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l. RESUMEN 

En Jos tnamítCros, durante la ,;da cmb1;onari:l el gen Sry. presente.: en el cron1oso1na ··).···. 

dctcnnina la ditCrcn\;Íación del tcsticulo. Sin ctnhargo. cuando s~ transfiere c1 ~rotnosom.:. 

~~'\.,"' del ratón ~\,Ju.'i n11L.\'clll1ts poschit.:rvinus (Aftt.'> 111uscu/us do111esticus) a la cepa (_~57BL16J 

(B6), la descendencia XY (U6.Y00
M) desarrolla ovotestis y ovarios en la "ida embrionaria. 

pero nunca tc:sticulo!'i nonnalcs. Por otra parte. se:: ha observado que las células del ov:u;o de 

los n1amifcros son estimuladas a crecer ) .. diferenciarse por los factores de crc\;in1icnto 

semejantes a insulina. IGF's. Se ha dc1ern1inado que d IGF-1 tiene un papel imponanle en 

la estcroidogéncsis adulta y probablemente en 1.:l cmbrion:uia nlientras l.¡uc la función esencial 

del IGF-11 es la de prurnovcr la c.li\.o;!-ÜÚn celular durante la cn1hriogCncsis en dih:n.:ntcs 

cs1.,ccics y tan1hién pt.ffticipa en 1.a hiosintcsis de cstcroidcs en hl etapa postn.:1tal. Sin c1nh.:1rgo 

no se ha dctc.:nnin.:1do et posible p;1pcl del IGF-11 en el dcsan·o11o cntbrion;u;o de.: l.:1 gún;H.l.:1 

<lcl ratón. El objetivo dc cst.:1 invcstig.:1t,;.ión fue estudi.:ir 10.1 expresión Jet r\.H .. ~tn del lCiF-U en 

la morrogéncsis de la gónada de los c1nbrioncs de la cepa I36.'\"00
M (10.5 ;1 1c, d.g.). 1:1 sexo 

genético se determinó con la técnica de hibridación en punto. con una sond..'1 que.: reconoce 

las secuencias repetid.as del cro111osoma ··'\···. .-·\ través de la técnica <le a111plificaciOn c:n 

cadt:na dc la polinlt:rasa. c.anpk:andu una transcriptasa reversa. se amplificó el ...-·\.H.Nm Jcl 

IC.iF-11. Los resultados 1nucstran que prohablcn:1cntc existen dos formas del A.RNrn maduro 

del lGF-11 que fueron denominadas JCjF-11-A e lGl-..·-n-IJ. Las dos fonnas se expresan a los 

10.5 d.g. en los complejos urogenitalcs XX y XY. En las gónadas indiforcnci;1das XX de 11 

d.g. 1a expresión dc.:l ICiF-11-.-\ es n1cnos intensa mit:·ntras que a los 12 d.g .. 1.:i cxpn:sión cs 

mayor. ... "\ los 14 d.g. disminuye y ésta se 111anticnc hasta los 16 d.g. La c.xprcsión Je;:l ICiF­

II-D en los ovarios XX fue similar a la del IGF-11-.A. En las gónnd;1s indiJ'crcnciadas .X"\" <le 

1 l d.g., el r"\.H.Nm para el IGF-11-f"\ no se detectó. Su expresión se rt:inic.ia ;, los 1l.5 d.g. y 

la maxima cxpn:sión se ohscn.-·ó a ]os l 2 d.g. Sc encontró que 1a intensidad del n1cnsajcro a 

los 14 y 16 d.g. es menor. La expresión del IGF-11-B se observó en todas las "dadcs d.: 

gestación estucliad:•s en los ovados x·y_ Se propone que el IGF-Il podd;1 pa11..ícipo.ir 1,;01110 un 

factor mitogénico y de dücrenciación durante el establceiiniento de la gónada indiferenciada. 

así co1no en el proceso de crecin1icnto y maduración de las células son1ati\::ls lh: la gónada. en 

las hc...-mbras X.X y en las XY. Algunos factoi·cs, como el Sry\ podrian n1odular la 

maduración a\l<:rnativa del ARNm para el IGF-Il., en las hembras XY. 

1 



11. INTRODUCCIÓN 

t. De te rrn in u e i ti n de 1 SlºXo e rotn º"ú 111 i cu 

En los rnan1ifc.:ros el cs1ablccirnicnto del sexo genético o<.::urre en el n101ncn10 de J.a 

tCcund:ición. La <letcnninación sexual está basada en el din1orfismo crornosórnico que: existe 

entre :unbos sexos. Las hcn1b1·as tienen Jos CJ"omosornas "•Xº y Jos 111.achos poseen un 

cron1oson1a 0 x·· y uno "•'J.·"··. l)t:sdc 1959 sc s-.thc que en el hu1nano y en el r·atón los 

indi\.tiduos con un.a constitución cror11osúrnk.;.1 hXX" o ··xo·· son hcrnhras n1ientras que 

aquellos con un con1plcn1cnto 1...:n>n1osún1icn ··x y·· o ··xx'!··· son nuachos (Ford y col.. 1959 y 

Jacobs y coL.1959). Se sugir;ó que el crornoson1a º)º'• contit:ne al rnc::nos un gen que es 

requcrido par.:1 el dcs.:uTollo testicular. Posh.:rionncnlc. en los humanos. este gen fue 

denominado .. fa.:tor dclem,in•mte del testículo"" (TL>F) y su homólogo en el ratón, T,~,. (Ford 

y col., 1959 y Ja.:obs y col.. 1959). 

Un J"'aclor critico en J.:1 dctcnninación y di1t:rcnciación sexual en los mamiJC:ros es el 

dcsa1Tollo de la gónada (órg;1no que contiene .:1 las CG's precursoras de los gantc.:los. l.:ts 

células de St.:11oli o a l.as l:élul;1s dc la granulos.:1. fihrohl.:tstos. cClulas cstcroidogC.:nkas y vasos 

sanguíneos). la cu.al se lo~.ali;?"..<:t en el crnhr;ón en Ja región ventral del ntcsoneti·os. hacia el 

cclorna. En una serie de cxpcrimcnlos clásicos. AJJi"cd Jost mosrró el papel ccnlral que 

juegan los testículos en el desarrollo n"L~culino. Sus observaciones (Jost, 1972) sugirieron 

que el plan básico de dcsarrolJo en los rnarniferos es fCmcnino y que c:::s l.:t pn.:scncia de los 

lcsticulos la quc dctcnnina que el fcnotipo de Jos gcnilalcs internos y externos sea m.asculino. 

Tamhién demostró que Jos lcstículos producen lcstoslcrona y· el f\.·llS. los ~uaJcs son 

responsables de indu..:ir el desarrollo de: Jos conductos que dc:tcnninan las ditcrenciación 

sexual interna de Jos genitales (Jos l. A .. 1Y47 y 1953 ). 
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1.1 Desarrollo y diferenciación sexual de la gónada de roedores 

a) Formación de la cresta g~·nilal (l0.5 d.g.) 

Esta etapa se can1cte1;7..a principahncntc por Ja prolüCración de las células somáticas 

del epitelio celómico y de las CGP's (J\1erchant-Larios, 1978). Estas úlúffias, en los 

embriones del ratón, se encuentran originalmente en el epiblasto de la g:istrula (I-Iahncl y 

col.. 1986) y pueden ser reconocidas en el mesodermo extraembrionario desde los 7 d.p.c. 

(Ginsburg y col .. 1990). Inicialmente son una población pequeña de células locali7.lldas en la 

raiz del alantoides en formación (Chiquoinc, A .. 195-1-). Los siguientes cuatro dias llevan a 

cabo una migración hacia las crcst~ts genitales (células que originarán la gónada unidas a la 

zona ventral e.le] n1csonc:fros), la cual se divide en dos tases. En la primera fase (entre los 7.5 

y los 8.5 d.p.c.) las CGP's se mueven, de manera pasiva, del endodcnno hacia el intestino 

posterior. Estas células son llc.::v~tdas junto con el endodermo del intestino en un mo'Vi.mjento 

de invaginación y no presentan tcnotipo de células migratorias. En contraste, en la fase 

activa (9.5 a 11.5 d.p.c.) se mueven a través del mesenterio dorsal hacia las crestas genitales 

mediante la extensión de filopodios o lamclipoJios, imp1icando un;:1 relación cstrc:cha entre 

ellas y las células sobre las cuales migran (l\,lcrch•mt-Larios. 1978 y Stott y col.. 1986). La 

mayoria de las CGP's alcanzan la región urogcnital en el día 11 después de la fot1ili7..ación y 

se ha propuesto que en este periodo su número aumenta desde 100 a 4000 aproxitnadarnente 

(Tam y eol., 1981). 

Hasta el presente se sabe poco :.icc.:rca de los f3ctores qut: controlan Ja sobrc'\IÍVcncia~ 

proliferación y migración <le las C .. GP"s. Se piensa que la adhesión de las CGP·s " 

componentes de la matriz cxtracclular cst~i regulada durante el desarrollo por cambios que 

ocurren en relación con ]as difcn:ntcs !'"ases del comportamiento de éstas. La adhesión de las 

CGP"s a la fibronectina se intenumpc cuando comienza su migración desde el intestino 

posterior a la cresta w·ogcnital y disminuye aún más cuando ésta ha tenninado(Godin y 

col., 1990). Otros investigadores han propuesto que su migración puede ser inducida por la 

fibronectina exógena (Álvarez-Buylla y Merchant-Larios, 1986 y Ffrench-Constant y 

col., 1991 ). Por otro lado, ciertas e"idencias in virro sugieren que. las crestas genitales del 

ratón de l 0.5 dpc secretan una proteína semejante al. TGF-J:H que es capaz dt: atrac1· a las 

3 



CGP's del ratón e inhihir además la proliferación de estas células en cultivo (Godin y col.. 

1991 ). 

b) Etapa indif~·renciada (11 a 12 d.g.) 

Las CGP•s en la cresta urogcnital son rodeadas por células n1esenqui1náLicas y 

cpirelialcs, con las cuales se asocian estrcchament~ para fonnar el primordio gonadal. 

Después, las células somáticas proliJcran contormc llegan las CGP's y tonnan un <1gregado 

compacto llamado "blastctna gonadal"; la ausencia de lámina basal pcrmile 1'1 inlcrn.,ción 

entre los diíerentes tipos celulares (1\'lerchant-Larios. 1978). 

,.\. continuación. se inicia el depósito de una lámina basal delgada entre Jas células 

del blaslema gonadal, pcrrnilicndo que gradualrnenle se iormen los cordones sexuales de 1ipo 

epitc:lial. Eslc tejido queda entonces separado del estroma mcsenq_uirrtáti~o. situado en el área 

dorsal de la cresta gerútal a lo largo del mesonefros. Así. se establece la gónada 

indif"erenciada con un componente epitelial. entre cuyas células somáticas quedan incluidas 

las CGP"s. En ~1 componcnh . .: cstromátic.o se encuentran a los primeros vasos s;1nguíncos 

que irrigan el primordio gonadal. a las c<Ólulas precursoras del tejido conectivo de las gónadas 

y a las cClulas inlcrslicialcs cstcroidogénicas. Las hembras y los machos pasan por esta etapa, 

independientemcnlc del tipo de cromosoma.~ que posean (1\llerchant-Laiios, 1984 ). 

Cada embrión de manúlcro posee además de un par de primordios gonadales 

bipotencíales, un sistema doble de conductos incipienles. Si el embrión es 

cromosórn.icamcntc JCmcninu y sus prirnordios gonadales se diferencian corno ovarios, los 

conductos de )\,lüllcr se diforcncian como !rompas de Falopio, Úlero y vagina superior y los 

conduclos de \Volf involucionan. Por olro parte, si los primordios gonadalcs de un. macho 

genético se desarrollan como lestículos, los conduclos de \Volf se diferencian como 

cpidídirno, v;asos dcfi.:1·cntcs y vesículas semin:ilcs y el desarrollo de los conductos dt: !\·lüllcl" 

es inhibido (Jost. 1972). 

4 



e) Diíerenciaciún seJ;ual 

I) (),.·ario 

~·lorfológk:anlcnlc el ovario es parecido a la gónada inditC1·cnciada, a excepción de 

cierto cn:cirnicnto debido a l.:1 proli1'eración de las células germinales y somáticas. El pritncr 

indicador f'uncional del desarrollo ovárico en un individuo fCmc:nino es el inicio de Ja mciosis 

de las células germinales. I" cual ocurre entre los 13.S y los 1 S d.p.c. en el caso del ratón y es 

variable entre las dücrentcs cepas (McL.arcn y 13uchr. 1990). Después del comienzo de la 

meiosis, se inicia el proceso de f'onnación de folículos. En ht región central de la gónada 

(médula). los ovocilos que se encuentran agrupados en el intc1ior de los cordones scxualc;;:s .. 

empiezan su cn:cimicnto y son separados por las células epiteliales (que dan origen a las 

células de la granulosa). Los cordones gonadales en edades tempranas son poco e\.idcntcs. 

Postt:rionnentt:. estas células adquieren una 10nna cúbica y se tOrman así Jos prinlc:ro~ 

tbliculos que mantienen comunicación lL~poralmcnte mediante puentes celulares que 

después desaparecen. Finalmente. los ovocitos de la región peruérica de la gónada (cone>'-") 

son también individualizados por células epiteliales (con la düerencia de que las células 

foliculares presentan una disposición plana) constituyendo la reserva de folfoulos 

pritnon:liales. A medida que éstos crecen., se diferencian los siguientes tipos celulares a panir 

del tejido estromático adyacente: se f'onna primero la hteca interna·• csteroidogénica. 

constituida por células mioides y fibroblastos. l~odcando a la teca interna, postcrionnctttc se 

establece la ··1ec;' externa·· fonnada por tejido conectivo fibroso. la cual está in:iga<.h1 por 

vasos sanguíneos que no atraviezan la lámina basal del lolículo (lvterchant-Larios. 1984). 

