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| RESUMEN

El factor de crecimiento similar a insulina tipo | (IGF-I} es una proteina
importante para el desarrollo postnatal de los aparatos reproductores masculino y
femenino del ratén. Se desconoce, sin embargo, si este factor se expresa durante
la fase embrionaria, Asi, en el presente trabajo se analizo la expresion del RNAmM
del IGF-l por RT-PCR y “Northern blot” en el tejido gonadal v el mesonefros de
ratones de los 10 a 17 dias de gestacion (d.g.). Ademas se evalud la expresion de
la proteina del IGF-I por "Western blot” y su localizacién celular por
inmunohistoquimica a los 11 d.g. En los machos y en las hembras el RNAm del
IGF-I se detecta en |a cresta genital a los 10y en la génada indiferenciada a los
11 d.g. Sin embargo su expresion fluctia a partir de los 12 d.g tanto en los
machos como en las hembras en todas las etapas estudiadas. En los mesonefros
de ambos sexos el mensajero del IGF-I esta presente en lodas las edades
analizadas. El analisis por "Western blot”™ demaostrd la presencia de varias
proteinas de 30-100 KDa. A los 11 d.g. el IGF-I se localiza en el citoplasma y
nucleo de las células de la génada indiferenciada. Estos resultados sugieren que
el RNAmM del IGF-I se expresa en las gbénadas y el mesonefros de ratones machos
y hembras y que es regulado diferencialmente en ambos sexos durante la
diferenciacion morfolégica gonadal. La presencia del IGF-l en el nucleo de las
células de la gdnada indiferenciada indica que este factor podria regular |a

expresién de olros genes implicados en el desarrollo de la génada.



I ANTECEDENTES

En los mamiferos la diferenciacion sexual es un proceso secuencial que se
inicia con el establecimiento del sexc cromosdmico durante la fertilizacion,
seguido del desarrollo del sexo gonadal y posteriormente de los fenotipos
sexuales (1). Asi, si un individuo presenta el cromosoma Y desarrollara un
fenotipo masculing. Por el contrario si carece de éste tendra un fenotipo femenino.
Se ha propuesto que el cromosoma Y codifica para un mediador de la
determinacion sexual, al cual se le denomind factor determinante del testiculo
{TDF en humanos y Tdy en otros vertebrados) {2). El gene que a la fecha parece
ser necesario para dirigir la diferenciacién gonadal hacia testiculo es el
denominado Sry (sex-determining region Y-linked gene) (3). Este, segun su DNAC,
codifica para una proteina de 204 aminoacidos, dentro de la cual se encuentra
una region gque estd conservada en las diferentes especies de mamiferos
analizadas y que se conoce como caja HMG (high mobility group). En el ratén, el
Sry se localiza en el brazo corto del cromosoma Y y esta flanqueado por
secuencias invertidas de aproximadamente 15.5 kilobases (kb) (4). Los transcritos
del Sry son poco abundantes y se han detectado, exclusivamente en el testiculo,

desde los 10.5 hastalos 12.5d.g. (5).

El patron de expresion temporal del Sry apoya su participacién en la
diferenciacion gonadal pues antecede a ésta y posteriormente no se detecta. El
transcrito para este gene vuelve a expresarse en el testiculo en la fase adulta por

lo que podria estar involucrado en alguna otra funcién (5)

(3]



El gene Sry fue inyectado en ovocitos fertilizados de hembras
genétibamente XX e indujo que algunos de éstos se desarrollaran como machos
estériles, lo cual nos indicaria que el gene es necesario aunque insuficiente para
inducir un fenotipo masculino. Probablemente la esterilidad de estos animales
transgénicos es debida a la presencia de dos cromosomas X junto a un fragmento
del Y (6},

Se ha propuesto con base en las observaciones encontradas al realizar
cruzas de machos Mus muscufus poschiavinus con hembras Mus musculus
musculus (C57BI/6J) que ademas del Tdy existen genes autosomicos necesarios
para que se lleve a cabo ia diferenciacion testicular (7). Uno de esos genes es el
Sox-9 que codifica para una proteina que posiblemente funciona como facter de
transcripcion. En su secuencia proteica hay una regién similar a la caja HMG por
lo que forma parte de la familia de genes retacionados con el Sry (8). En humanos
la pérdida de una copia funcional de este gene estd asociada a un sindrome
denominado displacia campomélica (DC). Este sindrome se caracteriza por
defectos en el desarrolio det sistema 6seo y en el cartilago, ademas de
anormalidades en el sistema olfatorio, el sistema nervioso central, el corazon y los
rifones. También, aproximadamente el 75% de los individuos con DC, que son
genotipicamente XY, se desarrollan como hembras fenotipicas o hermafroditas
(8). En el ratén el Sox-9 se expresa en la gdnada indiferenciada tanto en machos
como en hembras a los 10.5 d.g. Posteriormente a los 11.5 d.g. esta presente en
las génadas XY perc no en los ovarios. Este patron de expresiéon se mantiene

hasta la etapa postnatal (9}.

(%)



Diferenciacion morfoldgica de ia gonada

Goénada indiferenciada

El primordio gonadal se forma en la superficie ventral o medial del
mesonefros a lo largo de su eje longitudinal a partir de la condensacion del
mesénquima y de las células epiteliales en esa regidn {10). Las células
germinales primordiales (CGP) en el ratéon se localizan, inicialmente, en el
endodermo y el mesénquima vecino del saco vitelino y del alantoides a los ocho
dias de gestacion {11). Posteriormente fas CGP migran a través del mesenierio
del intestino posterior hacia ta cresta genital usando lamelipodios y dividiéndose
mitdticamente. Las células mesenquimaticas y las del epitelio celémico empiezan
a proliferar cuando llegan tas CGP, con lo que se forma una estructura compacta
liamada blastema gonadal (10). Las células del blastema gonadal empiezan a
organizarse para formar agregados epiteliales con uniones interceiulares
especificas y rodeados por una membrana basal. Es dentro de estos cordones
sexuales donde se localizan las CGP (12). Fuera de los cordones, en ta region del
estroma, hay células de lipo mesenguimatico y vasos sanguineos que irrigan a lo
que ahora se denomina la génada indiferenciada, la cual es morfoldgicamente
similar en machos y hembras. En el ratén®, dependiendo de la cepa con la que se
trabaje, la formacion de la gonada indiferenciada ocurre entre los 1.0y 11.5d.g.
{cepa CD 1, en la cepa B6 la gonada indiferenciada se establece entre los 11.0 y
12.5d.g. (13).

*Nota: el desarrollo embrionario de las génadas de las ratas esta retrasado un dia con respecto al

de los ratones



Diferenciacién sexual del testiculo

Los primeros cambios que llevan a la diferenciacion estructural de la
gbnada indiferenciada se detectan en individuos genéticamente machos por una
invasion y proliferacion de tejido mesenquimatico y de vasos sanguineos de la
regién del mesonefros y por un mayor compactamiento de los cordones sexuales.
Estos cambios, que en el ratdn se inician a los 12 d.g. y que siguen un gradiente
de diferenciacion celular desde el éarea media hacia los polos caudal y craneal de
la génada, conducen a la separacién gradual de los cordones sexuales del
epitelio superficial del testiculo (10).

Las celulas epiteliales de |a superficie de la génada se aplanan para formar
una capa continua sobre una membrana basal compuesta, en la rata, de laminina,
colagenas tipo IV y V., heparan suifato y fibronectina (14, 15). Ademas algunas
células mesenquimaticas en la corteza se diferencian a fibroblastos, los cuales

sintetizan colagena tipo 1l y luego la tipo IV (16).

Cordones sexuales

Cuando los cordones sexuales se localizan en la médula del testiculo se
denominan cordones seminiferos y posteriormente al adquirir un lumen se
designaran como tubos seminiferos (10).Las células que constituyen a los
cordones seminiferos son las celulas de Sertoli y las CGP (proespermatogonias).

Las celulas de Sertoli se caracterizan porque adquieren una forma irregular

y colonizan ta perferia de los cordones. Se han descrito diferentes tipos de



uniones intercelulares entre las células de Sertoli, entre ellas estan las uniones
estrechas |, las uniones ocluyentes y ios desmosomas (17,18).

El principat producto secretado por las células de Sertoli en etapa fetal es
la hormona antimlleriana (AMH) conocida también como hormeona inhibitoria de
los conductos de Mualler (MIS), que induce la regresidon de! conducto
paramesonéfrico o de Muller (19). En ausencia del MIS el conducto de Muller
formaria e! aviducto, el Ulerc y el tercio superior de la vagina. El MIS es una
glucoproteina de 140 kiloadaitones (kDa) que pertenece a la familia del factor
transformante del crecimiento tipo B (TGF-B) (20). Su mecanismo de accién y su
regulacion no se han definido. Sin embarge, se ha demostrado, in vitro, que una
region de 2 kilobases en el gene del MIS del ratdn, conocida como elemenio
regulador del MIS-1 (MIS-RE-1), interactta con el factor esteroidogénico | (SF1).
La expresion de transcritos para el SF-l se observa en testiculos de raton
coincidiendo con la del MIS y la regresion del conducto de Muller. Estos datos
aunados a la baja expresion de transcritos para el SF-1 y la practicamente nula
presencia del MIS en ovarios fetales implicaria una interaccion entre el MIS y el
SF-1 en el proceso de diferenciacion testicular (21).

El SF1 es una proteina que pertenece a la familia de los receptores
nucleares huerfanos y que interacciona con elementos promotores en |0s genes
de las hidroxilasas de esteroides para regular su expresion (22). Se ha
demostrade ademas que el SF1 podria estar involucrado en el desarrollo de las

goénadas, de las glandulas adrenales y del cerebro (23).
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Espermatogonias

Las celulas germinales se denominan espermalogonias cuando se
encuentran embebidas en los cordones sexuales. Las espermatogonias se
localizan inictalmente al azar entre las células de Sertoli y posteriormente entran
en un periodo de proliferacion para moverse hacia la periferia de los cordones
(24). Entre las células de Sertoli y las espermatogonias hay desmosomas y
contactos adherentes focales {18), Estos tipos de contactos celulares podrian
estar involucrados en la estabilizacion de las interacciones de las céiulas de

Sertoli y las espermatogonias.

Intersticio testicular

Fuera de los cordones sexuales, la region intersticial conliene células
mesenquimaticas indiferenciadas, fibroblastos, macréfagos, células de Leydig, y
vasos sanguineos.

En la rata, las células mesenquimatosas contienen vimentina y desmina
(15). Algunas de eslas células se diferencian a fibroblastes, los cuales producen
la colagena tipo (Il (16). Los macréfagos en el testiculo fetal de la rata se
diferencian a los 19 d.g. (25) y se localizan junto a las células de Leydig.

Las celulas mioides se unen entre si por medio de uniones adherentes y se
localizan alrededor de los cordones sexuales formando una capa continua. Se ha
propuesto que estas celulas podrian estar relacionadas con la formacion de la

matriz extracelular y en la diferenciacion de las células de Sertoli {26).



