuales se tifleron con hematoxilina-eosina y se analizaron al microscopio de
campo claro y se evalué la etapa del ciclo estral de acuerdo al aspecto de las
células de la pared vaginal (Fig. 2). De esta manera, se determiné la frecuencia
de ciclos estrales de hembras fenotipicas B6. Y" y se compararon con hembras
normales B6 y CD1.

Mediante un andlisis estadistico multifactorial, observamos diferencias
significativas en la frecuencia de ciclos estrales entre la cepa B6.Y"™, con respecto
a las cepas B6 y CD1 (ANOVA p= 0.0001). Sin embargo entre las cepas B6 y CD1
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Fig. 3).

Con el fin de analizar de manera independiente la frecuencia de ciclos estrales
entre las tres cepas, con respecto a cada una de las edades, empleamos ANOVA
de una sola via (p < 0.05), seguida de una prueba de Tukey. El analisis estadistico
arroj6 diferencias significativas (ANOVA p= 0.0001) comparando las tres cepas en:
50 dpp (p=0.033645), 80 dpp (p=0.012077), 90 dpp (p=0.026658) y 100 dpp
(p=0.001141) (Fig. 4). Los datos anteriores nos permiten sugerir que existe una
disminucién en el nimero de ciclos estrales en las hembras B6.Y™, con respecto a
la frecuencia de ciclos cuantificados en las cepas B6 y CD1.

Con la finalidad de establecer cual etapa o etapas del ciclo estral estaban siendo
alteradas en la cepa B6.Y", se analiz6 la duracién de cada uno de las estadios
que corresponden al ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro). Se comparo
el numero de dias de cada una de las etapas del ciclo estral detectados en la
cepa B6.Y" con la hembras provenientes de la cepa control B6. En el caso de las
hembras B6 los dias que permanecen en cada etapa del ciclo no varia, contrario a
lo que se observa en las hembras B6.Y", donde conforme avanza la edad se

detecta una etapa de diestro mas prolongada (Fig. 5).
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Figura 2. Aspecto de las células de la
pared vaginal de las hembras B6.Ytir,
en las cuatro fases del ciclo estral. A)
Proestro, se observan células
epiteliales abundantes, de forma
circular o de huso, con citoplasma
granular; B) Estro, restos de células
epiteliales, grandes células
cornificadas de formar irregular o
plana , las cuales carecen de nucleo;
C) Metaestro, células epiteliales
cornificadas y presencia de leucocitos
y D) Diestro, células epiteliales
escasas, pocos o muchos leucocitos.
Tincion con hematoxilina/eosina. (CE)
células epiteliales; (CEC) células
epiteliales cornificadas; (LE)

leucocitos.
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Figura 3. Analisis estadistico multifactorial aplicado a la frecuencia de ciclos estrales. La
grafica representa diferencias significativas en la frecuencia de los ciclos estrales
comparando la cepa B6.Y" con respecto a las cepas B6 y CD1. Los datos son
representados como la media + E.S.M. Diferentes letras representan diferencias
significativas (ANOVA p= 0.0001).
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Figura 4. Nimero de ciclos estrales de hembras de la cepa B6 (XX), B6.Y" (XY™ y de la
cepa CDI (XX) de edades de 30-100 dpp, monitoreadas diariamente. Los resultados estan
expresados como la media + ESM. Diferentes letras representan diferencias significativas
entre los tres grupos.
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Expresion de las proteinas AMH, GATA4 y FOG2 en ovarios control B6 y

B6.Y" con reversién sexual de edades de 30 a 100 dpp.

Para establecer el sitio de expresion de la proteina en ovarios postnatales de
raton, se utilizo la técnica de inmunohistoquimica doble para determinar la
localizacion espacial de las proteinas AMH y GATA-4 e inmunohistoquimica
sencilla para la proteina FOG2. La técnica se realizO en cortes de ovarios de
ratones XY'" con reversién sexual de macho a hembra, empleando como control
ovarios XX de la cepa B6 entre las edades de 30 a 100 dpp y posteriormente se

analizaron mediante microscopia confocal laser.

Los anticuerpos usados reconocieron especificamente las tres proteinas y se pudo
determinar su localizacién en los tipos celulares que conforman a los ovarios
postnatales de las cepas B6 y B6.Y" con reversién sexual. Mediante las
observaciones que se realizaron se determind que su localizacion no cambio en
cuanto al tipo de cepa.

La expresion de la proteina de la AMH se localizé en el citoplasma de las células
de la granulosa de foliculos preantrales hasta antrales, la proteina también se
detectd en el citoplasma del ovocito de foliculos preantrales hasta antrales y en
células que conforman el cuerpo Iiteo. No hubo presencia de la proteina AMH en
células que conforman el compartimento estromatico del ovario. La AMH y el
factor de transcripcion GATA4 colocalizan en las células de la granulosa, donde
GATA4 se restringe exclusivamente al nucleo de estas células foliculares. Esta
proteina se present0 tanto en ceélulas de la granulosa de foliculos preantrales
como antrales, no se detect6 en el nucleo del ovocito de los foliculos en ninguna
etapa de crecimiento. Sin embargo, si se observé en el nicleo del células del
tejido estromatico del ovario (Fig. 6 A,B).

La proteina de FOG2 se localiz6 en el citoplasma de ovocitos de foliculos
preantrales y antrales, y en menor distribucion en células de la granulosa de todos
los foliculos en crecimiento. Esta proteina no se observdO en ninguna otra

estructura folicular y tampoco en el tejido estromatico (Fig. 6 C,D).
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En cuanto a la morfologia del ovario de 30 dpp no se observaron diferencias tanto
en las hembras XY" como XX, los ovarios de ambas cepas son muy similares en
cuanto a tamafo. Sin embargo, entre la edad de 40 y 50 dpp, en ovarios de
hembras XY" se observé un menor nimero de foliculos comparando con ovarios
XX, asi como una disminucién en el tamafio de la estructura ovéarica. En ovarios
de 60 a 100 dpp de hembras fenotipicas XY" es evidente la disminucién en el
namero de foliculos en todas las etapas de crecimiento, los cuales posteriormente
se cuantificaron. También se observé la reduccion en el tamafio de la estructura
ovarica al ser comparado con ovarios de hembras normales XX. Estos ovarios se

caracterizaron por presentar una gran cantidad de cuerpos lateos (Fig.7).
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Figura 6. Localizacion de las proteinas AMH, GATA4 y FOG2 en ovarios de 40 dpp.
Comparacion en una seccion entre el ovario B6 (A) y B6.Y" (B). Analisis de
inmunofluorescencia de AMH (verde) en combinacion con GATA4 (azul). Marcaje de
FOG2 (rojo) en los ovarios postnatales B6 (C) y B6.Y" (D), en combinacion con
microscopia de Nomarski. Células de la granulosa (cg); células del estroma (ce); ovocito
(ov). Barra= 10 pm.
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Figura 7. Inmunolocalizacién de la proteina AMH (verde) en combinacion con el factor de
transcripcion GATA4 (azul) y la proteina FOG2 (rojo) en combinacién con microscopia de
Nomarski. Secciones de ovarios de hembras control B6 de edades de 30 dpp (A); 40 dpp
(C); 50 dpp (E); 60 dpp (G); 70 dpp (I); 80 dpp (K); 90 dpp (M) y 100 dpp (N). Secciones
de ovarios de la cepa B6.Y", en edades de 30 dpp (B); 40 dpp (D); 50 dpp (F); 60 dpp (H);
70 dpp (J); 80 dpp (L); 90 dpp (N) y 100 dpp (O).
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En todas las células de la granulosa que conforman los foliculos, en distintas
etapas de crecimiento, se observd la expresion de la proteina AMH, tanto en
hembras XX como XY™, en el rango de las edades estudiadas (Fig. 8 A-F).