Por otra parte. se realiz;.ron estudios para detectar 1:. expresión de Jos genes para 

algunas enzimas que panicipan en la csteroidogénesis gonadal, en la cepa de ratón B6. Se 

demostró que los ovarios fotalcs expresan el ARNm para la enzima 3-U­

hidroxiestcroideshidrogenasa desdi; los l.~ dpc. La expresión de las enzimas 20.22-

desmolasa, 1 7a.-hidroxifasa y la P4SO aromatasa, que participan en la síntesis de esteroides 

gonadales. se obscn:ó con una frecut!ncia del IO'!o (Greco y Paync, 1994). Lo anterior 

sugiere que la ausencia de estas cn7Jn1as es en parte la causa de la baja ·acti\.idad 

esleroidogénica en el ovario letal del ratón 136. 
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ii) Testículo 

Los p1i1neros c:unbios mo1101ógicos y funcionales ocurren en los indi\ .. iduos 

genéticamente machos. Los cordones sexuales se separan gradualmente dc:I c:pitc:lio 

superficial de la gónada debido a un mayor grado de: compactación por parte de <lstos y a la 

invasión de tejido n1cscnquimi•lico y de vasos sanguíneos provenientes de la región 

mcsonéfrica (l\·lc1·chant-Larios y Takcto, 1991 ). 

lJna vcl'. en la zona central de este órgano, los coi-dones son llamados ~"'testiculares"' 

y posteriormente, cuando fonnan un lumen. son denominados '"túbulos seminifcrm1''. En 

éstos, las células somáticas c:pitcliales o prc-Scnoli y las células germinales están rodeadas por 

la lámina basal. la cual es producida en parte por las células mioides. El tejido estromático 

que envuelve a los 1uho!-. scn1inifcrus contiene las célula.~ mioidcs, vasos sanguíneos~ 

fibrobla.<;tos y cdulas de 1 .eydig (1'.lcrchant-Larios y Taketo, 1991 ). 

2) El Ren responsable de la diferenciación lesllc.ular 

En algunos cutcrios el análisis del cromosoma u.~ ... _:~ :~ostró _que en un frag,ntento 

núniJno de 35 kb, locali:t.ado inmediatamente abajo del lirrúte ·de la región pseudoautosomal 

del brazo corto .. p" • llamado SU}" en humano, es capaz de inducir la formación de 1es1iculo!< 

( Sinclair y col. 1 990) (Esquema 1 ). 

Crornot.arroa Y 

Yp 

'(q 

1959 1c.;60 

Pu~•.:.n do 
Oi:>O•Ot::lrT'l•Ontc. 

oseuc:iooutos.omot 
1 

2 

3 

1986 

IAl 
Srv 

1A2 

··-.• ~ B 

IC 

1907 1989 1990 

Esquema 1. tJhicación de 1;, región que dch.:nnin.a el inicio de 1:.1 fnnnación del testículo: Si='· 

(Tornado de l\1lcLarcn A 1990 Nature 351 :96). 
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Algunas evidencias proponen que el SRY es el factor detenninantc del tcsticulo: a) 

por su localizaciém en el cromosonta ··y~ y porque una sola copia es capaz de inducir la 

ditcrenciación testicular en el ratón (Gubbay y col, 1990); b) algunas hembras ··xy·· con 

disgencsia gonadaJ p.-csc:ntan mutaciones de novo en el SR Y (Berta y col.. 1990~ Jilgcr y col., 

1990 y Koopman y col., 1991 ): c) un fragmento de 1-l kb en el cromosorn<1 ••y" del ratón que 

incluye al gen Sry (homólogo al SR Y) puede conducir al des<1rrollo masculino de hemh1·as 

transgénicas ( Koopman y col., 1 991 ). 

a) Exprt.•sii>n 

El Sry cocüfica para una proteína cromosornal del grupo 1-IIvtG, penencciente a la 

clase no-histonas que contiene un motivo de unión al ADN (designado como dominio 1-l!\-tCi) 

(Gubbay y col.. 1990 y Sinclair y col., 1990). Giese y colaboradon:s ( 1994) mostraron que la 

unión del Sry. a la secuencia de nuclcótidos S'-CATTTGTT-3'. induce un giro de 60°-85° 

en este sitio y p1·omut:vc así la transctipción de loci remotos. La prolcina SH.i" no se ha 

identificado aún en embriones de ratón en estadios de desarrollo gonadal temprano. pero se 

ha postulado que ejerce su ci"ccto en la cresta genital justo antes de la ditCrcnciación testicular 

morfológica. 

El patrón de expresión del Sry durante el desarrollo gonadal embrionario del ratón 

es congruente con su papcl en la dctcnn.inación testicular: se obsc1v·a dur;1ntc un periodo 

corto. cspc~íticame;::ntc en las células somáticas de la cn:sta genital. los transc1;tos del Sry se 

detectai·on primcnnncntc n los 10.S d.p.c. (cresta genital). aumentando ;1 un miixirno ~ los 

11.5 d. p.c. (gónada indiferenciada) y posteriormente declinaron hasta no encontrarse señales 

a los 12.5 d.p.c. (diferenciación sexual) (Koopman y col..1990 y 1991). Z•vingrnan y 

colaboradores (1993) encontraron transcritos del Sry en algunos cntbrioncs de ratón (estadio 

de 2 cC:lulas. pn:";º a Ja intplantación); sin cmbargo. es discutible si niveles tan pequeños de 

transcritos pose;::cn algún papel tisiolc>gico en el e1nb1;ón. El conjunto de estos datos ;tpunta u 

un sistema finamente regulado en el cual el Sry disnúnuye o favorece la transcripción de 

otros loci; Haqq y colaboradores ( 1 993) demostraron que la proteína del Sry protege residuos 
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específicos de los genes para el Il.-flS y la P450 aromatasa y plantearon que esta proteína 

potencia la expresión del ?vIIS e inhibe la de la P450 arornatasa. 

Es posible que el gen Sry fonne parte de una serie- de· genes que se expresan 

secuencialmente., Jos cuales estarían prcs~~tcs ~!:' ]~~, au~o~.Omas o en cJ cromosoma 0 Xº y 

que en conjunto, podrian participar para dirigii- el desarrollo del fenotipo masculino 

(McLaren, 1990). 

h) Diferenciaciitn bioquin1ica del tt•sticulo 

Los c:vcntos bioquimicos que llevan a Ja diferenciación sexual del lcstículo son 

inlportantes y decisivos. La producción de cic11os !actores y la adquisición de las enzimas 

necesarias para la síntesis de hormonas estcroidcs masculinas es critica en la regulación de la 

diterenciación testicular (!'vterchant-Larios, 1978). Los lesticulos en desarrollo producen dos 

f"actores que exportan la señal dercrminante masculina al n:sto del embrión ( J ost, 1953 ). El 

?\.ifiS es secretado por las células de Scrtoli y elimina los conductos paramcsonéfricos o de 

lVlüller y la lcstoslcrona. que es producida por las células de Leydig. cslirnula el desarrollo del 

tracio reproductor masculino a pa1·tir de los conductos mesonéfricos o de \Volt" (Jos l. 1953 ). 

En 199.t, Greco y Payne analizaron en la cepa de ralón 86. la expresión de los 

genes para las enzimas que participan en la síntesis de esteroides y encontraron que los 

testículos fotales de ratón tienen la capacidad para elaborar andrógenos desde los 13 d. p.c. 

e) Función de otros gent."s autosonaalc>s en la diferenciación testicular 

Washbum y Eichcr ( 1989) observaron un gen aulosómico determinante sexual en el 

ratón, Uarnado Tas (reversión sexual asociada al locu.s braclt\.•ury). Este gen se segrega con el 

complejo génico T,·t del au1osoma 17. del Afus musculus y se han encontrado diterentes 

alelos para él en las di~lintas cepas de ratón. El cromosoma .. y,, de la cepa AKR es incapaz 

de dirigir la morfogéncsis teslicular si el autoson1;.1 17 pn1\.;cne de la cepa <.--=57. En este c.::tso. 

la determinación del testículo nonnal se impide y cada gónad~ contiene una mezcla de lejido 

ová1;co y testicular y hasl;.1 la tCcha. se desconoce como inh:ractúa este gen con el Sry. · 

8 



Por otro Jado, en hum:mos se ha postulado la existencia de un gen .. denominado Z, 

cuya actividad inhibe la diferenciación testicular y estitnuJa la form~ción de ovarios 

(l'vlcElreavey y col.. 1993). 

l\,forai.~ y sus colaboradores (1996) mostraron que en las gónadas retales de ratón, 

el ARNm y la proteína del gen So."9 (que está relacionado con el Sry ya que presenta 

también el motivo de unión al ADN, llamado I-IMG) se observan en las células de Scno¡j y 

no otras lineas celulares durante el desa..'Tollo embrionario y los testículos adultos. Por lo 

anterior, sugcricron que este gen participa en la diferenciación de las células de Scrto¡j y en el 

mantcnitnicnto de su función. La conservación de su patrón de expresión sexual dirnórfico 

en aves y mamíferos. dos clases de vertebrados en las que hay diferencias significativas en los 

mecanismos de dcteminación sexual, &lpunta a que el gen SOX9 tiene un papel fundamental 

en la dctenninación sexual de los vcrtcbrádos. 

d) Aspectos ••\.'olulivos 

El SR r es un gen que se ha conservado entre marsupiales y cuterios desde su 

divergencia hace aproximadamente 1 20 a 150 millones de años. El análisis de la secuencia 

de aminoácidos predicha para este gen muestra que el dominio HIVIG (de unión al ADN) se 

ha conservado solo dentro de la clase .!\.1arnítc1·os (Foster y col.1992 y Pe"ny y LovcU­

Badge, 1997). 

3. Jnteracciont.•s d..- las células so111Hticas y gern1inalcs 

La mortOgéncsis gonadal se ve afectada, inicialmente. por la presencia de Jas 

CGPTs. La interacción entre Cst.."l.S y las células som3ticas de la cresta genital es C'-'idente antes 

de que ocurra la coJoni~~•ción e irnpli~a la difcn.:nciación temprana del epitelio celé>mico de 1:1 

cresta genital. Aparcnacmcnlc. sólo las célula.e;; de ésta atraen de manera especifica .a Jas 

CGP~s~ sin embargo. hasla el presente se desconoce el mt:canisrno (I\.tcrchant-L:uios~ l 98..J. ). 

Se ha propucslo que no sólo el cornplerncnto cron1osón1ico de las (-.GP"s es el que 

determina que éstas sean ovogonias o cspermatogonias; csla desición podria ser modulada 

por el ambiente celular en el que se encuentran a través ditCrcntes 1nccan.ismos: a) una 

molécula de superticie o que fuera secretada por las células de Scrtoli. la cual provocaria que 
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la.i;; células germinales no iniciaran la m<..-iosis; b) un f ... ctor de secreción clahoraclo por l:'s 

mismas células germinales, el cual sólo se acumularía en concentr;tciones suficicnlcmt:ntc.: 

altas cuando éstas c:stu"ieran rodeadas por las células de Scnoli; c) un factor inductor externo 

general de: mc:iosis excluido del interior de los cordones por las células cpitclialc.:s (Lovcll­

Badge, 1992). 

Por otra parte,. se conoce n1uy poco acerca del origen de:: las c~lulas so1náticas que 

forman el primordio gonad.:tl. Se piensa que tanto el epitelio cclómico con10 el mesénquirn.:1 

adyacente al mcsonefros, contribuycn a la 10nnación de la ct"esta genital. F..1 epitelio <.:clútnico 

podria originar a la.o,;: precursoras de las cClul:1s de s~r-i.oli y d~ l.:' gcanulos.:1 :1.· (,,;1 nu:sénquitna 

podría dar lugar a las células ntioidcs e intcrsticiaks ( !'v1<:1·d1ant-l .;11ios y Tak<:to. 1991 ). 

Buchr y i\ • .:lcLarcn ( 1993) sugic.:rlt!n que son necesarios otros tipos cdulal'cs p.ar~ la 

diferenciación correcta de las. ct!lulas de Sc1'1oli y de los testículos. Encontraron células del 

mcsonefros que ntig:ran hacia l:1s crestas genitales y que postcriormenlc se difi.:1·cndan con10 

nlgunas células 1nioidcs e intersticiales rodeando a los cordones donde se encuentran las 

células de Sct1oli. Se ha propuesto que estos tipos cclul:1rcs se requieren para 1:.1 fonnación 

de los cordones seminifc1·os (lVl<:rchant-Larios y col.. 1993 ). 

Los estudios de quimeras y mosaicos ... XX/X'"'i.·0 de t"alón indican que al n1enos una 

porción de las células som:ilicas de la cresta genital debe ser -xy- para que se desarrolle un 

tcsticulo (aproximadamente el 25°0. dependiendo de la cepa) (l\·1<.:Larcn, 1984). Las céluhts 

de Scrtoli son casi cxclusivan1entc ·•>.:\ ... y se lu1 propuesto que el Sry actúa .:tutóno1na1ncntc 

en estas células p.:.r.:s l.luc se difcn:ncicn y 4uc los demás aspectos dc:I dcsan·ollo tcstkul:.il" .. son 

dirigidos por estas células (Bw·goync y col.. 1988 y Palmcr y col., 1991 ). 