Células de Leydig

La diferenciacidon de las células de Leydig se inicia después de la
formacion de los cordones seminiferos. Hay al menos dos generacicnes de
células involucradas en el desarrollo de las células de Leydig en los mamiferos.
Las fetales que son responsables de la sintesis de androgenos para inducir la
diferenciacion de los genitales masculines y las de la fase postnatal que se
encargan de mantener las caracteristicas sexuales masculinas (27).

En la rata las células de Leydig aparecen primerc como células
individuales, pero hacia el término del desarrollo fetal forman grupos de células

muy juntas con "parches" de membrana basal a su alrededor (28).

Sintesis de esteroides en el testiculo fetal

El sustrato mas imporiante para la formacion de las hormonas esteroides
en el testiculo, al igual gque en otros tejidos esteroidogénicos, es el colesterol, el
que puede sintetizarse de novo a partir de acetato {en forma de acetil-Coenzima
A) o integrarse a la célula a través de las lipoproteinas plasmaticas. Las células
de Leydig almacenan el colesterol en forma de gotas de lipidos, las cuales son
utilizadas al incrementarse la sintesis de andrdgenos (27). En el testiculo
emprionario del raton (cepa B6) se ha detectado el acido ribonucleico mensajero
{RNAmM) para las enzimas 20,22 desmolasa (P450scc), 3-B hidroxiesteroide

deshidrogenasa, 17-o hidroxilasa {P450c17) y aromatasa P450 {P450arom)



involucradas en la sintesis de esteroides desde antes de que se diferencie
estructuralmente este érgano (13 d.g.} (29).

Los principales estercides secretados por las células de Leydig son los
androgenos, de los cuales la testosterona es el mas importante para el aparalo
reproductor masculino, Después de ser sintetizada por el testiculo fetal esta
hormona es convertida, por medio de la 5 a-reductasa, en dihidrotestosterona la
cual es responsable, entre otras cosas, de la diferenciacién de la uretra, la

prostata y los genitales externos en los machos (2).

Papel del mesonefros

Las gonadas de machos y hembras se desarrollan en estrecho contacto
con {a superficie interna del mesonefros, el cual es el érganc precursor de los
rifiones postnatales. Al diferenciarse el testiculo, tos conductos mesonéfricos
forman los conductos de Wolf y se piensa que también contribuyen a la
organizacion del refe testis y del refe ovari {30). Se ha propuesto que en los
mamiferos, durante la diferenciacidn gonadal, las células del mesonefros
colaboran a la formacidn de la estructura del testiculo y del ovario por medio de la
migracion celular y/o por la secrecion de diversos factores aun no caracterizados

(30, 31, 32).

Diferenciacion sexual del ovario
Los resullados de investigaciones recientes parecen indicar que la

diferenciacion embrionaria del ovario en los mamiferos quiza no sea un proceso



pasivo o que carezca de la actividad genética y bioquimica del testiculo. A la
fecha se han identificado 3 genes que podrian participar en el desarrollo del
ovario. Uno es el Sox-3, cuya proteina puede unirse a la secuencia blanco del
Sry. Esto sugeriria que el Sox-3 y el Sry compiten por el mismo sitio de unién. El
Sox-3 puede inducir el desarrollo del ovario activando a ofros genes o
suprimiendo |a diferenciacion testicutar al inhibir la expresién del Sox-9 (33). Otro
de los genes que posiblemente esté involucrado en el desarrollo del ovario es e
denominado Dax-1. En humanos, genotipicamente XY, la presencia de dos copias
de una pequefa regién del brazo corto del cromosoma X hace que no se
desarrollen los testiculos, lo que llevd a proponer que esa regién contenia un
gene gue competia con el Sry y que era importante para el desarrollo del ovario
(34). Esta region se denomind "DSS” (del inglés dosage sensitive sex reversal) y
de eila se clond al gene DAX-1. La proteina del DAX-1 esta relacionada
estructuraimente con la familia de los receptores nucleares huérfanos. La
deficiencia en la expresion del DAX-1, debida a deleciones o mutaciones
puntuales, causa la hipoplasia adrenal congenita que se caracteriza por una
insuficiencia de las glandulas adrenales y un hipogonadismo hipogonadotrapico
(34). En ralones, el Dax-1 se expresa en la gdnada indiferenciada de machos y
hembras a los 11.5d.g A los 12 d.g. disminuye su expresion en los machos y en
las hembras continua expresandose hasta los 12.5 d.g. Dos dias después sélo se
detecta en la region del ovario que esta adyacente al mesonefros (35). El otro
gene asociado a la diferenciacién ovarica es el denominado Wnt-4 que pertenece

a la familia de proteinas Wnt que son importantes para el desarrollo de diversos




organismos como ratones, Drosophila, Caenorhabditis elegans o los seres
humanos (36). Estan involucradas en funciones tan diversas como la induccién
embrionaria, la generacion de la polaridad celular o el origen de ciertos tipos de
cancer en los humanos {36). El gene Wnt-4 se expresa en las gdnadas
indiferenciadas de machos y hembras entre los 9y 11.5d.g. A los 12 d.g. deja de
expresarse en los machos y contindia en las hembras. Se ha propuesto que el
Wnt-4 regula el desarrollo del conducto de Maller, modula negativamente la
esteroidogénesis y participa en el crecimiento del ovocito (37).

A diferencia del testiculo, el ovario inicia su diferenciacion morfolégica mas
tardiamente. El evento que sefiala el inicio de este proceso es la aparicion de
células sométicas y capilares sanguineos en el extremo dorsal de la gonada (38).
Esta diferenciacion se inicia en los remanentes de los tubulos mesonéiricos, las
cuales estan en continuidad con grupos de células epiteliales de la gonada para
formar el refe ovari (39). A partir de esta zona crecen los ovocitos primarios
rodeados por células somaticas organizadas en forma de epitelio cubico y
rodeadas por una lamina basal. Los ovocitos entran en un periodo de intensa
actividad mitdtica y presentan puentes intercelulares gue los unen entre si y que
resultan en la formacion de estructuras simiares a sincicios (39). Estos puentes
se forman porque las mitosis no se completan (hay cariocinesis pero no
citocinesis) y es a través de ellos que existe un flujo continuo de organelos e
informacion de una célula a otra para que la maduracion de lgs ovocitos continde
de manera sincronica hasta que entran a la profase de la primera division

meiotica entre los 13 y 15 d.g. (40). Se desconocen las sefales que controlan el



inicio de este proceso,sin embargo, se ha propuesto que después de que las CGP
llegan a la cresta genital hay una reactivacion de un cromosoma X. Ademas
tambien se sabe que las CGP pierden su capacidad de proliferar antes del inicio
de la meiosis. Aunque estos evenlos pudieran necesitar de estimulos
provenientes del ovario, el inicio de la meiosis es aparentemente independiente
de sefiales externas y ocurre en todas las células germinales a menos de que se
expongan a una sefal inhibitoria (41). A los 17/18 d.g. la meiosis se suspende y
los ovocitos permanecen en el dipldteno de |la profase de la primera division
meidtica (38). La interrupcion de la meiosis trae consige cambios morfologicos
que se mantienen hasta que ésta se reinicia en etapa adulta (en ia pubertad).
Estos cambios incluyen la desaparicidon de los puentes intercelulares, la
individualizacion de los ovocitos y un incremento en su tamano.

El proceso de foliculogénesis, esto es, la formacion de los foliculos
primordiales, se inicia en la etapa embrionaria y puede dividirse en 3 fases. La
primera ¢ de ovocito se caracteriza porque dentro de los cordones sexuales hay
grupos de ovocitos que estan en contacto directo entre ellos rodeados por células
epiteliales y separados de las células del estroma por una delgada lamina basal.
En ta fase il o epitelial los ovocitos estan separados por células epiteliales dentro
de los cordones sexuales. Durante la fase Ill, también denominada estromal, los
ovocitos junto con sus células epiteliales adheridas y la membrana basal estan
separados por tejido infersticial. Las fases | y Il se observan a los 15 d.g. y a los

17 d.g. empiezan a hacerse evidentes los ovocitos en fase tll. Las fases |l y Ili



inician después de que comienza la meiosis y la mayor parte de los ovocitos en ia

fase estromal estan en {a profase | del proceso meidtico (42).

Regulacion postnatal de las funciones gonadales

La hormona estimulante del foliculo {(FSH) y la hormona luteinizante (LH),
ambas sintetizadas en la hipdfisis anterior, regulan diversos procesos en la
gbnada postnatal de los mamiferos.

La FSH (al igual que la LH) es una glucoproteina compuesta por 2
subunidades, la alfa y la beta, que son cadenas polipeptidicas sencillas unidas
por enlaces no covalentes y que tienen carbohidratos unidos en uno o mas sitios.
La subunidad alfa es comun para la FSH, LH y TSH de la misma especie,
mientras que la beta es especifica para cada hormona y es la responsable de la
actividad bioldgica (2).

La FSH estimula el desarrolle folicular en el ovario y en particular el de las
células de la granulosa. Junto con ta LH preparan al foliculo para la ovulacion y la
luteinizacion. Especificamente estimula la produccién de la progesterona y de la
aromatasa que convierte la testosterona a estradiol (2).

En los testiculos la FSH actua sobre las células de Sertoli para estimular su
proliferacion y sobre el epitelio germinal para promover |a divisién celular en las
espermatogonias y mantener la espermatogénesis {2)

En los testiculos ia LH estimula la sintesis de testosterona en las células de

Leydig (2}.



El control de 1a sintesis y 1a secrecion de ambas hormonas esta regulado
por una retroalimentacion entre las hormonas esteroides sexuales, proteinas
come la inhibina y la activina y péptidos hipotatamicos (GnrH) en o que se
denomina eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada (2).

El desarrollo de las funciones de la gdnada necesita ademas de las
hormonas mencionadas, de interacciones iocales (paracrinas, autocrinas) entre
las células para regular el crecimiento y la diferenciacion gonadal (43). Se han
detectado diversos factores de crecimiento en el testiculo y et ovario que pudieran
intervenir en las funciones de estos drganos, Entre estos moduladores esta el
factor de crecimiento similar a insulina | (IGF-l) que se ha demostrado que es
necesario para el desarrcllo normal de los aparatos reproductores masculino y

femenino del raton.

Caracteristicas del IGF-1

Estructura del gene del IGF-I

E! gene que codifica para el IGF-l se ha caracterizado en e! humano, la
rata, la oveja, el pollo y el salmon (44); v se ha aislado el DNAc del raton, el
cerdo, la vaca, el cobayo y de Xenopus (44). En los mamiferas los genes tienen
seis exones, cinco intrones y al menos dos promotares. Los excnes 1 y 2
codifican para las regiones alternas 5' no traducidas (5'UTR) y para los codones
de inicio de la traduccidon, los que estdn junto al marco de lectura abierto
iocalizado en ios exones 3 y 4 y probablemenie codifican también para los

péptidos sefal divergentes. El exon 3 codifica para el resto def péptido sefal y



parte del dominio B del péptido maduro. El exon 4 codifica el resto del dominic B y
los dominios C, A y D vy la regién amino terminal del péptido E. El exon 5 codifica
para una parte del péptido E. En todos los genes del IGF-I el exon 6 codifica el
extremo carboxilo terminal de! péptido E y la region 3'no iraducida (3'UTR)
(45,46).

