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I. RESUMEN

La diferenciacion sexual en los mamiferos es un fenomeno secuencial que se inicia
con la determinacién del sexo cromosémico en el momento de la fecundacion. Este
proceso es seguido por el desarrollo del sexo gonadal y culmina con el establecimiento
de los caracteres sexuales secundarios. De tal forma que normalmente el sexo genético
concuerda con el fenotipo sexual, pero ocasionalmente esto no sucede, tal es el caso de
la cepa de ratones B6Y"®™ donde los machos sufren una reversién sexual hacia hembras
fenotipicas. Actualmente se sabe que existen otros genes, ademas del factor determinante
del desarrollo testicular (Sry), localizados en el cromosoma X o en los autosomas como
el WT-1, DAX-1, SF-1, Tda-1y 2 y los genes de la familia de proteinas denominadas
SOX, que al parecer también intervienen dentro de la cascada de eventos que produciran
la diferenciacion gonadal.

Por otra parte, se ha demostrado que los factores de crecimiento semejantes a insulina 'y
11 son péptidos involucrados en procesos de mitogénesis, diferenciacion en multiples
tejidos y esteroidogénesis en la etapa adulta. Sin embargo, no se ha establecido cual es la
funcién de estos factores durante el desarrollo gonadal del ratén. El objetivo del
presente trabajo fue detectar la expresion del factor semejante a insulina tipo II durante el
desarrollo ontogenético del raton Mus musculus (cepa B6) de los 10 a los 18 d.g,
utilizando la técnica de RT-PCR. Se observé que hay una disminucion de la expresion
de! RNA mensajero maduro de este gen en la etapa anterior a la diferenciacion gonadal a
los 11 d.g. en las gonadas XY, mientras que en todas las edades estudiadas
posteriormente su expresion se mantuvo constante en ambos sexos. La secuenciacion del
transcrito, amplificado previamente durante el desarrollo gonadal de la cepa BEY®™ en
los ovarios XY, por la técnica de los terminadores de la sintesis del DNA
(dideoxinucledtidos) descrita por Sanger (1977), demostré 100% de homologia con el
¢DNA descrito por Stempien y col. (1986). El registro constante del IGF-II durante el
desarrollo gonadal de este raton podria involucrarlo en los procesos de diferenciacién,
proliferacion e inicio de la esteroidogénesis en la génada. La disminucion de su expresion
antes de que se lleve a cabo la determinacion sexual gonadal puede estar relacionandolo

con la diferenciacion del tejido testicular somatico en las gonadas XY.




II. INTRODUCCION

La reproduccién sexual es un fendmeno biolégico de trascendencia que asegura la
perpetuacion de las especies. El desarrollo de la sexualidad trajo consigo multiples
ventajas evolutivas ya que, ademas de asegurar la transmision de las caracteristicas de
cada especie, permite que se lleve a cabo la recombinacion genética. Este intercambio
produce variabilidad lo que origina que los organismos tengan mas posibilidades de
adaptarse a los distintos medios, generando de esta forma una mayor biodiversidad.

La determinacion del sexo en los mamiferos se lleva a cabo en tres etapas, en la
primera ocurre la determinacién sexual cromosomica que se realiza durante [a
fecundacion, normalmente los individuos XX se desarrollan como hembras y los XY se
diferencian como machos. Como consecuencia de la determinacion cromosdmica se lleva
a cabo la determinacién sexual gonadal, cada embrién posee un par de primordios
gonadales asi como, un sistema de conductos indiferenciados independientemente del
sexo genético que posean, con la potencialidad de desarrollarse en ovarios o testiculos.
Si el embridn es hembra las gonadas se diferencian en ovarios y si es macho se
diferencian en testiculos. En la altima fase ocurre la determinacion sexual fenotipica en la
cual se desarrollan los genitales sexuales internos y externos. En el caso de las hembras
los conductos de Miiller se diferencian en trompas de Falopio, utero y el tercio superior
de la vagina mientras que en los machos, los conductos de Wolf forman el epididimo, los

vasos deferentes y las vesiculas seminales (Revisado por: Gilbert, 1988).
1. Desarrollo y diferenciacion de la gonada de los roedores

La diferenciaciéon gonadal ocurre por la interaccion de dos tipos celulares: las células
germinales primordiales (CGPs) que inicialmente se encuentran en el alantoides a los 3.5
d.g. (dias de gestacion) en el ratén (Godin y Wylie, 1991) para posteriormente migrar
hacia la regidon urogenital, y las células sométicas localizadas en la cresta urogenital
(Merchant-Larios, 1984).

Durante el desarrollo gonadal se distinguen tres fases: la formacién de la cresta

urogenital, el establecimiento de la gonada indiferenciada y la diferenciacién sexual
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gonadal. Independientemente del sexo cromosomico que posean, machos y hembras

llevan a cabo las dos primeras etapas (Merchant-Larios, 1984).

a). Cresta urogenital

En todos los vertebrados los gametos se desarrollan a partir de las CGPs que se
pueden reconocer en el mesodermo extraembrionario debido a su contenido de fosfatasa
alcalina (Ginsburg y .col., 1990). De aqui inician su migracién hacia las crestas
urogenitales, la cual ocurre en dos fases: en la primera se mueven del endodermo hacia el
intestino posterior por un transporte pasivo del endodermo en invaginacién. En la
segunda fase el transporte se lleva a cabo activamente a través del mesenterio dorsal
intestinal hacia las crestas genitales, entre los dias 9.5-11.5 (Ffrench-Constant y col,
1991). Durante esta migracion el numero de CGPs se incrementa de 100 a 4000
aproximadamente (Godin y col., 1990), se ha planteado que la proliferacion de éstas
células es controlada por el balance entre distintos factores de crecimiento (Mercola y
Stiles, 1988; Godin y col., 1990). Actualmente no se conocen con exactitud los factores
que controlan la migracion de las CGPs, aunque se ha demostrado que para su
desplazamiento requieren de fibronectina como substrato (Alvarez-Buylla y Merchant-
Larios, 1986), y se han encontrado evidencias que sugieren que las crestas genitales
secretan una proteina perteneciente a la familia del TGF-B1 (Factor de crecimiento
transformante beta 1) que es capaz de atraer a las CGPs del raton (Godin y Wylie, 1991).

Cuando las CGPs comienzan a llegar a la zona urogenital, aqui se encuentran con
diferentes tipos de células somaticas de origen mesodérmico. Entre ellas células
mesoteliales, mesenquimatosas, mesonéfricas y endoteliales (Merchant-Larios, 1991).
Los dos primeros tipos cefulares son los que participan directamente en la formacion de
la gonada indiferenciada como células precursoras. Las células mesonéfricas y
endoteliales en cambio, son parte de tejidos ya diferenciados (el mesonefros y sistema
circulatorio respectivamente) que sélo indirectamente participan en la morfogénesis de la
gonada, aunque este punto sigue siendo controversial ya que algunos estudios apoyan la

intervencion de células mesonéfricas durante el desarrollo gonadal (Buehr y col., 1993).




La cresta urogenital aparece como un engrosamiento en la parte ventral del
mesonefros, que a su vez es derivado de las interacciones inductivas del mesodermo

intermedio.

cm

tm

celm

Fig 1. Diagrama de la cresta urogenital de un embrion de raton de 9.5 dg Se sefialan
varios tipos celulares que en conjunto participaran en el desarrollo posterior de la gonada
indiferenciada como: CGPs, células del epitelio celémico {epc), células mesenquimaticas
(cel m), el conducto mesonéfrico (cm) y el tubulo mesonéfrico (tm) formado a partir de
la condensacidén del mesénquima urogenital (Tomadeo de: Merchant-Lanios, H. 1991.

Tépicos selectos de biologia de la reproduccion, p11-29),

b). Génada indiferenciada

En esta etapa las CGPs y las células sométicas en la cresta genital estan
fuertemente compactadas y adheridas a la superficie del epitelio formando un primordio
gonadal (Merchant-Larios, 1984). Esta fase se caracteriza por tres eventos
morfogenéticos: la condensacién de las células somaticas a lo largo de las crestas
genitales, fa deposicion gradual de los componentes de la lamina basal alrededor de las
células epiteliales, asi como, una actividad mitética disminuida de las células epiteliales.
Conforme llegan las CGPs las células somaticas proliferan formando en conjunto el
“blastema gonadal” (Merchant-Larios, 1984). Estos movimientos morfogenéticos
coordinados conllevan a la formacion de los cordones gonadales (Merchant-Larios y

Taketo, 1991). Al terminar esta etapa se puede apreciar en la génada indiferenciada un
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componente epitelial que contiene a la mayoria de las células germinales y un
componente estromatico a partir del cual posteriormente se desarrollaran los vasos
sanguineos, las células precursoras del tejido conectivo de las gonadas y las células
intersticiales esteroidogénicas (Merchant-Larios, 1984). En el raton esta etapa abarca de

9.5-11.5d.g.

Fig 2. Establecimiento de la gonada indiférenciada. Formacién de los cordones
sexuales (CS), células de tipo epitelial limitadas por una lamina basal (Im), células
mesenquimatosas (cel m) y vasos sanguineos (vs) (Tomado de: Merchant-Larios, 1991.

Taépicos selectos de biologia de la reproduccion, p11-29).

c). Diferenciacion sexual

i) Testiculo

En los mamiferos, la primera manifestacion estructural de la diferenciacion sexual, se
detecta en la gonada de los machos. En el raton la diferenciacion del testiculo se inicia a
los 12 d.g., lo primero que se observa es una separacion gradual de los cordones
sexuales del epitelio superficial de la gonada. Esta separacién se produce tanto por un
mayor compactamiento de los cordones, como por una invasion y proliferacion de tejido
mesenquimatoso y vasos sanguineos provenientes de la region mesonéfrica. Ya en la
médula del testiculo, los cordones sexuales reciben el nombre de “cordones seminiferos”

y cuando adquieren un lumen se denominan “tubos seminiferos”. Estas estructuras
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conservan la lamina basal que envuelve tanto a las células somaticas epiteliales o pre-
Sertoli, como a las germinales (Merchant-Larios, 1991). En el tejido estromatico que
rodea a los cordones seminiferos se encuentran los siguientes tipos celulares: células
mioides, vasos sanguineos, fibroblastos y células de Leydig (Merchant-Larios, 1991).
Una vez que ocurre la diferenciacion gonadal los testiculos en desarrollo producen dos
factores, la hormona inhibidora de los conductos de Miiller (MIS) secretada por las
células de Sertolt aproximadamente a los 12 d.g en el raton y la testosterona producida
por las células de Leydig a los 12.5-13 d.g, que estimula el desarrollo del tracto
masculino a partir de los conductos de Wolf (Miinsterberg y Lovell-Badge, 1991;
Donahue, 1992),

MESONEFROS

Fig 3. Testiculo embrionario de 13 d g de la cepa de ratones B6. La flecha sefiala el
testiculo embrionario que se encuentra localizado sobre el mesonefros (Tomado de:

Nagamine y col., 1998. Dev Biol 196: 24-32).