No hay un:1 señal de respuesta ob";ª por parte de las células germinales hacia las 

células somáticas que sea t"cqucrida pa1·a el desarrollo testicular. Los testículos se JOrman 

normalmente en aqut:ltos machos que presentan mutaciones en ciertos loci que ocnsionan la 

carencia completa de las células germinales en la cresta genital (l\·lintz y Russt:ll. 1957; 

l\fcLarcn .. 1985 y "-oopman y col.. 1990). En contraste, las CGP's son rcqu<::ridas para d 

desarrollo del tejido estcroidogénico de tos ovarios y en su ausencia,. hts células fOlicularcs no 

se organizan y el ova.;o degenera. Como no se conoce ningún m:trcador h::1npr.ano que 

pudiera indica.- la diJCrcnciación de las células tbliculares,. no es posible dctinir si la 

determinación del ovario se ha completado. Una hipótesis acerca de ésto es que l~ts .,;¿lulas 
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gemú.nales que inichm la mciosis. proveen una señal inducton• ovárica, pero algunos intentos 

preliminares para cotnprohar cst:t hipótesis sugit:1·cn que éste no es el caso (l.ovcll-lladgcª 

1992). 

El establecimiento de un fenotipo sexual depende entonces de señales cntt·c las 

céluh1s. mediad:ts por horrnon:1s cstcn>idcs y factores de crecimiento. 

4. Características del ratón 86. Yºº"' 

a) i\.spc-ctos gt."néticos 

En 19K2, Eicher y \Vashbwn diseñ.."lron una serie de cxpcrin1cntos para transni.itir l.a 

cx.-tafascntia. a partir de un ratón macho de la cepa designada "'POS A ... hacia la ,.;epa de 

ratón B6. Los machos de las gcner.:1cioncs subsecuentes, en los cuales se dctcnni.nó esta 

condición. se emplearon par-a continuar la transtt!rcncia de la u-talascni..i:1 por el método 

tradicional de retrocruz..a. I~as autor,as cncontr:.ron que a pa11ir de lo.• gc.:ncr;aL:ión N2 en 

adelante, 1.a..c; camadas tenían un exceso de hc1nbras en su descendencia. El análisis de 

bandeo cromosótn..ico n1ostró que muchas de las hc1nhras producida...,; por cslas rctrocruzas 

eran en rc.:ilidad indh .. ;duos ª·X~···~ sin embargo. la proporción de la dcsct:ndcnda .. xx.·· con 

respecto a la hx·y·•. fue 1 : 1. 1\.dcrnás. no se ent,;ontró que ninguna hembra ··x.1··· fuc:sc: un 

mosaico (XO/XY. XXIXY) y se comprohó que la mutación para la ci.-talas.:mia no .:st:i 

involucrada en la reversión sexual encontrada. 

!lasta c1 presente. en la generación Fl no se: obscrv.:ln hclTilafroditas al cru:i".-'lr 

hcmhras B6 con tnac.hos plnos A/. posc.:hu:n·inus o ~\J. do11u.~.-.·/1c..,-··us: sin embargo. si ,a p.:infr c.h: 

esta generación se continúa la a-ctrocruza~ ocurre reversión sexual complr.:ta o parcial en 

aproximadamente la mitad de la progenie .. XY" (Eicher y \Vashbunt. 1982. 1983 yl 986). 

Eicher y \Vashhurn (1983) proponen que la cepa BG difiere d.:: las demás de la 

especie ,\/. do111es11c11 ... -. en un locus autosómico que cst,;:í involucrado en la difc1·cnciaciún 

sexual p1in1a1ia: C!ilC locus es denominado tes11s-deter111i11111g. uutvso111,;¡/-J (ld,1-J ). Para 

explicar la reversión scxu;il. las autoras postularon que t:l alelo de este locus. que: prO'\·i~nc.: 

del progenitor masculino.A.-/. do111eslicus o Af. poschic.:n,.inu.•;. es dontinante (T,kl-lt:.i<··.,.f ) y qU\! 

el alelo pertenecit:nte a la cepa B6 es recesivo (tda-1 6~). Proponen que los indi\.iduus 
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desarrollan testículos normales si tienen el alelo do1ninnnte Tdi.l-li..-•.::~M (ho111ócigo o 

hetcrócigo) y el cromosoma -"'\''"" de1ivado del .AJ. do111estí~-us. En contraste.. si el alelo ldü­

/86 es hornócigo en presencia del crornoson1a ··y" pt"ovenicnte del Af. posc/11avinus. se 

p1·c,icnc: la di!Crcnciación tcsticul:u· nonnal ("•completa") y se desarrolla tc:jidn oviuico. l.,,os 

indh .. ;duos ho1nócigos para el alelo dontin:lntc Tda-1 que posean el cron1osoma 0'\·~· de ta 

cepa B6 o del .A1. da111estic11.s. desan·oU.an cxclusiva1ncntc tejido lesticul:lr. 

Iviediante un análisis gcnó1nico, se determinó la localización del tda-1 en el cxtrctnn 

distal del crornosorn:i 4 y el tda-:!. en la región ccnu·al del cromosom:i 2 (Eichcr y col.. 1996). 

l..as mismas ;lutoras hipoteti7..an>n que los genes Jºd,.,1-I. Tda-~ y Tas son ,algunos loi.:i 

involucrados en ta 1·ut;l dctcnnin;lnlt: f..\cl tcsticulo. Sug.icn:n que en tas condicioth:s ~11.: 

reversión sexu..'ll en las que están co1nprcndidos estos loci, esta ruta no se inicül de tnancra 

coordinada temporalmente par::' pcnnitir el desarrollo testicula1· de la gónad::1 dc un in<lividuu 

.. XY ... 

Pm· otra parte algunos autores de m:inera independiente han cncontr:ido di.t<:rencias 

en el cromoso1na .. ~, ..... , del ,'i..f. don1estícus (o .. 't.-'/. poschim•inus) y en cro1nosoma -.y· .. del A/. 

111usculus: 

:t) Bishop y colaboradores (1985) mostr:i1·on que estas dos especies de r:itón tienen diforentcs 

patrones de hibridación y que las cepas NJ, Balb/c, C57Bl..16, CBNH, C3H. DBAl2J y 

129/Sv poseen un cromosoma .. Y" derivado del Af. muscu/us, mientras que l:t cepa S.TL tiene 

el cromoscnna ··yp·~ del;\/, do111esticus. Cabe n1encion:u· que t:stos investigadores compararon 

sus datos con otros en los que a partir del ::m;:itisis dcl linaje n1aterno se dctcm'linó que estas 

cepas de ratón son ··hihri<los· .. dchido ::1 que c;l ..-\.l)N de las 11"\itocondria.s ~e origina f..icl ..\/. 

domest1cus (Bishop y col., 1985). 

b) Nagaminc y colaboradores (1987) realizaron cruzas entre m:ichos B6.Yºº"' con hembras 

SJL y no cncontra.-on ninguna ;1non1alia en el fenotipo sexual de ];:1 progenie: sin cn1bargo~ 

cuando s" introdujo el cromosoma -y•• de las cepas SJL y AKR al genoma <k hembras 136. 

se encontró ta condición de reversión sexual semejante a ta oc unida en 1::1 cepa B6. '\.Dl)M en c1 

1~-0 de los tCtos que poseían un cromoso1na .... "\.sn-.. y en el 56~ó de los eo:mb1;ont:s con el 

cromosoma "-'\·AKR·~. En tos tCtos que contcnian este últin10 cromosom:t -~'\p .... se ohsetv·ó que 

los tcsticulos afectados se recuperaban durante el dcsan·ollo posterior~ ya que en los adultos 
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no se detectó ningún hennafrodita, ni a nivel anatómico ni histológico. Los autores 

concluyeron quc1 a pesar Oc que \a...,. cepas Sll- y 1'\K_\l poseen el cn->n10'.".oma ... ·y·• del ~\'/. 

do111c .. .,.ticus .. el alelo para e\ gen Td_v o parn otros genes de la ruta dt..: dctcnninaciún tcsticulaL 

ticne(n) un origen distinto. 

e) En 1994-, Co\.vard ·y su grupo analiz.¡u·on 1os genes de dilCrcntcs c.-01nosom.as ·"'tº1)ul\.r para 

el Sry y mostraron que codifican ps·otcinas n1á..c;; pequeñas que lus alelos de las ..:epas 116 y 

129 para el mismo gen. 4"'"\.dcmás. encontraron una región politnórtica de tdplctcs. de las 

bases C r\G, que se presenta únican1c.:ntc.: en las cepas que ocasion;.•n la rcvi.:1·sión sexual y 

propusieron que los cambios producidos en la secuencia de antino.ácidos en c;sc sitio. están 

asociados a la gama de fenotipos scxu;1lcs ohscrvado!-0. Sin cn1bargu. un ~,n;ilisis m;is 

detallado n1ostró que no hay una correlación entre el tamaño de la región poli111órtica y la 

habilidad del crornosom;• ).~l.,QM p;u-a inducir la tOnnación de testículos en la 1.:cpa 136. 

Concluyeron que tas isotOnnas de la proteína SR).··nºM. son tUncionalmc:ntc cquivalc. .. -ntcs 

(Carlisle y col..1996). 

d) Por otro lado, Graves y sus Erickson (1992). tambicn estudiaron secut:ncias dd Sry dt: 

diferentes cepas y especies de ratón y ohscn,-aron una sustitución no consc1"'\.·ada de tn:onina 

por isolcucína. c.:n la posición 61 en el cromosoma h'\·~· del ,,\flls niusculus donu~sticu . ..,,·. 

DCTnostraron que aparentc1nentc esta variación no es suticicnte para explicar el gradiente de 

n •• -versión sc:xu...3.1 observado cuando se transfiere este cromosoma a las hembras 136. 

<>riginallncnte, Eiche,- y \Vashbum (1986). propusicron que el T,b·~·- '·' i.rúcia l:i 

rut.a de la tOmtacíón de\ testículo temporalmente mús tarde que el TdyE·-s y que la 

di1.crcnciación del ovario. regulada poi· las genes .autosó1nicos de 1.a cc:pa 1"3-6. se: inicia 

primero e impide la diferenciación testicular. Posteriormente. esta hipótesis fue ~•poyada por 

Palmcr y 13urgoynt.:: ( 1991) quienes encontraron que el inicio del dcsan·ollo tcsticul;u· (t:.1sa <.h.: 

crecimiento) en los t"etos X'\·Pos c~tá retra..i&.;ado (aproximadamente 14 horas) con respecto a 

los fetos XY"". En el mismo año Takclo y sus colaboradores (1991) encontraron que el 

inicio de la dUcn:nciación tcsticula1· en los ovotestis yDOM está retardado en comparación con 

los testículos 136. En los ovotcstis 136.''"··nor..·t se obsc1v·ó una baja o nula inmunotinción p:u.:i 

la l\11S a los 12 dg. .. mientras que en los lcsticulos controles B6, esta tinción es e'l.idente en 

las células fetales de Scrtoli. Sin embargo~ se determinó que este retraso no se debe :11 cfcclo 
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de este cromosoma, sino que es resultado de la combinación de éste con el genoma de la 

cepa B6. 

En 1 994, Lec y Takcto examinan>n la ontogenia de algunos de los genes que se sabe 

se transcriben durante las foses tempranas de la dilcrenciación gonadal, así como algunos de 

los genes implicados en la biosintcsis de·esteroidcs. Encontraron que la expresión del S1:v se 

irúcia normalmente (10.5 d.g.), rrúentras que su inactivación se encuentra retrasada ( 12 d.g. 

normalmente en la cepa B6 y 13 d.g. a los 14 d.g. en tocias las gónadas B6.Yºº"'). Se 

concluyó que Ja ruta de detcnninación testicular en la gónada 86. yooM está deteriorada 

después de la traneripción del Sr;v. 

En 1995, Eicher y \Vashburn reali7.aron una prueba de complementación genética 

en )a que crearon un ratón 136. ). .. voM transgénico con un fragtnento de 14..6 kh aislado del 

cromosoma Y de la cepa 129 (de origen AJus musculus musc:ulus) (Gubbay y col.. 1990). 

Su." resultados mostraron que los fotos ( 14. 5 a 16 d.g.) que contenían el transgen, a pesar de 

su sexo cromosómico, desarrollaban exclusivamente tejido testicular. Las autoras proponen 

que la pane del Sry responsabh: de la reversión sexual podría estar localizada fuera del 

fragntento de lectura de este gen. en el promotor u otro elemento n:gulato1;0 .. ya 4ue los 

triph:tcs repetidos p1·opuestos por Coward y su grupo (CAG; 1994 ). sólo difie1·en por uno o 

dos entre ambos tipos de crotnosomas .... i'·00
M .. ~. ""'\"86

.,.... 