El analisis del DNAc del IGF-l de ratdn evidencid que existen al menos dos
formas precursoras del IGF-i (A y B), las cuales difieren en el tamafo y secuencia
del extremo carboxilo terminal. Las secuencias de los péptidos senal, e! IGF-! y
los primeros 16 aminoacidos del extremo carboxilo terminal o dominic E de ambos
precursores son iguales. La diferencia en la secuencia resulta de |la presencia, en
la forma B de la prohormona, de una insercién de 52 bases la cual induce un
fragmento de 17 aminodcidos en el extremo carboxilo terminal y provoca un
desplazamiento en el marco de lectura del RNAm originando posiblemente otfro
tipo de mensajerofproteina. También se encontraron variaciones en las regiones
5UTR y en los sitios de poliadeniiacion (47). Estos datos sugieren que la
estructura del gene del IGF-| en raton podria ser mas compleja que en otras

especies.

Caracteristicas biogquimicas del IGF-l

El IGF-1 es un peptido parecide en su estructura y en muchas de sus
funciones a ta insulina ( estimulacion de la captacion de glucosa y glucogeno,
sintesis de lipidos en el {ejido adiposo, sintesis de proteinas, DNA, RNA vy

proliferacién celular). Se e conoce también con el nombre de somatomedina-c



porque inicialmente fue reconocido coma mediador de las acciones de la hormona
de crecimiento o somatotropina (GH) (48). En el plasma sanguineo de un ser
humano adulto normal, la concentracion de este péptido varia entre 200-700
ng/ml (49).

El IGF-I estd constituido por una sola cadena de aminoacides. Contiene
tres puentes disulfuro y pesa 7.5 kDa. Consta de los dominios peptidicos B, C, Ay
D, de los cuales los dominios A y B son homolegos estructurales de las cadenas
Ay B de la insulina. El dominio C es analogo dei péptido conector C de la
proinsulina y el dominio D no esta presente en la insulina (50). El IGF- tiene
ademas un dominio E, predicho de la secuencia de su DNAc (47). Ese dominio es
cortado durante el procesamiento de la prohormana del IGF- y se ha sugerido
que permanece en circulacion, aungue se desconoce su posible funcién {51).

En las especies en las que se ha estudiado |a secuencia de aminoacidos,
ya sea por analisis directo de la proteina o por deduccidn de su secuencia a
partir del DNAc, el IGF-| tiene 70 residuos de aminoéacidos (47).

Se ha identificado diversas variantes del IGF-I (en el cerebro de embriones
humanos, en el calostro de bovinos y en el Utero de porcinos). Una de ellas
carece de ios primeros tres residuos de aminoacidos en el exiremo amina terminal

y liene una potencia bioldgica mayor que la forma completa {52).

Sintesis
El érgano principal que sintetiza el IGF-I en etapa postnatal es el higado.

Sin embarge, otros érganos como ei 1ifdn, el Utero, &l ovario y el pulmon también
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lo producen, aunque en menor cantidad. La sintesis de este factor en el higado
esta regulada por la GH y diversos estudios lo sefialan como mediador de las

acciones de esta hormona {44).

Transduccion de seiales a través del receptor para el IGF-|

Receptor para el IGF-l

Los efectos celulares del IGF-I son mediados por 1a union de este péptido a
su receptor. Este esta formado por 2 cadenas alfa y dos cadenas beta (53). La
especificidad de unién del ligando estd conferida por las regiones ricas en
cisteina del dominio extracelular de las subunidades alfa, mientras que la
actividad de tirosina cinasa reside en los dominios citoplasmicos de las cadenas
beta (53).

Transduccidn de sefnales

In vivo, 1a union del IGF-1 causa la fosforilacién de su receptor (54,55). Se
sabe que 1a unién del IGF-I a éste hace que se fosforile, en los residuos de
tirosina, un substrato proteico de 185 kDa, al cual se le ha denominado substrato
receptor | para la insulina {IRS-1) (56). El analisis del DNAc del IRS-I reveld que
contiene 21 sitios potenciales de fosforilacion en residuos de tirosinas, seis de los
cuales se encuentran en la secuencia YMXM., estructura de reconocimiento que
sirve de unién a proteinas que tienen dominios de hamelogia 2 con src (SH2) (el
dominio deriva su nombre de su parecido con la region 2 en ia cinasa de tirosina
codificada por el oncogene src del sarcoma de Rous de las aves) {57). El IRS-I

después de fosforilado puede unirse al menos a dos proteinas que contienen



dominios SH2 y que funcionan en cascadas de propagacion intracitopiasmica de
sefiales: las subunidades reguladoras de pB85 de la cinasa del fosfatidilinosito!-3
(P13) (58) v la proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento {Grb2) (59).
En el caso de la activacién de la cinasa PI3 se formaria posteriormente el
trifosfato de inositol que serviria como sefal para el crecimiento celular. Si el

IRS-1 se asocia a Grb2, el oncogene Ras quedaria activado.

Proteinas de unidén

El IGF-I se encuentra en la circulacidn sanguinea y en el espacio
extracelular frecuentemente unido a miembros de una familia de proteinas
denominada proteinas acarreadoras de los IGFs (IGFBPs) (60). Se han clonado y
secuenciado seis de eslas proteinas, las cuales tienen un parecido estructural
entre ellas y unen especificamente al IGF-I. Se ha propuesto que las IGFBPs
tienen cuatro funciones generales gque son esenciales para coordinar y regular las
actividades biologicas de este factor. Estas funciones son: transportar al IGF-1 en
el plasma y controlar su acarreo desde el espacio vascular; prolongar su vida
media y regular su degradacion metabdlica; proporcionar una forma de
localizacién especifica para ciertos tejidos o células y modular directamente la
interaccion del IGF-| con su receptor. Ademas se ha reportado que las IGFBPs
pueden tambien tener efectos directos sobre ciertas funciones celulares como

nhibir o polenciar las acciones de los IGFs (61},



Funciones de los IGFs

Los efectos que ejerce el IGF-1 in vitro sobre diversos lipos celulares
pueden ser a corto plazo (catabolismo de proteinas y carbohidratos) o a largo
plazo {duplicacion y diferenciacion celular).

El IGF-i es un péptido mitogénico que induce |a expresidn celular de c-fos,
protooncogene asociado con procesos de proliferacién y diferenciacion celular
(62). In vitro, la funcidn mas estudiada del IGF-| es la estimulacién de la sintesis
de DNA y la replicacion celular. Se ha demostrado, sobre todo en fibrobtastos,
que el IGF-l1 es un factor de progresion en el ciclo celular (63). Células
quiescentes en la fase Gp pueden ser inducidas a entrar a la fase G, por los
llamados factores de competencia, entre los cuaies estan el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el faclor de crecimiento de fibroblastos de tipo
basico (bFGF). El tratamiento solamente con uno de estos factores hace que las
células se detengan en G, . Si se incuban con el IGF-Ii y uno de las factores de
competencia, las células avanzan en las fases del ciclo celular, sintetizan DNA y
proliferan {63). Ademas el IGF-I induce l1a sintesis de la ciclina Dt en células
derivadas de osteoblastos (64). El IGF-I estimula tambigén una respuesta
mitogénica en los condrocitos, las espermateogonias, las celulas de Sertoli, etc.
(61). Asimismo, se ha propuesto que el IGF-| inhibe la apoptosis en células
hematopoyéticas humanas (65).

Los IGFs también pueden promover la diferenciacidn de los mioblasios, los
osteoclastos, los condrocitos, los adipocitos y los osteoblastos (80) y ademas

regular ta secrecion hormonal de diversos tipos celulares (61).
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Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso central la expresion
del IGF-l en las neuronas y en varias regiones del cerebro coincide
temporalmente con periodos de proliferacion en las células precursoras de las
neuronas. Esto, aunado a que se sabe que el IGF-| estimula la proliferacion yio la
sobrevivencia de neuronas y oligodendrocitos en cultivo y que los ratones
transgénicos que sobreexpresan el IGF-I tienen un sobrecrecimiento cerebral sin
anormalidades anatémicas sugiere que e! IGF-l puede influir en el desarrolioc de

casi todas las regiones del cerebro (66).

IGF-l en los testiculos y los ovarios postnatales

tnicialmente la proteina del IGF-| y su receptor se detectaron en extractos
totales de testiculos de ratas adultas (67,68,69). La presencia del IGF-l se ha
analizado en el medio de cultivo de células aisladas de Sertoli (70), Leydig y
peritubulares (71,72). Por inmunchistoguimica el IGF-l y su receptor se
localizaren en células de Sertoli, espermatidas y espermatocitos secundarios en
testiculos humanos (73). En otro estudio sélo se detectd el RNAm para el factor
de crecimiento similar a insulina tipo I} (IGF-il) y 1as IGFPs 2 a 6 (74).

Durante las primeras dos semanas del desarrolle postnatal el IGF-I esta
presente en células espermatogénicas, de Sertoli y de Leydig en testiculos de
ratas {75). Entre la tercera y cuarta semana postnatal la sefial del IGF-I disminuye
en las células de Sertoli y las de Leydig v en los testiculos de ratas adultas sdlo

esta presente en los espermatocitos en paquiteno y las espermatidas (75).
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La expresion del RNAm para el IGF-l se analizd en testiculos de ratas
adultas y se encontrd gue sintetizan transcritos de 7.5, 47, 1.7 yde 1.2a09Kb
(76,77). También se ha observada que en los testiculos de ratones de 14 dias
post partum (d.p.p.) los transcritos para el IGF-I se localizan exclusivamente, de
forma difusa, en el compartimiento intersticial. Después, a los 35 d.p.p., solo las
espermatidas sintetizan transcritos para el IGF-1. Tanto a los 14 como a los 35
dpp. el RNAm del receptor del IGF-l se detectd en células de Leydig,
peritubulares y ocasionalmente en espermatogonias (78).

E! analisis de diferentes drganos (pancreas, higado y cerebro enire otros)
de ratones transgénicos para el IGF-1 mostrd que los testiculos tienen el nivel mas
alto de expresidn para este factor (79).

La regulacion del IGF-i en el testiculo es mediada por diferentes hormonas
y no esta completamente caracterizada. En testiculos de ratas
hipofisectomizadas, la LH, la #SH y la GH incrementan {a produccion del RNAmM
para el IGF-l. Por el contrario el RNAm para el IGF-Il no se modifica con el
tratamiento de estas hormonas (B0). Se ha sugerido que |la combinacién de la GH,
la FSH y la testoslerona regulan los niveles del IGF-l en testiculos de ratas
hipofiseclomizadas y tratadas con EDS (sulfonato de etano dimetano, compuesto
quimico que destruye a las células de Leydig). Si estas hormonas se aplican por
separado no tienen el mismo efeclo, lo cual podria indicar que la sintesis de estos
factores es compleja e involucra a otros reguladores pardcrinos, autdcrinos o
endacrinos (81). Otro de los factores que pudiera participar en la regulacion del

IGF-I en testiculos de ratas es el retinol {82).
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Se ha demostrado que el IGF-| estimuia la incorporacion de timidina tritiada
en celulas de Leydig (83) y de Sertoli {84), io cual sugiere que podria estar
involucrado en la proliferacion de éstas e influir en el desarrollo de las células
precursoras de los gametos. Al IGF-l también se le ha adjudicado el papel de
modulador de la esleroidogénesis en celulas de Leydig inmaduras porque
incremento la sintesis de testosterana (85, 86).