La AMH se localizé en todas las células de la granulosa de foliculos preantrales
(Fig. 8 Ay D). En los foliculos antrales tempranos, antrales y preovulatorios, AMH
se restringié a la zona del cumulus oophorus conforme avanzé el crecimiento de
los foliculos y a escasas células de la granulosa murales, que estan en contacto
con la cavidad del antro (Fig.8 By C; Dy F).

En cuanto al factor de transcripcion GATA4, el cual colocaliz6 con AMH, se
localizé en foliculos en distintas etapas de desarrollo tanto en ovarios de la cepa
B6.Y" como B6, con el mismo patrén de expresion (Fig. 8 A-F). Se encontrd en
todas las células de la granulosa en foliculos preantrales pequefios (Fig. 8 Ay D),
posteriormente se localiz6 en células de la granulosa de foliculos antrales y
preovulatorios (Fig. 8 By C; E y F). En el caso de los foliculos preovulatorios a
diferencia del patréon de expresion de la AMH, GATA4 disminuy6 su expresion en
células de la granulosa del cumulus oophorus y la mayor expresion se observo en
células de la granulosa murales tanto en foliculos de ovarios XX como XY" (Fig. 8
CyF).

La proteina de FOG2 en ovarios B6.Y" y B6 de edades de 30 a 40 dpp, se
presentd en todos los ovocitos de foliculos preantrales, antrales y preovulatorios
(Fig. 7). Sin embargo, en la edad de 50 dpp, en algunos ovocitos XY, tanto de
foliculos preantrales, antrales como preovulatorios no se detectd la expresion de
esta proteina, o se observd muy reducida en el citoplasma al comparar con
ovarios control XX (Fig. 8 J-L). De igual manera, en ovarios B6.Y" de 60 a 100 dpp
se observo este patron de expresion. En el caso de los ovarios de la cepa B6, los
ovocitos de edades de 60 a 100 dpp, nunca pierden la expresién de FOG2, como
en el caso de la cepa B6.Y"™; sin embargo, después de la edad de 60 dpp en
adelante, si se observd que en algunos ovocitos disminuye la expresion de FOG2

en el citoplasma, lo cual es mas evidente en ovocitos de foliculos preovulatorios.
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Cuantificacion de foliculos en ovarios B6'y B6.Y"

La estimacion del numero de foliculos en ovarios en diferentes etapas del
desarrollo es un importante indicador del proceso de foliculogénesis en relacion a
las sefiales endocrinas, es decir, los mecanismos paracrinos y autocrinos que
controlan el crecimiento y maduracioén de los ovocitos, asi como de las células
foliculares (Myers et al., 2004). Por lo anterior se llevo a cabo el conteo total de
foliculos en los ovarios de ratén con reversién sexual de la cepa B6.Y", el cual se
comparo con ovarios control B6, en edades de 30 a 100 dpp. Se realizaron los
cortes de ovarios de ambas cepas y se tifieron con la técnica de hematoxilina-
eosina y se analizaron mediante microscopia de campo claro.

Se observé un mayor nimero de foliculos en todas las edades analizadas en los
ovarios XX en comparacién con los ovarios XY™, desde los 30 dpp. Es notable
destacar que conforme va incrementando la edad tanto en hembras control como
en hembras XY™, hay una tendencia a la disminucién del nimero de foliculos.
Aunque en las edades de 50 a 90 para ovarios XY" parece constante y
posteriormente a la edad de 100 dpp la disminucién del nimero de foliculos es
drastica, lo cual es congruente con la inmunohistoquimica realizada para esta
edad. Se llevé a cabo el andlisis estadistico empleando una t-Student, para cada
edad comparando entre la cepa B6 y la cepa B6.Y". Las edades que presentaron
diferencia estadisticamente significativa fueron 80 dpp (p=0.158334), 90 dpp
(p=0.140893) y 100 dpp (p=0.376167) (Fig. 9).

Figura 8. Inmunolocalizacion de la proteinas AMH/GATA4 en foliculos preantrales (A),
antrales (B) y preovulatorios (C) de la cepa B6; y de la cepa B6.Y" (D, E y F) de 50 dpp.
La sefial de GATA4 (azul) se detecta en el nucleo de células de la granulosa y la AMH
(verde), se observa en el citoplasma de células de la granulosa (flechas).
Inmunolocalizacion de la proteina de FOG2 en combinacién con microscopia de
Nomarski, en ovarios B6 de 50 dpp (G, H e I). FOG2 se localiza en el ovocito de foliculos
preantrales (G), antrales, en donde también se observa la presencia de esta proteina en
algunas ceélulas de la granulosa (H), y preovulatorios (). (J, K y L) Localizacion de la
proteina de FOG2 en combinacién con Nomarski en ovarios B6.Y" de 50 dpp. Foliculo
preantral (J), antral (K), donde también se observé que en algunos no se detecta
(recuadro), y preovulatorios (L). Células de la granulosa murales (gm); células de la
granulosa que forman el cumulus oophorus (co); ovocito (ov).
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Promedio de foliculos
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Figura 9. Cuantificacién de foliculos totales en ovarios B6 y B6.Y" comparando edades de
30-100 dpp. Los resultados estan expresados como la media £ ESM. p < 0.05, letras
diferentes representan diferencias significativas entre los dos grupos.

Secuenciacién

Se realiz6 un andlisis de secuenciacion para determinar la identidad de las bandas
gue corresponden a los tres genes Amh (120pb), Gata4 (520 pb) y Fog2 (406 pb).
De lo anterior, se corroboro que los tres genes corresponden al ARNm descrito en
el Banco de Genes como se muestra en la tabla 4, reportando el porcentaje de
identidad obtenido empleando el oligonucledtido sentido. Los resultados de la
amplificaciéon para Amh, Gata4 y Fog2 se confirman mediante las gréficas de

alineacion (Fig. 10).

Tabla 4. Porcentaje de identidad de los genes amh, Gata4 y Fog2 con el banco de

genes.

GeneBank Gen Especie Identidad (%)
NM_007445.2 | Hormona Anti-Mulleriana (Amh) Mus musculus 89/92 (96 %)
NM_008092.3 | Proteina de unidon a GATA4 (Gata4) Mus musculus | 248/256 (96%)

AF107306.1 | Proteina de dedos de zinc FOG2 (Fog2) Mus musculus | 192/198 (96%)
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Figura 10. Secuenciacion de los genes empleando el oligonucleétido sentido, que corrobora la identidad de los fragmentos de los
genes Amh (A), Gata4 (B) y Fog2 (C), mediante un analizador genético ABI PRISM 310 (Applied Biosystem).
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RT-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa - Transcriptasa reversa)

semicuantitativay en tiempo real

Por RT-PCR semicuantitativa se amplificaron los fragmentos de los genes Amh,
Gata4 y Fog2 a partir del ARN total de ovarios de hembras XX y XY" en edades
de 30 a 100 dpp. Tanto en los ovarios B6 como B6.Ytir, en todas las edades
estudiadas se expresan los tres genes. Se empleo como control positivo ARN total

derivado de testiculos adultos y en cada experimento se incluyo el control sin la

enzima retrotranscriptasa (Fig. 11).

a a o o o a o %
o a o o o o o

o o ko] o o ke o o
o o o o o o o S
“© < 0 © ~ Ive] o) ©

— —— Y —— —— —— ——— ——
XY XX XY XX XY XX XY XX XY XX XY

93 XX XY XX XY XX
p-Actina
Amh
Fog2
Gatad

Figura 11. Experimento representativo del andlisis de expresion por RT-PCR
semicuantitativa de los genes Amh (120 pb), Gata4 (520 pb) y Fog2 (406 pb) en ovarios
XXy XY" de 30 a 100 dpp. El gen B-actina (243 pb) se utiliz6 como un control com(n para

ambos grupos. Electroforesis en gel de agarosa 1%.