Por otra pane, Nagamine y Carlisle (1996) "ie.-on que una mutación puntual, en el 

alelo para el oncogcn ""puntuado blanco donünante .. \ Kitw*4v,, potencia la reversión sexual 

B6.Y0
ºM. En los ratones B6 t..iuc poseen el cromosoma"!,.. de la cepa A.K.R la penetración de 

esta caracteristica es baja; sin embargo, si el cromosoma Y proviene de la cepa ·r~ este gen 

aumenta la reversión sexual ;1 un grado tal que la mayoria de la progenie :\.. ... , .... ! se desan·olla 

como hctnbras. La polcndación de la reversión sexual no está ligada a un retraso del 

crecimiento fetal temprano o a una reducción de ]a taUa testicular. :t\:las aún .. el análisis con 

RT-PCR cuantitativo para el Sry sugirió que tampoco es debido a un bloqueo dc: la 

expresión de este gen., ni a un retraso en el inicio de su exprcsió~ ni a niveles bajos de 

ARNm. l .. os autores proponen que .. por lo :1nh.:rior. el Krr...,,.··-ti..J potencia la reversión sexu:il 

af'ectando un paso critico en 1:1 dif'crcnciación testicular 11ostcrior al s,,_. .. 
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b) Des,.rrollo morfolúgico de la gónada 

El desarrollo de \os ovarios XX normales de la cepa B6.Y00
M es scrnejentc a aquel 

de los ovarios XX de la cepa B6. A partir de la generación N2 de retrocru:t..is, una po,-ción 

de los fotos .. )\.."""\"" se desarrolla como hermafroditas (poseen tejido ovárico y tejido testicular) 

y hcntbras ~~x"\·u. Para la generación N6 de rctrocrt.17..38 7 en los fetos .... XYº se <.lil'cn:ncian 

sólo ovotesús u ovarios; no se diferencian testículos normales (Eicher y col. 1982 y Eicher y 

\Vashburn. 1983). 

l·listológicamt:nte9 todas las gónadas fct••lcs HXYº caractcri=r~das i.::orno testículos son 

ovotcstis .. ·\. los 1...\ dg .. st.!' ohscrv.a en éstos que sólo la ¡1anc testicular (zona ..:cn1r;il) llcv;l ;1 

caho un eng.rosa1nicnto: las regiones ov.:i1;c.a.s, (C1"&Ulial y caudal) permanecen gcncrahne;:ntc 

elongadas~ por consiguiente. los ovotcstis tienen una fonna ovalada. l_:.1 túnica •tlbuginca~ 

que consiste de varias capas de células planas, está bien ditCrcnciada en la n:gión ocupada 

por túbulos scminitCros. ])entro de éstos, las CG,s., que llevan a cabo la 1nciosis o que est.:ln 

detenidas. en estadio de prospcnnatogonias.,. se encuentran agrupadas junto con las células 

t"etalcs de St.:rtoli dentro dc la 1nc.:1nhran:.t h.:1sal. Las regioncs ováricas están cubicrt:.ts por un:.1 

capa sencilla de epitelio supctiicial .. carecen o poseen túbulos seminíferos poco diferenciados; 

estas regiones presentan ti"ccucntcmentc un arreglo en cordones. r\.lgunas CG"s han iniciado 

la prol'asc mciótica l mientras que otras continúan en la fa..~e mitótica del ciclo celular~ estas 

son cstn.lcturas caractcristic:.ts de la diferenciación de un ovario (Nagaminc y col.~ 1987). 

Para el día 1 5 de gestación .. las. n;giones caudal y cranial de los ovotcsti"i se localizan en la 

periícria y cerca dc la frontera 1nesonefros-gónada. En estas zonas, se obsen.·an c¿lulas 

meióticas que.:: indico.tn el desarrollo en ovocitos~ algunas de estas células t~u11biCn se h~tn 

obscf""'·ado en lUhulos scminítC.:ros que linlitan hts regiones ová1icas. l~c los 16 a los 18 dg.~ la 

túnica albuginca de los ovotcstis ha segregado parcialmente las regiones ováric~1s del resto de 

la gónada. Los ovotcstis con un porcentaje mayor de túbulos scnl.i.nifcros (es decir. aquc.::llos 

con mayor fenotipo testicular) pn::sentan una ma~/or segregación del tejido ovárico que 

aquellos o\.:otcstis con pocos túhulos seminíferos y sólo ta región cranial es sugrcgada. El dfo 

18 de gestación., la región cranial se localiza en la parte anterior de la rete tes11s en de;:san·ollo 

y se observan menos células gcrm;nalcs mcióticas. lo que hace clHicil la identilicación del 

tejico ovárico (Nagamine y col.. 1987). 
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Los ovarios XY estudiados hasta la fecha son gónadas contralatcrales a un 

"'"testículo•' o un ovotestis. En etapa fctal 1 éstos son sin1ilarcs a los ovarios fetales nonnalcs 

entre los 12 y los 16 dg. en lo que respecla al desarrollo de los cordones sexuales. l" 

presencia de células gcnninalcs 1nclóticas y la ausencia de túhulos sc111inih::ro!"t. .·\. lu:-o 16 dg .. 

:.lmhos ovarios contic.:ncn célul.as gcrrninalcs. la rnayoria de ellas se cncucntr:1n en los cst:u.lios 

de cigótcno o paquítcno de la pn>f.asc mciótica y están distribuidas en tollo el ov~u-io. .·\ 

diferencia de los ovarios XX. en los ovarios X'\"" de lo!i 17 a los 19 dg. ... se ha obscri.·ado que 

los ovocitos de la región mcdul-.r degeneran .. mientras que aquellos de la cortc7...a pcrn1;tncccn. 

Ultracstructuraln1cntc. se ha determinado que los ovocitos que han degencrado presentan 

c.otnplcjos sinaplonén1icos. .-\ pesar. de que se ha "isto que )a pérdida dt.: O\.'O~itos es nonn:t1 

durante el desarrollo del ovario, se ha propuesto que es la presencia del cro1nosoma ··y• .. c:n 

las células epiteliales. la que no pcrrnile un desarrollo normal de la región medular. Se h" 

observado que las células epiteliales de la región medular son indislinguibles 

ultracstructuraln1cnte de aquellas de la corteza pero es e"identc que la interacción de éslas 

con los ovoci1os en las difcrenles regiones del ovario XY es distinla (Takcto y col., 1989). 

5. El factor de creci111ientu se1nejanle a insulina tipo ll 

a) Aspectos moleculares y bioquímicos del IGF-11 

Los facton:s de crecimit:nlO semejanlcs a insulina (lGF's) se idenlificaron en el 

suero humano. Poseen semejanza estructural y funcional con la insulina.. la cual está 

formada por uno::t cadena sencilla. cotl.....'-;tituida por 2 suhunidadcs (.-•-\. y B) que se unen 

mediante enlaces disuUhro por un péptido C, el cual es cortado de la pn:horrnona para su 

liberación. !1.>lás del 45'!,¡, de los aminoácidos de la.« cadenas A y B de los IGF's se 

encuentran localizados en la misn1a posición que en ta molécula de insulina; sin embargo~ las 

cadenas C y J.) de los lGF's son exclusivas de éstos. Los modelos tridimensionales de estas 

3 moléculas, mueslran que tienen diferentes dmninios antigénicos (Zapt" y Froesch .. 1986 ). 

]_os IGF·s pueden di,;dirsc en dos grupos: el lGF-1 o IGF h3sico. antcdonncntc 

denominado somatomc.:dina C y el IGF-11 o IGF neulral (lambién designado como "-lSA en l;i 

rata). El ICiF-1 está tOnnado por una cadena sencilla de 70 aa .. tiene un peso n1olct,;ular dt.: 

7,646 daltoncs; el ICJF-11 .. constituido por una c:u.lcna de 67 a.::1. poscc un peso n1olc~ular Uc 
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7,471 daltones. Tanto la insulina como los lGF's, son secretados en forma de grandes 

precursores inactivos y se han identificado 1·cccptorcs específicos para estos. El receptor pa.-a 

el IGF-1 está compuesto por dos subunidades a. y dos í3 y une al IGF-1, al IGF-11 y a la 

insulina con afinidades decrecientes en este orden. Las suhunidadcs (3 poseen Ja aciti'\.icL."ld de 

cinasa de tirosina dependiente de IGF~ rnicntras que las suhunidadcs a. contiene los sitios de 

unión. Se ha propuesto que este receptor es el transductor de las acciones nútogénicas a 

través de la fostorilación de tirosinas (Nissley y Lopaezynski., 1 991 ). El receptor pana el 

IGF-Il es un péptido de cadena sencilla que une al IGF-ll con mayor alinidad 4ue al lGF-1 y 

es incapaz de unir a la insulina~ aparentemente no participa en la transducción de las señalas 

rnitogénicas del IGF-11 y se ha propuesto que su función principal es 1;1 <le unir ¡' su ligando 

con el objetivo de degradarlo (Sklar y cot J 989). i\l bloquear· este receptor con anticucqlus. 

en cultivos de varios tipos celulares, el cf"ecto mitogénico dt:l IGF-Il no se inhibió. micnu·as 

que si se inacúva el receptor para IGF-1. se anula la función del IOF-Il. Como 

consecuencia, se propone que los efectos de ambos IGF's son mediados por el rccc..~pto1· p¡U"a 

el IGF-1. r'\.si mismo, se determinó que además el IGF-ll interactúa con otro receptor. 

desconocido hasta el momento, debido a que c1 efecto sobre el crccinUcnto en doblt::s 

mutantes para el receptor del IGF-1 y para el IGF-II, es más severo que para cualquiera de 

estas dos mutaciones por separado (Liu y col., 1993 ). Posteiiormcnte, el análisis de;: la 

cinética de crecimiento de los embriones con estas mutaciones, mostró que en t:I pt:riodo de 

los l 1 a los 12. S d.g. el receptor para el IGF-1 funciona solarnentt: para transmitir las señaks 

mitogéncias del IGF-rI y posteriormente desde los 13.S d.g., este receptor interactúa con 

ambos ligandos (1 y 11) mientras que el IGF-Il es reconocido como se mcn(;ionó 

anteriormente por otro receptor desconocido. 

Por otra parte, en estudios realizados con fibroblastos c1nbrionarios provenientes de 

mutantes que carecen del receptor para IGF-1 se obsen;ó que el ciclo celular es 2.5 veces 1n:i.s 

largo qut: lo normal (Scll y col., 1994). Lo anterior indica que este sL~tcma de señales t:s un 

dctermiante del crecimiento importante en cuanto a que a!ecta la velocidad de divisiones 

celulares y consccucnte1ncntc, el número total de células. 

El gen del IGF-11 de ratón se encuentra locali7~"ldo fisican1ente en el extremo distal 

del autosorna 7. Se extiende aproximadamente sobre 12 kb en dirección 3 • al gen de 

insulina, presenta la misma pohuidad dt: transcripción y contiene seis cxoncs. Los tres 
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primeros codifican para regiones 5 • que no se traducen y son transcritas, a partil- <le tres 

promotores diJCrcntes, Pi.. Pz y P 3 .,, como tres i\.RNm para IGF-II con una secuencia 3' que 

no traduce. Los promotores P 1 y P, contienen una caja TATA que apan:ntcmcnle dirige la 

transcripción a partir de un sólo sitio de inicio. En contraste, el cxón 1 tiene tres sitios para 

el inicio de la transc1;pción distribuidos sobre 556 nuclcótidos y carece de región ·r.·\."I".·\. o de 

otra sccucnci.:1 típica que controle la transctipción. Los cxoncs .t .a 6 codifican par·a el 

precursor del IC:iF-ll de 180 aa y el cxón 6. contiene una rcgion 3 · <le 3.0-t5 nuclc:ólidos 

que no se traduce y 4ue termina en un sitio único de poliadcnilación. ,.\.dcntás dc estos seis 

cxoncs funcionales se identificaron dos regiones 5' ];as cuales. aparcntcrncntc. son 

ren1ancntcs conscn:ados cvolutiva1ncnt\! de dos cxoncs del J(.iF-11 humano (H.ol\vcin y llall 

1990) (Esquema 2 y Tahla 1 ). 

IGF-11 

P, P2 P3 

l l ' J 
5' 1 1 1 1• 

'f' 1 '1'2 1 2 3 4 5 6 

Esqueni.a 2. Locu.s para el gen ICiF-ll en el cromosoma 7 dcl ratón. Los simholos P 1 • P.! y 

P 3 indican los sitios promotores de transcripción~ la letra griega '-!-' denota los rcgioncs 

consen..·adas~ pero no funcionales en el r;\tÓn y los números corresponden a lo~ seis cxoncs 

funcionales en el ratón. 

A través de experimentos de disrupción génica DcChiar.a y co1aboradon:s ( 1990}. 

demostraron a flh,·el fenotípico :y transcripcional que sólo el alelo paterno de este gen se 

expresa. /\sí mismo~ se determinó también que exclusivamente la copia materna del gen para 

el receptor de IGF-ll se transcl"ibe (Filson y col., 1993). 
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Tabla 1. Org.-.nización del gcn dc:l IGF-11 dc:I ratón 

NWnc1·0 

dc exón 

l 

2 

3 

4 

s 
6 

~r.un:.•ño del c::xón 

(pb) 

371,630,927 

l, 113 

93 

163 

149 

3,281 

·ra1nafio <lel int.-ón 

cKh) 

5.35 

2.6 

1.95 

1.13 

0.24 

Evolutivamente parece probable que los IGF's y la insulina se originaron a pa11ir de 

una molécula ancestral común. Se asume que una duplicación génica originó las moléculas 

de la proinsulina y una n1olécula primitiva <le IGF y una duplicación subsecuente formó al 

IGF-1 y al lGF-ll. Se propone 4ue la primera duplicación ocurrió antes d.: la aparición del 

primcr vertebrado (ha..:e 1n,is de 600 millones de años) y la segunda duplicación tuvo lugar 

hace 300 millones de años antes de los primeros marniferos (Blundcll y HumbeL 1980 y 

Zapt·y Froesch. 191<6 ). 

b) Funcion"s 

1..-.as acciones de los IGF'"s en una gran variedad de tipos celulares consislen en 

estimular el crcci1nicntu y la diferenciación. El lúgaUo es la 1nayor fuente de IGF'"s 

circulantes en el hu1nano~ pero en el 1·atón adulto se mostn) que este órgano no produce IG1:..·_ 

II (Stcmpicn y col.. 1986). Por ou·a parte, se piensa que la producción local es importante en 

la regulación del crecimiento y diJCrenciación en di1Crcntt .. as tejidos. Los IGF~s están 

presentes en el torri.:ntc sanguíneo y pueden dctc..:ctarsc t3n1bién en el plasma. Los patJ"oncs 

de síntesis dt: estos péptidos. predicen qut: los niveles tnás altos del IGF-ll se encuentran en la 

"ida c.:nlhJ"ionaria y disn1inuyc.:n después dd n~acin1icnto ( . ...\d.arns y col.~ 1983). L:l inducción 

de la diJ'"e1·cnciación de las ct!lulas del rnú..o,,;culo esquelético 111 \?itro por el suero~ está asociada 
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con el aumento del mensajero para el IGF-ll y su receptor (Florini y col., 1991 ). También se 

ha p1·opucsto que los IGF"s podrian tUncionar como reguladores autócrinos en el c1·ccin1icnto 

tumoral (rvtacaulay , J 992) a través de la inducción de la expresión de proto-oncogenes, los 

cuales están íntimamente asociados a los procesos de prolitCración y diJ"cn:nciación celular 

(?\-lerrirnan y col., 1990). 