1) Ovario

Excepto por cierto crecimiento debido a la proliferacion tanto de las células
somaticas como de las CGPs, el ovario no muestra cambios con respecto a la
estructura de la gonada indiferenciada (Merchant-Larios, 1991). La primera indicacidn
de diferenciacion sexual en las hembras es el inicio de la meiosis en las células
germinales alrededor de los 13.5 d.g en los ratones. En los ovarios de ios mamiferos el
epitelio celdomico se separa del epitelio superficial en una etapa tardia en comparacion

con el desarrollo del testiculo {Merchant-Larios, 1984). La diferenciaciéon comienza en

6




los remanentes de los tubulos mesonéfricos, éstos se encuentran de manera continua
con el epitelio gonadal formando el rete ovarii. De esta zona se desarrollaran los
ovocitos primarios, que son rodeados por células somaticas organizadas a manera de
epitelio cubico y separadas por la lamina basal del estroma gonadal. En esta etapa las
células germinales se encuentran embebidas por el epitelio (que dara origen a las
células de la granulosa) y posteriormente formaran los foliculos primordiales. Los
foliculos se forman por fragmentacién de los cordones ovaricos. Este proceso
comienza cerca del rete ovarii y gradualmente se extiende a la regidén cortical del
ovario en desarrollo (Merchant-Larios, 1984). A partir del tejido estromatico que
rodea a los ovocitos se originaran los siguientes tipos celulares: la teca interna,
constituida por fibroblastos y células miocides y posteriormente la teca externa
(Merchant-Larios, 1984 ). La produccién de estrogenos se inicia al mismo tiempo que

en el machoalos 13 d.g.

MESONEFROS

Fig 4. Ovario embrionario de 13 d g de la cepa de ratones B6. La flecha sefiala el
ovario embrionario que se encuentra localizado sobre el mesonefros (Tomado de:
Nagamine y col.,, 1998. Dev Biol 196: 24-32).

Los experimentos clasicos llevados a cabo por Jost (1953) demuestran que el patrén
basico de desarrollo en los mamiferos es el femenino; por lo tanto, existe un factor
dentro del cromosoma Y que esta desencadenando la cascada de eventos morfogenéticos

que tienen como resultado el desarrolio testicular,




2. Gen determinante de la diferenciacion testicular

Dentro del cromosoma Y cerca de la zona pseudoautosomal del brazo corto ‘p’ que
comprende aproximadamente 35 kb (kilobases) se encuentra localizado el gen
determinante de la diferenciacion testicular conocido como SRY en ¢l humano y Sry en
el raton respectivamente (Berta y col., 1990; Koopman y col., 1990).

El Sry pertenece a una superfamilia de proteinas caracterizadas por tener un motivo
de union al DNA conocido como HMG (High mobility group) que comprende
aproximadamente 79 aminoécidos (a.a) (Rimini y col., 1995) y se encuentra agrupado
dentro de una clase de factores de transcripcion denominados proteinas SOX que poseen
una homologia de mas del 60% con el Sry (Whitfield y col., 1993).

La evidencia directa que relaciona al SRY como el factor determinante de ia
diferenciacion testicular se obtuvo a partir del analisis de los genomas de mujeres XY
con disgenesia gonadal. En dos de estos casos las mujeres que presentaban reversién
sexual poseian mutaciones en el gen del SRY que no se presentaban en los padres. La
correlacién entre esta mutacién de novo con la reversion sexual implicaba que el
SRY/Sry se requiere para el desarrollo normal de los testiculos. Ademas, se demostrd
que un fragmento genomico de raton de 14 kb (kilobases) que incluia el Sry producia

desarrollo normal de testiculos en hembras XY transgénicas (Koopmany col., 1991).

a). Caracteristicas moleculares

El gen del Sry del raton estd formado por un exén y tiene una estructura muy
particular ya que consiste en una region de 2739 pb (pares de bases) que contiene un
marco de lectura abierto rodeado de una secuencia repetida e invertida de
aproximadamente 17 kb (Gubbay y col., 1992), ademas, el transcrito cuyo tamafio es de
1.3 kb se encuentra de forma circular en la etapa adulta (Capel y col., 1993).

Se ha demostrado que el Sry se une en general a tres secuencias consenso posibles tal
como 5’ -TCAAAGG y mas especificamente a 5’-AGAACAATGG y 5’-AACAAT/A
(Jeske y col, 1996). Se ha planteado que el Sry al unirse a su secuencia respectiva
induce un angulo de 76° en el DNA lo que promueve y/o reprime la expresion de otros
genes (Pontiggia y col, 1994; Jeske y col., 1996). Al estudiar lz expresion del Sry se
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mostrd en un inicio que se realizaba especificamente en las células de la cresta genital
durante las fases de 10.5 a 12 d.g (Koopman y col., 1991), posteriormente con técnicas
como la transcriptasa reversa (RT-PCR) e hibridacion in situ se amplio el registro de su
expresion hasta los 13.5 d.g. (Jeske y col.,, 1996). La maxima expresion del Sry en la
gonada XY del raton de la cepa B6 se lleva a cabo a los 11 d.g (Lee y Taketo, 1994).

Se ha demostrado que durante las primeras etapas de desarrollo gonadal el sexo de
las células somaticas depende de la expresion del Sry. Si este gen no se expresa, si su
expresion se ve retardada o se realiza en un nimero muy reducido de células somaticas,
éstas células se diferenciaran en pre-foliculares y el desarrollo continuara hacia el patrén
femenino. En cambio, las células somaticas donde la expresion del Sry se lleva a cabo de
manera correcta se diferenciaran en pre-Sertoli e intervendran en la formacion del

testiculo (Revisado por: McLaren, 1991).

b). Aspectos evolutivos

El Sry se encuentra en una sola copia en una variedad de euterios y algunos
metaterios como los primates y el raton, en cambio en las ratas podemos localizar hasta 4
copias del gen (Nagamine, 1994). Aunque el Sry es un regulador del desarrollo
importante su secuencia es poco conservada entre especies fuera del dominio HMG
(Whitfield y col., 1993; Pamilo y col., 1997). Es posible que la expresion de este gen
coincida espacio-temporalmente con otros genes y/o factores de crecimiento, lo cual

podria estar regulando la diferenciacién gonadal en los mamiferos.
3. Participacion de los genes autosomales en la diferenciacion gonadal

Se han identificado algunos genes autosomales que debido a las caracteristicas de su
expresion y el tipo celular que los expresa, se ha propuesto su participacién en la
diferenciacion gonadal. Sobretodo los genes de la familia de proteinas denominadas SOX
a cuyo grupo pertenece el Sry. Estudios de homologia a nivel de sus secuencias han
demostrado que el gen evolutivamente més cercano al Sry es el Sox3, que se localiza en
el cromosoma X. La divergencia entre ambos genes puede haber sido una consecuencia

de la evolucion del cromosoma X y Y, lo que probablemente lo involucra en procesos de
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determinacion sexual. Sin embargo, se ha visto que las deleciones de este gen solo han
producido disminucién en la funcién testicular pero no una reversion sexual (Lim y col,,
1998).

Por otra parte, se ha demostrado que el gen Sox9 se encuentra involucrado en la
determinacion sexual gonadal. Este gen estd localizado en el cromosoma 11 y su
expresion se lleva a cabo en sitios donde sucede la condrogénesis. Sus mutaciones se han
asociado con la patologia conocida como displasia campomélica en donde una alta
proporcion de los pacientes exhiben una reversion sexual completa o parcial lo que lo
involucra en procesos de determinacién sexual asi como, anormalidades en el desarrollo
del esqueleto (Foster y col., 1994; Schafer y col., 1995; Kent y col., 1996; Pevny vy col,,
1997). Su expresion en el raton se localiza en la cresta urogenital alrededor de los 10.5 a
11.5 d.g y se lleva a cabo de manera diferencial entre machos y hembras. Durante la
diferenciacion del ovario su expresién disminuye mientras que en el macho aumenta por
lo que se ha relacionado directamente con la expresion del Sry. Existe un modelo que
propone que el gen Sox3 y el Sry compiten por la union en los sitios reguladores de la
expresion del Sox9, cuando se trata de una hembra el factor que se esta uniendo al Sox9

es el Sox3 y si es macho sucede de manera inversa (Lim y col., 1998).

a). Gen involucrado en la formacién de la gonada indiferenciada

Otro de los genes que se encuentra involucrado en procesos de determinacion sexual
es el WT-1 (Wilm’s tumor 1) que basicamente participa en el desarrollo urogenital. Su
expresion ha sido detectada en las células mesenquimatosas del metanefros y luego en las
epiteliales mientras se diferencian en los tibulos mesonéfricos. Mutaciones de este gen
producen el sindrome de Denys-Drasch caracterizado por serias malformacioﬁcs,
incluyendo la presencia de genitales ambiguos. Ademas de ser el responsable del
desarrollo del tumor de Wilm’s en el higado de infantes, que también parece involucrar al
factor de crecimiento semejante a insulina II (IGF-II) ya que se detecta una
sobrexpresion de este gen durante el desarrollo de este tumor (Kreidberg y col., 1993;

Hawkins, 1995).
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b). El factor esteroidogénico (SF-1)

Los estudios bioquimicos y experimentos de cultivo celular han indicado la
participacion de el factor esteroidogénico-1 (SF-1) en la regulacion del gen que codifica
para la MIS (Luo y col., 1995). En rat6n adulto este gen se expresa en todos los tejidos
esteroidogénicos primarios incluyendo la corteza adrenal, las células de Leydig, las de la
teca y de la granulosa. Disrupciones génicas en el ratdn provocan fallas eﬁ el desarrollo
adrenal y gonadal. Es el unico factor, ademaés del Sry, que se expresa diferencialmente en
la gonada femenina y masculina en desarrollo, el inicio de su expresion en las crestas
genitales precede a la del factor determinante del testiculo (9-9.5 d.g) (Luo y col.,, 1994,
Parker y col., 1998). '

¢). Gen responsable de la diferenciacion ovarica

Se ha detectado la presencia de un factor que interviene de manera directa en la
diferenciacion del ovario en las hembras que se ha denominado DAX-1 y que se
encuentra localizado dentro del cromosoma X en la region conocida como sensible a
dosis génica (Dosage sensitive region) (Zanaria y col, 1994). Se ha comprobado su
participacion en la esteroidogénesis de enzimas clave como la aromatasa P450scc (Lalli y
col,, 1998). Mutaciones en este gen producen hipoplasia adrenal que esta caracterizada
por la ausencia de corteza adrenal y una desorganizacién estructural de las gonadas lo
que produce bajas concentraciones de glucocorticoides, mineralocorticoides vy
androgenos. Su expresion se puede localizar en el ovario en desarrollo, testiculo adulto y
glandulas adrenales. St se encuentra duplicado en los machos puede producir reversion
sexual fenotipica hacia hembras. Al parecer el DAX-1 funciona como un antagonista de

fa expresion det Sry (Swain y col., 1996 y 1998).
4. Factores de crecimiento semejantes a insulina

