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INTRODUCCION.

Desde tiempos remotos el ser humano se ha preguntado sobre el origen de
lo que observa: las estrellas, la tierra, los seres vivos, pero sobre todo su
propio origen. En las primeras especulaciones todo tenia un origen divino;
respecto al origen de los seres vivos por mucho tiempc predominé el
pensamiento de Aristételes con la idea del "Vitalismg", y conforme se fueron
acumulando observaciones, se fueron planteando modelos para explicar la
formacién de los organismos pluricelulares. Algunas de estas ideas surgieron
por ejemplo a través de la observacion de un huevo de pollo durante tres
semanas, donde una linea de células se convierte en dicho organismo. De la
observacion de que en el semen masculino se encuentran unos "animalitos”,
surgi6 la idea del "Preformismo” donde existian dos corrientes, ambas sin
abandonar la influencia divina: los "animalculistas", quienes proponian que
dentro de los "animalitos" (espermatozoides) existia ya un organismo
miniatura, por ejemplo un ser humano, "El Homuinculo", que lo Gnico que
necesitaba era estar dentro de una mujer (el évulo) para poder crecer hasta
el tamafo de un nifo recién nacido; y los “ovistas", quienes defendian que el
organismo estaba preformado dentro del 6vulo, y consideraban a los
espermatozoides como pardsitos. Aunqgue el Preformismo era una idea
popular, habia gente que no se conformaba con esa explicacion, pues tenia
una implicacién paradéjica: el homunculo debia tener ya espermatozoides
miniatura donde preexistiera un homunculo todavia mas pequefio, el cual
también ya debia tener su microhomunculo, y asf sucesivamente (1).

Caspar Friedrich Wolff (1759), basado en la observacién detallada del
desarrollo del pollo, propuso la Teorla de la Epigénesis. Wolff noté que en
las primeras etapas de desarrollo no podia encontrar ninguna parte del futuro
embrién, aunque logré distinguir estructuras presentes: la sustancia que
compondra al embrién es granular (celular); estos granulos posteriormente
se arreglan en capas, hoy denominadas capas germinales, las cuales se
angostan en unas partes, se engruesan en otras, se pliegan, etc. hasta
organizar el cuerpo del embrién. Woltf concluyé que en un huevo temprano
no existe un embrién preformado, sino sélo el material del que estd
construido. Las leyes que rigen la organizacién de estos materiales para
formar un embrién, son responsabilidad de una "Fuerza Vital", concepto no
muy diferente del "Principio Creativo® propuesto por Aristételes (1,2). Con
mads observaciones y haciendo experimentos se logré un concepto de la vida
no divino, predominando una visién objetiva, cientifica de la naturaleza.

Hoy en dia se sabe que los organismos pluriceluiares no aparecen de
pronto, sino que se desarrollan, en la mayoria de los casos, a partir de una



sola célula: el huevo fertilizado. Esta tnica célula debe desarrollarse de tal
manera que genere toda la diversidad de células del nuevo individuo
(células musculares, de la piel, neuronas, linfocitos, etc.), proceso llamado
diferenciacién; por otro lado, debe existir una organizacién adecuada de las
células diferenciadas en cada generacién, proceso llamado morfogénesis;
ademas de asegurar la continuidad de la vida de una generacién a la otra.
Ahora, la tarea es entender los mecanismos que guian el desarrollo del
cigoto hasta la formacién del individuo.

Un modelo para estudiar tanto ia diferenciacién celular como la
morfogénesis es la gonadogénesis o formacién de la gdnada, érgano en el
que se producen las células encargadas de continuar la especie
(gametogénesis). Otra caracteristica que convierte a la génada en buen
modelo respecto al resto de los drganos, es que una génada en las primeras
etapas del desarrollo es bipotencial, es decir, capaz de organizarse como
ovario o como testiculo, dependiendo del sexo del individuo.

DETERMINACION SERUAL
El sexo del individuo puede ser determinado por dos mecanismos:

A) Determinacién sesual ambiental.

Hay organismos en los que el sexo se determina después de iniciado el
desarrollo, por alguna seial ambiental. Se distinguen dos tipos de factores
ambientales:

1)Los Abiébticos, como la temperatura que determina el sexo de algunas
tortugas, cocodrilos, lagartijas, viboras; el fotoperiodo y la salinidad que
actaan sobre diferentes especies de crustaceos; el pH que influye sobre
algunos peces y crusticeos; el alimento que determina el desarrollo en
algunas especies de crusticeos y en abejas (3,4).

2)Bidticos, como la liberacion ds sustancias como feromonas o aun
excremento por animales de la misma especie, 0 por huéspedes de un
parésito (4).

B) Determinacidon Senual Genética.
En otros organismos el sexo del individuo se determina desde el momento de
la tertilizacién. Hay varios tipos de determinacién sexual genética:



1) Relacién cromosomas sexuales:autosémicos (X:A). En Drosophila, el sexo
se datermina por un balance de los determinantes femeninos localizados en
el cromosoma X y los determinantes masculinos locaiizados en los
cromosomas autosémicos. Si hay s6lo un cromosoma X en una célula
dipioide (X:2A), el organismo es macho; si hay dos cromosamas X en una
célula diploide (2X:2A), el organismo es hembra. En Caenorhabditis_elegang
sucede lo mismo que en Drosophila, los machos son X0 y lcs hermafroditas
son XX (2).

2) Hembra heterocigdtica (WZ). En las aves y en algunos reptiles el macho es
homocigético ZZ y la hembra es hetercigética WZ. Hay cierta evidencia de
que el cromosoma W es determinante femenino, aunque no se han descrito
individuos ZZW, o Z0 que lo confirme. Ursula Mittwoch propone que la
funcion del cromosoma W sea aumentar la tasa de crecimiento del rudimento
gonadal izquierdo (en aves el rudimento gonadal derecho en general no se
desarolla como ovario, permaneciendo como rudimento), el cual, si alcanza
un cierto tamafio en un estado determinado de desarrollo, se convierte en
ovario; si no alcanza dicho tamano, se desarrolla como testiculo (5).

3) Macho heterocigético (XY). En mamiferos, si el cigoto es heterocigético XY
se desarrolla como macho y si es homocigético XX se desarrolia como
hembra. Se sabe que el cromosoma Y es determinante masculino dominante,
pues los organismos cuyo cariotipo es XXY, XXXY, XXXXY o XXXXXY se
desarrollan como machos, mientras que los cigotos X0 se desarrollan como
hembras. (2)

DIFERENCIACION SEHURL.

Diferenciacién Sexual Morfolégica.

Como se mencioné anteriormente, el desarrollo gonadal presenta una
situacién unica: a diferencia del resto de los érganos, el primordio gonadal
tiene dos opciones, puede diferenciarse como ovario o como testiculo,;
dependiendo de como se desarrolie, determina el futuro desarrolio sexual del
individuo. Inicialmente, la génada pasa por un estado indiferenciado, en el
cual no se distinguen caracteristicas femeninas ni masculinas.

La génada indiferenciada consiste de células somaticas y germinales
primordiales agrupadas y unidas a la superficie epitelial. En esta etapa
temprana del desarrollo se observan tres caracteristicas morfogenéticas
importantes: condensacion de las células somaticas alrededor de la cresta



genital, acumulacién gradual de componentes de la 1amina basal alrededor
del grupo de células epiteliales, y una baja actividad mitética por parte de
estas células en la cresta gonadal. Como consecuencia de estos cambios, se
forman los llamados cordones sexuales o cordones gonadales tanto en las
crestas genitales XX como en las XY. El origen de las células epiteliales no
esta claro, pero se postula que provienen de mesénquima mesodérmico (fig.
1) (6).

El primer evento de la diferenciacién sexual morfolégica ocurre en el
macho, en el caso del ratén a los 12 dias post coitum (dpc) y lo que se
observa es una invasién de mesénquima y vasos sanguineos provenientes
de la regién del mesonefros adyacente a la gbnada, ademas de un aumento
en la proliferaciéon celular (6). Posteriormente, las células epiteliales de los
cordones sexuales se diferencian para formar las células de Sertoli, las
cuales tienen un reticulo endoplasmico rugoso caracteristico. Mas tarde se
diferencian las células del estroma para formar las células de Leydig, las
cuales al producir testosterona inducen el resto del desarrollo sexual
masculino que se describe abajo. Se postula que las células de Sertoli
inducen la diferenciacion de las células de Leydig, pero no hay datos que lo
comprueben. Estos eventos ocurren comparativamente mas tarde en el
primordio gonadal femenino, donde se fragmentan los cordones sexuales
para formar los foliculos, se diferencian las células de la granulosa a partir de
las epiteliales y las de la teca a partir de las células del estroma; estas Gltimas
presentan actividad esteroidogénica (Fig.1) (2).