E.1 ICiF-11 se expresa durante el desa1Tollo cn1brionario de los n1an1itCros en una gran 

variedad de diferentes tejidos. Sin cn1bargo. su expresión persiste t:n el adulto sólo c:n las 

células cpiteHalcs c1uc delinean la corteza cerebral y en mú.~culo estriado (Ciray y col.. 1987 y 

Hasclhacher.y col., 1985). Adcn1:is, se han detectado varias formas de la proteína. que 

difieren por pocos aminoácidos, las cuales son el resultado de c'\.:cntos de regulación 

transcripcional y postranseripcional (Soares y col., 1985; Stylianopoulou y col.. \ 988). 

Recientemente, lL«ando la técnica de RT-PCR, fue posible demostrar la prcsc:nci" de 

trancritos para cl IGF-ll y para su receptor en embriones de ratón de 2 cClulas (l·lcyncr y col.. 

1989). lndc.:pcndicnlcmcntc~ Lec y su..~ colahoradorcs ( 1990) cx::uninaron el patron de 

expresión del lCiF-11 en secciones de ratón de 4 a 8. S d.g .. n,c<liantc l:• tc.!cni¡,;a <le hibdda.;ión 

1n sztu. Ellos detectaron transcritos en dc:rivados del trofocctodenno después de la 

implantación: en el cndodcrrno primitivo posterior a la formación del saco vitelino y en el 

mesodermo extraembrionario. Las señales detectadas propiamente en el embrión. sugien~n 

que corn::spondcn a las células <1ue dar3n origen al corazón .. a las paredes latt::ralt:s y vcntr:•lcs 

del intestino anterior y se obscn"ó una señal intensa de marcado en la cresta nc:ural. El 

análisis inmWlohistoquímico mostró la colocali7.ación de transcritos par;, este gen con lo.• 

prchonnona y su n:ccptor y sugiere que esta correlación es consistente con 1.a hipótesis de la 

acción autócrina del IGF-ll. 

Otra caracteristica importante de estos factores es el hecho de que no se encuentran 

libres en el plasma~ sino asociados a un grupo especial de pa·otcínas de unión. Al menos se.: 

han idcnúficado 6 especies distintas de éstas~ las cuales muestran patrones de expn:sión 

dependientes del tejido y del ~stadio d<.: desmTollo. La función de éstas no ha sido totalmente 

aclarada. In \"llru. las protcinas de unión pueden potenciar o inhibir la acción biológica de los 

IGF"s libres, lo cual sugic1·c que <llguna de sus funciones podría ser restringir la disponibilidad 

de los IGF's activos en la circulación o localmente dentro de los tejidos'.' hasta que:: el 

complejo lGF-protcina de unión sea separado (Elgin y col., 1987). Por otra parte, Jos IGF's 
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in virro, han mostrado ser m.itógenos débiles en sentido estricto; sin embargo. la importancia 

biológica del IGF-11 para el crecimiento de un organismo se e-.idem:ió mediante la 

inactivación genética de este gen en el ratón. Estos animales mostraron un crecimiento ICtal y 

postnatal reducido... así como una masa COfl>Oral menor, comparada con aquella de los 

animales controles. El IGF-Il juega un papel importante en el crecimiento de Jos tejidos en 

todo el organismo e indica quc la acción de los factores de crcci1nicnto es mucho n1ás 

compleja que lo que se deduce a partir del análisis del crecimiento cclul:1r en cultivo 

(DeChiara y col.. 1990). 

i'\dan1s y colahor;u.lorcs ( 1983) mostraron que en cultivos de fihrohlastos. la sin tesis 

del IGF-11 es inducid.a por un lactógcnu placentario y no por la honnon:l de cr~cin1icnto y 

proponen que éste puede regular el crecimiento fotal. J\.·Jientras que la síntesis de IGF-1 en el 

hígado es regulada principalntcnte por la hormona de crecinúcnto. se dcsconocc(n) el 

mecanismo(s) rcgulador(es) de la expresión del IGF-11 en general (Adashi y col., 1985b). 

e) Papel en la cstcroidogénl'"sis 

En el fluido folicular obtenido del medio de cultivo condicionado para las células de 

la granulosa y por el análisis de los niveles de mensajeros ováricos, se ha observado que 

ambos IGF's son sintetizados en el ovario del cerdo (Hammond y col., 1991 y !Vtondschein y 

col., 1989). En el humano, la locali7.ación de estos péptidos y de sus transcritos ha mostrado 

que el IGF donún.ante en el ovario es el IGF-11 (Ramasharnta y Li. 1987 y Voutilainen y 

Miller, 1987). En contraste, Olivt:r y colaboradores ( 1989) y Hcrnandez y eolaborndores 

( 1989). sugieren que en d ovario de rata el IGF-1 es el dominante. 

Por otra parte, en la cepa de rnt<Ín B6. , .. ooM, Villalpando y sus coh1borndon:s (1996) 

encontraron trancritos para el IGF-1 en el ovario normal (XX) desde el dia 1 de nacimiento. 

mientJ·as que en d ovario XY, el mensajero para este gen se detectó hasta los 15 d.p.p. La 

proteína para IGF-1 se localizó en las célula..li de la teca de todo el ovario XX~ en contr:.1stc~ 

ésta sólo se obscn..'<l en ]as células de la teca de la cor1e7..a del ovario X"\·p y en los cordones 

medulares cstérilt:s~ la tinción fUc rnuy débil. 

En el humano se demostró que si se estimulan l.:ts células de gr:1nulosa con 

gonadotropinas se incrementan los mensajeros para IGF-II (Voutilainen y J\.fillt:r, 1987). 

Estas células, las células adrenales fetales y las células de la placenta. acumulan el mensajero 
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para este gen. así como también transcritos para la enzima 20,22- dcsrnolas:i como respuesta 

al Al'vlPc y a las gonadotropinas, a través de mecanismos independientes de la hormona de 

crccintiento, prolactina o de las honnonas estcroidcs. En contraste, lo anterior no ocurre t..."n 

el testículo fetal humano, aunque éste, al igual que el ovario, contiene c~1ntidadcs 

considcrahlcs de ARNm para IGF-U. Al incubar los testículos fetales con ;'Vl.·IPc aumentan 

los trancritos para las enzimas 20,22-dcsmolasa y la l 7a.-hidroxilasa, pc:ro no para IGF-11 

(Voutilaint:n y !Vlillcr, 1988). La diversidad en la expresión de estos péptidos en la gónada de 

las diferentes especies y bajo condiciones experimentales variables resulta .su1nan1enlc 

interesante, micnu·as que su importancia co1no reguladores en la tbnnación de la gónada no 

se ha aclarado total.Jncntc. 

us acciones de los lGF's y de la insulina en el ovario son también mediadas por· los 

receptores antes mencionados (Baranao y Hammond, 1984; Poretsl..-y y col., 1985 y Davoren 

y col., 1986). El receptor tipo I es inducible por gonadotropinas y por estcroides gonadalt:s, 

por lo que cs potencialmente un punto de control imponante ( Adashi y col., 1986 ). Después 

de unirse al receptor, los IGF's estimulan el crecinüento y la dllercnciación de las células del 

ovario. El crcci.rnicnto predomina cuando estos péptidos se emplean solos o en combinación 

con otros facton:s de c1·ccirn.iento mientra.e; que en presencia de gonadotropinas o de Al'vlPc .. 

predomina la ditcrenciación celular (Hammond y English. 1987 y Hammond y col., 1989). 

u insulina y los IGF's potencian la ditcrenciación de las células de la granulosa y 

de la leca (Barhic1; y col., 1986 y Cara y Rosen!icld. 1988). El IGF-1 estimula la 

proliferación de las células de la granulosa en los bovinos; ambos IGF's incrementan la 

incorporación de tirnidina y promueven la secreción de progestcrona en los cultivos de células 

de la granulosa de los cc1·dos. 1-"Jasta t:I rnon1ento, la insulina y los IGF's son apan.:ntcmcntc 

esenciales para que se lleven a cabo las acciones dt: la FSH sobre las células de la granulosa 

( Adashi y col.. J 985h y Hammond y col., 1989). Algunos ev.,ntos de la biosintesis de 

cstcroides posibilitados por estos péptidos, incluyen la internalización y el proccsamic;nto de 

las enzimas 20.22-dcsmolasa (Vcldhuis, 1989) y la a1·omatasa (Adashi y col., 1985a; 

Davorcn y col., 1985 y Veldhuis,1989). Baranao y Hammond (1984) mostraron que los 

efectos de los IGF's en la secreción de la progcsterona son demostrables en conjunto con las 

gonadota·opinas. En constraslc.. los efectos en la síntesis de otros cstL··roides han sido 
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probados en la ausencia de gonadolTopina.". Así ntismo, la interacción sinergisrica de Ja." 

gonadolropinas y los IOf. .. s fue ohsctvada (Jlammond y col., 1991 y Vcldhuis. 1989). 

Los cfccros del IGF-JI sohrc la pnJJitCración y la diJCrcn.,;iación de las células de l.a 

granulosa de cerdo y humano fucn>n estudiados en cultivo por Kamada y su gnJpn ( J 992). 

Este péptido incrementa Ja secreción has;aJ de progcstcrona y cstradioJ por p:1nc de este tipo 

celular y aumenta de rnancr.a dósis dcpcndicnlc.: J;.1 incorpor·ación Je tirnidina tritiada &•si con10 

la acumulación de ... \J\fJ>c. Eslos autores sugjc1·cn que el JCrF-11 podría sc1· un csri.rnuJa<lor 

generaJ de la proWeración y la dif'cn:nciación de las células de la granulosa y que el A.t'l.·lPe 

podria actuar como segundo mensajero. 
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lll. PLANT.EA!\11 ENTO DEL PROOLE.l\1A E HIPÓTESIS 

La difc1·enciación sexual gonad"I en los mamíferos es el resultado de un conjunto de 

eventos mortbgenéticos y bioquímicos, los cuate~ deben ocurrir de manera ordenada durante 

el desarrollo embrionario. La dfferenciaeión testicular es determinada por la presencia del 

gen Sry, el cual aparentemente codifica par.:t un fac101· de transcripción que regula a su vez la 

expresión de otros genes par:.1 dar como resultado la dife1·enciación testicular completa, pe1·n 

ésta no ,;,e ha explicado en su totalidad. Por otra parte, cuando el cromosoma -""'' de la cepa 

de ratón Jvf. musculus domesticus se transfiere a la cepa B6 la nútad de la progenie XY 

fonna exclusivamente ovotcsti.c;; y ovarios en ta "ida embrionaria. Una hcrrarnic:nta útil para 

identificar los genes que 11a11..icipan en la secuencia de eventos que conllevan a la 

diferenciación sexual gonadal, es el análisis genético-molecular de diferentes condiciones de 

reversión sexual, como es el e.aso del ovario B6. yoor.t. En éste los ovocitos de la zona central 

degeneran desde los 1 7 d.g. y se ha propuesto que lo anterior ocurre debido a una falla en el 

ovario; como consecuencia .. la hembra x~· es estéril.. Así mismo, se ha observado que los 

t3ctores de crccinticnto son reguladores clave de la embriogénesis y funcionan como señales 

autócrinas o parácrinas; sin embargo. se ha estudiado poco su papel antes y después de la 

diferenciación sexual de la gónada. Se han identificado algunos reguladores intraováricos, 

como los factores de crecimiento semejanles a insulina. En la etapa poslnatal, se ha pensado 

que la acción local de los IGF's en el ovario es la de amplificar la acción de las 

gonadotropinas penniticndo la sob1·evivencia del folículo hasta et momento de la ovulación. 

A ... c.;í mismo, se han detectado transcritos para el IGF-ll y para su receptor en el ovario de 

otra..r,; especies de mamiferos y su importancia se ha evidenciado en el crecimiento y 

diferenciación de los diferenles tipos celulares que fonnan la gónada adulta. Sin embargo. el 

papel del IGF-ll en el dcsa1Tollo gonadal del embiión de ralón no se ha estudiado. En base a 

los aniecedentcs planteados se decidió estudiar la expresión del IGF-ll duranle la 

morfogénesis gonadat del ratón 136.Y"ºM. 

HIPÓTESIS 

El IGF-ll podría particip"r en los procesos de: proliíc:ración y diferc:nciación de: tas células 

somáticas en el desarrollo gonadal , así como en el inicio de \a formación de los toliculos en 

el ovario X.,"\: y XY en fase embrionaria. Además podría ser uno de los genes cuya expresión 

fuese modulada por diversos factores, como el Sry en e1 ovario x·y. 
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IV. OD.IETIVOS 

l. lnvesligar si la ""presión del ARNm del IGF-ll cambia durante i.:I desarrollo embrionario 

( l O. 5 a 16 d.g. ). antes y después ele que oc un· a la cliJcrcnciación sc"ual gonadal y ;mies de 

que el ovario XY empiece a perder las células germinales prirnorcliak:s. 