Una vez que se determiné la presencia de los fragmentos de estos genes en
ovarios XX y XY™, se cuantificaron los niveles de expresién de cada uno en las
diferentes edades estudiadas empleando la técnica de RT-PCR en tiempo real
acoplando el fluoréforo SYBR Green |I.

Primero se llevo a cabo el analisis de los niveles de expresion de cada uno de los
genes para los ovarios de hembras control B6 y B6.Y" a los largo del tiempo
(edades 30 a 100 dpp), de manera independiente empleando una ANOVA seguida
de la prueba de Duncan.

Mediante el andlisis de RT-PCR en tiempo real para el gen Gata4 en ovarios de

hembras control B6, se pudo observar que conforme aumenté la edad se presento
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una variacion en la expresion de este gen (ANOVA p= 0.030), ya que la expresion
en 40 dpp es estadisticamente diferente comparandola con las edades de 80 a
100 dpp (40-80 dpp, p= 0.02; 40-90 dpp, p= 0.01; 40-100, p= 0.011), a su vez,
ovarios de 50 dpp presentaron diferencias significativas con 90 y 100 dpp (50-90
dpp, p=0.042; 50-100 dpp, p= 0.045) (Fig.12).

Por otra parte, cuando se realizé el analisis para el gen Gata4 en ovarios de
hembras B6.Y" con reversion sexual, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas edades. Sin embargo, se pudo
observar cierta tendencia a la disminucion de los niveles de expresion de este gen
conforme aumentod la edad de los ovarios (Fig. 13). Estos datos coinciden con los
empleados para inmunohistoquimica, en la cual se pudo observar que va
disminuyendo la marca de la proteina GATA4 en hembras XY™ aunque no es tan
claro para los ovarios control XX. Sin embargo, tomando en cuenta que la proteina
de Gata4 también se expresa en las células del estroma del ovario, es claro, que
esto influye en los niveles de expresion que observamos, para ovarios control B6 y
B6.Y".

En cuanto a los niveles de expresion de Amh en ovarios control XX, se observé
qgue la edad de 30 dpp presentd niveles de expresién con un alto numero de
transcritos, que se distinguen del resto de las edades analizadas (ANOVA p=
0.0014). La edad de 30 dpp present6 diferencias estadisticamente significativas
con las edades de 40 a 100 dpp (30-40 dpp, 0.0084; 30-50 dpp, p= 0.006; 30-60,
p= 0.0013; 30-70 dpp, p=0.0007; 30-80 dpp, p=0.0008; 30-90 dpp, p= 0.0003; 30-
100 dpp, p= 0.0002). Sin embargo, en ovarios de 40 a 100 dpp no se observaron
variaciones drasticas en cuanto a los niveles de expresion de este gen (Fig. 14), lo
gue coincide con la presencia constante de la proteina AMH en ovarios con las
mismas edades (Fig. 7) y con un mayor numero de foliculos (Fig. 9) para los
ovarios control B6.

Para el caso de ovarios XY™, la expresién del gen Amh presenté variacién entre
las distintas edades analizadas (ANOVA p= 0.00002). La edad de 30 dpp tuvo
diferencias estadisticamente significativas con 70 a 100 dpp (30-70, p= 0.007; 30-
80 dpp, p= 0.001, 30-90 dpp, p= 0.000031, 30-100 dpp, p= 0.000021), 40, 50 y 60
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dpp con 80-100 dpp (40-80 dpp, p= 0.02; 40-90 dpp, p= 0.001; 40-100 dpp, p=
0.0003; 50-80 dpp, p=0.012; 50-90 dpp, p=0.001; 50-100 dpp; 60-80 dpp, p=0.017;
60-90 dpp, p= 0.0016; 60-100 dpp, p= 0.0002) y 70 dpp con 90-100 dpp (70-90
dpp, p= 0.021; 70-100 dpp, p= 0.004). Es notable que las principales diferencias
gue se observaron con respecto a los niveles de transcritos del gen Amh fueron
entre ovarios con edades mas tempranas comparando con ovarios de edades
avanzadas, lo que indicé una disminucién en la expresion de este gen, conforme
aumento la edad de los ovarios (Fig.15). Este andlisis coincidié con lo encontrado
mediante inmunohistoquimica, conforme aumenté la edad de los ovarios B6.Y" se
observéd disminucion en el namero de foliculos y por lo tanto la presencia de la
proteina y el nUmero de transcritos del gen Amh también disminuyeron. A la edad
de 30 dpp encontramos la mayor presencia de la proteina AMH y en 100 dpp la
presencia disminuye drasticamente.

El gen Fog2 present6 variacion en sus niveles de expresion en ovarios XX de
hembras control entre edades de 30 a 100 dpp (ANOVA p= 0.00001). Ovarios de
30 dpp presentaron el mayor numero de transcritos y presentaron diferencia
significativa con las edades de 40 a 100 dpp (30-40 dpp, p= 0.00025; 30-50 dpp,
p= 0.000057; 30-60 dpp, p= 0.000026; 30-70 dpp, p= 0.000020; 30-80 dpp, p=
0.000023; 30-90 dpp, p= 0.000034; 30-100 dpp, p= 0.000074). Los ovarios XX
también presentaron diferencias significativas en el numero de transcritos del gen
Fog2 con ovarios de 60 a 80 dpp (40-60 dpp, p= 0.048; 40-70 dpp, p= 0.026; 40-
80 dpp, p= 0.043) (Fig. 16). En el caso de la proteina FOG2 en ovarios XX, se
observé constante en las primeras edades, sin embargo en edades a partir de 80
dpp disminuye.

Los ovarios XY™, presentaron una variacién en el nimero de transcritos del gen
Fog2 en ovarios con edades de 30 a 100 dpp (ANOVA p= 0.000001). 30 dpp es la
edad con los niveles mas altos de transcritos comparados con edades de 40-100
dpp (30-40 dpp, p= 0.000062; 30-50 dpp, p= 0.000135; 30-60 dpp, p= 0.000055;
30-70 dpp, p= 0.000026; 30-80 dpp, p= 0.000033; 30-90 dpp, p= 0.000023; 30-100
dpp, p= 0.000020). A su vez, ovarios XY" con 40 y 50 dpp también presentaron

diferencias significativas con los niveles de transcritos detectados entre los 90 y
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100 dpp (40-90 dpp, p= 0.012; 40-100 dpp, p= 0.00024; 50-90 dpp, p= 0.0105; 50-
100 dpp, p= 0.00020) y a los 60, 70 y 80 dpp se encontraron diferencias
significativas con respecto a 100 dpp (60-100 dpp, p= 0.0032; 70-100 dpp, p=
0.0095; 80-100 dpp, p= 0.0059) (Fig. 17).

Los niveles de transcritos para este gen disminuyeron conforme aumenté la edad
de los ovarios XY™, estos datos comparados con los datos de inmunohistoquimica
son congruentes, se observd que a mayor edad la presencia de la proteina
disminuye debido a la reduccién progresiva del nimero de foliculos. Por otra parte,
el decremento en los niveles de expresion también pueden deberse a la ausencia
o disminucién de la proteina de FOG2 en el citoplasma de los ovocitos XY™, lo
cual se demostré mediante inmunohistoquimica de las secciones de ovarios B6.Y""

a partir de 50 dpp, fendbmeno que continGia en todas las edades analizadas.