Los embriones de ambos sexos en la etapa de gbnada indiferenciada
desarrollan dos conductos, el conducto de Mdiller y el conducto de Wolff. A
partir de estos conductos se desarrollarén los genitales externos, en el caso
de un embrién femenino a partir del conducto de Maller y en el caso de un
embrién masculino a partir del conducto de Wolff. El conducto que no
diferencia a genitales externos degenera. En casi todos los mamiferos se
sabe que si no hay la presencia de un Factor Determinante del Testiculo
(FDT), codificado en el cromosoma Y, el primordio gonadal se desarrolia
como ovario. Las hormonas estrogénicas producidas por el ovario permiten la
diferenciacién del conducto de Maller hacia vagina, cérvix, Gtero y oviducto.
Si hay FDT, éste regula el desarrollo gonadal hacia testiculo. Una vez
formado, el testiculo secreta dos hormonas importantes: la Hormona Anti-
Muileriana (AMH), secretada por las células de Sertoli, la cual induce la
degeneracion del tejido que de otra manera formarfa los tejidos femeninos; y
la Testosterona, secretada por las células de Leydig, la cual masculinizara al
embrién estimulando la diferenciacion del conducto de Wolff hacia epididimo,
vias deferentes y vesiculas seminales. Esta Gitima hormona es convertida en
la regién urogenital a una forma méas activa llamada 5a-dihidrotestosterona,
la cual participa en la formacién del pene, escroto y otras porciones de la
anatomia masculina. La testosterona también actia inhibiendo el desarrollo



genital, acumulacion gradual de componentes de la lamina basa! alrededor
del grupo de células epiteliales, y una baja actividad mitética por parte de
estas células en la cresta gonadal. Como consecuencia de estos cambios, se
forman los llamados cordones sexuales o cordones gonadales tanto en las
crestas genitales XX como en las XY. El origen de las células epiteliales no
esta claro, pero se postula que provienen de mesénquima mesodérmico (fig.
1) (6).

El primer evento de la diferenciacion sexual morfolégica ocurre en el
macho, en el caso del ratén a los 12 dias post coitum (dpc) y lo que se
observa es una invasién de mesénquima y vasos sanguineos provenientes
de la regién del mesonefros adyacente a la génada, ademés de un aumento
en la proliferacién celular (6). Posteriormente, las células epiteliales de los
cordones sexuales se diferencian para formar las células de Sertoli, las
cuales tienen un reticulo endoplasmico rugoso caracteristico. Mas tarde se
diterencian las células del estroma para formar las células de Leydig, las
cuales al producir testosterona inducen el resto del desarrollo sexual
masculino que se describe abajo. Se postula que las células de Sertoli
inducen la diferenciacién de las células de Leydig, pero no hay datos que lo
comprueben. Estos eventos ocurren comparativamente mas tarde en el
primordio gonadal femenino, donde se fragmentan los cordones sexuales
para formar los foliculos, se diferencian las células de la granulosa a partir de
las epiteliales y las de la teca a partir de las células del estroma; estas tltimas
presentan actividad esteroidogénica (Fig.1) (2).

Los embriones de ambos sexos en la etapa de génada indiferenciada
desarrollan dos conductos, el conducto de Maller y el conducto de Wolff. A
partir de estos conductos se desarrollaran los genitales externos, en ef caso
de un embrién femenino a partir del conducto de Mdller y en el caso de un
embrién masculino a partir del conducto de Wolff. El conducto que no
diferencia a genitales externos degenera. En casi todos los mamiferos se
sabe que si no hay la presencia de un Factor Determinante del Testiculo
(FDT), coditicado en el cromosoma Y, el primordio gonadal se desarrolla
como ovario. Las hormonas estrogénicas producidas por el ovario permiten la
diferenciacion del conducto de Mdller hacia vagina, cérvix, utero y oviducto.
Si hay FDT, éste regula el desarrollo gonadal hacia testiculo. Una vez
formado, el testiculo secreta dos hormonas impontantes: la Hormona Anti-
Mualleriana (AMH), secretada por las células de Sertoli, la cual induce la
degeneracion del tejido que de otra manera formarfa los tejidos femeninos; y
la Testosterona, secretada por las células de Leydig, la cual masculinizaré al
embrién estimulando la diferenciacién del conducto de Wolff hacia epididimo,
vias deferentes y vesiculas seminales. Esta Ultima hormona es convertida en
la regién urogenital a una forma mas activa llamada Sa-dihidrotestosterona,
la cual participa en la formacién del pene, escroto y otras porciones de la
anatomia masculina. La testosterona también actia inhibiendo el desarrollo



del primordio de las glandulas mamarias. Se puede concluir que sin AMH o
Testosterona, el cuerpo inevitablemente tendrfa rasgos de fenotipo femenino,
como es el caso de cierto hermafroditismo en humano, donde el individuo
tiene genitales internos masculinos pero externos femeninos debido a una
mutacién en el receptor de la testosterona (2). En la figura 2 se esquematizan
los eventos que guian el fenotipo sexual en mamiferos.

Diferenciacion Sexual! Molecular.

Hasta ahora se ha hecho muy poco trabajo para analizar los eventos
moleculares involucrados en la diferenciacién sexual gonadal en mamiferos.
La mayoria de los datos provienen de esfuerzos por identificar el gene que
codifica para el Factor Determinante del Testiculo (FDT).

En ciertos casos clinicos se encontraron individuos cuyo cariotipo no
correspondia al fenotipo: se encontraron mujeres XY y hombres XX (siendo
éstos uno de cada 20 000 hombres). Al analizar el genoma de estas
personas, se encontré que habia ocurrido una transiocaci®  del cromosoma
Y al X, de manera que a las mujeres XY les faltaba el extremo del brazo corto
del cromosoma Y, mientras que en los hombres XX se encontraba esta
regién en uno de los cromosomas X (7). Estos datos sugirieron que el gene
responsable de la masculinizacién de los individuos (FDT), mapeaba en esta
region; estudios mas detallados, haciendo hibridacion de ADN genémico de
estos individuos con ADN especifico del cromosoma Y, redujeron la zona de
localizacion del FDT a la punta del brazo corto del cromosoma Y (8).
Evidencia similar obtenida del estudio del ratén apoy6 los datos sobre la
localizacion del FDT en esta regién de ADN (9). Varios investigadores se
dieron a la tarea de identificar este gene y se logré delimitar la zona de
localizacién a una regién de 35Kb del genoma humano. En esta regién se
encontré una secuencia macho-especifica presente en machos XX y ausente
en hembras XY, denominada SRY (sex determining region Y). Se ha
secuenciado un fragmento y se encontré que esta region codifica para una
proteina que tiene un motivo de unién a ADN similar al que presenta el grupo
de proteinas no histénicas de alta movilidad (high mobility group, HMG).
Algunas de estas proteinas parecen funcionar como factores de transcripcién,
de manera que, por analogfa, se supone que el gene SRY pudiera funcionar
igual(10). Si este gene en realidad codifica para el FDT, se espera que se
exprese en la cresta genital inmediatamente antes, o durante la
diferenciacién testicular. Se estudié el patrén de expresién del gene anélogo
al SRY en ratén, llamado Sry, y resulté expresarse en las células sométicas
de la génada indiferenciada inmediatamente antes y durante las primeras
etapas de la diferenciacion hacia testiculo (entre 10 y 11.5 dpc, disminuyendo
a los 12.5 dpc). Este es el tinico momento en que se encontré expresién de
Sry en el embrién (11,12). Otra evidencia de que SRY codifica para FDT es -



el descubrimiento de que algunas mujeres XY tienen mutaciones puntuales o
de cambio del marco de lectura en este gene (13,14). La prueba
contundente de que el Sry codifica para FDT fue la construccién de ratones
transgénicos, en los cuales se obtuvo masculinizacién de ratonas XX al
introduciries la region del Sry (15).

La diferenciacién de una génada indiferenciada hacia ovario o hacia
testiculo parece depender de la expresidon de Sry en las células epiteliales
de los cordones sexuales. Esto se observé haciendo quimeras con
blastémeros XX y XY de ratén, las cuales se desarrollan como machos (16)
en cuyos testiculos las células de Leydig son tanto XX como XY, mientras que
las células de Sertoli son s6lo XY (17). Esto indica que las células XX pueden
formar parte del testiculo, pero que el evento critico en la diferenciacion
testicular parece ser la diferenciacién de las células de Sertoli, inducida por
la expresion de Sry. Puesto que estas células son las primeras en aparecer,
es posible que el Sry funcione sblo en estas células y que el resto de los
eventos sigan como consecuencia.