Los factores de crecimiento son moléculas mitogénicas que participan en la
diferenciacion y proliferacion celular (Froesch y col., 1985; Zapf'y Froesch, 1986). Se ha
propuesto que también juegan un papel importante en procesos patolégicos como el

cancer y otras enfermedades (Mercola y Stiles, 1988).
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Los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs) fueron caracterizados
bioquimicamente a partir de plasma humano por Rinderknecht y Humble (1978) y se
denominaron IGF-I e IGF-1I (Insulin-like growth factor I y II). Estos son péptidos con
capacidad mitogénica de bajo peso molecular (7649 D el IGF-1 y 7471 D el IGF-II),
cadena sencilla con tres puentes disulfuro intracatenarios, relacionados estructuralmente
con la insulina (Sara y Hall, 1990). El IGF maduro posee los dominios A,B,C,D y E, los
dos primeros son homoélogos a las cadenas A y B de la insulina (Sara y Hall, 1990;
Giudice, 1992). Las principai fuente de secrecion de los IGFs es el higado en la etapa
adulta, sin embargo, durante la etapa fetal se encuentran en diversos tejidos como riiion,
higado, pulmén y en todo el sistema nervioso central, por lo que se han considerado
factores de secrecion endocrina, paracrina y autdcrina. La regulacion del IGF-I se realiza
principalmente por la GH (Hormona de crecimiento), el IGF-II parece ser independiente

de GH y es regulado por el lactogeno placentanio (Sara y Hall, 1990; Giudice, 1992).
5. El factor de crecimiento semejante a insulina tipo If

a). Caracteristicas moleculares

El gen que codifica para el IGF-II en el raton esta localizado en el autosoma 7 junto
con la insulina con la que comparte la misma polaridad de transcripcion. Este gen esta
formado por 6 exones, S intrones y 2 pseudoexones. El péptido maduro consta de 67 a.a
y tiene un precursor de 180 a.a (Stempien y col., 1986). Los extremos 3’ de los exones
1-3 son escindidos diferencialmente y pueden ser unidos al exén 4, asi que los
mensajeros se transcriben a partir de tres regiones unicas que no son traducidas (Rotwein
y Hall, 1990). Las regiones propiamente codificantes son las contenidas en los exones 4-
6 para el precursor. El exdn 4 codifica 24 a.a que corresponden al péptido seiial, asi
como los primeros 28 a.a del péptido maduro. Lo que resta del IGF-II maduro se
encuentra en el exon 5 que a su vez, codifica los primeros 11 a.a del dominio E de 89 a.a
correspondientes al extremo carboxi terminal de la proteina. E! exon 6 contiene los 78
a.a del ultimo dominio y una regién extensa 3’ que no se traduce. Los exones 1-3 son
homdlogos a los correspondientes para el gen de la rata y los exones 2-3 son similares a

los exones 4 y 5 del humano (Stempien y col., 1986; Rotwein y Hall, 1990). Ya que e

12




inicio de la transcripcion se lleva a cabo a partir de tres promotores, se han identificado
distintas especies de RNA,, cuya expresion se ha propuesto se realiza de manera
especifica para el tejido y la etapa de desarrollo (Sara y Hall, 1990). En el caso del
humano en higado adulto se transcribe en su mayoria un mensajero de 5.3 kb a partir del
promotor P1 que sélo es activo en esta etapa, también se han identificado dos
mensajeros transcritos a partir del promotor P2 de 6 y 2.2 kb debido a mecanismos de
poliadenilacién y un transcrito a partir del P3 cuyo tamafio es de 4.8 kb, ademas un
mensajero adicional de 1.8 kb (Sara y Hall, 1990).

El gen del IGF-II en el raton es transcrito a partir de tres promotores (P1, P2 y
P3) distintos localizados dentro de cada uno de los tres primeros exones (1, 2, 3) que son
escindidos diferencialmente para su formaciéon. Los promotores P2 y P3 tienen ciertas
regiones regulatorias tipicas como cajas TAATA y zonas ricas en GC, ambos poseen un
sitio (inico de iniciacién a la transcripcién. En contraste, el P1 contiene 3 probables sitios
de iniciacion a la transcripcidn distribuidos en una regién de aproximadamente 550 bp y
carece de elementos reguladores tipicos (Rotwein y Hall, 1990). La expresién diferencial
de estos promotores puede explicar diversas especies de RNA mensajeros (RNAx) que
se han encontrado en distintos 6rganos, tejidos y etapas del desarrollo tanto en humano,
como en rata y raton (Stempien y col,, 1986; de Pagter-Holthuizen y col., 1987, Rotwein
y Hall, 1990; Holthuizen y col., 1993; Gangji y col., 1998). Se han correlacionado el uso
diferencial de promotores con el envejecimiento y carcinogénesis, debildo principalmente
a 1a metilacion del promotor (Issa y col,, 1996). En el humano se demostré que un
mecanismo de metilacién temprana selecciona el promotor que va a ser expresado, una
falla en este mecanismo y se promueve la expresion de otro promotor lo que guarda una
relacion con el envejecimiento y la aparicion de procesos patologicos como la leucemia
(Issa y col., 1996).

El IGF-II es uno de los veinte genes que son producto de una impronta parental
(parental imprinting), es decir, sélo se expresa uno de los alelos, en este caso el paterno,
aunque se ha detectado que en tejido nervioso existe una expresion bialélica (DeChiara y
col,, 1990; Lee y col., 1993; Hu y col.,, 1995). El proceso de la impronta es un fendmeno
relativamente nuevo, poco conocido y falta realizar numerosos estudios para lograr

comprender como es que se lleva a cabo. Al parecer en el caso del IGF-II existe una
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relacion con otro gen (H19) y ambos se improntan en conjunto, se ha reconocido la
participacion de un amplificador (enhancer), elemento regulador importante, que al

parecer es el que promueve que se lleve a cabo esta impronta (Pedone y col., 1994).

LB ]

Fig 5. Organizacion del gen del IGF-II del ratdn. Se sefialan los 6 exones que lo
conforman, también se muestran los promotores (P1, P2 y P3) en los exones 1,2y 3 a
partir de los cuales se transcriben los mensajeros de forma diferencial. Los nimeros 1" y
2’ sefialan a los dos pseudoexones, identificados a partir de la homologia que comparten

con el humano y que no son transcritos en el raton.

b). Receptores

Los IGFs ejercen su accion fisioldgica interactuando con receptores especificos en la
superficie de la membrana celular. Se han reconocido dos tipos de receptores, el tipo 'y
el tipo II. El IGF-I muestra una mayor afinidad por el receptor de tipo I, mientras que el
IGE-1I por el tipo I1 {Roth, 1988). Sin embargo, la accion fisiologica de ambos factores
se lleva a cabo principalmente por su interaccién con el tipo I (Czech, 1989) que es una
glicoproteina heterotetramérica (posee dos cadenas alfa y dos cadenas beta), con
actividad de tirosina cinasa y un 70% de identidad con el receptor de la insulina (Morgan
y col., 1987; MacDonald y col., 1988). El receptor tipo II es una glicoproteina de cadena
sencilla, el 90% de su estructura linear se encuentra en forma extracelular, este dominio

esta compuesto por aproximadamente 15 repeticiones de una misma secuencia
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conservada. El dominio citoplasmico mas pequefio es hidrofilico y no se ha encontrado
que presenta actividad de tirosina cinasa (MacDonald, 1988). El analisis de su secuencia
complementaria demuestra que posee un 79% de identidad con el receptor para la
Manosa-6-fosfato (Morgan y col., 1987, MacDonald y col.,, 1988; Roth, 1988). Se ha
propuesto que el receptor tipo II regula el exceso de IGF-II secuestrandolo ya que su
actividad fisioldgica es mediada tanto por el receptor tipo I como por el receptor para la
insulina (Morgan y col., 1987, MacDonald y col,, 1988; Roth, 1988; Giudice, 1992;
Nishimoto, 1993; Nissley y col., 1993; Schultz y col., 1993; Louvi y col,, 1997,
Morrione y col., 1997). ‘

c). Proteinas de union

Los IGFs a diferencia de la insulina que circula libremente por el torrente sanguineo,
se encuentran asociados con una familia especifica de proteinas conocidas como IGFBPs
(Insuline-like binding proteins)(Giudice, 1992). Se han reconocido 6 especies distintas de
estas proteinas: IGFBP-1 a la 6 en ratdn, rata y humano (Giudice, 1992; Murphy y
Barron, 1993). Se cree que estas proteinas participan en la regulacion de estos factores
de crecimiento prolongando su vida media asi como, regulando sus efectos endocrinos
(Cohen y col.,, 1991). Asimismo, se ha planteado que modulan la accién local del IGF-11
de forma pardcrina y/o autdcrina (Sara y Hall, 1990; Giudice, 1992). Las IGFBPs inhiben
los efectos mitogénicos de los IGFs posiblemente secuestrandolos extracelularmente y
limitando su acceso a receptores especificos, aunque en otros casos pueden potenciar sus
efectos (Cohen y col,, 1991; Giudice, 1992; Clemmons, 1993). Se ha propuesto que
tienen sitios de reconocimiento para integrinas, que son componentes importantes de la
matriz extracelular (Giudice, 1992). Las IGFBPs se dividen en dos clases: las
dependientes de GH y de alto peso molecular y las independientes de GH y de bajo peso
molecular, ninguna es capaz de unirse a la insulina y las segundas independientes de GH
y de bajo peso molecular tienen una mayor afinidad por el IGF-II (Giudice, 1992). Existe
una expresion diferencial de distintas especies de RNA,, para los IGFs asi como, para sus
receptores y sus IGFBPs. Sin embargo, la expresién del IGF-II durante el desarrollo

gonadal no ha sido estudiada.
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d). Expresion del IGF-1I en etapas embrionarias

La expresion del IGF-II en el raton es detectada en todos los derivados
trofoectodérmicos y después de manera transitoria en el endodermo primitivo parietal y
visceral. Posteriormente su expresion es registrada en el mesodermo extraembrionario y
luego en el mesodermo embrionario, en una zona lateral anterior y después
extendiéndose a toda la region. El gen del IGF-II es expresado intensamente en todos
los componentes que eventualmente formaran parte de la placenta corioalantoidea y
delimita el interior de la cavidad del saco vitelino (Lee y col., 1990). Se han detectado
transcritos en embriones de ratas de 10-16 d.g en el mesénquima de la cabeza, formado
por una porcién mesodérmica y otra cefélica de la cresta neural (Lee y col., 1990).
También en todos los tejidos derivados de los somitas, mesodermo cardiaco, cartilago,
tejido vascular y en el higado e hipéfisis (Bondy y col., 1990). Utilizando la técnica de
RT-PCR se demostrd la presencia del IGF-II y de sus receptores en embriones de dos
células de raton (Heyner y col., 1989). En adulto su expresion persiste a nivel de las
meninges y en musculo estriado (Gray y col., 1987). Ademas, se ha identificado la
participacién del IGF-II directamente en el desarrollo de la placenta, ya que una delecion
del gen provoca una disminucion en el crecimiento de la misma (DeChiara, 1990).

En el humano los estudios de la expresion del IGF-II durante el desarrollo fetal
demuestran su presencia sobretodo en tejido conectivo, ademds en varios drganos como
es el higado, rifion y glandulas adrenales (Brice y col., 1989). La expresion del IGF-IT es
mucho mayor durante la etapa fetal que la adulta. Se ha propuesto que esta reduccion
est4 asociada con la diferenciacion de un tipo celular en un tejido especifico, sobretodo
en el rifidn y en las glandulas adrenales (Brice y col., 1989). Una supresion similar de la
expresion del IGF-II relacionada con la diferenciacion de un tipo celular se ha
demostrado en higado de rata alrededor del dia de nacimiento y en el testiculo fetal

humano (Voutilainen y Miller, 1988).

e). Papel de! IGF-II durante la esteroidogénesis
El desarrollo gonadal involucra ademas de cambios morfofisiologicos la capacidad de
iniciar la esteroidogénesis, paso fundamental en la diferenciacién posterior de las

caracteristicas sexuales secundarias. En el caso del desarrollo ovérico, este es un
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fenémeno complejo que involucra la poliferacion y diferenciacién de los constituyentes
foliculares, que de forma clasica es regulado por las gonadotropinas FSH (Hormona
foliculo estimulante) y LH (Hormona luteinizante) (Giudice, 1992). Se ha demostrado
que otras moléculas de origen ovérico también pueden regular este fendmeno como el
estradiol, la progesterona, inhibina, activina, el factor de crecimiento epidérmico, el facor
de crecimiento fibroblastico, factores angiogénicos y los IGFs (Revisado por Giudice,
1992). Las evidencias experimentales existentes, en cuanto a la participacion del IGF-II
en la esteroidogénesis, proceden de estudios realizados en células en cultivo e in vivo de
adrenales (Mesiano y Jaffe, 1993), la granulosa (Mason y col., 1994), la teca (Nahum y
col., 1995) e intersticiales de Leydig (Yuan vy col, 1996), en distintos modelos de
animales como son el humano, el porcino, la oveja, la rata y el raton.