Una vez que se realizé el andlisis de los ovarios B6 y B6.Y" y se determiné la
expresion de estos genes a lo largo del tiempo de forma independiente, se llevé a
cabo una comparacion entre ellos. En el analisis comparando los niveles de
expresion del gen Gata4 de ovarios XX con XY", para cada edad demostré que de
30 a 100 dpp no se presentaron diferencias significativas entre ellos. Aunque
como se observé de forma independiente para ovarios XX y XY" hay una
variacién en las distintas edades, disminuyendo el nimero de transcritos de este
gen conforme la edad de los ovarios aumento (Fig.18).

En el caso del gen Amh, se observé diferencia significativa entre ovarios XX y XY™
en las edades de 80 a 100 dpp (80 dpp, p= 0.049; 90 dpp, p= 0.016; 100 dpp, p=
0.001) (Fig.19). Estos datos son comparables con la presencia de la proteina AMH
en edades de 80 a 100 dpp, en donde se observd una drastica disminucion de la

proteina asociado con disminucion en el nimero de foliculos
El gen Fog2 presentd diferencias significativas en ovarios B6 de 90 dpp

comparados con ovarios B6.Y" de la misma edad (p= 0.0030), al igual que ovarios

de 100 dpp para ambas cepas (p= 0.021) (Fig.20). La presencia de la proteina
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FOG2 en estas edades tiene un patrén similar a los niveles de transcritos
detectados. En ovarios XX en 90 y 100 dpp la proteina se observo en el
citoplasma de los ovocitos de los foliculos en varias etapas del crecimiento,
mientras que para los ovocitos XY™, la expresion de esta proteina disminuy6 e

incluso no se localizé en algunos foliculos.
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Figura 12. Patron de expresién del gen Gata4 en ovarios de raton B6 con genotipo XX.
Se observan diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion de
este gen entre; 40 vs 80 — 90 -100 dpp (a), 50 vs 90 — 100 dpp (b). Los resultados estan
expresados como la media + ESM. p < 0.05 (ANOVA, seguida por una prueba de
Duncan).
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Figura 13. Patron de expresion del gen Gata4 en ovarios de raton B6.Y" con genotipo
XY. No se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresion de este gen
entre ninguna de las edades estudiadas. Los resultados estan expresados como la media
+ ESM. p £0.05 (ANOVA, seguida por una prueba de Duncan).
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Figura 14. Patrén de expresiéon de transcritos del gen Amh en ovarios de raton B6 con
genotipo XX. Se observan diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de este gen entre: 30 dpp con todas las edades analizadas (a). Los resultados
estan expresados como la media £+ ESM. p < 0.05 (ANOVA, seguida por una prueba de
Duncan).
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Figura 15. Niveles de expresion de transcritos del gen Amh en ovarios de ratén B6.Y" con
genotipo XY. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de este gen entre: 30 vs 70 — 80 - 90 — 100 dpp (a), 40 vs 80 - 90 -100 dpp (b),
50 vs 80 -90 -100 dpp (c), 60 vs 80 — 90 -100 dpp (d), 70 vs 90 -100 dpp (e). Los
resultados estan expresados como la media £+ ESM. p < 0.05 (ANOVA, seguida por una
prueba de Duncan).
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Figura 16. Niveles de expresion del gen Fog2 en ovarios de raton B6 con genotipo XX. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion de este
gen entre: 30 y todas las edades analizadas (a), 40 vs 60 - 70 -80 dpp (b). Los resultados
estan expresados como la media £+ ESM. p < 0.05 (ANOVA, seguida por una prueba de
Duncan).
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Figura 17. Patrén de los niveles de expresién del gen Fog2 en ovarios de ratén B6.Y" con
genotipo XY. Se observan diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de este gen entre: 30 y todas las edades analizadas (a), 40 vs 90 -100 dpp (b),
50 vs 90 -100 dpp (c), 60 vs 100 dpp (d), 70 vs 100 dpp (e), 80 vs 100 dpp (f). Los
resultados estadn expresados como la media + ESM. p < 0.05 (ANOVA, seguida por una
prueba de Duncan).
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Figura 18. Expresion relativa del gen Gata4 en ovarios de raton B6 y B6.Y". En ninguna
de las edades se encontré diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
expresion de este gen comparando ovarios XX y XY™ de la misma edad. Los resultados
estan expresados como la media + ESM. p < 0.05 (t-Student).
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Figura 19. Expresion relativa del gen Amh en ovarios de raton B6 y B6.Y". A partir de 80
dpp se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion
de este gen entre: 80 XX - 80 XY" (a), 90 XX — 90 XY" (b) y 100 XX — 100 XY" (c). Los
resultados estan expresados como la media + ESM. p < 0.05 (t-Student).
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Figura 20. Expresion relativa del gen Fog2 en ovarios de ratén B6 y B6.Y". A partir de 90
dpp se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion
de este gen entre: 90 XX - 90 XY" (a), 100 XX — 100 XY" (b). Los resultados estan
expresados como la media £ ESM. p £ 0.05 (t-Student).
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7. DISCUSION

En la década de los ochentas, Eicher y colaboradores (1982) describieron un
modelo de reversion sexual en ratones, que asemeja algunas anomalias del sexo
descritas en humanos. En esta cepa de ratones, denominada B6.Y", existe una
reversion sexual de macho a hembra con desarrollo de ovarios bilaterales y
fenotipo femenino. Hasta el momento esta condicion de reversion sexual se ha
mantenido, lo cual en este estudio se ha corroborado amplificando por PCR un
fragmento del gen Zfy, caracteristico del cromosoma Y. Se emplearon 27
camadas, donde en promedio se identificaron 2 machos revertidos (hembras
B6.Y") por camada. Las hembras B6.Y" mantenidas en nuestro laboratorio,
presentan una conducta de apareamiento normal; sin embargo, de acuerdo a lo
reportado (Eicher et al., 1982), son estériles.

Estudiando esta condicién de reversion sexual en el ratén B6.Y", algunos autores
han propuesto que esta anomalia podria deberse a una inapropiada interaccion
entre el gen determinante del testiculo (Sry) en el cromosoma Y" y genes
autosomicos dominantes en el genoma de la cepa C57BL/6J(B6), pero la
identificacion de estos genes aun no es conocida (Moreno et al.,, 2004). Se ha
encontrado que la expresion del gen Sry en las génadas B6.Y" se inicia al mismo
tiempo que en el desarrollo normal pero su expresion persiste por mas tiempo
(Lee y Taketo, 1994). Aunado a esto, se sugirié que bajos niveles de expresion de
Sry podria ser la causa de la falla de la diferenciacién testicular (Nagamine et al.,
1999). Sin embargo, posteriormente Lee y Taketo (2001) observaron que los
niveles de transcritos de Sry en las gonadas de un macho normal de la cepa
C57BL/6J(B6) son similares a los de las gonadas B6.Y"™, lo cual sugiere que los
bajos niveles de transcritos de Sry no pueden ser la Unica causa de la reversion
sexual.

Aungue la expresion de genes determinantes de la diferenciacion testicular, como
Sry (Lee y Taketo, 1994) y Sox9 (Moreno et al., 2004), se lleva a cabo en la

génada B6.Y", la diferenciacién morfoldgica de la génada es dirigida hacia ovario.
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El desarrollo ovarico, se lleva a cabo normalmente hasta el inicio de la pubertad,
donde posteriormente se observa una degeneracion masiva de foliculos y por lo
tanto una esterilidad precoz.

Al respecto se han realizado varios estudios tratando de explicar la causa de la
esterilidad de las hembras B6.Y"™ o machos revertidos. En un principio se pensé
gue la ausencia de un cromosoma X podria ser la causa de dicha esterilidad. Sin
embargo, se ha reportado que ratones hembras XO son fértiles a pesar de carecer
de un segundo cromosoma X y presentar un namero reducido de ovocitos al ser
comparados con hembras con dosis normal de cromosomas sexuales (Burgoyne y
Baker, 1981; Lyon y Hawker, 1973). Por lo tanto, podria sugerirse que factores
presentes en el cromosoma Y" pueden estar alterando la funciéon normal del
ovario.