Se han caracterizado varios genes que se expresan en ia génada,
algunos especificamente en las células germinales primordiales (CGP's).
Durante la busqueda del gene codificante para el FDT, se encontré un gene
que parece ser expresado en las CGP's entre los 11 y los 12dpc llamado Zfy
en ratén, puesto que tiene un motivo de unién a ADN del tipo de *dedos de
zinc"; éste fue un candidato para FDT (18) anterior ai Sry, descartado porque
su expresion resultd estar asociada a la presencia de CGP's en la génada y
anteriormente se habla demostrado que el desarrolio del testiculo puede
continuar perfectamente en ausencia de éstas (19). Por otro lado, Scholer et
al. analizaron la presencia de protelnas pertenecientes a un grupo de
prateinas con unién a una secuencia octamérica especifica (octamer-binding
proteing) en diferentes estadios embrionarios, encontrando expresién de
Oct4 en las células germinales primordiales. Dicha expresion desaparece en
la proespermatogonia, mientras que se mantiene en el Svulo, lo cual sugiere
que la expresion de Oct4 es especifica de la linea germinal femenina durante
las etapas tardias del desarrollo de las células germinales (20). Existe una
mutante de ratén llamada W, que presenta anemia, albinismo y baja fertilidad;
las células responsables de este fenotipo (células hematopoyéticas,
melanocitos y germinales) tienen en comun la propiedad de ser migratorias.
Analizando el /ocus afectado en tal mutante, se encontré que c-kit mapea en
el Jocus W. c-kit es un proto-oncogene que codifica para un receptor de la
familia de las tirosin cinasas y su ligando es el producto de Stesl/ (S!) ,
conocido también como el factor de crecimiento de los mastocitos. Por
hibridacién in situ se estudié el patrén de expresion de c-kity Si durante la
ontogenia del ratéon. Durante la etapa migratoria de las células germinales
primordiales (éstas se originan en la base del alantoides y migran a través
del mesenterio dorsal y del intestino hacia la cresta genital entre los 9.5 y



los11.5 dpc), se observa un gradiente inverso de la expresion de ambos
genes a lo largo del mesenterio dorsal, desde la aorta dorsal hasta la cresta
genital. La expresién de S/ es més alta en la cresta genital, mientras que la
expresién de c-kit es més alta en la vecindad de la aorta dorsal con un
gradiente decreciente hacia la regién de la génada (21). En el andlisis mas
detallado de la expresién de c-kit, éste resultd ser expresado por las células
germinales (22), mientras que en otro estudio, al cocultivar células de Sertoli
con mastocitos, se demostré que las células de Sertoli expresan S/ (23).
Todos estos datos son consistentes con la idea de que el complejo receptor-
ligando c-kit-Sl esta involucrado con la llegada de las CGP's a su destino,
funcionando S/ como factor estimulador de la sobrevivencia. Sin embargo,
dicho complejo pudiera tener funciones posteriores puesto que ambos c-kit y
S! se mantienen activos ain después de que la migracién celular se
completé.

Respecto a genes de expresién gonadal soméatica, ademas de Steel y Sry,
se sabe de la presencia de AMH. También el patrén de expresién de este
dltimo se analiz6 por hibridacién in situ. En los resultados de este estudio no
se encuentra transcrito a los 11 dpc, pero se ve una senal claraalos 12, 13y
14 dpc en el testiculo. Dicha sefial se encuentra especificamente en las
células de Sertoli, la cual se mantiene alta hasta el nacimiento, decreciendo
durante las siguientes tres semanas. En las hembras, la sefial aparece hasta
los 6 dias después del nacimiento, y el transcrito se encuentra en las céiulas
de la granulosa. Ademas, se encontré que la sefial depende del grado de
maduracién folicular y no de la edad del ovario, correlacionando con el
crecimiento del oocito en foliculos de tamaiio mediano (24). El hecho de
encontrar expresion de AMH después de la etapa de degeneracion del
conducto de Miller, sugiere que la hormona pudiera tener funciones
adicionales. Dado que e! patr6n de expresién de AMH en el macho
correlaciona con el momento de inhibiciébn de la mitosis (12 dpc) y
desaparece en el inicio de la espermatogénesis (22-32 semana), la funcién de
AMH pudiera ser la inhibicién directa del inicio de la meiosis o la
eliminancién de las células germinales que errébneamente la iniciaran; esto
Gltimo se apoya con la observacién de que la expresién elevada de AMH en
etapas tempranas del desarrollo es tdxica para las células germinales en
meiosis (24). Al correlacionar el patrén de expresién de AMH con el de Sry,
Munsterberg y Lovell-Badge sugieren que Sry sea un activador de la
exprosién embrionaria de AMH, para asegurar que las células germinales no
inicien la meiosis; en cambio en las hembras la ausencia de- AMH permite el
inicio de la meiosis, que en ellas ocurre entre los 13y 14 dpc. Dado que la
expresibn de AMH continia después del nacimiento en machos, el
mantenimiento de la expresién debe ser independiente de la regulacién de
Sry, al iguai que su posterior activacién en hembras.



Factores de Crecimiento y Proto-oncogenes en el Resarrollo.

Hace unos 70 afios Spemann demostré que el proceso de proliferacién
celular y la adquisicién progresiva de un fenotipo especializado requiere de
un alto grado de coordinacion, mediado por comunicacién intercelular, mas
que por un programa intraceiular determinado. Esto lo demostré haciendo
transplantes de una zona del embrién de Xenopus a otra, donde observé que
el tejido transplantado, al que llamé organizador, cambiaba el patrén de
diferenciacién de la zona adyacente al transplante: las células hospederas
organizaban un segundo eje corporal, formando musculo, notocorda y tejido
neural en lugar de formar epidermis (2). Estudios posteriores demostraron
que en dicha induccién de la formacion de tubo neural por la accién de
células del cordamesodermo sobre el ectodermo, no es necesario el contacto
celular, pues se sigue observando la induccién atn al colocar un filtro entre
los dos tejidos. Se hizo evidente que el camino de diferenciacién que
seguir4 una célula o tejido se especifica con respecto a su posicién dentro
del embrién.

Haciendo experimentos de cultivo de tejidos, se encontré que el suero o
extractos de tejido tienen un efecto mitogénico sobre el cultivo. Al fraccionar
estos aditivos para el crecimiento y analizar las propiedades de cada
fraccién, se han caracterizado diversas moléculas reguladoras secretadas
conocidas como "Factores de Crecimiento Polipeptidicos”. Hasta el momento
se siguen describiendo nuevos factores de crecimiento, cuya purificacién y
sacuenciacion ha permitido que al compararse con los factores anteriormente
descritos se agrupen en familias segtn su secuencia nucleotidica o de
amino4cidos, o bien segun el receptor al que se unen. En la tabla 1 se
pueden ver algunas de las diferentes familias de factores de crecimiento (25,
26).

El desarrollo embrionario a nivel molecular ha sido ampliamente estudiado
en organismos més faciles de manipular como C. _elegans, Drosgpbila y
Xenopus . Resulta (til basarse en la informacién generada con estos modelos
para entender los mecanismos moleculares involucrados en el desarrolio del
mamifero. Estudios recientes del desarrolio temprano de estos organismos
han enfatizado e! papel de los factores de crecimiento o moléculas
relacionadas, como seilales morfogenéticas o de diferenciacion, ya que se ha
encontrado homologia entre genes importantes en el desarrollo de estos
sistemas, y algunos factores de crecimiento o sus receptores. Por ejemplo, el
Factor de Crecimiento Transformante b es homdélogo a las proteinas del
complejo decapentapiéjico de Drosophila, y a un ARNm materno presente en
el embrién de Xenopus. El gene del Factor de Crecimiento Epidérmico
comparte dominios de homologia con los loci in-12 en C,_glegans y Notch en



Drosophila (27). Por otra parte, se ha probado que el Factor de Crecimiemto
Fibroblastico basico puede inducir diferenciacion de mesodermo a partir de
tejido ectodérmico en vertebrados. También se ha demostrado que el
Transtormante b3 participa en la transformacién epitelio-mesénquima de las
células endoteliales embrionarias cardiacas (28), mientras que se ha visto
que el Transformante b1 tiene un efecto quimiotactico e inhibitorio de la
proliferacién de las células germinales primordiales en cultive (29), lo cual
sugiere su expresion en la gonada.