2. Deh .. -nninar si cxislc una relación tcmpo1·al en la expresión del factor de crccirrüento 

semejante a insulina tipo U y el factor determinante del testículo S0·. en las gónadas 

embrionarias del ratón B6. yDuM. desde los 1 O. 5 a los J 2 cl.g. 

3. Emplear como control el gen que codifica para la proteína constitutiva Hpn. 

25 



V. 1\-1.ATERIAL \' l\IÉTODOS 

l. Rc.aactivos 

·rodos los 1·cactivos cn1plcados fueron de grado analítico. 

2 . .1-\.n in1ales 

Se utilizaron ratones de la cepa B6. yooM pertenecientes a la colonia de la Dra. Inna 

Villalpando Fierro del Instilulo de Investigaciones Biomédicas de la lJNA~·I. Los rarones se 

mantu"\.Íeron bajo condiciones de luz-oscuridad en periodos de 12 horas (6 a.m. a 6 p.m.) y 

fueron alimentados con lvtousc Die! 5051 de Lah Diet (Plvn Feeds 1nc.). La lempcraturn 

promedio fue de 18° a 23º C. 

3. <Jhtención de los ratones B6. yDoM 

Se.: transfirió el cromosoma ···~:"'" de ratón de la especie :\.fus n1usculu.s posch1U\·inus 

(POS) o ,\fus Tnuscu/us domesticus (D0!\-1) al genoma de la cepa de ratón B6, emplc•mdo el 

mélodo de rctrocruza tradicional, hasta la generación 57. Los indi"\.iduos de ésras fueron 

designados como B6. ,,ooM o B6.'\'Pos. En cada jaula se colocó un macho B6.'\, ... os con tres 

hembras de la cepa 136, de 5 a 7 sem<mas post partum. 

Los ovarios XX se empicaron corno controles. debido a que su desarrollo es igual al 

de los ovarios XX de la cepa B6 . 

..a. J)etern11ina<-0 iétn d<..• h.1 edad de J.!estaciún 

El d.g. se cslablcció por la presencia de tapones de copulación y el día en que se 

"isualizó ésle se COrL<;idcró como día cc.::ro de gestación. I...as hembras preñadas fueron 

sacrificadas por dislocación ccnical. después se les aplicó en el abdomen una solución de 

ben.zal:etanol ( 1: l) y se .-ealizó rápidamente un corte en ""-'"' para extraer los embriones 

(Esquema 3-a). Éstos se colocanm en una caja de Pc:tri estéril con medio !\.·tEJ\'I (l\,tedio 

mínimo esencial de GIDCO) pH~ 7.0. 
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A cada embrión s" le practicó un corte diagonal que abarcó la región media e;mdal 

de tal manera que se expusiera el sistema urogcnitat (Esqucn1a 2-b). Postcrionncntc, se 

aislaron los complejos urogenitalcs (conjunto de células que fonnarán la gónacfa unido al 

mesoncfros) de ernbriones de 1O.5 a 12 d.g. y las gónadas de aquellos de 14 y 16 dg. (Figura 

3). Los tejidos tucron congelados a -70°C (1 a 4 n1eses) hasta la ext1·acción del ARN total. 

El estadio de dcsanollo de los embriones se confirmó empicando el criterio de dcsmTollo del 

rnietnbro (postcriol") establecido por !VlcLaren y 13uehr (1990). 

a 

b 

{~ 
\ 

Esquema 3. a) Hembm D6 mostrando la cavidad abdominal donde se encuentran los 

embriones y b) Embrión de la cepa B6.Y00
"' señalando la ubicación dorsal de la gónada y el 

mesonefros adyacente (flecha). 
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a se x u a 1 rn ente 1 n di fer en c 1 ad o (11 d.g.) 

oviducto ~ rnetanehos ~ 
epididirno /'\,. 

4. .\p_ -~ ·.' /~- ---. 11? (.''_ ·-fl> ;. <'" 

~<:~ ; • ¡ ··., ' ij ') .. · / ··~ {~· l { ((·.U /'..,,.). 1 <· .. J..! 
¡...:~ ,J:.-. . ··. \ .. '\ ,, ' \i : '. -~· SJ.. • -~-d).: .,:1; . ' ·, .: 1.:_. ,.1.:.._;_cj 
"<~·"')4 ),. '' l.i .•f.·•·'··-. \:~..; .. ti.· ovanos ,... ..-

.. ~ . ; , . ·,1 . ¡/ . ·.1 ( '".- .......; .... , \ : : 'I! i i -.... ,, . 

\. · '\! te.sticulo::; ,'J · .1 ¡ ¡i I\' ·.. ; 1 i 

'\ · · ' /... l.' . : :'i -l,\lb.¡.:, /'*'""' . : ¡ ; ;¡ conducto 
·.• ,· l -¡ . • ¡;.,.-urete<os ~I\"• '.; . : •¡; 

<:... \ 'iJJk.·· ¡.¡ .~:~' conducto~=~; ."' ""..:, ·:}.¡,/ deMuller 
ConcilJcfo~'--' .. ,.-s;_·· .. ,'l . .-/ de Woif -~:k$-roviductol 
deMüiler ·~''- .. --- . ~~O.:'I:;...~ 

·~.J_-~__j- · vejiga vejiga · ·1~tl·1,rf~ utero 
Conducto de~ -; · . -·: :.; 

Wcif (V0$0 f · 1 uretra "l'· ~ ~ · =:)E.--vag1na 
deferente) e-. P~ 

b masculino 
(12 d.g.) 

e 

Esquema 4. Desarrollo del tracto reproductor de los roedores. 
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5. ldcntiflcación del s<•xó ~<·nético de los embriones 

a) 1\.1.arcado de la sonda del cromnson1a u'\~.,, con p:>.?_di\.TP 

Se marcaron 300 ng de la sonda 145SC5, dirigida contra secuenci"s n:pctjdas 

especificas del cromosoma ""Y'" (Nishioka y Lamothe, 1986 y Nishiok", 1988). por el mé10do 

de Random Primer.. según el p1·otocolo recomendado por GIBCO BRL. La sonda se 

desnaturalizó en baño de 1'.taria por 5 tninutos y se eníiió inmediatamente en hido. Se 

adicionaron secuencialmente: 2 µJ de la solución de dCTP, dGTP, dTTP. 15 µJ dd 

amortiguador de Random Primcrs. 5 iü (aproximacl.~mente 50 i1Ci) de dATP(-P'') y agua 

de,.tibda para llevar a un volumen total de 49 iu; se mezcló brevemente. Sc agregó 1 µJ del 

fragmento Klcnow~ se agitó brevemente y se incubó a temperatura ambiente, 2 horas. La 

reacción se detuvo con 5 iü del amortiguador de paro. 

La radioacth ... idad incorporada. rcpn:scntada por c1 nú1nero de cuentas por nlinuto se: 

determinó con un contador de centelleo liquido (Tcchnical A~sociatcs, modelo PUG 1 AB ). 

En 158 µJ se detectaban de 20 a -lO x 106 cpm. aproximadamente. 

b) Prehibridaciún 

Se preparan membran;,s (Gc..-ne Scrccn Plus Hybridization Transfer nylon 

mernbranes, cargadas positivamente) con el extracto de hígado de cada embrión de ratón 

B6.Y00
M parcialmente digerido con SDS al IOºó y proteinasa K (degrada proteínas). Se 

hornearon al vacío 2 horas. a KOºC,. se dcsnaturali7 .... -.ron con una solución de NaOl-i 0.4N y 

NaCl O.SM durante 60 minutos y se neutralizaron con TRIS l!Vl pH= 7.0, 60 minutos a 

temperatura atnbientc. La..~ membranas se secaron comph:tamcntc bajo una campana de 

extracción sobre una supcrticic limpia y se prchibddó en una solución dc hibridación quc 

contiene fonnamida al 50'!u~ suU'ato de dcxtrán al 25°<,. NaCl l!\ .. t y SOS al O.S~·o. Se 

ag¡-egaron 0.2 mi a cada 10 mi de l;a solución de hibridación de ADN de esperma de salmón 

(10 mglml , desnaturalizado pnoviamcnte a 95º C. 1 O minutos). Se incubaron 18 horns a 

42°C dentro de bolsas selladas contenida.~ en r<:cipientcs dc lucita. debidamente identificadas. 
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e) Hibridación 

Se desnaturalizó la sonda marcada en baño Maria a 9SºC 1 U rninutos y se cnfiió 

inmediatamente en hielo. Por cada 1 O rn1 de solución de hibridación se añadieron 

aproximadamente l x 106 cpm. Se incubó por J 8 horas a 42ºC en bohms de plástico selladas y 

etiquetadas dentro de r·ccipicntcs de lucila. St: lavó dos veces con SSC 1 X y SDS al 0.5'\u 

(Sambrook v col.. 1989) a 60ºC durante 25 minutos. Se verificó con un cont.-.dor de 

centelleo manual la presencia de radioactividad. 

d) Auloradiograria 

Las membranas se expusieron a una pelicula (KODAK., X-01\.-lAT, XK-1) dentro 

de un cassette para autoradiografia .. u1ilizando dos pantallas intensificadoras de DuPont y se.: 

incubaron un ilia a - 70ºC. Las autoradiogratias se revelaron empleando un revelador dc.: 

KODAK (D-19) S minutos. se lavaron con agua corriente S minutos y se fijaron con un 

fijador rápido de la misma casa fOtogra.tlca. 5 1ninutos. 

5. Obtenciún del ARN total 

Se empicó la técnica de cxtrai;cíón de 1-\.RN total con tiocianato de gu..-inidina 

reportada por Chomczynski y Sacdti (1987). Los tejidos se homogenizaron con 100 µI de 

la solución u1:>... Postcriornenle. se adicionaron los siguientes reactivos de rnanera secuencial 

por cada par de gónadas: 10 µI de acctalO de sodio 211.1 pl-1= -LO; 100 pJ de fono! saturado 

con agua y 20 µI de una solución de clorotormo:alcohol isoamílico ( 49: I ). Después de 

agregar cada uno se mezcló ligcran1cntc en un vortcx 1 O segundos y se incubó a 4 ºC duran le 

IS minutos. 

Los tubos se ccnuifugaron a J -t,000 rprn, 20 minulos a -tºC c.::n una centrifuga 

Eppendorf modelo 5402. Se transfirió la Case acuosa a tubos Eppcndorf" en frío y se 

adicionaron 100 ,.i de isopropanol (-20ºC ). Después de agitnr cada muc:str" 1 O segundos 

con la mano, se precipitó a -20°C una hora ó a - 70°C media hora. Se ccntrilugó bajo las 

condiciones anteriores y el botón obtenido se rcsuspendió en 30 1-LI de la solución "~o~·. Se 

agregó el mismo volumen de isopropanol y se precipitó como se mencionó anlerionncntc. 

Los tubos se ccn~ugaron nucv;tmcntc y se decantó el sobrcnad.:lntc. Se lavó con 100 iU de 
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etanol al 75'H• (-20°C) y se centrif"ugó 10 minutos. Se repitió una vez mas el lav:ido y 

cuando fue necesario, dos veces. 1 _as muestras se colocaron t..."ll un dco,;ccador nlcdia hora a 

temperatura ambiente o a -2UºC, toda la noche. El i\.l-l.N total de cada tuho !-te n.::suspcndió 

en 3 µl de agua estéril lillrada tratada con DE.PC y se alm:iccnú :i -71l0 l · ( 12 a 2-l hora,). 

Pa1·a an1plificar los r'\.RNm del IGF-11~ utili:l' ... unos el .·\.l<.~ totHI c.::xtraido de.:: un pa1· Lle 

cotnplejus urogcnit.alcs o de gónadas (según l.:.1 edad) y para arnplitic.ar el AH .. ~rn dd Sr:>·· 

empicamos el A.RN total dt: g.rupO!i- de 6 pares de cornplcjos urog~nit;1lcs <> de gónadas 

(Kooprnan y col.. 1991 ). 

Para corrobor:ir la técnica de RCP-TR u<arnos el ARN tot"I de un par de complejos 

urogcnita\cs (11.S d.g.) o gónadas (lú d.g.) de arnbos sexos genéticos, para amplifo.;ar el 

ARNrn de la cnzin~a consútutiva Hipoxantina (guanina)-fosforribosil-transferasa (Hpn). Esta 

proteína participa en la recuperación de las purinas libres en los vertebrados. las cuales son 

reutilizadas <..-n la hiosintcsis de los nucleótidos y de Jos .:icidos nucleicos (Franckc y Taggan, 

1980; l\.lclton y col., 1981: 11.lclton y col., 1984 ). 

7. Reacción en cudenu de ln polimcrasu 

a) Síntesis de oligonuclt!-ólidos 

Todos los 01igonul.:lcó1idos fueron sintetizados por la Linidad de A.n3lisis y 

Aminoácidos del Instituto de Investigaciones 13iomCdicas de la LrNr'\.!V1. 