Dentro de los primeros mecanismos abordados para entender la esterilidad de las
hembras B6.Y", se analizé el inicio y mantenimiento del ciclo estral, el cual
consiste de una serie de eventos endocrinos regulados de forma precisa y
controlados a través del eje hipotalamo-hipdfisis-gbnada el cual se establece
durante la pubertad (Norris, 1997).

En un estudio realizado por Taketo y colaboradores (1989), se reporta que las
hembras B6.Y" pierden su ciclo estral regular, aunque conservan la capacidad de
aparearse y ovular después de ser tratadas con gonadotropinas. Especificamente,
en este estudio se determind que hembras XX de 70 a 90 dpp, presentaron ciclos
estrales regulares (3-5 dias por ciclo), en contraste a las hembras XY" de las
mismas edades, en las cuales no observaron ciclos estrales regulares sino por el
contrario, todas permanecieron en estado de diestro. Todas las hembras XY™ con
edades de 110 a 150 dpp, se encontraron en estado de cornificacion vaginal. El
monitoreo diario realizado en hembras XX y XY consistid de 3 a 4 semanas, con
un promedio de 5y 6 animales.

En contraste, en nuestro trabajo se realiz6 un monitoreo diario de las hembras
XY™y de las cepas control B6 y CD1, desde la edad de 30 dpp, etapa sefialada
como el inicio de la pubertad en el raton, hasta los 100 dias de edad. Las tres

cepas presentan ciclos estrales a partir de los 30 dpp. En el caso de las hembras
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de la cepa B6.Y" con reversién sexual, se observé que conforme aumentd la edad
el nimero de ciclos disminuyd con respecto a las hembras control B6 y CD1. Es
decir, en las hembras B6.Y", es evidente que cada ciclo se prolonga; sin embargo,
el monitoreo llevado a cabo hasta los 100 dpp, nos indicé que no han perdido la
capacidad de mantener patrones ciclicos estrales. Determinando la frecuencia de
las etapas del ciclo estral desde los 30 hasta los 100 dpp, encontramos que
conforme aumenta la edad en las hembras B6.Y"™, la etapa del ciclo estral con
mayor permanencia fue la de diestro, prolongando cada uno de los ciclos que
presentan las hembras B6.Y". Pero contrario a lo reportado, hasta la edad de 100
dpp estas hembras no se mantienen en un estado de diestro permanente. Aunque
no se descarta la posibilidad de un monitoreo posterior a la edad de 100 dpp, para
determinar si las hembras permanecen en diestro.

Se sabe que existe una estrecha relacion entre el ciclo estral y el crecimiento
folicular. El estudio del nimero de foliculos puede proveer informacién importante
acerca de la funcidon ovarica, en particular la relaciobn que existe entre el
mecanismo de la foliculogénesis y los factores que regulan este proceso. Con
mayor detalle se pueden determinar las funciones de las gonadotropinas,
hormonas esteroideas y de los factores de crecimiento intraovaricos locales en la
regulacion de la sobrevivencia y maduracion de foliculos en cualquier estado de su
desarrollo (Myers et al., 2004).

Mediante andlisis histolégicos se ha observado que los ovarios XY™ poseen un
namero menor de foliculos que los ovarios provenientes de hembras normales XX.
El estudio en ovarios XY™ en etapa fetal sugiere que esto puede deberse a una
muerte masiva de ovocitos, la cual se da entre los 16-18 dpc principalmente en la
zona medular (Taketo et al., 1989) a pesar de que los ovocitos que permanecen
en la zona de la corteza contintan desarrollandose formando foliculos, los cuales
pueden ser ovulados.

Al evaluar los niveles de hormonas esteroides en los ovarios XY" de 14-35 dpp, se
observé que estos producen bajos niveles de esteroides al compararlos con
ovarios XX, desde el periodo neonatal hasta la pubertad. Se ha propuesto que

debido a la pérdida de ovocitos y consecuentemente de células esteroidogénicas
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intersticiales en la zona de la médula en la etapa prenatal es que se da una
funcidn endocrina anormal (Villalpando et al., 1993).

En el presente trabajo se realizé una caracterizacion completa de la poblacién
folicular en ratones de la cepa B6 y B6.Y™. Los resultados obtenidos indican que el
namero de foliculos totales que constituyen el ovario en los dos grupos disminuyen
con respecto a la edad. Sin embargo, en hembras B6.Y™, la poblacién de foliculos
desciende mas rapido que en los ratones C57BL/6J(B6) con genotipo XX. Aunque
a la edad de 30 dpp no se encontraron diferencias significativas entre las dos
cepas, entre las edades de 80 a 100 dpp el numero de foliculos disminuyo
significativamente en las hembras B6.Y". El hecho de que no se detectaran
diferencias significativas en el nimero de foliculos totales entre ratones B6 y
B6.Y" al inicio de la pubertad, puede explicarse sobre el conocimiento de que los
mecanismos involucrados en el desarrollo del ovario antes de los 30 dpp son
intraovaricos. Este indica que antes y durante el inicio del ciclo estral las hembras
han tenido el desarrollo de un ovario que permite el establecimiento de un eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada funcional. Estos datos coinciden con el trabajo de
Taketo y colaboradores (1989), en el cual se reporta que el niumero de foliculos en
el ovario XY™ tiende a disminuir mas rapidamente conforme avanza a la edad, con
respecto al ovario XX. Alrededor de los 60 dpp, pocos foliculos fueron observados
en el ovario XY" a diferencia de los ovarios XX, en los cuales se encontré una
gran cantidad de foliculos en varias etapas del desarrollo folicular. Por otro lado, el
conteo total del nimero de foliculos en la cepa B6.Y" en el cual se observé una
disminucion a partir de la edad de 40 dpp en adelante también es consistente con
el trabajo de Morales (2004, datos no publicados). En el cual la presencia de
células apoptéticas en el ovario XY" de 40 y 50 dpp correlaciona con la
disminucion drastica del nimero de foliculos. De lo anterior, haciendo referencia a
la frecuencia de los ciclos estrales que se observé en los machos revertidos B6.Y™
con el conteo del niumero total de foliculos, se sugiere que la presencia de
foliculos en los ovarios XY" de edades de 100 dpp, aunque es limitada, podria
permitir la persistencia de ciclos estrales con etapa de diestro prolongada. Al

existir un niamero pequefio de foliculos se esperaria que los niveles de hormonas
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esteroidogénicas que se estan produciendo por parte de estos ovarios sea bajo, lo
cual al parecer no impide al menos en las edades (100 dpp) analizadas, la
continuidad del ciclo estral. Como se observd en el trabajo de Villalpando y
colaboradores (1993), los bajos niveles de hormonas esteroides en etapas
tempranas del desarrollo postnatal antes y durante la etapa de inicio de la
pubertad no impide que el crecimiento folicular se continué en algunos ovocitos en
los ovarios XY™. Con base en esto, es probable que la esterilidad de las hembras
B6.Y" no se deba a una anomalia del eje hipotalamo-hipéfisis-génada, sino que al
parecer es debido a factores intrinsecos del ovario.

Como se menciono, los ovocitos que permanecen en los ovarios XY" en la etapa
postnatal forman foliculos morfolégicamente normales, y se ha demostrado que
son capaces de ser ovulados después de un tratamiento con gonadotropinas y de
ser eficientemente fertilizados. Estos cigotos inician la segmentacién pero mueren
durante el periodo temprano de preimplantacion, alcanzando sélo el estado de 1 6
2 células. Soélo en dos casos, en los cuales se tomaron ovocitos llevando a cabo
su maduracion in vitro y posteriormente su fertilizacion, se obtuvieron cigotos que
alcanzaron el estado de blastocisto (Merchant et al., 1994; Amleh et al., 1996). Por
lo tanto, se sugiere que la incompetencia de los ovocitos en los ovarios XY™ no es
completamente programada durante su diferenciacion y crecimiento, parece estar
dada por multiples factores (Amleh et al., 1996).