Una alteracion muy relacionada con el desarrollo, en paricular con la
diterenciacién y proliferacion celular, es el desarrollo del cancer.
Principalmente, al estudiar los genes involucrados en la formacion de
tumores inducidos por infeccién viral, se han identificado genes virales que
promueven la proliferacién desregulada, llamados "oncogenes". Estos
oncogenes resultan ser la contraparte mutada de proteinas celulares
encargadas de controlar 1a proliferacion; a los genes que codifican para tales
proteinas se les conoce como "proto-oncogenes” y se denominan
antecediendo una "c-" (p.e. c-fos es el proto-oncogene de fos). Se piensa que
la mayoria de los proto-oncogenes codifican para proteinas que estan
involucradas eh la cascada de eventos por la cual los factores de crecimiento
estimulan la division celular normal. Se han clasificado en cuatro grupos (30):
1) Factores de crecimiento, como sis, int-2, etc. _

2) Receptores de factores de crecimiento, como erb B, fms, kit, trk, etc.
3) Transductores de la respuesta al factor de crecimiento, como src,raf,ras,etc.
4) Factores de transcripcion, como fos, jun, myc, myb, rel, ski, etc.

Se ha demostrado que las células tumorales al transformarse pierden
caracteristicas fenotipicas, por lo que se dice que son desdiferenciadas. Se
ha observado similitud entre las células tumorales y las embrionarias, lo que
sugiere que los proto-oncogenes pudieran jugar algun papel en el desarroilo
temprano del embrién. Recientemente ha habido muchos trabajos donde
encuentran expresion de proto-oncogenes en diferentes partes y en
diferentes etapas del embrién en desarrollo. Algunos oncogenes son
factores de crecimiento o receptores de factores de crecimiento mutados, de
manera que estimulan una proliferaciéon desregulada (26, 30).

Entre los diferentes tactores de crecimiento, los que pudieran ser mas
importantes son los que activan tirosin cinasas. Esta consideracion se hace
an base a datos en los que se demuestra que algunas mutaciones en C,
gelegans o Drosophila que afectan el desarrollo, caen en secuencias
homélogas a receptores con dominio de actividad de tirosin cinasa. Ademas,
on los ttimos afos se ha acumulado evidencia que sefiala que en diferentes
etapas del desarmrolio en los vertebrados se encuentran diversos factores de
crecimiento o moleculas relacionadas, cuyos receptores tienen actividad de
tirosin cinasa (30).



Un evento esencial en el desarrolio de un érgano es la vascularizacién de
la zona que se esta organizando. Para que haya vascularizacién es
necesaria la proliferacién e invasidn de células endoteliales, las cuales se
organizan para forman los vasos sanguineos; a este proceso se le llama
angiogénesis. Se ha demostrado que muchos factores de crecimiento
presentan actividad angiogénica, algunos de los cuales transducen la sefial
de crecimiento a tavés de tirosin cinasas.

En general, existe el concepto de que cada evento morfogenético es
dirigido por una cascada de expresién genética. La diferenciacién sexual
también ha sido ampliamente estudiada en C. elegans y Drospphila. En
ambos organismos se tiene ya descrita casi en su totalidad la cascada de
expresion genética que lleva al desarrollo de un determinado sexo (figuras 3
y 4). Por analogia, se considera que en mamiferos debe existir también una
cascada que dirija la diferenciacién sexual, siendo Sry el iniciador con la
posterior participacién de AMH,; sin embargo, faltan datos que sugieran
cuales son os deméas genes que participan posteriormente en la cascada.



OBJETIVOS

En el presente trabajo nos propusimos identificar la expresién de ciertos
genes que pudieran formar parte de la cascada genética que gufa la
diferenciacién sexual en mamiferos. Se buscd la expresién de genes
potencialmente relacionados con los eventos que ocurren durante la
diferenciacién de ia génada, como son la proliferacién, la diferenciacién, la
migracién celular, y una vascularizacién sexo especifica (ocurre en los
machos dias antes que en las hembras) que tal vez tenga relevancia en el
procesa de ia diferenciacién sexual gonadal (6). También se procuré que en
el mecanismo por el cual actuaran los genes seleccionados estuviera
involucrada una tirosin cinasa, dada su relevancia en el desarrolio, por io
anteriormente expuesto.

Se plantearon dos objetivos particulares:

1.- Buscar genes nuevos que se expresen especificamente en la génada en
el momento de la diferenciacién sexual, por medio de {a construccién de una
biblioteca de ADNc enriquecida a través de una sustraccién con ADNc de
higado.

2.- Analizar el patrén de expresion de los siguientes genes:
a)Factor de Crecimiento Fibroblastico basico (bFGF).
b)Factor de Crecimiento Transformante a (TGFa).

b)Factor de Crecimiento Transformante b1 (TGF8).
c)Angiogenina (Agg).

d)Proto-oncogene c-src.

e)Proto-oncogense c-fos.
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MATERIAL Y METODOS

flislamiento de 66nhadas Embrionarias.

Material.

1.- Hembras gestantes.

2.- H20 bidestilada esterilizada.

4.- Caja de Petri.

5.- Monocavado.

6.- Piseta con alcohol.

7.- Silicbn negro para diseccién.

8.- Gasas.

9.- Tubos eppendorf 1.5 ul con 500u! solucidn urea 6M:cloruro de litio (LICl)

3M en hielo.

10.-Microscopio estereoscdpico.

11.-Material de Microcirugia: - Tijeras grandes.
- Pinzas grandes.

- Tijeras iris.
- Pinzas curvas.
- Pinzas finas.
- Bisturi.
- Tijeritas finas.
Soluciones.
1.- PBS.
Para 100 ml: 0.8g NaCl
0.02g KCI
1 ml buffer fosfatos 1M ; o bien 0.15g NazHPOs4

0.02g KH2PO4
aforar con H20.
2.- Urea 6M/ LiCI 3M.
Para50ml: 6.359g LiCI(PM 42.39)
18.018g. Urea ( PM 60.06
aforar con Hz0.

Procedimiento.

1.- Sacrificar a la madre humanamente por dislocacion cervical.

El procdimiento es el siguiente: poner rdpidamente la ratona sobre la tapa de
la caja para que se agarre con las patas delanteras; aplicar presién firme en



la base de la nuca, ya sea con los dedos o utilizando un l4piz y jalar la cola
con firmeza. Al apretar el cuello se siente que se separaron las vértebras.

2.- Colocar Ia ratona boca arriba sobre un papel absorbente y mojar el
abdomen con alcohol, para evitar que caigan pelos sobre los embriones.

3.- Levantar la pie! del abdomen y extraer el (tero.

4.- Sacar los embriones del (tero y separarlos de la placenta (sin desprender
el amnios, en caso de requerir sexar por cariotipo).

5.- Poner los embriones en la caja de Petri con PBS mientras se realiza la
microcirugfa.

6.- Para extraer las génadas: colocar el embrién sobre el silicon negro y
hacer un corte con bisturi separando la regién posterior del embrién, para
exponer la regidn urogenital. Con las tijeritas separar la génada del
mesonefros adyacente y sumergirla en la solucién ureal LiCl contenida en un
tubo eppendorf.

7.- Homogenizar las génadas extrafdas agitando bruscamente con vortex.

8.- Precipitar a -70°C minimo 3 horas.

SexHado de Embriones.

A. POR MORFOLOGIA.

A partir de los 12.5 dpc se distinguen las génadas masculinas. por ser més
grandes, redondeadas, y vascularizadas que las génadas femeninas. Estas
dltimas tienen una forma mas alargada, semejando una salchicha. En el
testiculo se pueden ya distinguir los cordones sexuales, mismos que le dan
una apariencia semejante a una mitocondria.

B. IDENTIFICANDO CORPUSCULO DE BARR.

Material:

-2 pinzas para microdiseccién.

-Tubos eppendorf de 1.5mi numerados para identificar la gbnada
correspondiente.

-Pipeta Pasteur sellada al fuego.

-Reloj.

-Laminlllas y cubreobjetos.

Soluciones.

1.- Fijador metanol: &cido acético 1:1.
2.- Acido acético 60%.

3.- Azul de toluidina 1%.
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Procedimiento.

1.- Extraer el amnios con dos pinzas pequefias, evitando contaminacion de
saco vitelino ni placenta, porque contienen céiulas matemas.

2.- Fijar el tejido en 1ml de metanol:acido acético. Desde 10 min. hasta 12
horas.