En un cultivo primario de células de Leydig de cerdo el IGF-l estimula la
produccion de testosterona e incrementa e! RNAmM para el receptor a la LH vy el
nivel de los mensajeros para las enzimas 20, 22 desmolasa y 17-x hidroxilasa
debido a que aumenta la velocidad de transcripcion de estos genes. Por el
contrario los factores EGF (Factor de crecimiento epidérmico), bFGF y TGFp-1
disminuyen la produccion de testosterona, el RNAm para el receptor a la LH y el
nivel del mensajero para la 17-a hidroxilasa. Debido a estos resultados se
propuso que estos factores podrian regular parcialmente la capacidad
esteroidogénica del testiculo (87).

Una forma de conocer la funcidn que tiene cierta proteina es la de
intervenir en la secuencia del gene que la codifica y después analizar el efecto
fenotipico de esta ablacién. Con la finalidad de definir ias funciones de los
componentes de ia familia de los IGFs se hicieron mutaciones nulas dirigidas en
los genes del IGF-I, IGF-Il y el receptor del IGF-l y se encontraron deficiencias en
el crecimiento (88) y en la viabilidad de estos ralones {89,90). Un hallazgo
importante abservado en estos animales fue que en los ratones homocigotos (los

que sobreviven) la mutacion en el gene del IGF-| provoca alteraciones en el
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aparato reproductor de machos y hembras (78). Ambos sexos son infértites y
carecen de conducta sexual. Los machos no presentan comportamiento agresivo
al colocarlos junto a otros machos. Las hembras no entran en etapa de estro. En
los machos los {esticulos tienen un tamano menor del 28 % de los normales y la
concentracion de testosterona en el suero esta disminuida en un 92 %. A nivel
histologico los testiculos tienen apariencia normal pero cuando se analizan las
celulas de Leydig con el microscapio electronice se observa que tienen un retraso
en su desarrollo ya que las numerosas inclusiones lipidicas citoplasmicas qgue
presentan no estan rodeadas por pilas concéntricas de membranas del reticulo
endoplasmico que son tipicas de las células involucradas en la sintesis de
esteroides (78). Otra caracteristica es la presencia de gran cantidad de particulas
de glucdgeno dispersas por el citoplasma, lo cual es tipico de células
indiferenciadas. Estas observaciones llevaron a proponer que a pesar de que los
testiculos analizados corresponden a animales de mas de 35 d.p.p el estado de
diferenciacion de las células de Leydig corresponde a una etapa entre los 10y 14
d.p.p.. El epididimo, los conductos deferentes, la vesicula seminal y la prostata
son vestigiales. A pesar de la disminucidén en el tamano del epididimo los
espermatozoides capacitados fertilizan in vifro ovocitos de hembras normales
(78).

Los ovarios de los ratones con [a mutacion nula para el IGF-1 tienen un 25
% del peso del ovario normal. contienen foliculos primanos, secundarios vy
antrales pero escasos y pequenos foliculos de Graaf y ademas carecen de

cuerpos luteos. La concentracion de estradiol en el suero de estas hembras es ia
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mitad de la de las normales. Su Utero estd poco desarrollado y no ovulan al
inyectarles PMSG y hCG (78).

En el ovario postnatal del ratén el RNAm (dectado por RT-PCR) del 1GF-|
se expresa desde 1 hasta cuando menos 40 d.p.p. y la proteina se detecta hasta
los 14 d.p.p. en el compartimiento de las células de la teca (91). El RNAm se
expresa en las células de la granulosa de los foliculos en crecimiento mientras
que el receptor para el IGF-I se expresa en las células de Ia granulosa de todas
los foliculos (78). Estos datos podrian indicar que el mensajero del IGF-1 en el
ovario postnatal del ratén se sintetiza y traduce en las céiulas de la granulosa y
que actua de forma paracrina en las células de la teca.

El estudio del sistema del IGF-l en el ovario del ratén mostrd ademas que
este organo sintetiza las IGFBPs 2 a 5, que el RNAm de la IGFBP 2 se localiza
en las células de la granulosa y que el IGF-{ inhibe la sintesis de la I GFBP-4. En
cultivo de células este péptido junto con la FSH estimula la esteroidogénesis y

algunas de las |GFBPs {(IGFBP-2 y 3) tienen actividad antigonadotrdpica (92).

IGF-l en los testiculos embrionarios

La insulina o el IGF-l promueven que las gbénadas indiferenciadas y
genotipicamente XY, despues de 7 dias de cultivo en medio libre de suero, se
diferencien a testiculos e incrementen su produccidn de testosterona. Estos
factores no tienen el mismo efecto sobre las gonadas ya diferenciadas (12 d.g.) y

en cultivo {83).



Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo embricnario de la génada de los mamiferos esta influido por
diferentes factores. Asi, si en el embridn estd presente la carga genética del
cromosoma Y, la gonada se diferenciara como testiculo inducida por el Sry y
todos los genes regulados por este, Por otra parte, se ha demostrado que la
interrupcion del gene del IGF-I provoca alteraciones importantes en el desarrollo y
la funcién de los aparatos reproductores masculino y femenino del ratdn en etapa
postnatal. Sin embargo, no se ha determinado si este factor esta o no presente y
cual seria su funcién en las gonadas durante la etapa embrionaria. Debido a la
poca informacidon acerca de las funciones del IGF-lI durante el desarrollo
embrionario de las gonadas y como un primer paso para diucidar su funcion se

plantea este proyecto de investigacidn con la hipétesis y los objetivos siguientes.

IV HIPOTESIS
El IGF-l es sintetizado desde etapas tempranas en las g6nadas

embrionarias y es posible que ademas el mesonefros también exprese este factor
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V OBJETIVOS

1.- Analizar la expresion embrionaria del RNAm del IGF-lI en ia gonada
indiferenciada (10 y 11 d.g.) y en los testiculos y ovarios de los 12 a los 17 d.g.
(gonada diferenciada).

2.- Establecer si el RNAm de este factor se expresa en el mesonefros a los
11,12 14 y 17 d.g. en ambos sexos.

3.- Identificar el tipo celular en el que se localiza [a proteina del IGF-1 en |a

gbnada indiferenciada a los 11 d.g..



MATERIAL Y METODOS
Reactivos quimicos

Paraformaldehido, Aldrich. USA. Acrilamida, azul de bromofenol, N, -N'-
metilen-bis-acrilamida, persulfato de amonio, Bio-Rad Lab., USA. Pronasa,
Boehringer Mannheim, USA. Cloranfenicol, Compaiiia medicinal La Campana,
Mexico. Triptona, Difco, USA. Ticcianalo de guanidina, Sarkosyl,
dietilpirocarbonate (DEPC), Fluka, Suiza. Fenol, Nick translation System, Random
Primers System, Gibco BRL, USA. Acetato de sodio, acido bérico, alcohol
isoamilico, citrato de sodio, cloruro de calcio, cloruro de sodio, etanol, fosfato de
sodio mono y dibasico, formaldehido, formamida, hidréxido de sodio, isopropanal,
metano!, sulfato de cobre pentahidratado, J.T.Baker,México. Carbonato de sodio,
cloroformo, reactivo de fenoi seglin Folin-Ciocalteus, tartrato de sodio y potasio.
Merck, México. Acido etilendiaminotetracético dihidratado (EDTA), acido
morfolinopropanosulfénico (MOPS), agarosa, albumina sérica bovina, sal disddica
de ampicilina, bromuro de etidio, DNAasa, dodeciisulfato de sodio, Ficoll, glicerol,
glicing,lisozima de huevo de galiina, 2-f-mercaptoetanol, RNAasa, sulfato de
dextran, NN N’,N’-tetrametiletilendiamina, trishidroximetilaminometano, Triton X-
100, Tween-20, Sigma, USA.

Para preparar todas las soluciones se uso agua desionizada y en el caso
de las técnicas que involucraron trabajar con RNA las saluciones se hicieron con
agua-DEPC (agua desionizada tratada con DEPC al 0.1 % y esterilizada a una

presion de 120 libras/pulgada 2).



Animales

Se usaron ratones de 5 a 7 semanas de edad de la cepa CD 1, los cuales
se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas con
ciclos de 12 horas (h) de luz y 12 horas de oscuridad, con alimento para ratones
(Mouse Diet 5051, Lab Diet, PMI Feeds Inc.} y agua ad fibiturn. En |la colonia la

duracion del periodo de gestacidn de estas ratones es de 18 dias.

Muestras biolégicas

Para obtener los embriones de las diferentes edades se colocd, en una
caja de polipropileno, a un macho con una hembra durante toda una noche y se
revisd la presencia o ausencia de! tapdén de semen en |a hembra a la manana
siguiente entre las oche y diez de la madana. El dia que se visualizo el tapon se

definid como el dia cero de gestacion,

Aislamiento de los 6rganos

Las hembras prenadas se mataron por dislocacion cervical y se extrajeron
los embriones por histerectomia. Con un bisturi se hizo un corte sagital al embrién
que abarcé de la dltima costilla a la regidn inginal. Los organos se extrajeran par
microcirugia bajo un microscopio de diseccion (Leica, StereoZoom & Photo) vy se
procesaron de acuerdo a las diferentes técnicas. Para carroborar la edad de
gestacién se compard el desarrolle de la extremidad anterior o posterior de cada

embrion con los estadios de las mismas previamente reportados (94).



Determinacion del sexo genético

El sexo cromosémico de los embriones de 10y 11 d.g se determiné por Ia
amplificacion, a través de la PCR, del gene Sry (95) a partir del DNA extraido (96)
de todo el embrion después de haber aislado los complejos urogenitales. 0.5
microgramos de DNA (en un volumen de 5 ) s& desnaturalizaron cinco minutos
{min} a 95 °C y se colocaron en hielo. Posteriormente se le adicionaron 45 ul de
una solucion que contenia 1.5 mM de cada uno de los siguientes
desoxinucledtidos: dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Perkin Elmer, USA), Tris-HCI 50
mM pH 9.0, (NH4)S0. 15 mM, MgCl, 7mM, Nonidet P-40 0.05 %, 0.17 mg/ml de
albumina sérica bovina, 500 ng de cada oligonucledtido (Cuadro 1), 1.0 unidad de
la polimerasa de DNA AmpliTag® (Perkin Elmer, USA) y agua-DEPC. Las
muestras se incubaron en un ciclador térmico Perkin Elmer 9600 con un programa
de 30 ciclos. Cada ciclo incluyd las siguientes temperaturas y tiempos:
desnaturalizacion a 94 °C 30 segundos {seg), alineamiento a 60 °C por 1.0 min. y
sintesis a 72 °C por un min. Como control negativo se omitié la presencia de DNA
y se amplificdé DNA de ovario de ratéon adulto. Et control positivo incluyg la
amplificacion del Sry de testiculo de raton adulto y de ia enzima Hprt (hipoxantina
fosforibosil transferasa). El tamafo esperado del producto de la PCR def Sry es

de 266 pb y el de la Hprt de 352 pb.