Un estudio realizado por Amleh y colaboradores (2000), donde mediante
microcirugias se intercambiaron los componentes citoplasméticos y nucleares de
los ovocitos XY™, demostré que ambos son deficientes. Con respecto a los
componentes nucleares se observdé que en muchas de las células germinales
(ovogonias) que inician la meiosis sus autosomas presentan apareamiento normal
con sus homdlogos; sin embargo, el cromosoma X y el Y permanecen sin
aparearse durante la profase meiotica. De estos resultados se sugirio que la
pérdida de apareamiento de X-Y, probablemente causa aneuploidia en algunos
ovocitos, aungque al menos la mitad de los ovocitos recibe un nimero correcto de
cromosomas, indicando que la aneuploidia por si sola no puede explicar los

defectos nucleares en los ovocitos.
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En condiciones normales, la regulacion del crecimiento y maduracion del ovocitos
se da con la formacion de los foliculos, considerados la unidad funcional del
ovario. En el caso de los ovarios XY™, se ha observado que desarrollan la
habilidad normal de regular la diferenciacion de las células de la granulosa,
aunque presentan sutiles diferencias. Observaciones al microscopio electrénico
muestran que la expansion de las células del cumulus oophorus de foliculos XY™
no alcanzan el tamafio maximo que presentan los controles XX, posiblemente
debido a que fallan y no completan su diferenciacion, a su vez, algunos ovocitos
XY™ parece que no retienen el nimero apropiado de células de la granulosa en la
zona del cumulus oophorus en los foliculos antrales. También la zona pellcida es
mas delgada tanto en foliculos en estado preantral como antral, lo cual puede
reflejar el nimero de células de la granulosa con las cuales puede hacer contacto
el ovocito (Vanderhyden et al., 1997).

De tal manera surge la necesidad de explorar si se presentan alteraciones en el
ambiente somatico que rodea a los ovocitos XY". En etapas embrionarias del
desarrollo gonadal se ha establecido que en todas las gonadas que acarrean el
cromosoma Y" se expresa la proteina del gen Sox9 de los 11.5 a los 12.5 dpc al
igual que en las génadas normales de la cepa B6 con constitucién cromosémica
XY. De los 13.5 dpc en adelante la expresion de la proteina Sox9 esta ausente en
el 50% de los embriones de la cepa B6.Y™, lo cual corresponde al nimero de
génadas que se desarrollan como ovarios XY™ (Moreno et al., 2004), y a la
proporcion reportada por Eicher y colaboradores (1982). Moreno y colaboradores
(2004), por RT-PCR también reportaron el patrén de expresién de los transcritos
de Sox9 en goénadas fetales y postnatales de la cepa B6.Y". En ovarios de 18.5
dpc y de 30 dpp se detectaron transcritos de Sox9 en las células de la granulosa
de algunos foliculos en ovarios B6.Y" de 30 dpp.

Estos hallazgos sugieren que el desarrollo anormal de las génadas B6.Y", podria
deberse a una falla parcial de la funcion de Sox9 como consecuencia de una
reducida dosis en células pre-Sertoli, lo cual conduce al desarrollo de un ovotestis

o al desarrollo de células foliculares en los ovarios B6.Y".
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Por otra parte Morales (2004), estudiando el grado de diferenciacién de las células
de la granulosa en los ovarios XY™, con base en la expresion de los receptores a
estrogenos a y B, durante el crecimiento folicular (30 a 50 dpp), observd que
ambos receptores se expresan en las células de la granulosa tanto en foliculos
preantrales y antrales; sin embargo, la expresién disminuye considerablemente en
las células cercanas al ovocito, las cuales forman el cumulus oophurus en todas
las edades analizadas, lo que sugiere un dafio fisioldégico en las células de la
granulosa.

Considerando que la esterilidad en las hembras B6.Y" (Eicher et al., 1982; Taketo
et al., 1989; Marmolejo et al., 1999) ocurre a nivel del ovario, se podria sugerir que
la presencia anormal de transcritos de Sox9 (Moreno et al., 2004), junto con la
disminucion en la expresion de receptores a estrégenos (Morales, 2004) podrian
ser elementos clave que interrumpen el desarrollo del ovocito en los foliculos
provenientes de los ovarios XY™. Sin embargo, la maduracién de los ovocitos, asf
como, el proceso de foliculogénesis involucra otros factores tales como Amh,
Gatad4 y Fog2, que participan de manera importante como parte normal de la
funcion ovarica. En el presente trabajo se analizé la localizacion de la proteina de
los genes Amh, Gata4 y Fog2 y se midieron los niveles de transcritos de cada gen,
con el fin de determinar si alguna alteracion en estos factores podria contribuir a la
falla en la maduracién o funciébn de los ovocitos, lo cual de forma directa o
indirecta podria estar afectando el desarrollo postfertilizacion de 6vulos XY".

MIS o AMH, es una glicoproteina dimérica sintetizada por las células de Sertoli
fetales causante de la regresion de los conductos de Miiller en los machos (Josso
y Picard, 1986; Donahoe et al.,, 1982; 1987; Cate y Wilson, 1993). Mediante
hibridacion in situ y deteccion inmunohistoquimica se ha demostrado que la
transcripcion de AMH y su produccién coinciden con la organizacién de los
cordones testiculares. La transcripcion de AMH en las génadas B6.Y" también
precede a la organizacion testicular, sin embargo, comienza a expresarse a los 12
dpc y no a los 11 dpc como en el caso de las gbnadas XY normales, es decir, que
el inicio de la expresién del gen AMH en las génadas B6.Y" parece estar

retrasado. Estds gdénadas que inician la expresion de AMH se desarrollan como
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ovotestis en etapa fetal. En el caso de los ovarios B6.Y", se ha reportado la
presencia temporal o ausencia de transcritos de Amh en la etapa fetal, sugiriendo
que probablemente el inicio de la transcripciéon de Amh en los ovarios B6.Y" este
aln mas retrasada que en los ovotestis (Lee y Taketo, 1994). Sin embargo, es en
la etapa postnatal del desarrollo normal del ovario, donde se puede observar la
expresion de Amh.

Aunque AMH tiene una clara funcién durante el desarrollo fetal del macho (Jost,
1953), su completa accién en el ovario no queda del todo clara. En los ovarios, la
expresion de AMH esta presente sélo después del nacimiento, mientras que la
expresion de su receptor AMHRII se encuentra tanto en el ovario como en las
células mesenquimaticas que rodean a los conductos Miillerianos antes del
nacimiento (di Clemente et al., 1994; Baarends et al.,1994).

En la etapa postnatal del ovario, tanto el ARNm de AMH como su receptor se
localizan en las células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales
pequefos. En el presente estudio, al analizar el patron de expresion del gen Amh
durante el reclutamiento folicular tanto inicial como ciclico, en los ovarios de la
cepa B6.Y" con reversién sexual, al igual que en los ovarios B6, observamos que
a los 30 dpp los niveles de transcritos son mas elevados que en el resto de las
edades estudiadas (40-100 dpp). Esto sugiere que hay presencia de un nimero
mayor de foliculos en etapas muy temprana de crecimiento, lo cual concuerda con
estudios previos que demostraron que las células de la pre-granulosa de foliculos
primordiales no expresan AMH, pero cuando los foliculos son reclutados dentro de
la poblacion de foliculos en crecimiento, las células de la granulosa
inmediatamente comienzan a expresar AMH (Baarends et al., 1995b; Durlinger et
al., 2002a; Munsterberd y Lovell-Badge, 1991; Taketo et al., 1993).