En el caso del humano y los porcinos se han realizado experimentos in vitro en donde
tanto el IGF-I como el IGF-II estimulan directamente la produccion de progesterona en
células del cuerpo lateo y amplifican el efecto de la gonadotropina coriénica (GC)
(Caubo y col., 1989, Apa y col., 1996). También se ha visto que la insulina y el IGF-I1
poseen un efecto sinérgico en la esteroidogénesis de células de la granulosa (Mason y
col.,, 1996; Xu y col, 1997). Ademas, ambos factores regulan la produccion de
androgenos en células de la teca (Nahum y col.,, 1995; Willis y col,, 1998) y el IGF-II
incrementa la secrecion basal de cortisol y de DHEA-S (Sulfato de
dehidroepiandrosterona) inducidas por ACTH (Hormona adrenocorticotropica) en las
adrenales (Mesiano y Jaffe, 1993) Los estudios in vivo demuestran que el IGF-II
incrementa la produccion de esteroides inducida por ACTH en células fetales adrenales
debido a el incremento de la expresion de enzimas esteroidogénicas clave como son la
aromatasa P450,., l7c-hidroxilasa y 3BHSD (3-beta hidroxiesteroideshidrogenasa)
(Mesiano y Jaffe , 1993). Por otra parte, se ha demostrado que el RNA,, del IGF-II
disminuye mientras que el IGF-I aumenta durante el desarrollo testicular de los porcinos
y que el incremento en la expresion del IGF-II en células de la teca se relaciona con el
aumento del tamafio folicular (Yuan y col., 1996).

En el caso de la rata los trabajos in vitro muestran que el IGF-II aumenta la
esteroidogénesis inducida por LH/GC en células de la granulosa (Davoren y col., 1986;

Cara y Rosenfeld, 1988) y en los cultivos de células intersticiales de Leydig donde se
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postula que este efecto es parte de un control paracrino de este factor (DeMellow y col,,
1987), ademas se ha detectado la expresion de las proteinas acarreadoras IGFBP-4 y 5
en células de la granulosa {(Liu y col., 1993).

Por Gltimo en el conejo existe un sinergismo importante entre los IGFs y el estradiol
en la regulacion de la produccion de la progesterona por células del cuerpo lateo {Miller
y Obasiolu, 1996).

Todo esto nos demuestra que los IGFs estan participando dentro de la
esteroidogénesis en células adrenales y gonadales en los mamiferos, ademas ya que se
desconoce cuales son los factores que inducen la esteroidogénesis en la etapa fetal, el
estudio de la expresion del IGF-II durante el desarrollo gonadal de ratén es de suma

importancia.

f). Aspectos evolutivos

La familia de los factores sémejantes a insulina comprende a la insulina, a los IGFs y a
la relaxina, agrupados por su parecido estructural con la primera, todos ellos son
esenciales para el desarrollo, crecimiento y el metabolismo. Se ha propuesto que la
insulina y los IGFs poseen un ancestro en comin y que divergieron después de una
duplicacion génica que separé a la insulina de una molécula ancestral tipo IGF.
Posteriormente ésta al duplicarse nuevamente dio origen al IGF-1 y II, sin embargo , no
se conoce con exactitud cuando se llevo a cabo esta divergencia (LeRoith y col., 1993;
McRory y Sherwood, 1997). Se han realizado radioinmunoensayos que han permitido
reconocer moléculas muy parecidas a la insulina, por ejemplo en moluscos e insectos, la
molécula de insulina mas antigua que se ha reconocido pertenece al grupo de los
tunicados, lo que nos lleva a extender el origen de la insulina hasta un poco antes de la
aparicién de los vertebrados (McRory y Sherwood, 1997). También se ha reconocido
una molécula tipo IGF en los tunicados, el Amphioxus (protocordado) y en el pez bruja,
al parecer se trata de una molécula muy parecida a la que dio lugar a la divergencia entre
el IGF-1 y 11, que ya reconocemos como tales a partir de los peces (aproximadamente
300 millones de afios) (McRory y Sherwood, 1997).

Aunque los tres poseen un ancestro en comun, la composicion de bases del gen de la

insulina y los IGFs es diferente. Las regiones codificantes de la insulina y del IGF-II son
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ricas en GC (aproximadamente 65%), en cambio para el IGF-I es de 55% (Ellsworth y
col., 1994). Esto podria deberse a que las presiones de seleccion para cada molécula han
sido diferentes, en el caso del IGF-II este gen permanece en el mismo cromosoma junto
con la insulina (7 en el raton), en cambio el IGF-I se encuentra en otro cromosoma (10
en el ratén) debido a una translocacion posterior a la duplicacion, lo que nos llevaria a
pensar que han seguido caminos evolutivos distintos (Ellsworth y col,, 1994). De los
estudios realizados se puede concluir que tanto la insulina como los IGFs aparecieron

tempranamente en la historia evolutiva de los animales, especialmente de los vertebrados.
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Fig 6. Arbol filogenético de los IGFs. (Tomado de: McRory y Sherwood, 1997. DNA

Cell Biol 16: 939-949.}

6. El ratén B6YPM

Buscando inducir inversiones en cromosomas metacéntricos utilizando hembras
pertenecientes a la cepa de ratones C57BL/6J (B6) y cruzandolas con machos de la
especie Mus musculus poschiavinus (POS A ), Eicher y col (1982 y 1986) encontraron
que a partir de la generacién 4 la relacion entre los sexo: = inclinaba en favor de las
hembras. Comenzaron a disefiar experimentos para intentar dar una posible explicacion,

al realizar el analisis cromosomico se mostré que algunas de las hembras eran machos

19



XY (B6Y"™) y que esto no tenia ninguna relacion con la mutacion bioquimica de alfa
talasemia que produjeron a los machos tratados en la Fl (primera generacion).
Posteriormente, se llegd al descubrimiento de que las hembras XY sélo se producian si
sus padres poseian el cromosoma Y heredado de un macho perteneciente a la generacion
F1. Este resultado indicaba que existia una mutacion ligada al cromosoma Y que
producia que los individuos XY sufrieran una reversion sexual hacia hembras fenotipicas.
El 50% de los embriones XY desarrollaban ovarios mientras que el otro 50% eran
hermafroditas desarrollando un ovario y un ovotestis o dos ovotestis respectivamente
(Eicher y Washburn, 1986). De estos resultados se dedujo que existen genes autosomales
en la cepaA B6 que no se relacionan adecuadamente con el locus del Sry presente en la
cepa POS A y que esta interaccion anormal produce la reversion sexual. En otros
estudios se observo que cuando se cruzaban ratones de la cepa B6 con la cepa Mus
musculus domesticus se producia una reversion sexual a partir de la F2 (segunda
generacion) al igual que la reportada para M. musculus poschiavinus (Eicher y col,
1982; Eicher y Washburn, 1986).

El grupo de Eicher (1986) propuso que existia un gen autosomal que denominaron
Tda-1 (Testis autosomal determining- 1) cuyo alelo en la cepa M. musculus poschiavinus
o domesticus era dominante (TDA-1) y en la cepa B6 recesivo (tda-1). Lo que sucedia
en la Fl1 era que al expresarse el alelo heterocigo, el gen dominante TDA-I,
interaccionaba adecuadamente con el Y proveniente de la cepa M. musculus
poschiavinus/domesticus. Mientras que, a partir de las retrocruzas teniamos un alelo
homécigo recesivo que al expresarse no se relacionaba correctamente con el Sry del M.
musculus poschiavinus/ domesticus. Ellos se plantean la hipotesis de que el alelo para el
yDoM

Sry perteneciente al B6 se expresa tardiamente en comparaciéon con el del B6 y

esto permitia la diferenciacion del tejido ovérico (Eicher y Washburn, 1982 y 1986;
Palmer y Burgoyne, 1991).
Posteriormente Lee y Taketo (1994) demostraron que la expresion del Sry se inicia

YoM es que la

de manera normal en ambas cepas lo que sucede en el caso del ratdén B6
inactivacion de su expresion se ve retardada, es decir, los transcritos se localizan hasta

los 14 d.g y no como en la cepa B6 cuya inactivacién ocurre a los 12.5 d.g.
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La evidencia genética indica que el Sry no es el unico gen involucrado en la
determinacién sexual gonadal. Se ha postulado que una serie de genes autosomales o
dentro del cromosoma X, deben actuar coordinados espacio-temporalmente con el Sry
para iniciar la diferenciacion testicular.

a). Desarrollo gonadal del ratén BeY>™

La goénada del raton B6Y"M

puede diferenciarse en dos tipos distintos: ovarios u
ovotestis, ya que nunca existe el desarrollo de un testiculo normal (Lee y Taketo, 1994),
Morfologicamente el ovario XY es igual al ovario XX, es durante el desarrollo postnatal
cuando en el caso det XY existe una pérdida paulatina y constante de ovocitos, si éstos
llegan a ser fecundados no se desarrollan mas alla del estadio de dos células y pierden
contacto celular con las células del cumulus (Taketo-Hosotani y col., 1989, Merchant-
Larios y col,, 1994; Lee y Taketo, 1994; Amleh y col., 1996). Ademds, poseen una baja
produccion de esteroides y no presentan una respuesta a dosis exodgenas de
gonadotropinas, particularmente durante la sintesis de testosterona (Villalpando y col.,
1993). Las hembras presentan una conducta sexual normal ya que copulan con los
machos, lo que se ha comprobado por la aparicion de los tapones de cépula, aunque no
llegan a producir crias. Se cree que el error es producto del desarrollo del mismo ovario
ya que se ha visto que el eje hipotalamo-hipéfisis-génada se establece en forma normal
en las hembras XY (Merchant-Larios y col., 1994, Lee y Taketo, 1994; Vanderhyden y
col., 1997). Por otra parte, se realizaron estudios con ratones quiméricos en donde se
transplantaron ovocitos XY en goénadas donde el tejido somético es XX de ratones
Balb/c y ovocitos XX en gbnadas cuyo tejido somatico es XY (B6Y™°™) Los
resultados mostraron que es el sexo genético en los ovocitos el que les produce una faila
en su desarrollo posterior, ya que los ovocitos XX llegaron a ser fértiles aun cuando el
tejido somatico que los rodeaba era XY (Amleh y Taketo, 1998).