Sexado de los embriones de 12a 17 d.g.

El sexoc de los embriones de los 12 a los 17 d.g. se identificd bajo un
microscopio de diseccion de acuerdo a los siguientes criterios morfologicos: los
testiculos de 12 d.g. se distinguen por la presencia de los cordones testiculares y
su abundante irrigacion. A fos 13 d.g. aumentan de tamafio en comparacion con
los ovarios y se siguen distinguiendo por los cordones y |a irrigacion, De los 14 a
los 17 d.g. los testiculos se hacen redondos y descienden a una posicién inguinal,

Los ovarios no presentan cordones testiculares y durante su desarrollo

embrionario siempre permanecen junto al polo inferior del mesonefros.

Aislamiento del DNA plasmidico

Caracteristicas del plasmido pmigf 1-2

El plasmido con el inserto del DNAC gue codifica para el IGF-i de raton fue
donado por el Dr. Graeme 1. Bell del Instituto Médico Howard Hughes de Chicago,
USA. El DNAc esta clonado en el vector pBR327, el cual contiene un gene que
codifica para la resistencia a ampicilina. El inserto se corta con la enzima Eco Rl y
la bacteria hospedadora es la cepa HB 101 de Escherichia coli. El inserto para el

IGF-1 tiene un tamario de 720 pares de bases,

Extraccién del DNA plasmidico
El DNA se aisld de acuerdo al siguiente protocolo (96). Se crecid la cepa
en 100 ml de medio Luria liguido con ampicilina (50 ug/ml) y cloranfenicol (170

ug/mi) a 37 °C y 200 rpm 18 horas, El medio se centrifugd a 8000 rom 5 min. a 4
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°C y el precipitade de celulas se congeld en un bafo de hieto seco y etanal 15
min. Las células se resuspendieron en 4 ml de sacarosa al 25 % piv en Tris-HCI
50 mM, EDTA 1.0 mM pH 8.0 y se le agregaron 2 ml de EDTAQ.25MpH 80y 1.0
ml de lisozima (5 mg/ml en Tris-HCI 0.25 M pH 8.0). Se incubd en hielo 15 min. Se
adicionaron 0.7 ml de mezcla litica 3X {0.3 ml de Triton X-100 al 10 % viv, 7.5 ml
de EDTA 0.25 M pH 8.0, 1.5 ml de Tris-HCI 1.0 M pH 8.0, 0.7 ml de agua) y se
dejaron en hietfo 15 min. Se centrifugd a 10 000 rpm  una h a 4 °C. El
sobrenadante se decantd a un tubo Corex de 30 ml, se le agregaron 40 ui de
RNAasa (5 mg/ml, en un amortiguador de acetato de sodio 0.1 M, EDTA 3.3 X
10° M pH 5.0, hervida 10 min.) y se mantuvo a 37 °C una h. Se adicionaron 100 pul
de pronasa (5 mg/ml en Tris-HCI 0.25 M pH 8.0 incubada 90 min. a 37 °C) y se
incubd 30 min. a 37 °C. Se agregaron 8.0 ml de una mezcla de fenol-cloroformo-
alcohol iscamilico {25:24:1) y se agitd vigorosamente. Se centrifugaron las
muestras a 8000 rpm 10 min. a 4 °C y se repitio la extraccion. Se transfirié |a fase
acuosa a un tubo Corex de 30 mi y se agregaron 8.0 ml de cloroforme y se agitd
en un vortex. Se centrifugd a 8000 rpm 10 min, a 4 °C. La fase acuosa se
transfirid a un tubo Corex de 15 ml que contenia 15 ul de NaCl 5.0 M, se
agregaron 8.0 mi de etanol absoluto y se incubd a -20 °C 18 h. Posteriormente se
centrifugd a 8000 rpm 15 min. a 4 °C, se decantd el sobrenadante y la pastilla se
lavo con etanol al 70 % viv. Se centrifugd y la pastilla se resuspendio en 4 ml de
TE (Tris-HCt 10 mM, EDTA 1.0 mM pH 8.0). Se agregaron 100 1l de NaCI 50 My
4.5 volumenes de etanol y se precipitd en un bafo de hielo seco-etanol. Se

centrifugd y se lavo la pasiilla con etanol al 70 % viv  El precipilado se



resuspendio en 400 pl de TE y se transfiric a un tubo Eppendorf que contenia 15
ul de NaCl 5.0 M y se adicionaron 830 pl de etanol absoluto.Se dejé precipitar en
un bafno de hielo seco-etanol, se centrifugé y 1a pastilla se lavd con etanol al 70 %
viv. El precipitado se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 30

ut de TE.

Extraccion del RNA

El RNA total de los organos se aisld de acuerdo a ia técnica de
Chomczynski y Sacchi, 1987 (97). Todo el proceso se realizé a 4 °C a menos que
se indique otra lemperatura. Los pasos de centrifugacion se hicieron a 14000 rpm
20 min.

El tejido se homogeneizé en 100 ul de la solucion D (tiocianato de
guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM pH 7.0, Sarkosyl 0.5 % piv y 2 pB-
mercaptoetanol 0.1 M} en un tubo Eppendorf y con pistilo de teflén. Se
adicionaron secuencialmente los siguientes reactivos: 10 i de acetato de sodio 2
M pH 4.0, 100 pl de fenol saturado con agua-DEPC y 20 ul de una mezcla de
cloroformo-alcohol 1soamilico (49:1). Las muestras se agitaron en un vortex
después de adicionar cada uno de los reactivas anteriores y se incubaron en hielo
15 min. Los tubos se centrifugaron y se transfirié |a fase acuosa a un tubo limpio
al cual se le adiciond un volumen de isopropanol similar al de |a fase acuosa y se
mezcld 10 seg. con la mane. Se dejaron precipitando las muestras a -20°C una h.
y se centrifugaron. FI sobrenadante se decantd y el precipitado se disalvid en 30

ul de la solucion D. Se agregd un volumen de isopropanol y se incubd a -20°C

o
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una h. Se centrifugaron las muestras y el precipitado se lavé dos veces con 100 pl
de etanol al 75 % viv. El precipilado final se dejo secar al vacio por una h, se

resuspendio en 9 ul de agua-DEPC y se almaceno a -70°C.

Cuantificacién de los acidos nucleicos

Se hizo una ditucién 1:500 del DNA/RNA aislado y se midié la densidad
optica (D.O.) a 260 y 280 nm en un espectrofotémetro Beckman DU 600. Para
calcular la cantidad de DNA en la muestra se tomo6 en cuenta que una solucién de
50 pg/ml de DNA de doble cadena tiene una D.0., de 1.0. De la misma forma, a
una solucion de 40 pg/ml de RNA le corresponderia una D.O.e de 1.0. La
relacion entre las densidades dpticas a 260 y 280 nm debe dar un cociente de 1.8

a 2.0 para que se tenga una pureza adecuada (96).

Reaccion en cadena de ia polimerasa acoplada a la transcriptasa reversa
Oligonucledtidos
Los oligonucleotidos utilizados en este trabajo se disefiaron en base al
DNAc publicado para el IGF-I (77) (Cuadro | y fig 1). Para el Sry y el Hprt se
utilizaron Jos disenos de Jeske et al, 1996 (95) y de Lee y Taketo, 1994 (98)
respectivamente (Cuadro 1). Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Gibco

BRL, Life Technologies, USA, .
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Qligonucleétido
Gene |Sentido (53 Antisentido (5'33’)
IGF-| |ACCAGAGACCTTTIGCGGGGCT AAGTGTACTTCCTTCTGAGTCT
Sry GAGAGCATGGAGGGCCAT CCACTCCTCTGTGACACT
Hprt CCTGCTGGATTACAT TAAAGCACTG GTCAAGGGCATATCCAACAAGAAAC

Cuadro 1. Secuencia de los oligonucledtidos usados

TCTGCTTGCTAAATCTCACTGTCGCTGCTAAATTCAGAGCAGATAGAGC
CTGCGCAATCGAAATAAAGTCCTCAAAATTGAAATGTGACTTTGCTCTAACATC
TCCCATCTCTCTGGATTICTTTTTGCCTCATTCCTGCCCACCAATTCATTTCCA
GACTTTGTACTTCAGAAGC GatgGGGAAAATCAGCAGTCTTCCAACTCAATTAT
TTAAGATCTGCCTCTGTGACTTCTTGAAGATAAAGATACACATCatgTCGTCTTC
ACATCTCTTCTACCTGGCACTCTGCTTGCTCACCTTTACCAGCTCGGCCACAG

= Dominio B
CCl GGACCAGAGACCCTTTGCGGGGECTGAGCTGGTGGACGCTCTTCAATTCG
v =Dominio C
TGTGTGGACCAAGCCCCTTTTACTTCAACAAGCCCACA GGCTATGGCTCCAG
W Dominio A
CATTCCCACCCCACAGACCI GGCATTGTGGATGAGTGTTGCTTCCGGAGCTGT
S Dominio D
GATCTGAGGACCCTCCACATGTACTGTCCTCCGI CTGAAGCCTACAAACTCAG
wDominio E v
CT CGTTCCATCCGGGCCCAGCGCCACAACTGACATGCCCAAGACTCAGAAG
GAAGTACACTTGAAGAACACAAGTAGAGGAAGTGCAGGAAACAAGACCTACA
GAATGTAG
Fin

Fig 1 Secuencia de nucledtidos del DNAc {77} del IGF-1 utilizada para disefiar los oligonucledtidos
utilizados en este trabajo. La secuencia de cada oligonucledtido esta subrayada y en negritas. Con
una cabeza de flecha se indican los posibles limites entre un exon y un intron, Los posibles sitios
de inicio de la traduccidon estan en minusculas.



RT-PCR

Et analisis de la expresian del RNAm para el IGF-| se realizd por la RT-
PCR utilizando el "Gene Amp® RNA PCR KIT" de Perkin Elmer .

El RNA total aislado de un par de complejos urogenitales (10 y 11 d.g.), de
un par de génadas (12 a 17 d.g.) o de un par de mesonefros se disolvio en 9 il de
agua-DEPC y se usaron 3 pi para la sintesis del DNAc del IGF-1, 3 nl para el Hprt
y 3 ul para el control negativo. El DNAc se sintetizé en un volumen de 20 l que
contenia MgCl, 5 mM, KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.3, dATP, dGTP, dCTP
y dTTP 1 mM, una unidad del inhibidor de RNAasas, hexameros al azar 2.5 pM y
2.5 unidades de la transcriptasa reversa aislada del virus de la leucemia murina
{MuLV).Esta mezcla se incubd en un ciclador térmico Perkin Elmer 9600 a 25 °C
10 min., luego la sintesis del DNAc se realizd a 42 °C una h. y la enzima
transcriptasa reversa se inaclivd a 99 °C por 5 min.