En el ovario del raton y la rata, la expresion de AMH se ha localizado
inmediatamente después del proceso de reclutamiento inicial y continda su
expresion durante el crecimiento de los foliculos. AMH modula dos pasos
regulatorios de la foliculogénesis; inhibe el reclutamiento de los foliculos
primordiales y disminuye la sensibilidad de los foliculos preantrales grandes y

antrales pequefios a FSH (Gruijters et al., 2003).
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Es importante sefialar que durante el proceso de foliculogénesis dos procesos de
seleccion o reclutamiento pueden ser reconocidos. En el primer proceso conocido
como reclutamiento inicial, los foliculos son reclutados o seleccionados desde la
poblacion de foliculos primordiales quiescentes. Durante la segunda seleccion,
conocida como reclutamiento ciclico, foliculos primarios son seleccionados para
crecer hasta el estado preovulatorio. Esta segunda seleccién es el resultado del
aumento de los niveles de FSH durante cada ciclo reproductivo. Solo los foliculos
preantrales grandes y antrales pequefios los cuales son sensibles a FSH pueden
ser rescatados del proceso de atresia (McGee y Hsueh, 2000).

En la edad de 30 dpp, momento en que inicia la pubertad en el raton y se
establece el eje hipotalamo-hipoéfisis-génada, comienza el reclutamiento ciclico de
foliculos para iniciar su crecimiento. En el caso de las cepas B6 y B6.Y", ambas
presentan este proceso sin ninguna alteracion, dado que aunque el niumero de
transcritos de Amh en el la cepa B6.Y", es ligeramente menor, no se encontrd
ninguna diferencia estadisticamente significativa. Esto sugiere, que desde etapas
muy tempranas del crecimiento de los foliculos de ovarios B6.Y", la expresion del
gen Amh no esta alterada. Este hallazgo se refuerza con la cuantificacion de
foliculos de la misma edad, donde no se encontraron diferencias estadisticas al
comparar el nimero de foliculos detectados en ovarios B6.Y"™ con ovarios de la
cepa B6. En las edades de 40 a 100 dpp, los niveles de expresion de Amh
contindan disminuyendo en ambas cepas al compararlas con los 30 dpp. Aunque,
entre las dos cepas, se encontraron diferencias estadisticas entre las edades de
80 a 100 dpp. Estos resultados sugieren que existe una relaciéon importante entre
la disminucion de la expresion de este gen y la pérdida de foliculos en cada una
de las edades monitoreadas, es decir, la pérdida de los foliculos podria ser la
causa de la disminucién del nimero de transcritos del gen Ambh.

Durlinger (2000) ha reportado que ovarios provenientes del ratén nulo para Amh
de 4 meses de edad (120 dpp) son mas grandes al ser comparados con ovarios
normales. El incrementd en el peso se atribuyd a un mayor nimero de foliculo
pequefios en crecimiento, lo que a su vez indicé un incremento en el reclutamiento

de foliculos primordiales para su desarrollo. En el caso del modelo B6.Y" con
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reversion sexual, al contrario del modelo de raton nulo para Amh, a los 100 dpp
se observo que el ovario disminuye drasticamente de tamafio debido a la pérdida
de foliculos, al ser comparado con los ovarios control. Estos datos apoyan el
hecho de que la disminucién tanto de transcritos como de la proteina de AMH en
los ovarios XY™, podria deberse a la perdida prematura de foliculos en diferentes
etapas de crecimiento.

Por otra parte, hay que considerar la gran cantidad de cuerpos luteos que
presentan los ovarios B6.Y" en las edades analizadas, lo cual podria indicar
perdida de los foliculos posiblemente por muerte de los ovocitos y no debido a que
los ovocitos hayan alcanzado su estado de madurez. Se ha reportado que en los
ovarios nulos para Amh, a la edad de 120 dpp, el nUmero de cuerpos liteos no
difiere al compararlos con los ovarios control (Durlinger, 2000).

En este modelo de ratén nulo para Amh, el incremento del reclutamiento
aparentemente se da antes de que de inicio el ciclo estral, es decir, se inicia
precozmente debido a que en estos ovarios se observa un incremento en el
namero de foliculos. En contraste, a los 13 meses (390 dpp), tanto la poblacién de
foliculos primordiales como de foliculos en crecimiento ha disminuido
considerablemente (Durlinger, 2000). La alta proporcién de foliculos primordiales
reclutados podria conducir a una prematura extincién de la poblacion de foliculos,
causando una temprana ausencia de ovulacion como sucede normalmente en
animales envejeciendo (Visser et al., 2005).

En las hembras B6.Y" los bajos niveles de transcritos detectados para el gen Amh
parecen no concordar con las caracteristicas descritas para el modelo del raton
nulo para este gen. En edades tardias (90 a 100 dpp) no encontramos gran
proporcién de foliculos creciendo en los ovarios XY™, como en el caso del ovario
nulo para AMH a los 120 dpp. En nuestro caso, el numero de foliculos disminuyo
drasticamente, lo que sugiere el envejecimiento prematuro de estos ovarios. Por
otra parte, el envejecimiento en los ovarios de los ratones nulos para Amh se
detecta a los 390 dpp, cuando comienzan a disminuir el nimero de foliculos en
crecimiento, y es hasta la edad de 16 a 17 meses cuando estas hembras nulas

detienen su ovulacidén y consecuentemente dejan de ciclar (Durlinger, 2000).
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En este sentido, es importante tomar en cuenta que el efecto de AMH sobre el
desarrollo del ovario puede explicarse también por la presencia de su receptor
AMHRZ2, el cual también se expresa en las células de la granulosa tanto de ovarios
fetales como postnatales (di Clemente et al., 1994; Baarends et al., 1994).

Durante el ciclo estral, no se han detectado cambios marcados en los patrones de
expresion del ARNm del gen Amh y de su receptor Amhr2, excepto en la etapa de
estro, cuando una disminucién heterogénea en la expresion de ambos se detecto
en foliculos preantrales (Baarends et al., 1995a).

Mediante un analisis de Northern blot realizado en ovarios de ratas postnatales,
Hirobe y colaboradores (1994), determinaron que los niveles de ARNm de Amh, a
lo largo de las distintas etapas del ciclo estral es relativamente constante. Estos
datos fueron corroborados cuantificando la proteina por Western blot en hembras
normales CD1. En este caso, encontramos que los niveles de expresion
permanecen sin diferencias significativas durante todas las etapas del ciclo estral
(comunicacion personal, A. Freyermuth). Por lo tanto, no podemos atribuir que los
cambios en los niveles de expresion durante las edades estudiadas se deba a la
etapa del ciclo estral en que se encontraban las hembras al momento de disectar
los ovarios.