En el caso del ovotestis, este drgano esta compuesto por una zona ventral que posee
tejido testicular asi como, una zona craneal y caudal donde se desarrolla tejido ovarico,
razon por la cual estos individuos son considerados como hermafroditas. La tunica

albuginea se desarrolla solo en la zona donde encontramos los tubulos seminiferos, en

cambio la regidn ovarica es cubierta por una capa sencilla de epitelio. En algunos
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ovotestis en el punto donde se encuentran las regiones del testiculo y el ovario, se
observa que las células de la tinica alblginea mantienen un arreglo antiparalelo a la
superficie gonadal (Nagamine y col, 1987). Dentro de la zona oviarica se presentan
numerosas células germinales en meiosis, lo que indica el desarrollo de los ovocitos,
aunque estas zonas posteriormente pueden ir degenerando. Podemos observar un
gradiente en la cantidad de tejido ovarico y testicular que puede desarrollar una
ovotestis, es decir, algunas gonadas presentan una gran cantidad de tejido testicular,
donde la region ovarica es segregada hacia una de las puntas e incluso casi desaparecer,
este tipo de ovotestis puede producir espermatocitos y ser fértiles (Nagamine y col.,
1987). Otros estudios ha demostrado que la expresion de la MIS en los ovotestis se
encuentra retrasada en la cepa Y™™ en comparacion con la B6 en la cual sus
componentes celulares estan fuertemente tefiidos indicando una activa expresion de la
hormona, en cambio en los ratones B6Y"" la expresion es muy tenue (Taketo y col.,
1991). Esto podria sugerir que la reversion sexual de esta cepa de ratones es una
consecuencia de la falla en la expresion de diversos factores, no necesariamente el Sry,
sino de aquellos que se encuentran actuando hacia abajo de la cascada de eventos

genéticos desencadenada por el factor determinante de el testiculo.

[y

Fig 7. Ovotestis de 13 d.g. de la cepa de ratones B6Y°®™. La flecha sefiala el tejido
ovarico, mientras que en la region anterior podemos observar el tejido testicularx

(Tomado de: Nagamine y col., 1998. Dev Biol 196: 24-32).
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b). Posibles genes involucrados en el desarrollo gonadal del ratén B6YPM

A partir del modelo de reversién sexual que sufre la cepa B6Y™™ se propuso que
existian algunos genes autosomales involucrados en la diferenciacion testicular.
Posteriormente, con el estudio de locus genéticos ligados a una funcion especifica se vio
que eran dos los posibles factores involucrados mismos que se denommaron Tda-1 y
Tda-2, localizados en los cromosomas 4 y 2 respectivamente. Se cree que las proteinas
TDA podrian estar participando en la regulacion de la expresion del Sry o ser activadas
y/o reprimidas por dicho factor. Por otro lado se ha sugerido que los Tda pueden ser
determinantes del ovario que se activan normalmente en embriones XX y que
permanecen inactivos en los XY, pero que en el caso de la cepa B6YPM /P95 est0 no

sucede (Eicher, 1996).
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Dentro del cromosoma Y existe una zona en el brazo corto que contiene el gen
determinante de la diferenciacion testicular conocido como Sry (Berta y col., 1990,
Koopman y col., 1990). ‘Los transcritos de este gen estan presentes durante la etapa de
gonada indiferenciada a los 10.5 d.g y desaparecen ya que ha ocurrido la diferenciacion
gonadal a los 13.5 d.g (Koopman y col., 1990; Jeske y col., 1996). La expresion de este
gen coincide espacio temporalmente con la de otros genes y/o factores de crecimiento, lo
cual podria estar regulando la diferenciacién gonadal en los mamiferos.

Por otra parte, cuando se cruzan la cepa Mus musculus domesticus y la cepa B6 se
produce una reversion sexual gonadal, la mitad de la descendencia XY (B6Y"™)
desarrolla ovarios y fenotipo femenino (Taketo-Hosotani y col., 1989). Esto sugiere que
existen genes autosomales o regiones dentro del cromosoma X involucrados en la
diferenciacion sexual gonadal que necesitan interactuar con el Sry para desencadenar la
cascada de expresion génica que conduce a la diferenciacion testicular completa (Eicher
y Washburn, 1986; Eicher y col., 1996). En observaciones recientes del grupo de trabajo
de la Dra.Villalpando se registro la expresion del RNA,, para el IGF-II en la gonada del
raton B6Y"™™ el cual se expresa de manera diferencial a lo largo del desarrollo gonadal
de esta cepa de 10.5 a 16 d.g, lo cual indica que probablemente este gen participe en la
diferenciacion gonadal de este raton (Lizarraga, 1997). Se ha demostrado que la
presencia de distintas especies de RNA,, para el IGF-I1 en la etapa adulta para diferentes
tejidos, asi como la presencia de sus receptores y sus IGFBPs. Ademas, se ha observado
la presencia del IGF-II en distintos 6rganos como el higado, rifién y las glandulas
adrenales en la fase embrionaria (Brice y col., 1989). Asimismo, este gen se ha
involucrado en la sintesis tanto de hormonas gonadales como de las glandulas adrenales
en la etapa adulta. Sin embargo, la expresion del mensajero del IGF-II no ha sido
estudiada durante el desarrollo gonadal del raton, ni tampoco se ha establecido su
funcion en esta etapa.

Hipotesis
El IGF-II es un factor de crecimiento que se expresa diferencialmente en hembras y

machos durante el desarrollo gonadal del raton Mus musculus cepa B6.
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V. OBJETIVOS

1. Secuenciar el RNA,, del IGF-II que se expresa durante el desarrollo ontogenético de

la génada del raton B6YP™™ de 10.52 16 d.g.

2. Detectar la expresion del RNA, del IGF-II durante el desarrollo ontogenético de la

gonada del ratén Mus musculus cepa B6 de 102 18 d.g.
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V. METODOLOGIA

1. Reactivos

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

2. Animales

Se utilizaron animales de la cepa B6 pertenecientes a la colonia de la Dra. Irma Villalpando
Fierro del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Los ratones se mantuvieron en
condiciones de luz-obscuridad en periodos de 12 horas y fueron alimentados con Teklad 5-2335

mouse breeder diet 7004.

3. Determinacion de la edad de gestacion

La edad de gestacion de los ratones se determind observando los tapones de copula, el dia
cero fue considerado el dia en que se visualizé el tapon. Las hembras prefiadas fueron sacrificadas
por dislocacion cervical, se les aplico una solucidn de benzal-etanol (1:1) en el abdomen y se les
realizé un corte en V con el fin de extraer los embriones. Estos fueron colocados en una caja de
Petri estéril con medio minimo esencial (MEM de GIBCO pH 7.4) y se procedi6 a la extirpacion
de los complejos urogenitates (10 d.g) o las gonadas (11-18 d.g). El estadio de desarrollo de los
embriones se establecio usando el criterio del desarrollo del miembro posterior descrito por
McLaren y Buehr (1990). A cada embrion se le hizo un corte diagonal que abarca la regién media
caudal para que expusiera el complejo urogenital o las gonadas y se extrajeron. El tejido fue
congelado a -70°C hasta la extraccion del RNA total,
En la figura 8 se sefiala el corte diagonal en un embrion de 11 d.g. realizado para exponer la
gonada indiferenciada y proceder a su extirpacion. Con lineas se indican el pronefros, metanefros
y mesonefros, ademds de la cresta genital donde se encuentra la génada. (Tomado de Lovell-
Badge y Hacker,1995)
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PRONEFROS

GONADA INDIFERENCIADA

MESONEFROS

METANEFROS

Fig 8. Corte diagonal que se realiza a un embricn de 11 d.g. El corte se lleva a cabo con la
finalidad de exponer la gonada indiferenciada para posteriormente extraerla. (Tomado de Lovell-

Badge y Hacker, 1995. Phil Trans R Soc Lond B 350: 205-214.)

4. Identificacion del sexo genético
El sexado de los embriones se llevé a cabo por la técnica de la amplificacion en cadena de la

polimerasa (PCR). Este es un método in vitro para llevar a cabo la sintesis de secuencias

especificas de DNA, usando un par de oligonucleétidos sintéticos (a manera de cebadores) que

hibridizan con las secuencias seleccionadas y flanquean la region de interés en el DNA. Una serie

repetitiva de ciclos que incluyen la desnaturalizacion (94°C) del templado, alineacion de los

oligonucledtidos (65°C) y sintesis (72°C) por la DNA polimerasa resulta en una acumulacion

exponencial de un fragmento especifico, cuyo término estd definido por los extremos 5' de los

oligonucleotidos. Debido a que los productos sinietizados en un ciclo pueden servir como moldes

en el siguiente, el niimero de copias de la secuencia deseada aproximadamente se duplica en cad. -

ciclo. En este caso se amplifico un fragmento del gen del Sry presente en los machos (XY) y
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ausente en las hembras (XX). Los oligonucledtidos se disefiaron en base a lo descrito por Jeske
(1996), cada uno comprende 18 pb y delimitan un fragmento de 266 pb:

Sry K1

5’ gagagcatggagggccat 3’

Sry K2

3’ ccactcctctgtgacact 5’

La técnica de sexado procede en dos fases:

a). Aislamiento del DNA

Se extrajo tejido somatico del embrion (cabeza) y se le adicionaron 500 ul de amortiguador
SET (ver apéndice pagina 55) y se homogeneizé aproximadamente 2 minutos. Se agregd 25 ul de
SDS al 10% y se agit6 en el vortex durante 10 segundos, posteriormente se le adicion6 2.5 ul de
proteinasa K y se volvié a agitar durante 10 segundos. Se incubd a 60°C 2 horas en un
termomixer modelo 5436 de la casa Brinkmann Instruments. Se centrifugé a 12,000 rp.m
(revoluciones por minuto) 15 minutos a 4°C en una centrifuga Eppendorf modelo 5402. Se tomé
100 ul del sobrenadante y se llevd a un volimen de 1 ml con agua estéril, de esta solucion se

volvi6 a tomar | pl y se le adicionaron 4 pl de agua tratada con DEPC( Di-etilpirocarbonato).

b). Amplificacion del Sry

Se prepard una mezcla maestra que contenia 0.4 pl del oligonucledtido Sry K1, 0.46 pl del
oligonucleétido Sry K2, 1.5 ul de cada nuledtido (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) para tener una
concentracion final de 1.5 mM, 0.7 pl de MgCl,, 0.5 de amortiguador Tris 1M, 0.2 pl de
albumina, 0.1 pi de Nonidet 40, 0.06 pl de agua tratada con DEPC, 0.5 pl de (NH,),S0,, 0.04 pl
de Amplitaq polimerasa. Del DNA obtenido en el primer paso se tomé 1 pl y se desnaturalizé 5
minutos a 94°C en un termociclador marca Perkin Elmer cetus (modelo 9600) después se le
agregaron 9 pl de la mezcla maestra para tener un volumen final de 10 ul. Se incubd en el
termociclador con el programa que comprende las siguientes temperaturas:
94°C 30 seg (Desnaturalizacion)
60°C 60 seg (Alineamiento de los oligonucleétidos)

72°C 60 seg (Sintesis de DNA)

28



La amplificacion comprende un total de 30 ciclos. Como control se utiliz6 DNA de testiculo

(control positivo) y ovario (control negativo) de ratén de 9 semanas de edad .