La amplificacion se flevo a cabo en un volumen de 100 ul que contenia 20
ul del DNAc, MgCl, 2 mM, KCI 50 mM, Tris-HC! 10 mM, pH 8.3, agua-DEPC, 40
picomolas de cada oligonucledtido y 2.5 unidades de la polimerasa de DNA
AmpliTag®. Las muestras se incubaron en un ciclador térmico Perkin Elmer 9600
con un programa de 30 ciclos. Cada ciclo basico incluia las siguientes
temperaturas y tiempos: desnaturafizacion a 94 °C 15 seg., alineamiento a 55 °C
15 seg. y sintesis a 72 °C 30 seg. En el primer ciclo el tiempo de
desnaturalizacion fue de 2 min. y en el ultimo ja sintesis se proiongd 10 min
Como control negativo se omitio |a presencia de la transcriptasa reversa. Los

controles positivos fueron la amptificacion del IGF- de higado de ratén adulto y de
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ta enzima Hprt. El tamafio esperado del fragmento amplificado del IGF-1 es de 267
pb. Se tomaron 10 pl de cada producto de RT-PCR (IGF-] y Hprt) se juntaron en

un tubo Eppendorf y se separaron en los geles.

Aislamiento y marcaje de las sondas para la transferencia del RNA
(“Northern blot”)

Ei inserto de la clona del DNAc del IGF-l se aisld digiriendo el plasmido
pmigf 1-2 con la enzima de restriccion Eco R1. Posteriormente, el producto
digerido se separaré en un gel de agarosa al 1.5 % p/v en TBE (Tris 83 mM, acido
bérico B9 mM, EDTA 2.5 mM pH 8.0) y se electroeluyd. El inserto (300 ng) se
marco con el sislema de secuencias al azar (Random Primers) en presencia de
dATP- [«-P¥] (Amersham, USA) dos h.. Después, la sonda se separard de los
nucledtidos no incorporados mediante una columna (0.5 X 6 cm) de Sephadex G-
50 equilibrada con TEN (Tris 10 mM, EDTA 0.001 M y NaCl 10 mM, pH 8.0) y por
centrifugacion a 4000 rpm 4 min. Finalmente se determind el nimero de cuentas
por minuto de la sonda en un contador de centelleo marca Packard modelo Tri-

Carb 1500.

Transferencia del RNA
Aislamiento del RNA
El RNA total se aisid, de acuerdo a lo reportado por Chomczynski y Sacchi,

1987 (97), a partir de 50 mg de testiculos de 13 a 17 d.g. Para obtener 50 mg de
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tejido de 13 y 14 d.g. se colectaron 49 pares de gonadas para cada edad y para
los 15 a 17 d.g. fueron 26 pares.
La integridad dei RNA aislado se verifico separando 1 ng de éste en un gel

de agarosa al 1 % p/v tefiido con bromuro de etidio.

Electroforesis

Las muestras de RNA total (20 ng) se separaron en un gel de agarosa al
1.5 % con formaldehido 2.2 M en un amortiguador de MOPS 0.2 M, acetato de
sodio 0.5 M y EDTA 0.01 M pH 7.0 a 100 volts (V). Después el gel se lavd dos

veces con agua-DEPC 15 min.

Transferencia

E! RNA se transfirio, por medio de un aparato Vacu Gene XL {Pharmacia,
USA), a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N+, Amersham,
USA). Eil gel se incubd 5 min. con agua; luego se hidrolizd parcialmente con una
solucion de NaOH 50 mM y NaCl 10 mM y se neutralizd con una solucion de Tris-
HCI 0.1 M pH 7.4, La transferencia se llevd a cabo con SSC 20X (NaC1 3.0 M,
CeHsNaz07. 2 H,0 03 M, pH 7.0) una h a una presidn de 50 milibares,
Transcurrido ese tiempo la membrana se lavd con el amortiguador de
transferencia y despues se dejd secar 30 min. Para constatar la integridad del
RNA ta membrana se incubé en una solucidn de azul de metileno al 0.04 % piv
en CH;COONa 0.5 M pH 5.2 10 min. v luego se lavé con agua desionizada 15

min.



Hibridacion

La membrana se horned a 80°C dos h. con vacio y se prehibrido en una
solucién de SSPE 5X (20X= NaCl 3.6 M, Na;,HPO, 0.2 M, EDTA 0.02 M pH 7.0},
solucién de Denhardt 5X (100X = Atbumina sérica bovina 2 % plv,
polivinilpirrolidona 2 % piv, Ficoll™ 2 % piv), SDS 0.5 % y DNA de esperma de
salmén (0.5 mg/iml) dos h. a 65 °C con agitacion. Posteriormente se adiciond la
sonda marcada (0.8 x 10° cpm/ml) y se incub6 18 h. a 65 °C. El filtro se lavé dos
veces con SSPE 2X y SDS 0.1 % p/v a temperatura ambiente 10 min. Luego se
incubd en SSPE 1X y SDS 0.1 % piv a 65°C 15 min. y SSPE 0.1X y 8DS 0.1 % p/v
a 65 °C10 min. Se expuso la membrana a una pelicula de rayos X (Kodak X-

Omat) 3 dias a -70 °C. Posteriormente se revel6 la placa.

Transferencia de! DNA (“Southern blot”)
Electroforesis
Las muestras de la amplificacion por la RT-PCR del IGF-I se separarcn en

un gel de agarosa al 2 % en TBE pH 8.0 2 100 V.

Transferencia

El gel se incubd 5 min. en una solucion de HCt 0.2 N. Despues se
desnaturalizo con una solucion de NaOH 0.5 My NaCl 1.5 M 5 min. y luego se
neutralizé con Tris-HCI 1.0 M pH 7.5 y NaCl 1.5 M. Ef DNA se transfirig, utilizando

un aparato Vacu Gene XL (Pharmacia, USA), a una membrana de nylon cargada
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positivamente (Hybond-N*, Amersham, USA} con un amortiguador SSC 20X una
h. a una presion de 50 milibares. Posteriormente {a membrana se lavé con el

amortiguador de transferencia y se dejd secar.

Hibridacién
La hibridacion y deteccion del DNA se llevd a cabo con el “DIG High Prime
DNA Labeling and Detection Kit for Chemiluminescent detection” de Boehringer

Mannheim, Alemania.

Marcado de la sonda
Se marcd 1 ng del inserto del IGF-| por el método de secuencias al azar
{Random Primers) en presencia de DIG-11-dUTP con la mezcla "DIG-High Prime”

una h. a 37 °C.

Hibridacidn

La membrana se horned a 80 °C 2 h. al vacio y se prehibridd con la
solucién “DIG Easy Hyb" a 42 °C 30 min. con agitacion. Después se adiciond la
sonda marcada (500 ng) y se incubd 18 horas a 42 °C. Se hicieron dos iavados de
5 min. con 8SC 2X y SDS 0.5 % a temperatura ambiente y otros 2 lavados de 15

min, con SSC 01X y SDS 0.5 % a 65 °C con agitacion.
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Deteccidn

La membrana se lavd 5 min. en acido maleico 0.1 M, NaCI 0,15 MpH 7.5y
Tween-20 al 0.3 % (MT), se mantuvo 30 min. en la solucidon de blogqueo
{amortiguador 2) y se incubd por 30 min. con los fragmentos Fab anti-digoxigenina
a una dilucion de 1:10 000. Posteriormente se lavo 2 veces con MT y se equilibro
5 min. en Tris-HCI 0.1 M y NaCl 0.1 M pH 9.5. Se colocaron aproximadamente 20
gotas del sustrato CSPD sobre la membrana y ésta se cubrid con 2 hojas para
acetatos; se incubd 15 min, a 37 °C y se expuso a una pelicula de rayos X (Kodak

X-Omat} 15 min. a temperatura ambiente. Después se reveld la placa.

Andlisis de restriccion del fragmento amplificado

Los productos de la RT-PCR del IGF-] se cortaron con la enzima Bsm |
(Gibco BRL, Life Technologies, USA) de acuerdo al protocolo proporcionado por
el fabricante. 1 0 ug de ADN se incubd a 65 °C en Tris-HCI 50 mM pH 8.0, MaCl,
10 mM y NaCl 50 mM 2 h.. La reaccidn se detuvo adicionando 1.0 mM de EDTA
pH 8.0. &l producto se separd en un gel de agarosa al 2 % y se visualizd con

bromuro de etidio.

Cuantificacidn de proteinas
La cantidad de proteinas de los extractos testiculares se cuantificad por el
metodo de Lowry y col {99) modificado por Peterson GL {100) utilizando albimina

sérica bovina como proteina de referencia.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
reductoras {(SDS-PAGE)

Los testiculos de 12 a 17 d.g. se homogeneizaron en Tris-HCt 0.25 M pH
6.8 y se separaron en un gel de poliacrilamida al 15 % de acuerdo a la técnica
reportada por Laemli UK (101).
Transferencia electroforética e inmunodeteccion

Las  proteinas  separadas por SDS-PAGE  se  transfirieron
electroforéticamente a una membrana de PVDF (difluoruro de polivinilideno) {Bio-
Rad, USA) en un amortiguador de Tris 10 mM, glicina 0.75 M y metanol al 20 %
p/v {(96). Posteriormente la membrana se incubd con albumina sérica bovina al 3
% plv por 18 horas a 4 °C y luego con un anticuerpa contra el IGF-1 (NIH-UB4) a
una dilucion 1:3000 por 18 horas a 4°C. La membrana se lavo con TBST (Tris 0.1
M, NaCl ail 0.9 % p/v y Tween-20 al 0.1 % piv pH 7.4} y se incubd con un
anticuerpo anti IlgG de conejo marcado con peroxidasa duranie 18 horas a 4 °C
Después de lavar 3 veces con TBST por 10 minutos en cada ocasion. se reveld
con 4-cloro-1-naftol al 0.05 % p/v en metanol al 17 % p/v y perdxido de hidrogeno
at 0.025 % p/v en TBS (Tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.9 % pH 7.4) (102). Como contral
negativo se incubd el anticuerpo primario con el IGF-1 y se realizd la

inmunodeteccion.

Inmunohistoquimica
Los drganos se aislaron de los embriones y se fijaren en paraformaldehido

at 2 % plv y glutaraldehido al 0.5 % p/v en un amortiguador de fosfatos y NaCl
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(PBS) 0.1 M pH 7.2 dos h. a temperatura ambiente. Se lavaron con PBS tres
veces 5 min, y se incluyeron en Lowicryl K4M (Palisciences, USA). La resina se
dej6 polimerizar con luz UV a 4°C. Se obtuvieron cortes ultrafinos de 70 nm, los
cuales se montaron en rejillas de niquel. Las rejillas se dejaron flotando 1 br. en
TBSME {Tris-hidroximetilaminometano 20 mM, NaCl 150 mM, Azida de sodio 20
mM, Tween-20 1% v/v, albumina sérica bovina 5 % p/v y suero normal de cabra 5
% viv) a temperatura ambiente. Se incubd con el anticuerpe primario (anti-IGF-I,
NiH-UB4) a una dilucion 1:200 por 18 hr. a 4°C en una camara humeda.
Posteriormente los cortes se lavaron con TBSME 15 min. y se incubaron 1.5 hr.
con el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo acoplado a oro coloidal con
tamano de particula de 10 nm, Sigma, USA). Se lavé con TBSME 15 min. y 10
min. con agua bidestilada. Finalmente los cortes se contrastaron con acetato de
uranito 5 min. y se cbservaron en un microscopio electronico Zeiss EM 10 con un
voltaje de aceleracién de 80 KV. Como controles se omitieron en algunos casos el

primero y en otros el segundo anticuerpo.