En cuanto a la presencia celular de la proteina de AMH en los foliculos, esta
coincide con la localizacion de los transcritos de este gen reportada por Salmon y
colaboradores (2004). En nuestro estudio, la proteina se detectd en el citoplasma
de las células de la granulosa, en todos los estadios del crecimiento folicular. La
expresion también se observd en el ovocito de todos los tipos de foliculos. Esta
localizacion celular es similar al patron detectado para los transcritos de Amh.
Especificamente, en foliculos pre-ovulatorios, se observaron tanto niveles altos de
ARNm (Salmon et al., 2004), como de la proteina (presentes resultados) en las
células del cumulus oophurus mas que en las células de la granulosa mural. Esto
sugiere que la localizacion celular de la proteina no esta alterada en las hembras
B6.Y", pero no descarta la posibilidad de que los niveles de expresién sean

diferentes.
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Entre los factores de transcripcion que recientemente se han implicado como
potenciales reguladores de la expresion de genes gonadales, son las proteinas de
union a secuencias GATA. Uno de los miembros de esta familia es el factor de
transcripcion Gata4. Este factor se expresa al inicio del desarrollo gonadal del
ratbn en ambos sexos a partir de los 11.5 dpc y posteriormente, se ha sugerido
gue presenta un patrén dimorfico, es decir, su expresion disminuye en el ovario a
partir de los 13.5 dpc (Viger et al., 1998). Sin embargo, en un reporte mas reciente
Anttonen y colaboradores (2003) demostraron la persistencia de la expresion de
este gen durante toda la vida fetal del ovario. En el caso del ovario de raton, se ha
reportado que el ARN mensajero de Gata4 incrementa su expresion después del
nacimiento y persiste en las células de la granulosa a través de todos los estadios
del desarrollo folicular. La presencia del transcrito también se observo
moderadamente en las células intersticiales que conforman el ovario adulto. A su
vez, la proteina de GATA4 fue detectada en el nucleo de células de la granulosa
en cultivo (Heikinheimo et al., 1997). Por lo tanto, la proteina y el mensajero de
Gata4 estan presentes en las células de la granulosa de ovarios de raton. Este
trabajo coincide con nuestros resultados en cuanto a la localizacion de la proteina
tanto para las hembras B6 como las hembras B6.Y"™. En el caso de las hembras
B6.Y", no se presentd ninguna alteracion en el patron de expresién de la proteina
GATAA4. En cuanto al niumero de transcritos que se observd en ovarios desde los
30 a 100 dpp, no se encontraron diferencias significativas entre las dos cepas, sin
embargo, se observo una tendencia a la disminucién del nimero de transcritos
conforme aumenta la edad de los ovarios.

Con base en los patrones de expresion, Heikinheimo y colaboradores (1997)
propusieron que GATA4 puede controlar genes involucrados en la maduracion o
manutencién de las células de la granulosa dentro de los foliculos (antes de la
ovulacion). La expresion de GATA4 puede contribuir a que las células foliculares
tempranas lleguen al proceso de maduracion. La abrupta disminucion de GATA4
durante la ovulacion o apoptosis indica que este factor no es requerido en los
ultimos estadios del desarrollo folicular. Es probable que conforme avanza la edad

de los ovarios tanto de las hembras B6 como BG.Y“', la tendencia a la disminucion
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se deba al proceso de ovulacion y de apoptosis de un ovario normal. Como se
menciond anteriormente, GATA4 esta directamente implicado en la regulacion de
la expresion del gen Amh, aunque también esta regulacién esta modulada por
otros factores como Sfl en el caso de las células de Sertoli en el testiculo fetal. En
el caso del ovario adulto murino, se ha demostrado en condiciones in vitro que
GATA4 es capaz de transactivar a Amh, en las células de la granulosa. La
colocalizacion de las proteinas de GATA4 y AMH observada en nuestro estudio
sugiere una interaccion de estos dos genes en las células de la granulosa. El
patron de expresion de estas dos proteinas es similar en los foliculos de ovarios
XX y XY™, Por lo que es probable que la interacciéon de estos genes en los
foliculos de los ovarios XY" no esta alterada.

Por otra parte, se ha demostrado que el factor FOG2 interactia con el factor de
transcripcion GATA4 actuando como un represor en el caso del ovario adulto
(Anttonen et al., 2003). Los primeros reportes de la presencia de FOG2 en células
de la granulosa se llevaron a cabo en ovarios humanos mantenidos en cultivo
(Laitinen et al., 2000). Posteriormente, se reporto la expresion de FOG2 en células
de la granulosa de ovarios de raton, en donde también se observo una
colocalizacion parcial con la proteina de AMH (Anttonen et al., 2003). Estos datos
sugieren que tanto FOG2 como GATA4 tienen efectos sobre el gen Amh durante
el desarrollo ovarico.

Aunado a esto, en nuestros estudios encontramos una colocalizacion de las
proteinas GATA4 y AMH en las células de la granulosa de foliculos en las
diferentes etapas de crecimiento, pero no una colocalizacion de GATA4 con FOG2
en este mismo linaje celular.

A diferencia del trabajo de Anttonen y colaboradores (2003), en donde observan
una mayor expresion de FOG2 tanto en las células de la granulosa como en
células de la teca y una limitada expresion en los ovocitos de ovarios XX, en el
presente estudio encontramos que tanto en hembras B6 como B6.Y", la mayor
expresion de esta proteina se encuentra exclusivamente en el citoplasma del
ovocito, y en menor proporcion o nula en las células de la granulosa. Este patron

de expresion se detecto en todas las etapas de crecimiento de los foliculos y en
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todas las edades analizadas, la cual no es similar a la expresion de GATA4. Por
otra parte, la expresién del ARNm de Fog2 en las hembras B6.Y"™ disminuyo en
las edades de 90 y 100 dpp, mas por consecuencia de la perdida de foliculos, que
por alguna alteracion de los foliculos propiamente.

Los datos obtenidos en el presente trabajo apoyan la hipotesis sobre la regulaciéon
de AMH por parte del factor de transcripcion Gata4, pero no de la participacion de
FOG2 en la activacion de AMH. Este hecho lo basamos en que no se observé
presencia de la proteina en las células de la granulosa de los foliculos, como en el
caso de las proteinas GATA4 y AMH. Sin embargo, la presencia de FOG2 en el
ovocito, y su ausencia en las células de la granulosa no descarta la posibilidad de
gue exista una interaccion entre estos genes o0 propiamente sus proteinas, ya que
se ha demostrado que existe una comunicacion bidireccional muy estrecha entre
el ovocito y las células de la granulosa. Esta comunicacion permite una interaccion
muy activa, la cual se establece antes y en un periodo corto después del
nacimiento, haciendo probable la existencia de una via de interaccion entre estos
factores (Salustri et al., 2004).
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VI.

8. CONCLUSIONES

Las hembras B6.Y" presentan mas de cinco ciclos estrales
contrario a lo reportado; sin embargo, conforme avanza la edad la
etapa de diestro se prolonga, sin perder la capacidad de mantener
patrones ciclicos estrales.

En los ovarios XY'" disminuye el nimero de foliculos en todas las
etapas de crecimiento conforme aumenta la edad. Esta disminucién
es mas evidente de los 80 a los 100 dpp al compararlos con ovarios
XX de la cepa C57BL/6J(B6).

A la edad de 100 dpp el numero de foliculos que permanece en los
ovarios XY'" parece ser suficiente para sostener la continuidad del

ciclo estral, aunque mas extenso.

La localizacién celular de las proteinas AMH, el factor de
transcripcion GATA4 y su cofactor FOG2, no esta alterada en los
ovarios de las hembras B6.Y". Tanto en ovarios XX como XY,
AMH se observé en el citoplasma de las células de la granulosa y
en los ovocitos. GATA4 se localizé en el nucleo de células de la

granulosa, y FOG2 en el citoplasma de los ovocitos.

Los transcritos de los genes Amh, Gata4 y Fog2, se detectaron
tanto en ovarios XX como XY" en todas las edades analizadas. Los
niveles disminuyen conforme aumenta la edad de los ovarios

probablemente debido a la pérdida de foliculos.
La disminucién en el nUmero de transcritos entre las edades de 80

a 100 dpp en ovarios XY'", puede deberse mas a una pérdida precoz
de foliculos en todas las etapas de crecimiento, mas que a una

7



pérdida funcional de los genes Amh, Gatad4 y Fog2. Por lo tanto, la
disminucion del numero de transcritos observada para los genes
Amh, Gata4 y Fog2 en ovarios XY™, no explica la esterilidad de las

hembras B6.Y'".
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