3. Obtencidn del RNA fotal

Para la extraccion del RNA total se uso la técnica de Chomczynski y Sacchi (1987). Se
homogeneizaron un par de gonadas con 100 pl de la solucion D (solucién de tiocianato de
guanidina), después se adicionaron los siguientes reactivos de manera secuencial: 10 ul de
acetato de sodio 2M pH 4, 100 pl de fenol saturado con agua y 20 pl de una solucion de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Se mezclé ligeramente en un vortex 10 segundos y al final
se incubé a 4°C 15 minutos. Se centrifugd a 14,000 rpm, 20 minutos a 4°C. La fase acuosa se
transfiri¢ a tubos eppendorf tratados con DEPC y se adicionaron 100 pl de isopropanol (-20°C),
se agitaron las muestras con la mano suavemente 10 segundos y se precipitd a -70°C media hora
o0 a -20°C una hora. Se volvié a centrifugar bajo las condiciones ya mencionadas y el boton se
resuspendi6 en 30 pl de la solucion D. Se agrego el mismo volumen de isopropanol y se precipitd
como lo descrito anteriormente. Los tubos se vuelven a centrifugar y se decanto el sobrenadante,
el botdn se lavo con 100 ul de etanol al 75% y se centrifugé bajo las mismas condiciones por 10
minutos. El lavado se repite hasta tres veces cuando es necesario. Las muestras se colocan en un
desecador media hora a temperatura ambiente o una hora a 4°C. E1 RNA total de cada muestra se
resuspendié en 3 pl de agua estéril filtrada y tratada con DEPC y se almacené a -70°C (12-24

horas).

6. Amplificacion del transcrito del IGF-II en la cepa B6

Los oligonucledtidos empleados para la amplificacién del transcrito del IGF-II fueron
disefiados de acuerdo al .DNA de raton descrito por Stempien y col. (1986) se usaron un par de
oligonucledtidos, cada uno comprende 18 pb y delimitan un fragmento de 429 pb
correspondiente al precursor de la proteina
IGF-11
5" atgttggtgcttctcate 3’ (sentido)
37 ctctetgaactctttgag 5’ (antisentido)
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Como control para la amplificacion del transcrito del IGF-II se utilizo un gen que se expresa
constitutivamente, la enzima Hprt (Hipoxantina- fosforribosil-transferasa) que participa en la
rutas de salvamento de nucleotidos, especificamente en la recuperacion de purinas en vertebrados
que son reutilizadas en la biosintesis de nucledtidos. Para esta enzima los oligonucledtidos
empleados fueron los descritos por Lee y Taketo (1994) comprenden 25 pb y delimitan un
fragmento de 352 pb:

5’ cctgctggattacattaaagcactg 3’

3’ gtcaagggcatatccaacaacaaac 5’
Para cada edad y sexo se realizaron tres repeticiones, tanto para el IGF-II como para la Hprt.

a). Obtencion del DNA complementario con la técnica de transcriptasa reversa (RT-PCR)

La técnica de transcriptasa reversa consiste de dos partes, en la primera se obtiene el DNA
(DNA complementario) del IGF-II y de la enzima Hprt a partir del RNA,, obtenido de los
complejos urogenitales/génadas y posteriormente se amplifica con PCR para observar su
expresion.

Se realiz6 una mezcla maestra que contenia 4 pl de MgCl,, 2 pl de amortiguador II 10X para
PCR, 2 pl de cada nucledtido (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 ul de inhibidor de RNasas, 1 ul de
hexameros, ademas por separado en nuestra muestra experimental 1 pl de retrotranscriptasa y en
nuestra muestra control 1 pl de agua tratada con DEPC y en ambas 3 pl de RNA previamente
desnaturalizado en el termociclador 94 C°5 minutos. El volumen final de la reaccion fue de 20
ul. Se incubd utilizando un ciclo que contiene las siguientes temperaturas:

25°C 10 min

42°C 60 min
99°C 5 min
b). PCR

Se realizd una mezcla maestra que contenia 8 pl de MgCl,, 16 pl de amortiguador IT 10X para

PCR, 131 pl de agua tratada con DEPC, 1 pul de polimerasa Taq, por separado a cada tubo se le
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adiciond 1 pl de cada uno de los oligonucledtidos segun fuera el caso (IGF-II o Hprt). Se incubo

en el termociclador con el siguiente programa:

94°C 2 min

55°C 15 seg 1 ciclo
72°C 30 seg

94°C 15 seg

55°C 15seg 29 ciclos
72°C 10 min

Los productos se almacenaron a una temperatura de -20°C.

Se usaron 31 ciclos de amplificacion en total.

¢). Visualizacion del transcrito del IGF-11

Para visualizar los resultados obtenidos se prepard un gel de agarosa al 2% con amortiguador
TBE 0.5X pH 8.2. Se empled el marcador de bajo peso molecular (Low DNA mass ladder
GIBCO BRL) para estimar el peso molecular de muestras de DNA tefiidas con bromuro de etidio
que pueden ir de 100-2000 pb del cual se tomaron 4 pl 'y se colocaron en el pozo del gel. De cada
tubo de producto amplificado se tomaron 10 ul y se mezclaron con 4 pl de amortiguador de
carga y se colocd en un pozo del gel. Se realizo la electroforesis usando amortiguador TBE 1X
pH 8.2 a 120 voltios durante 50 minutos a temperatura ambiente. El gel se tifi6 con una solucion
de bromuro de etidio al 0.8% en agua destilada 10 minutos y los productos se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.

d). Fotografias
Las fotografias de los geles fueron tomadas con una cdmara Polaroid Gelcam modelo PHC 34
de la casa Hoefer Scientific Instruments y se usé una pelicula instantanea en blanco y negro

Polaroid Polapan 667 ISO 3000/36° (8.5 x 10 cm), el tiempo de revelado fue de un minuto.
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7. Secuenciacion del producto amplificado

La técnica de secuenciacion utilizada es la descrita por Sanger (1977). Esta se basa en el uso
de terminadores especificos de la sintesis del DNA durante la elongacién, los 2°.3°-
dideoxinucledsido-5’-trifosfato (ddNTP). Estos terminadores son analogos que pueden ser
incorporados por la DNA polimerasa a la cadena que se esta sintetizando a través del grupo 3
trifosfato. Los analogos al carecer del grupo hidroxilo en la posicion 3’ no pueden formar enlaces
fosfodiéster con el siguiente nucledtido y en ese momento se detiene la sintesis. El resultado son

segmentos de DNA terminados en un nucleotido especifico.

E
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Fig 9. A: Comparacion entre los deoxinucleotidos y los dideoxinucledtidos empleados en la
técnica descrita por Sanger (1977). La diferencia entre ambos se encuentra en el grupo hidroxilo
que poseen los deoxinucledtidos y el hidrogeno de los dideoxinucledtidos. B: Se muestra el
extremo 3’ de una cadena de DNA cuya sintesis se ha detenido debido a la incorporacién del
dideoxinucleodtido ya que este ultimo no posee el grupo hidroxilo que permite que continue la

sintesis det DNA por la polimerasa (Tomado de : Gilbert, 1988. Developmental Biology, 843p).
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a). Preparacion del DNA para secuenciacion

Para asegurarnos que el produto de PCR se encontraba limpio se procedié primero a correr
un gel de agarosa de bajo punto de fusion de la casa BioRad (Amersham) mismo que se tiii6 con
bromuro de etidio al 0.8%, posteriormente se procedio a purificarlo de ia siguiente manera:

i) Se cortod la banda del gel donde se encuentra el producto, en este caso la banda del IGF-II
con un peso molecular de 429 pb. Esto se colocé en un tubo estéril, se le agregaron 500 pl de
agua desionizada y se incub6 a 65°C para que se fundiera la agarosa. Se le adicionaron 350 pl de
amortiguador TE 1X y se llevo a cabo una primera extraccion de DNA con un volumen doble de
fenol saturado con amortiguador Tris, se mezcld con el vortex durante 30 segundos y se congeld
a -70°C dos horas. Se centrifugd a 14,000 rpm 10 minutos y se retird el sobrenadante. Se volvid
a adicionar un doble volumen de fenol saturado con amortiguador Tris y se centrifugd bajo las
condiciones anteriores, se tomd el sobrenadante. Se agregé el mismo volumen de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd en las condiciones ya mencionadas, este paso se repitié
una vez mas. Se precipitd el DNA con 7.5 M de NaCl y el doble de volumen de etanol al 100%,
se agitd con la mano y se centrifugd como ya se habia establecido. E! boton se secd al vacio
durante media hora a temperatura ambiente y se resuspendio en 15 pl de amortiguador TE 1X.
Al final se corrid nuevamente otro gel de agarosa para observar si efectivamente teniamos el

producto puro para secuenciar. Se usaron de 1-5 pul de DNA por reaccién de secuenciacién.

b). Reaccion de secuenciacion

Se llevo a cabo una mezcla de reaccion que contenia 10 pl de muestra experimental 6 10 pul de
agua estéril como control, a los que se les adiciond una mezcla para secuenciacion que contenia 1
ul de oligonucledtido, 1.5 ul de dATP marcado con fosforo® (a*dATP), 4 pl de amortiguador
10X para PCR y 13.5 pl de agua estéril para tener un volumen fina! de 30 pl. De esta mezcla se
tomaron 6 ul y se adicionaron a tubos para PCR (4) que contenian 2 pl de cada analogo de
nucledtido (terminador: ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP), para tener un volumen por tubo de 8
ul. La reaccion de secuenciacion se realizd en un termociclador Perkin Elmer Cetus modelo 9600
utilizando los mismos ciclos de temperaturas que los usados para amplificar el IGF-II. Al finalizar
la reaccion se le agregd 4 pl de solucidn terminadora y se guardaron las muestras a -20°C. En

total se realizaron tres reacciones de secuenciacion, en la segunda y la tercera se modifico el
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programa de temperaturas con la finalidad de dar un mayor niimero de ciclos de alineamiento de
los oligonucledtidos para luego también extender la fase de sintesis como sigue:

Segunda reaccion

95°C 2 min
94°C 15 seg
55°C  15seg 35 ciclos
72°C 30 seg

Tercera reaccion
95°C 2 min
94°C 15 seg
55°C  15seg  35ciclos
72°C 30 seg
94°C 15 seg
55°C  15seg 1ciclo
72°C 10 min

c). Preparacion de las placas de secuenciacién

Se utilizaron dos placas de vidrio grandes previamente tratadas con una solucién de NaOH
2N, se enjuagaron con agua corriente y luego con agua destilada, se secaron perfectamente con
papel rollo. Posteriormente se les agregd a una el sigmacote (Sigma) y a la otra el 3-
Metilcriloyloxipropiltrimetoxi-xilano, nuevamente se enjuagaron con agua corriente y agua
destilada y se secaron cuidadosamente, cuando estuvieron listas se colocaron los separadores
entre ambas y se les selld con cinta de teflén perfectamente, al final se aseguraron las orillas con
cinta de aislar y se les colocaron unas pinzas en los extremos para ejercer presion de manera

homogenea.

d). Elaboracion del gel
El gel se prepar6 con 80 ml de solucién de acrilamida al 6%, 9.8 ul de TEMED y 45 mg de
persulfato de amonio. Las placas de vidrio se llenaron por la orilla despacio con la acrilamida

utilizando una jeringa procurando evitar la formacion de burbujas, mientras se llevd a cabo el
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vaciado, al final se coloco el peine de tiburdn y las dos Gltimas pinzas, se dejo gelificar en una

camara himeda aproximadamente 12 horas.