3.- Centrifugar 1min. para bajar el amnios.

4.- Decantar.

5.- Agregar 10pl acético 60% y presionar el amnios con la pipeta Pasteur
seilada durante 1min.

6.- Afiadir 1ml de fijador.

7.- Centrifugar 5 min a 2000rpm.

8.- Sacar el sobrenadante y resuspender en la gota que quede.

9,- Colocar la gota en una laminilla, dejar secar, teiiir con una gotita de
colorante y colocar un cubreobjeto encima.

10.- Observar al microscopio con objetivo 20X, y contar el nimero de nicleos
que contengan Coprpusculo de Barr (es un solo punto tediido en la orilla del
nicleo; no confundir con nucleolo, que son varios puntos en el interior del
nticleo, presentes en ambos sexos). Minimo el 60% de los nicleos deben
contener corplsculo, para ser considerados femeninos.

Exntraccion de ARN.

Material.
-Tubos eppendort.
-Hielo.

Soluciones.
1.- Urea 6M/ LICI 3M (ver extraccion génadas).
2.- Acetato sodio (NaAc) 2M pH 4.
Para 100 ml: 16.406g NaAc (pm 82.03)
Ajusta pH con aprox. 50mi 4cido acético glacial.
3.- Fenol saturado con H20.
4.- Cloroformo: alcohol isoamilico 24:1.

5.- Isopropanol.

6.- Solucién D: Para 50mi:
Tocianato de guanidina 4M 23.6329 (pm 118.14)
Clitrato de sodio pH 7 26mM 1.25ml (stock 1M)
Sarcosil 0.5% 25ml (stock 10%)
HO 28ml
Cuando se vaya a usar afiadir:
b-Mercaptoetanol 0.1M 36l para 5mi sol.

7.- Etanol 70% frio.



8.- Etanoi absoluto frio.
9.- H20 bidestilada autoclaveada.

Procedimiento.

1.- Homogenizar y precipitar el tejido en sol. ureal/LiCt a -70° minimo 3
horas.

2.- Centrifugar 10 min. a 4°C 12000 rpm. en la microfuga.

3.- Quitar el sobrenadante lo més posibie, porque ahi estd e! ADN.
Resuspender la pastilla en 1m| de sol.D para 100mg de tejido (100u! para 15
génadas embrionarias).

4.- Anadir 1/ 10 de vol. acetato de sodio 2M pH4 y mezclar.

5.- Agregar 1 volimen fenol saturado con H20 y agitar vigorosamente.

6.- Afiadir 2/ 10 de vol. cloroformo.isoamilico y agitar vigorosamente. Enfriar
en hielo 15 min (para que se formen las dos fases).

7.- Centrifugar 20 min. a 4°C a 12000 rpm.

8.- Pasar la fase acuosa a otro tubo y precipitar con 1 vol. isopropanol durante
1 hora a -20°C.

9.- Centrifugar 20 min. a 4°C 12000 rpm.

10.- Resuspender la pastilla en 3/ 10 vol. de sol. D.

11.- Precipitar 1 hora a -200C con 3/ 10 de vol. isopropanol.

12.- Centrifugar 10 min a 4°C a 12000 rpm.

13.- Lavar la pastilla con etanol al 70%

14.- Secar y resuspender en H2O bidestilada autoclaveada.

Disefio de oligonucledtidos para PCA

Para detectar bFGF y TGFa se utilizaron los oligonucledtidos disefiados por
Rappolee et. al. (31). Para los demés casos se disefiaron los oligonuciedtidos
en base a la secuencia publicada de ADNc para TGFB (32), c-Src (33) y
genbmica para Agg (34), c-Fos (35), procurando que tuvieran en general las
siguientes caracteristicas:
a) Tamafo aproximado de 20 bases.
b) Contenido de G.C 50-60%.
c) Codones menos degenerados en caso de no sef la secuencia de ratdn.
d) Presencia de C,G en el extremo 3'.
@) Sitio de restriccion en la secuencia amplificada.
La secuencia 5'-3' de los oligonuciettidos utilizados es la siguiente:
TGFgS' CATTCGGGAAGCAGTGCCC (769)
TGFpY CCCGTTGATTTCCACGTGG (1066)
bFGFS TCAAGCAGAAGAGAGAGGGGTTGTGTC (721)
bFGFS' ATTAAGATCAGCTCTTAGCAGACAT (1004)
TGFaS' GTCAGGCTCTGGAGAACAGC (58)
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TGFa3' GATGGCCTGCTTCTTCTGGCT (297)

Agg5s' TGACTCAGCACCATGACGCC (311)

Agg3' ATCGAAGTGGACCGGCAAGC (607)

c-Src5'  AGGGGAATTTGGCACCTTGC (991)

c-Src3' GTGCAGCTGTATGCTGTGGT (1300)

c-FosS' TGGGCCTAGATGATGCCGCA (1908)

c-Fos3' AATCGGAGGAGGGAGCTGAC (2400)
Los nimeros en paréntesis indican la posicién de los oligonucleétidos dentro
de la secuencia publicada.

Purificacién de oliginucledtidos.

Material.
1.- Gel acrilamida 20 %/ urea 8M.
2.- H20.
3.- Colorante: azul de bromofenol 1mg/mi
formamida 80%.
EDTA 10mM pH 8.
5.- Tubos eppendorf.
6.~ Lampara uv.
7.- Pantalla.
8.- 1-Butanol y/ o Etanol absoluto frio (depende del lavado).

Procedimiento: s

1.- Preparar la muestra:10 pg oligonucle6tido + 1/ 3 vol. colorante y cargar el
gel maximo 40pl/ carril y 10ug oligonucleétido.

2.- Correr el getl a 450 volts.

3.- Cortar las bandas con sombreado de ultravioleta.

4.- Eluir las bandas en tubo eppendorf 1.5ml con 1ml H20 a 37°C toda la
noche.

5.- Pasar el agua a un tubo nuevo.

6.- Lavar los oligonucleétidos. (ver abajo).

7.- Resuspender en H20 y cuantificar midiendo la densidad éptica en el
espectrofotémetro (10D = 25 ug/mi).

Para limpiar los oligonuclettidos hay dos opciones:

A. LAVADOS CON ETANOL.

1.- Secar en ef Savant (4 horas aprox.). Se precipita la urea, formando una
pastilla de aprox. 0.3ml.

2.- Agregar 1mi de etanol absoluto frio y agitar vigorosamente.

3.- Centrifugar 10 min 12000 rpm microfuga.



4.- Repetir los pasos 2 y 3 hasta que desaparezca la urea.

B. LAVADOS CON 1-BUTANOL.

1.- Aforar a 1.5ml! con butanol, agitar vigorosamente.

2.- Centrifugar 20 seg. microfuga.

3.- Sacar el butanol que queda arriba.

4.- Agregar 1 vol. butanol, agitar vigorosamente, repetir 2 y 3.

5.- Repetir 4 hasta que queden 10-20ml.

6.- Aforar hasta 1.5m| con butanol, para asegurar que precipiten los
oligonucleétidos.

7.- Centrifugar 2 min. 12000 rpm en la microfuga.

8.- Lavar la pastilla con etanol absoluto.

Sintesis de ABNc.

A. METODO CONVENCIONAL.

a) Sintesis de la Primera Cadena (ssADNc).

1.- Calentar ARN poliA+ junto con 20ul Oligo-dT 0.5 ugl ul

5 min a 65°C. Mientras,
2.- Mezciar para 200ul de reaccién:

dNTP 0.5mM 20ul (stock 5SmM)
DTT tOomM 20ul (stock 100mM)
Buffer BRL 40u! (stock 5X)
HO aforar final 200ul

3.- Agregar la mezcla al ARN.

4.- Afadir 1ul enzima Transcriptasa Reversa BRL.

5.- Opcional. Tomar alicuota 10pl + 1l dCTPS2 act. esp. 10uCH pl.
6.- Incubar 1 hora a 37°C.

7.- Contar incorporacidén de marca radioactiva, si se hizo el paso 5.

b) Degradacion de ARN y Sintesis de la Segunda Cadena (dSADNc).
1.- Agregar a la reaccién anterior:
H0O

aforar a 1ml final
Buffer SS 200yl (stock 5X)
RNAsa H 16u. 7ul
DNApoll 400u. 40

2.- Opcional. Tomar 10ui alicuota + 1ul dCTP32act. esp. 10uCi/ pl.
3.- incubar toda la noche a 12°C.
4.- Contar incorporacion.