Los oligonuch:óti<los que empleamos ¡1ara analizar ta expresión del .~Ntn <lc:l H .. Jl··­

II se diseñaron de acuerdo al ¿\J)Nc de ratón correspondientes al IGF-11. lJtiliz;unos dos 

grupos de oligonuclcótidos pa.-a la RCP-TR., los cuales dcnonwarnos para mayor claridad 

corno: IGF-U-A e IGF-U-B (Esquema 5 ). Cada par tiene 18 pb y dclirrútan. rcspectiv,m1en1e. 

un fragmento de 429 pb y uno de 153 pb (Stcmpien y col., 1986): 

IGF-Il-A: 

(Sentido) S'-3' 

ATG-TrG-GTG-CTT-CTC-ATC 

(Antisentido) 5'-3' 

CTC-TCT-GAA-CTC-TIT-GAG 
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IGF-Il-ll: 

(Sentido) S'-3' 

GGA-GGG-GAG-c·rr-GTT-GAC 

(Antisentido) S'-3' 

ACA-GTA-TGT-CTC-CAG-GAG 

Para el gen Sry los oligonuclcótidos empleados se sintetizaron de acuerdo a los 

usados por Gubbay y colaboradores (1990): 

(Sentido) S'-3' 

c·1·G-GTG-1\CA-AºI-1·-GTC-T AG-;\G 

(Antiscntido) S '-3 • 

TGT-GGG-TTC-CTG-TCC-CAc-·1'G 

Para la enzima Hprt los oligonuclcótidos se elaboraron en base a los utilizados por 

Lee y Taketo (1994): 

(Sentido) S'-3' 

CCT-GCT-GGA-TTA-CAT-TAA-AGC-ACT-G 

(Antiscntido) S'-3' 

GTC-AAG-GGC-ATA-TCC-AAC-AAC-AAA-C 

El tamaño esperado producido p01· la amplificación por la reacción en 

cadena de la polirncrasa para el Sry íuc de 349 ph y para la 1 Iprt f'ue de 352 pb. 

Para cada edad y sexo se rcali:zaron tres r·cpctk:ioncs con10 1n.ínimo, ~on respeclo a 

ambas tbnnas del ICiF-11 y .a la cn:árna l-lp1·1. Para d gen Sry. se rcalizO solamcntc una 

repetición para cada edad. debido a que su expresión fue prc'\.ianu:ntc publicada en la ccp,a 

B6. y 00
M (Lec y Takelo, 1994 ). 

b) Elaboracii>n del ;-\.DNc con lranscriptasa rc'\'Crs:t 

El ARN total se desnaturalizó 5 minutos a 99° C c..~ un te1T11ociclador marca Pcrkin 

Elmer Cctus (modelo 9600) y se colocó 10 minutos a 4° C. Se preparó una mezcla maestra 

que contenía 4 ~·I Je solución Je !VlgCl0 , 2 ~·I dc amortiguador lI PCR lOX, 2 µI de cada 

solución de d(NTP's) (dGTP. <lATP. dTTP, dCTP). 1 ¡tl del inhibidor de RNAsas y 1 ¡ti dr..: 
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agua-DEPC al tubo control y I µJ de la enzima transcriptasa reversa al tubo experimental. El 

volumen final por tubo i'uc de 20 µl. 

Se incubó en un termociclador marca Perkin Elrner Cetus, modelo 9600 con un 

ciclo de 10 minutos a 25°(~. 60 minutos a 42°C y S minutos a 99ºt~. Posteriormente los 

tubos se colocaron a ..i º e. 

e) Amplificacii>n en cadena d•• la polimerasa 

Este proceso consta de tres eventos fundantentalcs: 

l . La desnaturalización a 94 ºC. 

2. El alineamiento de los oligonucleótidos sintéticos iniciadores en cada una de las 

hebras (en dirección 3' - 5') a 55°C. 

3. La extensión o síntesis de .'~.l:>Nc a 72°C. 

El conjunto de estos tres, constituye un ciclo de reacción. Posterionnente.,. se 

realizaron 29 ciclos más. Cada ciclo genera un cierto número de copias iguales al ADN que 

delimita cada oligonu~lc<'>tido iniciador. la.~ cuales son los siguientes moldes para formar 

nuevas copias (Erlid"l. 1991 ). 

Para amplificar cada segt11ento, se agregó a cada tubo una mezcla de 4 ¡t.1 de la 

solución de !VlgCl,, 8 ¡t.1 del amortiguador 11 PCR lOX, 0.5 ¡t.1 de la cnzin1a Ta<¡ ADN 

Poli.meras.a.., un volumen correspondiente a 40 picomolcs de cada oligonuclcótido sintético y 

un volumen de agua-lJEPC para alcan:zar un volumen final de reacción que .. junto con los 20 

µ1 iniciales de ADNc, es igual a 100 µl. 
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5· 

EXON 4 

5• 

'l'1 

IGF-11 

P1 P7 P3 

l. l l 
1 1 1 

'I' " 
2 3 

Fragmento A 1 53 pb 

!! 1 -~; 5 6 

:i :·---
A 

B 

Tyr Gly Pro Gly Glu Thr Leu Cys Gly Gly Glu Leu Vol Asp 
TAC GGC CCC GGA GAG ACT CTG TGC GGA GGG GAG CTT GTT GAC 

i sentido---:· 
lOOpb EXON 5 

5· 

EXON4 

Leu Leu Glu Thr Tvr Cvs¡ Ala Thr Pro 
_<;;.!C c_:rg GAG ACA TAC !§.!! GCC ACC cccy 

ontisentido 
95pb 

3· 
Fragmento B 429 pb 

Met Gly He Pro Vol Gly Lys Ser et Leu Vol Leu Leu lle 
ATG GGG ATC CCA GTG GGG AAG TCG ATG TTG GTC CTT CTC ATC 

1' 
1 pb 

sen1ido 
EXON 6 

Leu Lys Glu Phe Arg Glu ¡ Ala Lvs Arg 
CTC AAA GAG TTC AGA GA~GCC AAA CGT 

- cntisentido lJ;·r~ 

3• 
Esquema 5.- Diseño de los oligonudeótidos para el IGF-Il. Las flechas 
enmarcan las 1 8 bases que constituyen cada oligonucleótido. Se inica l.a 
posición de las bases c.:n los n:spc.:ctivos c.:xoncs. 
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d) Vi!iualización d" los productos amplificados 

Para determinar la presencia de los productos amplificados se prepararon geles de 

agarosa al 2'% con amortiguador TBE lX, pl-1= 8.0. Se empleó el m;rcador de peso 

molecular pDR 322 digerido con la enzima l-Iiní-1, del cual se tomaron 6 ~ü_ y se mezclaron 

con 12 ~tl de un amortiguador de carga. De esta mezcla se tomaron 7· ~. y se aplicaron al 

pozo del gel. 

De cada tuho se tomaron 10 ~Ll del producto de la amplificación y se mezclaron con 

5 ~ de amortiguador de carga y se colocó en el pozo del gel. Se realizó una electroforesis 

agregando an1ortiguado1· TUE IX pH= 8.0 a 100 volts, 2 horas a temperatura ambiente. 

Cada gel se tiñú con una solución de h.-on1uro de ctidio al 0.8~'ó en agua destilad.., du1·antc: 1 O 

minutos. Se lavó con agua destilada brevemente y los productos amplificados 'se "';sualizaron 

en un tran~ilutninador de luz ultrn._;oleta marca Sigma (modelo TI 202). 

e) Fut.u~rafias 

Los geles se fotografiaron con un Foto/Eclipse (FOTODi"'NE) y se impri:nieron en 

papel ténnico para la impresora 11.litsubislú copy processor V .C.P. P67V modelo K65H. 
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VI. RESULTADOS 

1. De•eccic)n d .. 1 se~o cron1osón1ico 

J_as nu.:rnhr.:anas crnplc.:1d:1s en la técnica de hibridación en punto para determinar el 

se.~<> genético de los c111brioncs. pcnniticron identificar a los ctnbriones X'\' con c)a1idad de 

manera rápida (24 horn•) (Figurn J ¡. 

• •• • -· •.• ; 
·--

••• 
Figura 1. S..: 111u_c.st~::W. u1_1a_~•n~n1hrana .de hihrh..l~h.:icin en 1:1 que los punto~ osi.:u1·os 

i.:01Tcspondcn al cxtractO.hiS,iu.lo de los irufrvidth.)s X"\.. y lo~ csp~h.:Ío.,. ~n bf~1111..:o qu~ 

pcrn1.anccicr·on sin señal, a Jos c111hlioncs XX. 
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2. Je:xp1·csiún d<.•I ./\l~N111 para IGft'"- 11 

a) IGF-11-A 

En los embiiones XX. se detectó el ARNm para el IGF-11-A desde los 10.5 d.g. 

(~rcsl•• urogcnit.al) . ..-\la cd•td de 11 d.g., en la gónada indiJCn:nci•u.la XX. la h•u1da para csle 

_.\RNn1 e:s rucnos intensa que aquellas de l••s dcn1ás edades estudiadas. En los indi\.iduos 

XY. Ja expresión del IGF-IJ-,..\ se inici<) t:nnhién a los 10.5 d.g. (crcst:a urogcnit:tl). pero no se 

detectó a la edad de l 1 d.g. (gónada indifCn:nci:1d;i) (Figura:!). 

1:igur;1 2. l'c1·til clc1.:1rolorctii..;o di..:I .\J J~i,.; \.:OITC'-'J''HJIHlii..:1111..· ;ti .\l<>.:1n del ltiF-11-A en la 

c1·cs1a urogcnital (10.5 d.g.) y 1.:11 l.;1 gónada in.JiJi.:n.:n\.'.iada (11 d.g.)~ <.k~ los cmhrion ... ·s 

136. ,.L)oM .. XX y X,._ J .a hand;1 de.: -t:?'J ph (lk.·i..:h~1 > ~<n-r1.:spo1H.l1.: al u·;111.,.c1ito del ICiF-11-A 

•unpliJi¡,;;1do. 1.os sexos y l;1s c.:d;u.lcs dt: los c1nhdonc~ se.: 111u~s11·an cn l;1 p.:u·tt: ~upcrior (.h.: la 

ligura. El c:xpcrinH:nlo con11·of se n1u..:s1ra ..:on signo(-) (sin 1ranscript.a">.:1 reversa) y el signo 

(•)se 1·cficrc al tejido cxpcrin1cnt.:1I (con lr:1nsi;.dptas.:1 n;\.·c:rs;1). 
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En la gónada indiforenciada XX de 11.5 d.g., se obsetvó la bancfa con-espondienle 

al i\RNm del IGF-II-A y, en el ovario XX de 12 d.g. se detectó una banda muy inlcnsa pa1·a 

este mensajero. En los incli"iduos X'l.', la expresión cid ARNm para el IGF-11-A., se inició 

nuevamente, en la gónada in<liferc.:ncia<la de 11.S d.g. y la expresión continuó en Jos ovatios 

XY de 12 d.g. (Figura 3 ). 

Figura 3. Eh.:ct1·olon.:!-..i-.; dr..:I ;\J )~~ 1,;on·t:~pu1h..licnlc ;11 ,\l{f'..:rn 1.h.:I IC:iF-11-.·\. en l.:1 g(n1a<la 

indifc1·cnciada ( 11. 5 d.g.) y en 1.as gónadas l.h: 12 d.g .. de tos cmbtioncs XX y x·y 136. '\"ºº~'. 

Los :0;cxos y las c:d.adc.:s de.: los c .. anbrioncs se indic:.1n en la figura. L.as b.:n1das de ...J.29 ph y de 

.'52 ph (1kdws) cu1n:spondcn al IGF-11-.·\ y a la cnzima l lp11, rcspc.:tivamcnh.:. El 

!.!:\:pc1irncnto control se n1uc~lnt c.on signo (-) (sin tr.anscriptas.:1 rc\·crs.:1) y el signo ("l) ~e 

n.·th:n.; .:11 cxpc1in1cn1al (con 1n1nscriptasa n.::vcrs,a). 
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En los ovados XX de 1-l d.g. la banda que corresponde al ARNm del IGF-Il-A es 

tenue .. pero la expresión de cst~ transc1;10 en el ovario XX continúa hasta los 16 d.g. 1!.n los 

ovados XX y XY ele 1-l y 1 <; d.g., se ohsc1vó la handa para IGF-II-A y aparcnt.,mentc no 

hay ninguna vmi:1ción en 1:1 intcnsidaJ de l:ts han<las (14igurn 4-). 

Figura -l. Se muc>.tra el .·\D:--.:.: ..:orn.:spundicntc al AR:-.=m del IGF-11-A en las gónadas de 1-l 

y 16 d.g.~ XX y X"\" de Jo..,. cn1hdo1u:s 136. ,.nn!-1
• Los sexos y las edades de los cmb1;oncs se 

muestran .:n l:i parte supe1iur dc 1" ligura. El peso molecular del IGF-U-A es ele -129 pb y el 

de la cnzim:i l lp1·1 es de 352 ph (llcchas). El tejido control se muestt·" con signo (-) (sin 

transc1ipt:1s;1 reversa) y el signo (+) se refic1·c al tejido cxperin1cntal (con transcriptasa 

rcvcrs;1). 
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h) IGF-11-B 

l .;1 prcscnci:t del ..-\RNn1 para el ICTF-11-B se ohscrvi> en cn1hdoncs XX y XY desde 

los 10.5 d.g. (cresta urogcnital) y en k1s gún;u.l;as inditi:n:nch1d;1s de 1 l d.g .. (Figuras 5). No 

se oh-..crvú ninguna v;11i:h.:ilu1 ~on n.:spc.:~ln a la inh.:n ... idad de J;1s bandas en este periodo. 