e). Electroforesis

La corrida del gel se realiz en una camara de electroforesis para secuenciacion IBI 80000
modelo STS-45 en la cual se colocaron las placas de vidrio, se les extrajo el peine, se sellé con un
par de gomas y agarosa al 2% y se lleno con amortiguador TBE 1X en la base de la camara de
electroforesis y amortiguador TBE 0.5X en la parte superior, con la finalidad de crear un
gradiente de concentracion para que las muestras migraran perfectamente. Se revisd que tanto en
la parte superior como inferior no se formen burbujas y se eliminé el gradiente de urea sobretodo
en los pozos del gel con una jeringa. Se colocaron 8 pul de las muestras previamente
desnaturalizadas a 94-95°C en un baifio Maria lo mas rapido posible en cada uno de los pozos. Se
llevd a cabo una precorrida durante una hora y media a 1800 voltios con la finalidad de
homogeneizar la temperatura del gel, con esto aseguramos que las muestras se mantienen
desnaturalizadas y no existe complementacion de las hebras de DNA. Se realizaron la primera y la
segunda corrida ambas durante dos horas. Al final se desmontaron las placas y se les quito la
agarosa, los separadores y el peine. Se enjuagd con agua corriente y se despegd con ayuda de una
espatula cuidadosamente. La placa que tiene el gel se tratd con la solucién fijadora 12 horas,

posteriormente se dejo secar.

f). Autoradiografia

La placa fue expuesta a una pelicula KODAK (Biomax film MR-1) 35 x 43 cm durante 24 a
48 horas. Se revelo utilizando una solucion reveladora y una fijadora de la casa KODAK GBX
Cat. 1900943 y 1901859 respectivamente. Se dejé secar aproximadamente 30 minutos. Al final
se llevo a cabo la lectura de cada corrida y se obtuvo la secuencia del transcrito comparandola

con €l .DNA obtenido por Stempien y col. (1986).
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V1. RESULTADOS

1. Determinacion del sexo de los embriones por PCR

Se determino ef sexo de los embriones de raton de 10,11 y '12 d.g utilizando la técnica
de PCR, la cual amplifica un fragmento de 266 pb perteneciente al Sry presente en los
machos (XY) y ausente en las hembras (XX). Como control positivo y negativo se uso

testiculo de macho adulto y ovario de hembra adulta respectivamente.

MP2345 6 7 g9 10

Fig 10. Determinacion del sexo genético de hembras y machos de la cepa B6. En el
carril 1 se observa el marcador de peso molecular (MP). En el carril 3 se muestra la
banda del Sry en el testiculo adulto de 266 pb y en el 4 se muestra el ovario adulto. En
los carriles 5 y 9 se ven gonadas de 12 d.g de raton cuyo sexo genético es XY. En los

carriles 6, 7, 8 y 10 se muestran gonadas de raton de 12 d.g. cuyo sexo genético es XX.

2. Amplificacion del IGF-II en la cepa B6

La expresion del RNA,, del IGF-II se detectd inicialmente a los 10 d.g en los
complejos urogenitales en los machos y las hembras. A los 11 d.g (gonada
indiferenciada) el transcrito no fue detectado en la génada XY, mientras que su
expresion se mantuvo en las génadas XX. De los 12 a los 18 d.g. (dato no mostrado) la
expresion del RNA,, del IGF-II se mantuvo constante. Los transcritos de la Hprt se
observan constantemente de los 10 a los 18 d.g. en testiculo y ovario. Cada uno de los

experimentos se realizo tres veces.
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MP 4+ — 4+ -  + — 4 —

Fig 11. Expresion del RNA, del IGF-Il y de la enzima Hprt durante el desarrollo
gonadal del raton B6. A: El transcrito del IGF-1I se detecta inicialmente a los 10 d.g. en
los complejos urogenitales de las gonadas XY y XX. Sin embargo, a los 11 d.g. en las
gonadas XY la expresion de este mensajero no se detectd. B y C: La expresion del
RNA., del IGF-II es similar de los 12 a los 16 d.g. Asimismo, el Hprt se observa
constante en las edades antes mencionadas. El transcrito del IGF-II tiene un peso
molecular de 429 pb mientras que el de la enzima Hprt es de 352 pb. El experimento

control se muestra como (-) sin transcriptasa reversa y ¢l experimental con signo (+) con

transcriptasa reversa.
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Grdfica 1. Expresion del RNA,, del IGF-II durante el desarrollo gonadal de la cepa B6.
El transcrito se detectd de forma inicial a los 10 d.g en las gonadas XX y XY. Se observa
la disminucion en la expresion del IGF-II a los 11 d.g en las goénadas XY.
Posteriormente, los transcritos de este gen se detectan constantemente en todas las

edades estudiadas en ambos sexos.

3. Secuenciacion del transcrito del IGF-1]

La secuenciacion del transcrito del IGF-II se tlevod a cabo utilizando el método de
Sanger (1977) de los terminadores de la sintesis de DNA (dideoxinucledtidos). El
tamaiio de este transcrito es de 429 pb y corresponde al precursor de la proteina del IGF-
II de acuerdo a lo descrito por Stempien y col (1986). En la figura 12 se muestra la
fotografia de un gel de secuenciacion con la secuencia parcial del IGF-I1. La secuencia

completa para el IGF-II se observa en la figura 13.
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Fig 12. Secuenciaci

ial del transcrito del IGF-II. Las dos primeras columnas (1 y 2)

secuenciacion parci
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Las cuatro columnas

corresponden al fago pBSMB empleado como control.

subsecuentes (3 a 6) corresponden a el transcrito para el IGF-IT amplificado en la cepa
39

B6YPM,




i
ATGTTGGTGCTTCTCATCTCTTTGGCCTTCGCCTTGTGCTGCATCGCTGCTT

ACGGCCCCGGAGAGACTCTGTGCGGAGGGGAGCTIGCTTGACACGCTTCAGTIT
GICTGTTCGGACCGCGGCTTCTACTTCAGCAGGCCTTCAAGCCGIGCCAACCGT
CGCAGCCGTGGCATCGTGGAAGAGTGCTGCTTCCGCAGCTGCGACCTGGCCCTC
CTGGAGACATACIGTGCCACCCCCGCCAAGTCCGAGAGGGACGTGTCTACCTC
TCAGGCCGTACTTCCGGACGACTTCCCCAGATACCCCGTGGGCAAGTTCTTC
CAATATGACACCTGCAGACAGTCCGCGGGACGCCTGCGCAGAGGCCTGCCTG
CCCTCCTGCGTGCCCGCCGGGGTCGCATGCTTGCCAAAGAGCTCAAAGAGT

TCAGAGAG T

Fig 13. Secuencia obtenida a partir del fragmento amplificado del IGF-11. Se sefialan la
localizacién de los oligonucledtidos sintéticos utilizados para amplificar el transcrito.
Este fragmento corresponde en un 100% al .DNA de placenta descrito por Stempien y

col. (1986) para el precursor de la proteina del IGF-II. La secuencia del péptido maduro

se encuentra subrayada.
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VII. DISCUSION

Durante el desarrollo del presente trabajo se detecté la expresion del transcrito para el
RNA, del IGF-II, correspondiente al precursor de la proteina, durante el desarrolio de
la génada del raton Mus musculus en la cepa B6 de los 10 a los 18 d.g. La expresion del
transcrito para el IGF-II durante e! desarrollo gonadal se observo de los 10.5 a los 16

d.g. previamente en el ovario del raton B6Y "M

cepa en la cual los machos sufren una
reversién sexual hacia hembras fenotipicas (Lizarraga-Sanchez, 1997). La secuenciacién
del IGF-II y la comparacién con el ¢cDNA placentario descrito por Stempien y col.
(1986), mostrd una homologia del 100% entre el transcrito amplificado vy fa secuencia
descrita, lo que quiere decir que el mensajero maduro que transcribe el IGF-II y que se
esta expresando en las gonadas fetales, es el mismo que se transcribe en la placenta del

raton. Dado que el ratéon B6YP™

es el resuitado de la cruza entre la cepa B6Y"™ y Ia
B6, no sabiamos si en esta Gltima la expresion de este gen era diferente antes y después
de que se llevara a cabo la diferenciacion sexual gonadal. Por lo tanto, era importante
realizar el estudio en una cepa cuya diferenciacion sexual siguiera el patrén normal de
desarrollo gonadal y que compartiera un mismo fondo genético con la cepa YO: con el
fin de tener un punto de comparacion con respecto a la expresion del IGF-11 e intentar
vislumbrar los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la determinacién sexual
gonadal en estos ratones. En el presente estudio el transcrito del IGF-II se detectd
inicialmente a los 10 d.g en las gonadas XX y XY de la cepa B6. Sin embargo, a los 11
d.g no se observo la expresion de este gen en las gonadas XY, mientras que en las XX la
expresion del IGF-I1 se mantiene constante. En la cepa B6Y"*™ esta disminucion también
sucede a los 11 d.g las génadas XY (Lizarraga-Sanchez, 1997), lo que podria estar
mostrando la existencia de una expresién diferencial, tal vez relacionada con el sexo
heterogamético de la gonada fetal. Lee y Taketo (1994) demostraron que la mayor
expresion del Sry en la cepa B6 es detectada a los 11 d.g en las génadas de los machos y
es en esta etapa cuando el mensajero que codifica para el precursor del IGF-II disminuye
considerablemente en las gonadas XY, tanto en la cepa B6 como en la B6YP™™. La
expresién del Sry se prolonga en la cepa B6YD°M. hasta los 14 d.g. (Lee y Taketo, 1994)
mientras que en la cepa B6 este gen se detecta hasta los 12.5 d.g. Se ha propuesto que

este aumento en los dias de expresion del Sry provoca una falla en la regulacién posterior
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de otros genes que posiblemente estén interviniendo en la diferenciacidn testicular (Lee y
Taketo, 1994). La relacion inversa que existe entre la maxima expresion del Sry y la
disminucion del IGF-II, nos sugiere que probablemente este gen no sea regulado por el
Sry. Otra posibilidad es que ambos genes actien independientemente, pero de manera
paralela controlando procesos diferentes cuyo resultado sera la formacion del testiculo
embrionario. Brice y col. (1989) propusieron que la disminucion en la expresion del [GF-
I en la fase embrionarta en el humano esta relacionada con la diferenciacion de un tipo
celular en un tejido especifico. Por lo tanto, la disminucion de la expresion del IGF-II en
la etapa que precede a la diferenciacion de las génadas probablemente conlleva a la
aparicion de distintos tipos celulares. Puesto que una célula no puede dividirse y
diferenciarse al mismo tiempo el hecho de que disminuya la expresion del IGF-II antes de
que se lleve a cabo la diferenciacién gonadal (12 d.g) posiblemente esté permitiendo que
ocurra la diferenciacion de algin tipo celular particular.

La diferencia en la expresion del IGF-II se lleva a cabo antes de la etapa critica de
diferenciaciéon gonadal en el raton, en la cual los cordones sexuales experimentan
compactacion y existe una gran proliferacion de tejido estromatico en los machos
genéticos. Ademas, hay invasion de vasos sanguineos desde la region del mesonefros
(Merchant-Larios, 1991; Buehr y col., 1993), lo que produce que la génada adquiera un
mayor volumen caracteristico del testiculo en desarrollo. La deteccion de la expresion de
este gen durante el periodo de determinacion sexual de la gonada de los 12 a los 18 d.g.
correspondientes a las etapas de crecimiento, sugiere que el IGF-II podria estar
participando como mitégeno durante el desarrollo gonadal del ratén, puesto que el IGF-
II es un factor mitogénico y que promueve la diferenciacién (Mercola y Stiles, 1988;
Sara y Hall, 1990, Giudice, 1992). Sin embargo, habria que determinar la cinética de
proliferacion gonadal para cada tipo celular.