B. CREANDO ADAPTADORES EN LOS EXTREMOS.

a) Sintesis Primera Cadena (sSADNc).
1.- Calentar ARN + 0.4ug oligo T-HNN 5 min. a 65°C.

2.- Mezclar para 20pl de reaccién:

dNTP 200mM 2y (stock 5mM)
Buffer BRL 4yl (stock 5X)
DTT 10mM - 2yl (stock 100mM)
HO aforar 20p1

3.- Agregar mezcla al ARN.

4.- Tomar aficuota Sul reaccién + 0.5ul JCTP32 act. esp. 10uCi/ ul.

5.- Incubar 1 hora a 37°C.

6.- Contar la incorporacién de marca radioactiva, y guardar para correr el gel.

b) Degradacién Alcalina del ARN.
1.- Para 15ul de reacci6n agregar:

EDTA 20mM 0.6p (stock 0.5M)
NaOH 120mM 1.75ul (stock 1M)
2.- incubar 1 hora a 65°C.
3.- Afadir:
Tris 360mM pH 7.5 5.25ul (stock 1M)
HCI 120mM 1.75ul (stock 1M)

4.- Verificar que el pH sea 7.5.

5.- Aforar con agua a 50pl.

6.- Extraer con 1 vol. fenol + 1 vol. coloroformo: isoamflico.

7.- Extraer con 1 vol. cloformo:isoamilico.

8.- Precipitar con 20.8ul acetato de amonio 7.5M + 160ul etanol absoluto,
minimo 2 horas a -20°C.

9.- Centrifugar 10 min. 12000 rpm. microfuga a 4°C.

10.- Lavar la pastilla con etanol 70%.

11.- Resuspender en 50p! agua y volver a precipitar (paso 8) para asegurar
que el oligonuciadtido se elimine y no interfiera con la siguiente reaccién.

12.- Resuspender en 9ul H20.

c) Transferasa Terminal (TdT).

1.- A los 9! de ADNCc cadena sencilla afiadir:
Buffer BRL 4l (stock 5X)
dCTP 50uM 1ul (stock 1TmM)
dCTP32 50uCi Sl (stock 10mCi/mi)
Enzima TdT BRL - 1pl (Stock 500u/34mi)

2.- Incubar 5 min. a 37°C.



3.- Tomar alicuota 1ml para contar incorporacion. 2

4.- Aforar a 50ul y precipitar con 20.8ul acetato de amonio 7.5M + 160ul EtOH
absoluto 2 horas a -20°C.
5.- Resuspender en 5ul H20.

d) Sintesis de la Segunda Cadena.
1.- A los 5ul de ssADNc! TdT afadir:

Buffer Vent 2ul (stock 10X)
dNTP 200uM 8ul (stock 0.5mM)
oligo XNN-G 4ug 1.5ul (stock 2.6mgi mi)
dCTP32 50uCi 5ul (stock 10mCi/ml)
Vent DNApo! 1u. 1l (stock 1u/ mi)

2.- Calentar 2 min. a 50°C.
3.- Incubar 30 min. a 72°C.
4.- Contar incorporacion.

Precipitacion con Isopropancl para medir el porcentaje de
Incorporacién Radioactiva.

Mezcla para precipitar:

TE 2mi
ADN acarreador 10mg/mi  200u!
EDTA 0.5M 100ul
acetato amonio 7.5M 1.2mi

1.- Para 1pl de reaccién agregar S50ul de mezcla + 100ul isopropanol.
2.- Agitar vigorosamente y centrifugar 15 min. 12000 rpm. microfuga.
3.- Decantar dejando el menor volumen posible.

*Sli la radioactividad esperada es muy poca repetir la precipitacion.

Sustraccion de ADNc especifico de gonade.

A) HIBRIDACION.

Buffer de hibridacion:
Bufter fosfatos 0.5M 25ml (stock 1M)
EDTA 5mM 0.5ml (stock 0.5M)
SDS 0.1% 0.5ml (stock 10%)
HO 24m!

1.- Resuspender 10 ug de ADNc doble cadena de higado en 10ul da buffer
de hibridacién.
2.- Resuspender en Sul del ADNc higado:



a) sSADNC! TdT de gbnada.

b) ssADNc/ TdT de higado como control.

3.- Hervir 1 min. para desnaturalizar.

4.- Poner los 5ul de las hibridaciones a) y b) en dos capilares de 10ul. Sellar
con calor los extremos para evitar vaporizacion.

5.- Incubar 20 horas a 68°C.

B8) CAMBIO DE BUFFER: LAVADO CON CENTRICON.

1.- Esterilizar el centricon:
- centrifugar 10 min. a 3,500 rpm roter JA20 Beckman con:
1)1 mi NaOH 0.1N.
2)2ml H20 desionizada.
- lavar agitando con :
1) 2mi EYOH 70%.
2) 2mi H20 desionizada.
2.~ Aforar cada hibridacién a 950 pl.
3.- Pasar la hibridacion, centrifugar 15 min a 3,500 rpm rotor JA20 o hasta
obtener aproximadanente 40ul.
4.- Medir el volumen y tomar una alicuota para el gel.

C) DIGESTION PARA ELIMINAR DOBLE CADENA.

1.- Llevar cada hibridacién a 44ul y agregar:
Butfer Vent 5ul (stock 10X)
Sau3Al 1wl (stock 3uiml)
2.- Incubar 4 horas a 37°C.
3.- Calentar 10 min. a 65°C para inactivar la enzima.
4.- Tomar alicuota 5ul para gel.

D) SINTESIS SEGUNDA CADENA.

1.- A 45p] de cada digestion agregar:

ANTP 200uM 2ul (stock 5mM)
oligo XNN-G .4ug 1.5u! (stock 2.6mg/ ml)
Vent DNApol 2u 2ul (stock 1u/mi)

2.- Incubar 2 min a 50°C.
2.- Incubar 30 min. a 72°C.

E) AMPLIFICACION ESPECIFICA DE ADNc DE GONADA.

1.- A las reacciones anteriores agregar:
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oligo HNN 1.5ug 1.5ul (stock 0.5ug/ ul)

oligo XNN 1.5u9 1.5ul (stock 1.5ug/ ul)
dCTPe 10yCi 1l (stock 10uCil )
Aceite mineral 50ul

2.- 25 ciclos: 1min, 95°C; 2 min. 57°C; 10 min. 72°C.

PCR para Detectar ARNm.

1.- Mezcla de reaccion:

ADNc ul

Bulfer taq DNApo! 5 (stock 10X)
dNTP 200mM 2ul (stock 5mM)
oligonuciedtidos HPRT 12 pmol.
oligonucledtidos especificos 12 pmol.

Taq DNA pol. 0.5ul (stock 5ul i)

2.- 30 ciclos: 1"15" a 950C; 1' a 57°C; 1'a 720C.
1 ciclo: 10'a 72°C,
3.- Gel agarosa 3% para fragmentos de 500-50 pares de bases.

Geles para Electroforesis.
A) AGAROSA 3%/ TBEI EtBr.

1.- Butter Tris Boratos 10X: 108 g Tris base.
55 g Acido Bérico.
40 ml EDTA 0.5M pH 8.
2.~ Buffer de corrida: diluir TBE para que quede 0.5X y afadir bromuro de
etidio (EtBr) 60ul/ litro.
3.- Para 50 mi disolver 1.5g de agarosa en TBE 0.5X/ EtBr.
3.- Correr el gel a 300 volts.

B) AGAROSA 1.5%/ UREA-ACIDO.

Soluciones para 100 ml:
1) Urea 10M: 60g
2) Citrato 0.26M pH 3.5 10X: 4.8g &cido citrico
0.69 NaOH
1.- Para 12.5ml de agarosa: disolver agarosa de aito punto de fusién en 7.5
mi urea 10M + 5 mi agua. Evitar que hierva.
2.- Agregar 1.25 mi de citratos 10X.



3.- Correr gel en buffer citratos 1X a 100 volts. 24

C) ACRILAMIDA 20%/ UREA 8M.

1.- Para 100 ml acrilamida 20%:

Acrilamida 40% 50 ml
Urea 8M 48.059
TBE 10X 10mi
HO 2 ml aprox.

2.- Para que polimerice 15 m!:
Temed 10ul
Persulfato 10% 25ul
3.- Correr el gel a 450 volts.
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RESULTADOS

1.- Construccion del banco de expresion especifico de génada.