RESULTADOS

Aislamiento de |a sonda del IGF-|

En este trabajo se utilizo fa sonda pmigf 1-2 para detectar secuencias
complementarias a ésta en el RNA total de los tejidos analizados. La sonda y el
veclor donde esta insertada se purificaron y el inserto se corté con la enzima Eco
RI. Posteriormente el inserto se electroeluyd y se purifico para tener una cantidad

suficiente (aproximadamente 300 ng) con la que se pudiera trabajar.

Sexado de embriones en la etapa indiferenciada

El sexo cromosomico de los embriones de 10 y 11 d.g. se determind
amplificando, por la PCR, el gene Sry. Al analizar, en un gel de agarosa, los
productos de la ampilificacion, solamente en los embriones genotipicamente
machos esta presente el DNA correspondiente a este gene {fig. 2). Como control
positivo se amplificd el gene en el DNA de testiculos de raton adulto. Los
controies negativos incluyeron DNA de ovarios postnatales de ratén y la omisidon

del DNA. En las hembras no se observa la banda esperada de 266 pb.
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Fig 2. Gel de agarosa al 2%. Productos de |la PCR del Sry en tejido embrionario.Los productos de las
reacciones individuales para amplificar el Sry y el Hprt se juntaron y se muestran en cada carril.
Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, DNA de embrién macho de 10 d.g., Carril 3, DNA de
embrién hembra de 10 d.g.. Carmril 4, DNA de embridn macho de 11 d.g. Carmril 5, DNA de embrion
hembra de 11 d.g Camil 6, DNA de testiculo de raton adulto. Carril 7, DNA de ovario de ratén adulto.
Las muestras de ios carriles 2 a 5 corresponden a los embriones cuyas gonadas se usaron para
hacer 105 experimentes de RT-PCR de la etapa indiferenciada en las figuras 3 y 5.

Ontogenia del RNAm del IGF-l en los testiculos

La determinacion por la RT-PCR del IGF-l mostrd que €l RNAmM para este
gene esta presente a los 10 y 11 d.g. En los dias 12 y 13 la expresién oscila de
manera considerable y de los 14 a los 17 d.g. vuelve a expresarse (fig 3). En
todos los carriles se observa la banda correspondiente a la enzima Hprt cuya
expresién es constitutiva. En los carriles 10 y 11 se visualizan ios controles
positivo (RNA de higado de ratén adulto) y negativo (ausencia de transcriptasa
reversa) respectivamente. El experimento completo se repitio tres veces (fig 4).
Para confirmar que en las edades de 12 y 13 d.g. el RNAm disminuye su
expresion se repitieron cuatro veces mas cuatro muestras diferentes para cada

edad (fig 4 B1 y 2).
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Fig 3. Ontogenia del RNAm del IGF-| en testiculos embrionarios de ratén.Cariil 1, Marcador de
peso molecular (PM). Carriles 2 a 9, productos de la RT-PCR correspondientes a los 10-17 dg..
Carril 10, RNA de higado de ratén adulto (H). Carril 11, control negativo de 10 d.g. (sin
transcriptasa) (-) (para los demas dias también se hicieron 105 controles sin transcriptasa pero no

s muestran).
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Fig 4. Repeticiones de los experimentos de la ontogenia del RNAmM del IGF-l en los testiculos
embrionarios. A) 1 y 2 muestran los RT-PCR de los 10 a los 17 d.g con su correspondiente control
negativo (sin transcriptasa). B) 1 muestra los resultados de las cuatro repeticiones diferentes con
sus controles sin transcriptasa para la edad de 12 d.g. B) 2 cuatro repeticiones diferentes con sus
respectivos cantroles sin transcriptasa de la edad de 13 d.g.
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Ontogenia del RNAm del IGF-I en los ovarios

Ef RNAm del IGF-I estd presente a los 10 y 11 d.g.. A los 12 d.g. su
expresion fluctua. Su expresion aumenta a los 13 d.g. y disminuye a los 17 d.g.
(fig 5). El carril 10 de esta figura muestra el control negativo. Las figuras 6 y 7
muestran dos repeticiongs mas de estos experimentos para tener un total de tres

repeticiones

400
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Fig 5. Producios amplificados dei RNAm del IGF-| en ovarigs embrionarios. Carril 1, Marcador de
peso molecular (PM). Carriles 2 a 9 correspenden a los 10-17 d.g. Carril 10, control negativo de 10
d.g. (sin transcriptasa) (-) (para los demas dias también se hicieron los controles sin {ranscriptasa
perc no se muesiran).
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Fig 6. A y B. Repeticiones de los experimentos de 1a antogenia del RNAm del IGF-1 en los ovarios
embrionarios de 10 a 17 d.g. En los controles sin franscriptasa no se observd ninguna banda (datos
no mostrados)

Especificidad de los productos de la RT-PCR

La especificidad de los productos de la RT-PCR se determing. a) medianie
el andlisis por “Southern blot” de dichos productos (fig 7). La sondé pmigf 1-2
reconoce los productos de 1a amplificacion del IGF-I (carriles 1,3 4 y 5 de ta fig 7);
b) por la restriccidbn de los productes amplificados con la enzima Bsm |I. El
fragmento amplificado del DNA del IGF-| tiene un sitio de restriccion que reconoce
la enzima Bsm | {GAATGTC) que al actuar sobre aquel genera dos fragmentos,

uno de 104 pb y otro de 163 pb. En la fig 8 se abserva, en el carril 2, el fragmento
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amplificado sin cortar que pesa 267 pb y en el carril 3 los productos de digestion

con los pesos esperados.

o Y
: —IGF-1
5

1 2 3 4

Fig 7. “Southern blot” de los productos amplificados del RNAm del IGF-1 ¢ hibridados con la sonda
pmigf 1-2. Carril 1, higado de ratdn, Carril 2, agua. Carriles 3 y 4 testiculos de 10 y 14 d.g.. Carril
5, ovario de 11 d.g.

Fig 8. Analisis de restriccién de un fragmento amplificado por la RT-PCR del IGF-| con la enzima
Bsm i. Carril 1, Marcador de peso molecular. Carril 2, fragmento amplificado sin digerir, Carril 3,
productos de la digestion.
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Analisis del RNAm del IGF-I por “Northern blot”

Los experimentos de transferencia del RNA y la deteccidon de los
mensajeros del gene del IGF-I en los testiculos evidenciaron gue éste se expresa
con transcritos entre 0.7 y 1.5 Kb durante la etapa embrionaria {fig. 9a). La
integridad del RNA utilizado en los experimentos se verificd de dos formas: a)
analizando el patrén de corrimiento de éste en un gel de agarosa tefido con
bromuro de etidio (fig.10). En dicha figura se observan las bandas de los RNA
ribosomales (18S y 28S) bien definidas; b) tifiiendo la membrana de nylon con
azul de metileno después de realizar |a transferencia {fig 11) donde también se

detectaron las bandas de los RNA ribosomales.

Kb
-70

-4.0

-1.§

Fig 9. Analisis por "Northern blot™ de los transcritos del IGF-l que expresan los lesticulos
embrionarios. A) Carrites 1-5 corresponden de ltos 13-17 d.g. B) Carriles 1 y 2 RNA de higado de
raton adulto (20 y 10 pg respectivamente). Cairiles 3 y 4, RNA de testiculos de ratén adullo.
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Fig 10. Muestras de RNA total separadas en un gel de agarosa al 1%. Carriles 1-5 corresponden a
los 13-17 d.g.. Se observan las bandas de los RNA ribosomales 18y 28 S.

iy —288

€'Y
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Fig.11. Membrana de nylon tefiida con azul de metileno. Se observan las bandas de los RNA
ribosomales 18 y 28 S. Los carriles comesponden a |as muestras de la fig. 9A .
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Expresién del RNAm del IGF-| en el mesonefros
El andlisis del RNAm del IGF-| puso de manifiesto que este factor también
se expresa en el mesonefros de machos y hembras de los 11 a los 17 d.g. (fig

12).

r K Aapss

Fig 12. Expresién del RNAmM del IGF-1 en los mesonefros de machos y hembras. Carril 1,
marcador de peso molecular. Carriles 2,4,6 y 8, mesonefros de ratdnes machos de 11, 12, 14 y 17
d.g. respectivamente. Carriles 3, 5, 6 y 9 mesonefros de embriones hembras de 11, 12, 14 y 17
d.g.. Carril 10 control negativo (sin transcriptasa).



Western blot

El anticuerpo NIH-UB4, utilizado en estudios previos (91), reconoce al
menos 5 proteinas con pesos moleculares entre 100 y 30 kDa en los extractos
proteicos totales de testiculos (fig 13). La especificidad del anticuerpo usado se

verificd al incubar éste con el IGF-1 y no hubo deteccidn (datos no mostrados).

Da
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Fig 13. Andlisis por “Western blol” de los extractos protéicos totales de testiculos embrionarios.
Carriles 1-6 corresponden a los 12-17 d.g. respectivamente.Se observan las bandas detectadas
por el anticuerpo contra el IGF-I. La banda de 30 K parece incrementar su presencia a partir de los

14d.g.
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Inmunochistoquimica al microscopio electrénico

Se analizaron cortes ultrafinos de complejos urogenitales (machos y
hembras genéticos) de 11 d.g. tratados con el anti IGF-l y se observd que este
factor se localiza en el citoplasma y en el nicleo de las células que forman este
érgano (fig 14). La marca del oro coloidal se detecté en la membrana celutar, en
el reticulo endoplasmico rugoso, en el aparato de Golgi y en el citoplasma. En la

fig 15 se muestra un control negativo donde se omitié el primer anticuerpo.

Fig 14. Electromicrografia de una célula de la cresta urogenital de un embrion hembra de 11 d.g.. El 1GF-1
se tocalizo en el citoplasma (C) {flechas) y en el niicleo (N), X 35200
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Fig 15. Electromicrografia de una célula de la cresla urogenitat de un embrién hembra de 11 d.g.
En esle experimento se omitié el anticuerpo primario (control negative). C (citoplasma), N (ntcleo)
X 12500
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DISCUSION

En este trabajo se determiné que el RNAm- del IGF-| esta presente en las
gonadas de ratones machos y hembras a los 10 y basta los 17 d.g. El patrén de
expresion del mensajero de este factor podria indicar que éste se regula de
manera diferente en ambos sexos en la etapa de la diferenciacion gonadal,
Durante el proceso de formacion de las gonadas (10 y 11 d.g.) el mensajero del
IGF-l esta presente en ambos sexos. Se ha propuesto gue este faclor promueve
la proliferacion y diferenciacion de diversos tipos celulares y que ademas es un
factor de progresion del ciclo celular por lo que puede pensarse que a los 10 y 1
d.g. este péptido esté induciendo a que las células que integran a la génada
indiferenciada proliferen y por consiguiente crezca la gonada. Otra funcion que
pudiera ejercer el IGF-l en esta etapa es la de inducir la motilidad de algunas
céfulas como las CGP, las células endoteliales de los vasos sanguineos o células
migratorias del mesonefros ya que se ha observado que este factor induce la
polirne_rizacién de actina y la subsecuente extension de prolongaciones
(famelipodios) en diferentes tipes celulares (103).