La participacion de los IGFs en la esteroidogénesis en etapa adulta se encuentra bien
documentada en la literatura puesto que se ha demostrado su expresion en células de la
granulosa y teca del ovario adulto en humano, porcino, rata y raton. El IGF-1 y I
intervienen en la regulacion de la produccién de progesterona en el cuerpo luteo,
participan en la esteroidogénesis de células adrenales fetales y de adulto, estimulan Ia

produccion de testosterona por las células intersticiales de Leydig y participan en el
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desarrollo testicular (Mason y col., 1996; Nahum y col., 1995; Willis y col., 1998,
Mesiano y Jaffe, 1993; Miller y Obasiolu, 1996). Especificamente el IGF-II, parece
participar en la regulacion de la expresion de enzimas clave en el proceso de la
conversion de colesterol a esteroides sexuales como son la aromatasa P450,.. y la 3-
BHSD (3-beta hidroxiesteroideshidrogenasa) en etapa adulta (Voutilainen y Miller, 1988;
Giudice, 1992). La expresion constante del transcrito del IGF-II a lo largo de la
ontogenia del desarrollo gonadal de ratdn, tanto en machos como en hembras, indica su
posible participacion en procesos de diferenciacién morfologica pero ain queda por
determinar su papel en la esteroidogénesis gonadal.

Se ha demostrado que el IGF-I y II son factores de secrecion endécrina, paracrina y
autocrina (Hammond y col,, 1989; Han y col., 1992). Durante las primeras fases de
desarrollo en el raton los factores que tendran una mayor intervencion dentro de los
procesos de diferenciacion deben de ser factores de secrecién autdcrina y paracrina,
porque todavia se encontraran en desarrollo las vias de secrecion endocrina. Los
factores de crecimiento como los IGFs son sumamente importantes en la etapa fetal ya
que posteriormente seran desplazados por otros cuya secrecion es principalmente
enddcrina, como la insulina en este caso (Hammond y col., 1989; Sara y Hall, 1990,
Giudice, 1992; Han y col, 1992). Se ha visto que existe una disminucion de la expresién
del IGF-II en la etapa adulta, en donde la regulacion del IGF-II es independiente de GH
(Giudice, 1992), en comparacién con su expresion en la etapa fetal, en la cual este gen es
regulado por el lactogeno placentario (Gray y col., 1987). Estas diferencias en la
regulacion podrian explicar porque en el caso del humano y el ratén el IGF-II es el factor
que se expresa mas durante la etapa embrionaria.

Los IGFs son factores que se encuentran desde etapas evolutivas muy tempranas
dentro de la historia filogenética de los animales; se han descrito moléculas homélogas a
los IGFs a partir de los protocordados y en los insectos se han identificado moléculas
pertenecientes a fa familia de la insulina (McRory y Sherwood, 1997). Los IGFs son
genes paralogos producto de una duplicacion génica que di6 lugar a la divergencia entre
la insulina y una molécula ancestral a los IGFs (LeRoith y col., 1993). El caso de la
insulina y los IGFs demuestra como a partir de dos duplicaciones sucesivas tenemos tres

factores que llevan a cabo funciones muy distintas dentro del desarrollo ontogenético de
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los animales y que la adquisicion de nuevas funciones conlleva un incremento en el
nimero de genes (Holland y col., 1994). El papel que estos factores tienen dentro de la
evolucién de los vertebrados debe guardar una relacion con la evolucion de los patrones
de desarrollo y la regulacion de los procesos mitogénicos y de diferenciacién.

Debido a la organizacion de este gen se puede decir que su regulaciéon debe ser
complicada y que debe existir una produccion de distintos transcritos ya que posee tres
sitios posibles de corte y empalme alternativo de los tres primeros exones (Stempien y
col., 1986; Rotwein y Hall, 1990). En la gonada fetal del raton no se han detectado la
expresion diferencial de transcritos, que al menos deben de ser tres diferentes y se
desconoce cuales promotores estan regulando su posible expresién. Se han descrito
diferentes especies del mensajero durante el desarrollo de diferentes 6rganos y etapas de
desarrollo en el humano, ademas, de que se han identificado los promotores participantes
(Stempien y col., 1986; de Pagter-Holthuizen y col., 1987, Sara y Hall, 1990; Rotwein y
Hall, 1990; Holthuizen y col., 1993). El papel biologico que estos transcritos tienen
durante la diferenciacion gonadal es desconocido, de manera que el estudiar la expresion
de los mensajeros, el uso de los disitintos promotores y otros elementos regulatonios
ayudara a comprender la regulacion de este gen y el papel que tiene dentro del desarrollo
y diferenciacion sexual gonadal del raton.

Asimismo, un estudio posterior debera incluir la identificacién de la expresion del
IGF-II durante el desarrollo de los ovotestis. Seria importante el conocer si en el caso de
los ovotestis este patron de expresion tendria relacion con la cantidad de tejido testicular
que se estaria diferenciando en etapas posteriores en el ratdon hermafrodita, y por lo
consiguiente en el desarrollo ulterior de sus caracteristicas fenotipicas sexuales y su
fertilidad. Ademas, es necesario que se registre si la expresion del mensajero coincide
con la sintesis de la proteina y en que tipos celulares se realiza, para poder conocer de
una forma mucho mas localizada que células lo estan produciendo ya que se ha
propuesto que el IGF-II se encontrara preferencialmente en zonas donde se lleva a cabo
la diferenciacion (van Kleffens y col, 1998). También se deben identificar el tipo de
receptores y las IGFBPs que se estan expresando en la gdnada, ya que através de ellos

ejerce su accidn fisiologica el IGF-II.
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VIII. CONCLUSIONES

1. El IGF-II es un factor que se expresa de manera diferencial en las gonadas de hembras
y machos a los 11 d.g, ya que existe una disminucion en su expresion en las gonadas
XY, antes de que se lleve a cabo la diferenciacion gonadal en el raton.

2. La disminucién en la expresion del RNA mensajero del IGF-II a los 11 d.g.
posiblemente esté permitiendo que en la gonada XY comience la diferenciacion del

tejido testicular,
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X. APENDICE

Amortiguador SET

El amortiguador se prepara con las siguientes soluciones:
EDTA 05M 1ml
Tris base 0.5M 0.2 ml

Agua estéril 8.8 ml

EDTA 0.5M
Se toman 9.305 g de EDTA y se afora a un volumen de 50 ml. Se ajusta a pH 8.
Tris base 0.5M

Se toman 60.55 g de Tris y se afora a un volumen de 50 ml.

Agua tratada con DEPC (Di-etilpirocarbonato)

Se coloca en un vaso de precipitado 1-2 litros de agua bidestilada y se le afiade 1 ml
de DEPC (4°C) por cada litro de agua. Se mantiene en agitacion constante hasta que el
DEPC se incorpora totalmente, se deja aproximadamente 24 horas cubierto en la

campana. Se esteriliza por 80 minutos para inactivar el DEPC,

Solucion de tiocianato de guanidina

Se ponen 25 g de Tiocianato de guanidina y 29.3 mi de agua tratada con DEPC y se
disuelve durante 10-15 minutos a 65°C. De manera independiente se preparan:
Citrato de Sodio pH 7 0.75M

Se pesan 1.103 g de citrato de sodio y se disuelven en 3 ml de agua tratada con
DEPC, se ajusta el pH con HCl y se afora a 5 ml.
Sarcosyl

Se disuelven 0.3 g de Sarcosyl en 3 ml de agua tratada con DEPC.

Finalmente se mezclan:
25 g de tiocianato de guanidina en 29.3 ml de agua tratada con DEPC
1.76 ml de la solucién de citrato de sodio

2.64 ml de sarcosyl
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Se agita la mezcla por 5 minutos y se guarda cubierta con aluminio y a temperatura

ambiente, se almacena maximo tres meses.

Solucion D
Se toman 5 ml de la solucion de tiocianato de guanidina y se le adicionan 36 pl de B-
mercaptoetanol. Se cubre con papel aluminio y se guarda como maximo un mes a

temperatura ambiente.

Acetato de sodio 2M pH 4
Se pesan 16.407 g de acetato de sodio y se disuelven en 20 ml de agua tratada con
DEPC. Se le agregan 60-70 ml de acido acético glacial midiendo el pH hasta ajustar a 4.

Se afora a 100 ml y se filtra la solucion con filtros de 0.2 millipore. Se almacena a 4°C.

Fenol saturado con agua tratada con DEPC

Se deja estabilizar el fenol a temperatura ambiente. Se pone a fundir el fenol en un
vaso de precipitado a 45°C en bafio Maria, ya que se fundieron los cristales se colocan 50
ml de fenol se agita y se le adiciona 0.1 g de hidroxiquinolina y 200 ml de p-
mercaptoetanol (agentes antioxidante). Se agregan 100 ml de agua tratada con DEPC y
se deja agitando por 30 minutos. Se guarda a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se retira
el agua y se vuelven a agregar otros 100 ml agitando 30 minutos. Se dejan separar las

fases a 4°C, se hace un dltimo cambio de agua.

Fenol saturado con Tris

Se saca el fenol y se deja estabilizar a temperatura ambiente, Se funde el fenol en
bafio Maria a 65-68°C. Se saca el frasco y se le adiciona un volumen en una proporcion
1:1 de Tris’/HCl 0.5M pH 8 a temperatura ambiente, ademas se le agrega
hidroxiquinidina al 0.1% (100 mg/100 ml de fenol). Se agita por 45 minutos en la
campana de flujo laminar y luego se deja que se separen las dos fases. Se aspira la fase
acuosa utilizando una trampa al vacio. Se le agrega otro volumen (1:1) de Tris/HCI
0.1M pH 8 al fenol, se agita por 15 minutos y se deja reposar para finalmente volver a

remover la fase acuosa. Las extracciones se repiten hasta que el pH del fenol sea menor
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de 7.8. Ya equilibrado el fenol y removida la fase acuosa se le agrega 0.1 de volumen (10
ml) de Tris/HCI 0.1M pH 8 conteniendo 0.2% de [B-mercaptoetanol. Se almacena en

frasco ambar cubierto con papel aluminio a 4°C.

Amortiguador TBE 10X
Se disuelven 107.8 g de Tris, 55 g de 4cido borico, 3.7 mg de EDTA en 800 m! de
agua destilada y estéril. Si es necesario se ajusta el pH a 8.2 con IN de HCI. Se ajusta a

un volumen final de 11t. Se filtra y se guarda.

Amortiguador TE 1X
Se disuelven 1.2 g de Tris, 37 mg de EDTA en 900 mi de agua destilada y estéril, si
es necesario se ajusta el pH a 8.3 con IN de HCI. Se ajusta a un volumen final de 1 it. Se

filtra y se guarda.

Solucidn fijadora del gel de acrilamida

A 2400 ml de agua desionizada y estéril se adicionan 300 ml de etanol y 300 ml de

acido acético glacial.

Solucién de acrilamida al 6%

A 50 ml de amortiguador TBE 10X se le agregan 28.5 g de acrilamida, 1.5 g de N-N
metilenbisacrilamida y 210 g de urea. Se ajusta a un volumen final de 500 ml con agua
destilada estéril, se calienta a 55°C para disolver, se filtra con un un filtro de nitrocelulosa

con tamafio de poro de 0.45 p y se guarda en botellas obscuras a 2-8°C.

Amortiguador de carga
El amortiguador de carga se prepar6 llevando a cabo una solucién que contenia

0.024 g de azul de bromofenol, 6 ml de glicerol y 14 ml de amortiguador TE 1X pH 8.
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