Para seleccionar los ARNm especificos de la génada en el momento de la
diferenciacién sexual (12.5 dpc), es necesario descartar los genes
constitutivos que se expresan en todas las células, independientemente del
tipo celular. Para ésto, se planed hacer una hibridacién entre ADNc de
gbénada embrionaria con ADNc de higado, esperando que los genes
const'tuvos, expresados tanto en células gonadales como hepéticas,
aparearan formando doble cadena, misma que puede ser eliminada
utilizando una enzima de restriccion cuyo sustrato sea exicusivamente ADN
de doble cadena. Las moléculas que quedan como cadena sencilla son las
correspondientes a los genes expresados especificamente en génada e
higado, al momento de purificar el ARNm. Para distinguir entre estos y clonar
exclusivamente los especificos de génada, se disefiaron oligonucledbtidos
especiales para sintetizar el ADNc de la gbnada; de esta manera, es posible
amplificar sdlo las moléculas sencillas con secuencias gonadales, utilizando
oligonuciedtidos complementarios a la secuencia que se agregé para hacer
ol ADNC. La estrategia se esquematiza en la figura 5.

Para sintetizar la primera cadena del ADNc gonadal, se utiliz6 un
oligonucledtido Hamado T-HNN, que tiene una cola de 16 timinas en el
extremo 3’ pegada a un adaptador que posee sitios de reconocimiento para
tres enzimas de restriccion. La secuencia del oligo T-HNN es:

Hindi 1! Ndel

— —
3 TITTTTITTITTTITTITITCGAAGECCGGCGTATAC &7
Notl

Antes de hacer la hibridacién, se le agrega una cola de poli-dC a la
primera cadena del ADNc, para generar una secuencia homdloga a un
segundo oligonuclettido, que también tiene un adaptador seguido por una
secuencia de 9 guaninas, utilizado para sintetizar la segunda cadena. La
secuencia de este segundo oligo llamado XNN-G es la siguiente:



cadenas mixtas de ADNC de higado y de génada, hmaaadomdeﬂ
,c'adnmsonelh yporlotuﬂoewedﬁcasdoh&gadoygonada =

':usa'como ‘sustrato para la sintesis de la- segunda cadena, la cual sélo se

" puede sintetizar a partir del ADNC proveniente de génada, por ser el Unico
: que' tiene sacuencia donde hibride ol oligo XNN-G.- Posteriormente, se

_ amplifica especificamente el ADNc utiizando un par de oligonuciedtidos

_.complementarios a los adaptadores agregados, Namados HNN y XNN,
-~ utilizando reacciones de polimerizacion en cadena (PCR).

.. En la primera etapa del proyecto, se estandarizaron las reacciones para
- 'sintetizar el ADNc agregando los adaptadores. Debido a la dificultad para
obtener suficiente cantidad de ARN de gbnadas embrionarias, se inici6 la
‘estandarizacion con ARN proveniemte de cerebro de conejo. Se probaron
diferentes concentraciones de NaOH para la degradacién alcalina, diferentes
tiempos de la reaccién tranferasa terminal, y diferentes polimerasas para
sintetizar la segunda cadena (Klenow, DNApoll, Taq y Vent). Una vez lograda
la sintesis de ADNc, se estandarizaron las condiciones para la PCR, variando
las concentraciones de templado y oligonucleétidos, tiempo de elongacién y
enzima polimerasa (Tag y Vent). Una vez resusito el problema técnico, se
procedid a realizar la sustraccién con muestra embionaria.

Como se muestra en la figura 6, la sustraccién no resulté exitosa, pues se
obtuvo amplificacion contaminante con secuencias originarias de higado.

Simultaneamente se hizo como control una sustraccién analoga, pero
hibridando ADNc de higado sintetizado con adaptadores contra ADNc de
higado. De tal sustraccién se esperaba que casi nada resultara amplificado,
pero como se nota en el carril 6 hubo abundante amplificacion. Ademés, en
ol carril 7 se observa amplificacién de una banda especifica de higado de
aproximadamente 1kb, cuando se esperaba que solo lo amplificado
proviniera de ARNm gonadal, por lo que parece que el problema estuvo en la
aspecificidad de la amplificacion.

2.- Anadlisis del patrdn de enpresion de los genes BF5F, 76fq,
I6Fp3, Bgg, c-Srcy c-Fos.

El patrén de expresion se analizé por amplificacién especifica del ADNc de
gbnadas embrionarias sexadas de 10.5, 11.5, 125 y 13.5 dias post coitum .
Se disefiaron oligonuclettidos especificos para cada caso basados en la



secuencia publicada, ya sea de ADNc o gendémica (como se especifica en
material y métodos), para realizar la amplificacion por medio de PCR
asociada a reaccién de transcriptasa reversa. lLa estandarizacién
correspondiente a cada ARNm se llev6 a cabo con ARN proveniente de

tejidos con expresién positiva, variando las concentraciones de los:

oligonucledtidos y de magnesio, y la temperatura de apareamiento de ios
oligonucleétidos con el templado. Para los genes bFGF, TGFa, ¢-Srcy c-Fos,
se utiliz6 ARN extraido de cerebro de ratén; para Agg y TGFB, se utilizé
ADNC de gébnada de 12.5 dpc . Para cada caso se comprobé que la banda
obtenida correspondiera al gene especitico, segun el patrén de migracion y
de digestién esperados, que se muestran en la figura 7. En la figura 8 se
muestran los patrones de digestion de las bandas obtenidas para cada gene.

Para sintetizar el ADNc correspondiente a cada muestra, se extrajo ARN
total de un grupo de 10 a 15 génadas para cada edad y sexo. En el caso de
las muestras de 10.5 dpc, las gbnadas vinieron contaminadas con la regién
dorsal que incluye al complejo urogenital, mientras que para el caso de las
muestras de 11.5 dpc, no se pudo eliminar completamente el mesonefros,
Los grupos de génadas se hicieron a partir de embriones de la misma madre.
Para comprobar que no hubiera ADN genémico contaminante en las
muestras se hizo una PCR utilizando el ARN como tempiado; ademés, la
amplificacién de c-Fos sirve como control, puesto que los oligonucleétidos se
encuentran en diferentes exones, de manera que de haber ADN se
amplificaria una banda de mayor tamafio que la obtenida a partir de ADNc
(fig. 9A). Se utiliz6 como indicador de cantidad de muestra la expresién de
HPRT, un gene que codifica para una enzima constitutiva que participa en la
sfntesis de nucledtidos, llamada hipoxantin-fosfo-ribosil-transferasa.

Para homogenizar la cantidad de muestra en todos los estadios a analizar,
se hizo una PCR utilizando oligonucledtidos especificos para los genes
HPRT, Sryy AMH (fig. 9B).

Una vez estandarizadas todas las condiciones de reaccion, se utilizo la
misma muestra para analizar el patron de expresién de cada gene,
encontrandose los siguientes resultados (fig.10):

1) TGFB fué el Unico gene que presentd un patrén de expresién sexo
especifico: a tos 10.5-11.5 dpc sé6lo se encontrd en las génadas femeninas,
con un descenso en la expresién de manera que a los 13.5 dpc ya no se
detecté mensajero; en ias gonadas masculinas se detectd expresién por
primera vez a partir de los 12.5 dpc..

2)El gene de angiogenina se expresa en todos los estadlios estudiados, en
ambos sexos, aunque se observé una notable disminucién en la intensidad
de la sefial a partir de los 12.5 dpc.

3) En el caso del bFGF, la expresién aparecié en ambos sexos, con un ligero
aumento en la cantidad de expresién conforme avanza el desarrolio y una
notable calda de ésta en las hembras a los 13.5 dpc.
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4) El patrén de expresion de TGFay ¢-Src fue similar: se enconré transcrito
exclusivamente a los 12.5 dpc en ambos sexos. En el caso del TGFa,
ademds de la banda del tamafo esperado, aparecié una banda mayor
también sélo a los 12.5 dpc y mas abundante. No sabemos a que
corresponde esta banda mayor, pero se analizard su patrén de restriccién
para ver si la secuencia interna guarda homologla con el TGFa.

5) En ninguna etapa se detectd transcrito correspondiente a c-Fos.
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ESTA TESIS M8 DEBE
SAUR BE LA BRLIOTECA

DISCUSION.

La construccion de! banco de expresion especifico de la gdnada embrionaria
en el momento de {a diferenciacién sexual no fué exitoso, debido a que no se
logré obtener una amplificacién selectiva de los mensajeros gonadales. Se
va tratar de solucionar el problema biotinilando el ADNc de higado para
separar, por medio de una columna de afinidad con estreptoavidina, tanto las
moléculas que hibridaron con secuencias gonadales, como las que
quedaron como cadena sencilla por ser especificas de higado. De esta
manera, se elimina el ruido de fondo que puede ser el responsable de la
inespecificidad en la amplificacién. Esta idea se ve apoyada por
observaciones hechas al momento de estandarizar las condiciones de
reaccion, cuando se observé que si el ARN venia contaminado con ADN, la
amplificacién obtenida con la Vent polimerasa era inespecifica.