A los 12 dg., cuando en Ia cepa CD1 se puede diferenciar
morfologicamente entre ovarios y testiculos, la intensidad de la banda del RNAmM
del IGF-1 oscila en comparacion con la que habia a los 10 y 11 d.g.. En esta etapa
de la diferenciacion gonadal el Sry ya ha puesto en marcha los cambios
morfolégicos que hacen que se formen los testiculos. Si tomamos en cuenta que
el IGF-l induce a gque las células proliferen, la disminucion en la intensidad de !a

banda de su mensajero a fos 12 y 13 d.g. en los testiculos yalos 12 d.g enios



ovarios podria explicarse porque probablemente para que un grgano empiece a
diferenciarse sus células deben dejar de proliferar, con lo que el gene del IGF-i
que estaba expresandose a los 10y 11 d.g., disminuye su sintesis para permitir
gue se diferencien morfolégicamente los testiculos y los ovarios. Esta hipotesis
esta apoyada en experimentos en los que se observé que la capacidad
proliferativa y los niveles de la ciclina A2 (asociada a procesos de proliferacion
celular) de las células precursoras de las células de Leydig disminuyen cuando
éstas se diferencian durante la etapa postnatal. Concomitantemente, la ciclina G1
{asociada a procesos de diferenciacion y/o apoptosis) aumenta su expresion en
las células de Leydig ya diferenciadas (104). Otra explicacion alterna y/o
complementaria a la observacion de la disminucion de la banda del mensajero del
IGF-I podria ser que ia expresion de su RNAm y su probable traduccién a proteina
estaria impidiendo la expresidn de otros genes que tienen que manifesiarse en
esta etapa del desarrollo gonadal. La disminucién de 1a sintesis del RNAm del
IGF-I en ambos tipos de génadas podria indicar que en esas etapas se expresan
otros genes que provocan esa baja en la intensidad de la banda del mensajero.
Seria interesante analizar Ia expresion, en esos tiempos y espacios, de genes

como el de p53 y el del retinoblastoma que se sabe regulan el ciclo celular {103).

El hecho de que también en los ovarios de raton fluctue la banda del
mensajero del IGF-1alos 12d.9. sugiere que al igual que en los testiculos, hay un
programa de expresion de genes para la diferenciacion de estos organos como es

el caso del Sox 3, del Dax1 y del Wnt-4,



En los testiculos el RNAm del IGF-1 vuelve a expresarse, como |o hacia en
la etapa indiferenciada, hasta los 14 d.g.. Es alrededor de esta fecha que se inicia
la diferenciacién de las células de Leydig y que empieza a sintetizarse la
testosterona en el testiculo fetal del raton. La presencia del IGF-lalos 14d.g. en
los testiculos de raton podria asociarse con la regulacion de la sintesis de
testosterona ya que en etapa postnatal el IGF-l estimula la sintesis de este
esleroide y aumenta la velocidad de transcripcion de los genes de las enzimas
20,22 desmolasa y 170 hidroxilasa y del receptor a la LH. Ademas, en 1os ratones
machos con la mutacién nula para el IGF-I la diferenciacion morfoldgica de las
celulas de Leydig esla retrasada (78). Estos dalos sugieren que una de las
funciones del IGF-I en el aparato reproductor masculino del ratén podria ser la de
regular la sintesis adecuada de testosterona para que se desarrollen de manera
normal las células de Leydig.

En los ovarios fetales la reaparicidén de ia sintesis del RNAmM dei IGF-I
ocurre a los 13 d.g. cuando los ovocitos empiezan a entrar en el proceso de
meiosis. Las sefiales que controlan la diferenciacion de estas células no se
conocen sin embargo, se ha propuesto que en etapa adulta el I1GF- induce el
reinicio de la meiosis en cultivos de ovocitos (106) por lo que podria proponerse
que el IGF-| estaria asociado al inicio de la meiosis fetal,

En este trabajo se demostré que el RNAm del IGF-! se expresa también en
los mesonefros de machos y hembras desde la etapa de gdnada indiferenciada y
hasta los 17 d.g. lo cual indicaria que este factor participa en el crecimiento,

formacion y quiza en alguna funcion de este érgano. Debido a la estrecha relacion



anatémica enire la gdnada y el mesonefros se ha propuesto que éste, segun la
especie estudiada, contribuye con células y posiblemente con algan factor
difusible a la formacién del testiculo y del ovario. Se ha sugerido que en el
embrién de raton después de los 11.5 d.g. hay células de la regidn dsl
mesonefros que pueden migrar hacia los testiculos en desarrallo y contribuir a la
poblacién de {a region interstictal (30} y para el establecimiento de los cordones
testiculares (107). También se ha propuesto que el mesonefros puede influir en la
formacion de ta matriz extracelular durante el desarrollo del miembro anterior de
los pollos mediante la sintesis de IGF-I (108). Seria interesante analizar si este
factor tiene también alguna relacién con la expresidn de algun componente de la
matriz extracelular de la gdnada embrionaria porque se ha observada que el I1GF-|
induce la sintesis de proteoglicanos y del acido hialuronico en las células
peritubulares de testiculos inmaduros (109) en etapa postnatal.

Bondy y col. {110) reportaron que en embriones de rata el mesonefros no
expresa el mensajero del IGF-1 a los 14 d.g. Es probable que existan diferencias
especificas de especie 0 que como ellos localizan el mensajero por hibridacion in
situ en todo &l embrién, esta técnica no haya sido tan sensible como la RT-PCR
usada en este estudio para detectar la expresion del mensajero del IGF-I.

Los resultados de los experimentos de transferencia de RNA mostraren la
deteccién de transcritos del IGF-1 de manera difusa; esto puede deberse a que el
RNA estuviera degradado 1o cual parece no ser el caso puesto que se observan
las bandas de los RNA ribosomales en buen estado. También pudo ser que

hubiese colocado un exceso de RNA {otal, por lo que repeti el experimento con 10
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1g de RNA y no hubo deteccion. Otra posible causa es que el RNAm estuviera en
cantidades bajas en los testiculos embrionarios por lo que se propone para
experimentos futuros purificar el RNAmM para tratar de detectar de manera mas
limpia los transcritos del IGF-I por “Northern blot”.

Los experimentos de "Western blot" evidenciaron el reconocimiento de
varias proteinas en los extractos de testiculos. Existe la posibilidad de que cada
proteina hubiera sido sintetizada por un RNAm diferente o que se elaborara una
sola proteina y que después se asociara a diversas IGFBP o que se modificara su
estructura por fosforilacién, metilacion, oxidacién, acetilacidn, glucosilacion,
deamidacion o racemizacion (111). Otra posibilidad es el proceso analogo al corte
y empalme del RNA pero en la proteina y que se conoce como “protein splicing”
{112). Tampoco debe descartarse la contribucidon sistémica del IGF-l. La
presencia de diferentes bandas en el “Western blot” no se debe a que el
anticuerpo sea inespecifico ya que se ha probado en trabajos anteriores (91);
ademas este anticuerpo se incubo con el IGF-I recombinate y posteriormente se
realizé el experimento de “Western blot” y no hubo deteccion. También se ha visto
que los macrofagos de raton sintetizan varias proteinas que son reconocidas por
un anticuerpo centra el IGF-1 (113).

Alos 11 d.g. |la proteina del IGF-I| se localiza en el citoplasma y el nlcleo
de las células del complejo urogenital tas cuales estan proiiferando y originando
las sefiales para iniciar el proceso de la diferenciacion morfologica gonadal. La

presencia del IGF-i en el citoplasma de las células de la gonada y el mesonefros
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podria indicar que la células lo estan sintetizando y que esta en via para ser
exportado o que esta siendo internalizado para su degradacion.

L a localizacion nuclear del IGF-1 sugiere que este péptido podria modular
directamente la expresion de otros genes implicados en la diferenciacion de la
génada. Se ha observado que diversos factores de crecimiento y hormonas (ia
insulina, la angiotensina, la LH/FSH, et EGF, el POGF, la prolactina, etc) se
asocian con el nicleo de sus células blanco. Esto sugiere que existe una via
alterna de transporie que lleva a la hormona internalizada hacia el nucleo y no
hacia los lisosomas {114).

La localizacién intracelular del IGF-I se ha detectado en cultivo de células
del cristalino de embriones de pollo y en células de rifidn. Se determind que este
factor se encuentra en el citoplasma cuando las células estan en estado de
reposo y que se asocia al nucleo de células en fase proliferativa (115,116).

Experimentos preliminares de inmunohistoquimica en cortes por
congelacion muestran que el IGF-I se detecta en todas las células de tas gonadas

indiferenciadas tanto de machos como de hembras (datos no mostrados).

CONCLUSIONES
Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que :
1.- el RNAm del IGF-I se expresa en las gonadas y los mesonefros embrionarios
de ratones machos y hembras cepa CD1 desde la etapa indiferenciada,
2 - en los machos y en las hembras este gene disminuye su expresién a los 12

d.g. En las hembras la expresion se reinicia a los 13 d.g. y disminuye de nuevo a
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podria indicar que la células lo estan sintetizando y que estd en via para ser
exportado o que esta siendo internalizado para su degradacion.

La localizacion nuclear del IGF-I sugiere que este peptide podria modular
directamente la expresion de otros genes implicados en la diferenciacion de la
génada. Se ha observado que diversos factores de crecimiento y hormonas (la
insulina, la angiotensina, la LH/FSH, el EGF, el PDGF, la prolactina, etc} se
asocian con el nicleo de sus células blanco. Esto sugiere que existe una via
alterna de transporte que lleva a la hormona internalizada hacia el ndcleo y no
hacia los lisosomas {114).

La localizacion intracelular del IGF-I se ha detectade en cultivo de céilulas
del cristalino de embriones de pollo y en células de rifién. Se determind que este
factor se encuentra en el citoplasma cuando las células eslan en estado de
reposo y que se asocia al niicleo de células en fase proliferativa (1 15,116).

Experimentos preliminares de inmunohistoquimica en cortes por
congelacion muestran que el IGF-! se detecta en todas las células de las gonadas

indiferenciadas tanto de machos como de hembras (datos no mostrados).

CONCLUSIONES
Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que
1 - ef RNAmM del IGF- se expresa en las génadas y los mesonefros embrionarios
de ratones machos y hembras cepa CD1 desde la etapa indiferenciada,
2.- en los machos y en las hembras este gene disminuye su expresion a os 12

d.g. En las hembras la expresion se reinicia a los 13 d.g. y disminuye de nuevo a
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los 17 d.g. ;en los machos se reactiva a tos 14 d.g. y se mantiene en las etapas
estudiadas,

3.- extractos proteicos de testiculos embrionarics contienen varias proteinas
reconocidas por un anticuerpa contra el IGF-1 y

5.- la proteina del IGF-| se localiza en el citoplasma y nucleo de las células del

mesonefros y de la génada indiferenciada {11 d.g.}.
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