Al analizar el patrén de expresién de los genes seleccionados
considerando su potencial importancia en el desarrolio, se reveld la
presencia en la gbnada embrionaria de cuatro factores de crecimiento y un
proto-oncogene. La posible actividad bioldgica de estos genes en la
gonadogénesis se discute a continuacién, basados en las. actividades
descritas en otros sistemas.

TGFp se expresa durante el desarrollo embrionario y sus receptores estan
ubicuamente distribuidos. Se ha descrito su capacidad para controlar la
replicacion de ADN, diferenciaciébn celular, adhesién celular, matriz
extracelular, angiogénesis, inhibiciéon y estimulacién de la proliferacién, etc.,
lo que sugiere que tenga un papel importante en el desarrollo (36). Varios
grupos de investigacion han encontrado que tiene un fuerte efecto inhibitorio
en la proliferacion de células endoteliales (36), por lo cual cabe la posibilidad
de que la expresién de TGFB en la gonada femenina antes de que inicie la
diferenciacion morfoiégica en machos (10.5-11.5 dpc), tenga un papel
inhibitorio de la vascularizacién en hembras. Si este fuera el caso, uno de los
papeles del Sry seria inhibir 1a expresién de TGFgen la génada XY. A partir
de los 12.5 dpc baja la expresion de Sry, lo que permitirfa ia expresion de
TGFp observada a los 13.5 dpc en el testiculo, con la posible funcién de
inhibir la proliferaciéon de las células germinales primordiales (CGP's),
actividad que ha sido mostrada in vitro. (29). Serfa interesanta anatlizar la
expresion de TGFBen ratones XY con Sry mutado, y en ratonas transgénicas
XX con Sry introducido. En el primer caso se espera expresion de TGFpen la
gdénada embrionaria, mientras que en el segundo no. Si TGFB interfiere con
ta proliferaciéon de las CGP's en el testiculo, serfa necasario ver 1)si hay un
efacto sexo-aspecifico de manera que sélo las germinales XY respondan, o
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2)adquirido a partir de los 13 dpc , para explicar por qué la proliferacién de
las CGP's a los 10.5-11.5 dpc no se inhibe en hembras en presencia de
TGFB.

Ademas de tener una actividad mitogénica y angiogénica, se ha
observado que bFGF promueve la diferenclacién de adipocitos y la extencién
de neuritas en células PC12 (una linea celular de rata) in vitro. Su presencia
en el ovocito de Xenopus sugiere que pudiera participar en la inducciéon del
mesodermo comentada en la introduccion (37). El haber encontrado ARNm
de bFGF en ambos sexos, no significa que no pueda tener un pape! en la
gonadogénesis. Se ha demostrado que la actividad de bFGF depende de su
localizacion, siendo mucho méas activa la forma secretada (38). Es posible
gue se encuentre en la matriz extracelular en la génada de un sexo y que en
la génada del otro sexo se encuentre intracelular, lo que podria estar
regulando la actividad sexo especifica de bFGF. Se podria comprobar si esto
es cierto utilizando anticuerpos para detectar la localizacion de la proteina, o
detectando la presencia de proteina extracelular con un radic-inmuno-
ensayo.

El hecho de que la expresién de TGFa y c-Src sea exclusivamente a los
12.5 dpc , sugiere que ambos participen en alglin aspecto del desarrolio de
la génada comiin 2 ambos sexos. La mayoria de los estudios realizados
sobre TGFa son en relacién a su papel en tumorogénesis y sélo
recientemente se ha identiticado su presencia en condiciones no patoldgicas
en keratinocitos, macréfagos activados y durante el desarrollo embrionario,
aunque no se ha demostrado alguna funcién bilégica especifica (39).
Respecto a ¢-Src, que es una proteina citoplasmica con actividad de tirosin
cinasa, tampoco se ha demostrado un papel especifico durante el desarrollo.
Sin embargo, ha cobrado interés a partir del descubrimiento de genes
relacionados en Drosophila, los cuales se expresan durante el inicio de la
diferenciacion en algunos tejidos embrionarios, lo cual sugiere que tengan
un papel en el desarrollo (40). La similitud entre los patrones de expresién
deTGFa y c-Src durante la gonadogénesis, sugiere que su actividad esté
relacionada, tal vez actuando c¢-Src como transductor de la seilal de TGFa.

Finalmente, la expresién de Agg, que es una proteina perteneciente a la
familia de ARNasas, en la génada parece no tener importancia en la
diferenciacién sexual, pues se encontrd presente en todas las etapas y en
ambos sexos. Aunque se nota un disminucién a los 12.5 y 13.5 dpc, ésta
podria deberse a la disminucién de tejido contaminate en tales muestras.

Si los resultados de los bioensayos para probar la funcionalidad
biolégica de estos factores resultaran positivos, éste seria un trabajo
importante, pues serfa el primer paso para describir la cascada de eventos
que llevan a la diferenciacion sexual en mamiferos.
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de la diferenciacion gonadal en mamiferos,
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FIGURA 2. Esquama de los evenios que gulan el fenotipo sexual en mamferos (2).
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FIGURA 3. Laeascadaderegtﬂadonquosehapmpuesopamladdennmaaénddsaxom
Droapohila . Las flachas indican activacion y los cUAdIOS Negros reprasion.
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FIGURA 4. La da de regulacién para la inacion del sexo en . elegans. Sila
relacién es alta ( XX/ AA), se reprime xol-1, lo que permite la axpresion del siguiente gene en ia
cascada, sdc-1 y sdc-2. La cascada contingia como se muestra en Ia figura; las flechas indican
activacién y los cuadros negros represién.




SELECCION DE FAMILIAS DE FACTORES DE CRECIMIENTO

Familia Miembros Receptor Blanco conocido

Factor de Crecimiento EGF Tirosin cinasa. Células mesénguima,
Epidérmico (EGF) TGFa Producto de proto- epiteliales y giiales.
notch oncogene c-erbB
delta
lin-12

Factor de Crecimiento  TGFp1-5 Tres tipos. Gran variedad de células
Transformante p Inhibina

Activina

AMH

BMP

Decapentaplegic

VG-1

Factor de Crecimiento  aFGF Tirosin cinasa Células endoteliales,
de Unién a Heparina bFGF epiteliales, mesenqui-

ECDGF males y neurales.
int-2

*Los genes homdlogos a factores de crecimiento se indican con letras cursivas.

TABLA 1. Selecci6n de familias de factores de crecimiento.



FIGURA 6. En cada paso, desde la sintesis de ADNc hasta la amplificacion, se tomo una alicuota
para marcar con P32 el ADNc con adaptadores, ya sea de génada o de higado. Carril 1: ADNc
primera cadena de génada embrionaria; canmil 2: hibridacién higado-higado; carril 3: hibridacién
higado-goénada; carmil 4: digestién con Sau3Al de hibridacion higado-higado; carril 5. digestion
con Sau3Al de hibridacion higado-gponada; carmil 6: PCR de digestién higado-higado; carril 7;
PCR de digestion higado-géhada.
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FIGURA 7. Estrategia para cada PCR. Con puntas de fiecha ss representan los
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para cada caso; se indica también el patrén de restriccion de cada fragmento, donde los
numercs equivalen a pares de basea.



FIGURA 8. Caracterizacidn de los producios de PCR. Panet A: a)of GF; b)bFGF/BanH!; c)TGFa;
d)TGFasSphi. Panel B: a)TGFb; b)TGFb/Aatll: ¢)Agg; d)Agg/Ncol; 8)e-Sre; f)c-SmJPvull‘.‘g)c-

Fos: hic-Fos/Stul. M=2G8, 221, 154 pb.
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FIGURA 9. Panel A: Identificacion de fragmentos correspondientes a ADN gendmico (483 pb)
y ARNm (378 pb) proveniente de cerebro de ratdn. Panel B: Patrén de expresion de Sty y
AMH de 10.5-13.5 dpc . Se observa la banda correspondiente a AMH en hembras debido a que
loe oligos utilizados estaban contaminades con templado.



FIGURA 10. Patrén de expresion de factores de crecimiento y proto-oncogenss durante el
desarrolio gonadal. Los nimeros indican la edad en dpc .
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