Figura 5. Perfil clcctrotOn:th;o de) ~·\))¡..:~ corTcspondi~ntc al .-\R>-:111 del ICiF-ll-13 en la 

cresta urogcnital ( 10.5 <l.g.) y en la g.ón:u.l;.1 indilCn.:nd,ada ( 1 1 d.g.J. de los cn1b1ione;;s XX y 

X" .. de la cepa B6. '),.J)tJM. Los sexos y );:1"> c.:d;1dcs de los cmhrioncs se muestran en la parte 

superior de la figura. Est.: 11·ans\.01;10 tiene un peso 1nolecular de 153 ph (llecha). El 

experimento control se mucstr;.1 con signo (-) (sin transcriptasa reversa) y el signo (+) se 

refiere al tejido cxpc:tinu:ntal (con tn.tnscriplas:• reversa). 
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En h•s gcínadas indiJC1·cnciaJas 1..lc 1 1. 5 J.g. de los e1nhrioncs XX se detectó la 

cxpn;sión dd ARNm del IOF-11-B y en los ovatios XX de 12 d.g., la banda correspondienle 

a este tr:1nsc1·ito fue 111.ás h.:nuc. En las gónad:.1s indifCrcnciadas X'l .. de 11.5 d.g.. se obsctvó 

'lllC 1:1 h;11ul;1 ...:01Tcspondicnlc al ,\RNnt pal"a el lCTF-11-B es 1ncnos intensa '-lllC aquella handa 

dctcct;1d;1 en lo't o\.·;1.-io' X'Y de 12. d.g. (Figur.1 (,). 

Figura 6. Ekcl.-c>lorcsis del ADNc cmTcspondii.:111<.: al .-\R'.'.:m del IGF-IJ-13 en la gónada 

indiJerenciada (11.5 d.g.) y en las gónadas de 12 d.g .. dc los cmhtiones XX y XY de la cepa 

136."\"'ooM. l~os sexos y )as edades de los cn1h1;oncs se indican en la parte superior de In 

ligura. Las bandas <k 153 ph corresponden al .\RNm del IGF-ll-13 (Hecha). El experirncnto 

control se muestra con signo (-) (sin tran'-'criptns,a rcvc1·sn) y el signo (+) se refiere nl 

cxpc1imcntal (con transcriptasa reversa). 
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En los ov:irios XX de 1-t d.g., se ohscrvó la h:md:i correspondiente al IGF-JJ-B y su 

inlensidad fuc mayor que l:i de l:o banda para los ovarios XX de 16 d.g. En los ovarios XY. 

detectamos l:i banda corrcspondientc al ARNm del InF-11-1! a los 1-t d.g.; sin emhar·go la 

in1csid.:u.l de la banda pan:1 cslc tn1nscdto, ruc 111:1yor t:I Jos 1 (, d.g. ( Figu.-:1 7 ). 

Figura 7. PcrtiJ clcctrofo1·é1i~o dd .·\I)~(..: ¡,:01Tcspondicntc 0:11 .·\..H.Nnt Jc.:J IGF-Il-13 en Jos 

ovarios XX y Xi"' de 14 y 16 d.g .. de Ja cepa de r.:::llón B6. 1· 1 •0~ 1 • Los sexos y las edades se 

muestran en la figur:i. El pesn molecular del trascrito p:ira IGF-11-B es de 153 pb (llccha). El 

tejido control se muestra con signo(-) (sin lranscriptasa reversa) y el signo (·t-) se refiere al 

tejido experimental (con transcriplt:tsa reversa). 
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3) l!:xprc;o;iún d~·I Sry 

En tos cntbtioncs )1(,, '\"1
u 'M Ja 1r.:1nsl.:dpciún p.:u-.a cslc.: g(,;n se init.:iú .:1 los 1O.5 dg. y 

lui.: uni10rn1c h:.1st.:1 los 11.S dg. Fn 1.1'·· !'·(·,.,~u.ta ... de 12 dg .. no 'e idcntiticú este ..-\H~nt 

(Figura X). 

Figura 8. Elcctrofon:si ... dl..."I .\I>>...: ...... l1111...· ... p<nHh..:11h.: .:al .\R.'.'nt d1...·I Sr~·. cn los cotnph.:_10. 

urogcnit.::tlc:s de 1ll.5 d.g .. ~· 1..·n 1:1 ... ~t,11:h.t1 ... in di h.·n .. ·111...:i:u.l.:1 ... 1..h.: 1 1. 1 1. 5 y 12 d.g .• dt: Jo~ 

embriones x·y de la cepa B6. Y 1 '' •··1. Fs11.: tr:.1n...,crito tiene un peso ntnh:cul::n- 3...J9 ph (llccha). 

J_as c<.la<lcs se indi¡,;::111 en h1 p.:111c supcl"ior de la ligul'a. El ...:ontro1 si.: 1nucstr.:1 con signo (-) 

(sin trnnsc1iptasa reversa) y el signo(-.... ) se,; n:licrc al cxpc1in1cnta) (con transctiptnsa reversa). 

-'> .. :xpr.,siún d" la ~nzim:t llprt 

Se evaluó la transcripción de t:sla en7Jm:i en las cd:1des de 1 l.5 y 16 d.g. y para 

a111hos sexos se.:: detectó el tranc1;to; sin cn1hargo, 1;:1 intensidad de 1.a banda obsetv3da en Jos 

embriones de 16 d.g. fue menor en ambos sexos (Figuras 2 y 3). 

Los pesos moleculares para los cuatro 111cnsajcros cstudiados7 corresponden a los 

publicados y mencionados anlerionnente ( !Vlclton y col.. 198-l para la Hprt: Stcmpien y col.. 

1986 para el lGF-ll-A e IGF-II-13 y Gubhay y col.. 1990 para el Sry). 
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VII. DISCUSIÓN 

Durante el periodo estudiado ( 10.5 a 16 d.g.), ocurren eventos morfo-fisiológicos y 

genéticos e!<enciales que conllevan a la diferenciación sexual de la gónada de:\ ratón. Durante 

la diferenciación.. la pn>ducción de Jifcrcntcs grupos de proteínas por dil-c-rcntcs tipos 

celulares en el tiempo es muy importante. Nuestros resultados muestran que probablemente 

existen dos formas del ARNm maduro para IGF-Il. las·cuales denomin:imos como ARNm 

para IGF-11-A y ARNm para IGF-Il-B. 

En cucariontcs., la expresión ditt:rcncial de genes puede ser modificada a nivel de 

transcripción, traducción, modificaciones en las proteínas y además al nivel del 

procesamiento del A.RNhn y del transporte del ARNm m:iduro. La regulación de la 

expresión génica a este último nivel es crucial para el desarrollo embrionanio. Las diferentes 

células pueden procesar el m.ismo .-'\.R'Nhn de distintas formas~ creando así distintas 

poblaciones de ARNm maduros citoplásmieos (Gilbert, 199-l). 

La m:iyoria de las unidades de transcripción en los eucariontes están compucst:is de 

secuencias codificadoras para un péptido. o exoncs que se encuentras interrumpidas por una 

ó más secuencias no i.:Oditicadoras o 1ntrones. La maduración del AR.Nm o splicing, es un 

proceso que compn.:ndc un.a serie de n:acciones de corte y unión que resulta en ta escición 

precisa de los introncs del ARNhn y el empalme de los exones adyacentes para generar el 

AR...'lm maduro. Se han propuesto varias teorías para explicar el signüicado tundonal y 

evolutivo de los introncs. pero se tienen n1uchas preguntas sin respuestas. Sin cmbar¿o. es 

claro que este proceso es esencial en ta expresión génica de los eucationtes y corno se 

mencionó anteriormente, en algunos casos la tnaduración alternativa del , .. \.H.Nm puede 

regular la expresión diferencia\ de genes (l·Iames, 1990) . 

.... ,unquc en este trabajo cncontr~lntos dos cs¡)ccics distintas del .t\.R.Nn1 maduro de;:t 

IGF-Il, no sabernos ahora !"i estos n1cnsajcros se generan por un me;:canismo de maduración 

alternativa ni laQ!poco si se cstin cn1plt:ando promotores distintos a los ya descritos (Ro1'vcin 

y Hall, 1990). El siguiente paso es verificar a través de análisis de secuencias nuestros 

resultados. Si éstos se corroboran, tendríamos que diseñar otros grupos de oligonucleótidos 

S" y 3~ que abarquen diferentes ti·~1gn1cntos del A.R.N1n para lGF-11 .. asi i.:01no investigar qué 
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otro tipo de elementos reguladores de la transcripción y la maduración del ARNm participan 

en este proceso. 

Se sabe que en los mamitcros el locus para IGF-11 es muy complicado y una 

variedad de transc1;tos son producidos por distintos promotores, procesos alternativos de 

empalme de cxoncs, cortes en )os l""\.RNnt y sitios de poliadcnilación (Stcmpicn y col., 1986 y 

Gray y col.. 1987). El ARNm <lcl IGF-ll de ratón se ha analizado cuidados.arncnl<:; ln.:s 

cxones lidc.- 5 '. se encuentran unidos alternativamente a los cxoncs coJiJicadorcs comunes 

(Rotwein y Hall. 1990). Estas tres formas de ARNm para el IGF-11. "" han lo..,ali7.ado en el 

hígado del rccicn nacido. placenta corioalanloidca, saco vitelino y <..-rnbrión. desde los 9.5 

d.g.: sin embargo no se analizó por separado cada órgano (Ncwcll y col.. 199-l). Durante el 

desarrollo embrionario temprano del ratón, la distribución de los transcritos de IGF-fl 

coincide con la distrihuciim intracelular de la proteína IGF-Il (Lec y col., 1990) por lo que se 

ha pensado que ta regulación postranscripcional. no regula Jos sitios de síntesis de esta 

proteína. Sin embargo, la expresión del IGF-ll humano se ha examinado en varios tejidos 

f"elales y adultos así como en tumores y se ha -..;sto que hay düercncias en el tamaño de los 

.AR.Nm lo cual implica quc la maduración alternativa puede ser un mecanismo que regule la 

expresión del IGF-ll (Stempicn y col..1986). Es factible que nuestras observaciones con 

respecto a la vaaiación en la intensidad de las bandas durante el desarrollo gonadal en ambos 

sexos. rellcje la manera en que son reguladas y utilizadas las dos tormas dc los ARNm 

maduros dd IGF-ll. .-\.si mismo. es posible que el ARNm del IGF-II-A en las gónadas 

indiCerenciada.'i X).. de 1 1 d.g . ., esté sujeto a cambios ocasionados por eventos de regulación 

de la expresión gérúca a varios niveles. 

La. elección de sitios alternativos de corte en los A...RNhn puede ser regulada <le 

manera tejido-especifica yío tiempo-especifica., de tal manera que seria consecuencia de la 

acción de factores cxtcmos expresados difCrcncialmcntc. L.a expresión cspacio-h:1nporal del 

AR.Nhn producido por maduración alternativa pucdc ser n:gula<la a nivel de la estabilidad 

del ARNm o a nivel de la elección del sitio de corte. En el primer caso, todas las versiones 

del ARNhn generadas por maduración aJtcrnativa sc1ian constitutivas, pero algunas se 

degradarían rápidamente con nuclcasas específicas cuya expresión o acti'\.-idad esté sujeta a 

su vez a mecanismos de regulación. En el segundo caso~ pod1;an existir reguladores positivos 

o negativos que modulen la afinidad de un factor general de la maduración del AR;"-'m para 
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los sitios altc1nativos de corte o podrían existir lüctorcs cspc.ciali:l'..:u..los que reconocieran 

directamente los sitios relevantes de cone. Otra posibilidad es que estos últimos factm·es 

organi7 .... "lran el AllNhn de tal manera que se favoreciera la utilización de un grupo particular 

de sitios dc co1-ic (!lames, 1990). 

L.a expresión de genes sujetos la maduración allemativa iinplica la u1ili41..ación de 

diferentes sitios de conc 5' ó 3' en varias combinaciones (Lefl" y col., 1986 ). Adcm:\s de 

gcnc1·ar los Jifcrcntcs péptidos producidos por células diferenciadas? el proceso de 

madu1·:tciún alternativo es en1plc.::1do por cvc::ntos tcn1pranos de diJt::rcnciación en el dcsa1Tollo 

embrionario que delc.:nninan el lipo celular. Por ejemplo~ estudios recientes han dctnostra<lo 

que este mecansimo de procesamiento dilercncial del ARN11n ticnc un papcl in1p01-iantc en la 

determinación del sexo fenotípico en Drosophila (Bakcr y col., 1987). L>uranlc el periodo 

de lan..·a el gen tra sintetiza activamente un transcrilo que es procesado hal.:ia un t\.lL""'-4111 

general (encontrado en hambras y machos) o como un ARNm lcmenino-cspecilico. Sólo las 

hen1bras conúc::nen este mensajero producido por maduración :Uternaliva. 4-\parcntcmcntc, 

esta maduración alternativa fCmcnina del gen tra sw·gc de L., compch:ncia de;: "dos posibles 

sitios 3 · ( acc:pton.:s) de corte en el intrón. Se ha propuesto que esta competencia es :iltcrad:1 

por la presencia o ausencia del producto fi.J.ncional del gen Se.'\.·-lcthal. Posiblcrnt."TitC el 

producto del gen Sex-lethal controla cual de los 2 sitios 3' de cone es cn1plcado (Gilbcn, 

1994). 

.·\si mismo. diferentes estudios genéticos han mostrado que los factores que 

constituyen la rnaquina1;:1 de transcripción forman una red intcrdcpcndicntc. cuya operación 

dirige el desarrollo embrionario de n1ancra ordt:nada .. ..\.demás .. el gran nú.Jnero de intronl!s <le:: 

los ARNhn y la falta de conservación en sus secuencias interna...~ sugieren que algunos 

factores externos, son los responsables de preparar el .t\.RNhn para la selección co1Tccta de 

sitios de corte y empalme ( l larncs. 1990 ). Probablemente varios factores de transcripción 

podrían modular el proceso dc n1a<luración alternativa del IGF-ll. En el caso de los 

indh.;duos X'\:. el gen determinante del testículo~ Sry. inicia su cxprt:sión al mismo tiempo que 

el IGF-Il en los compl~jos u1·ogcnitalcs XY de 1O.5 d.g.. Seria factible pensar que este gen 

modula la niaduración del IGF-11 de manera alternativa. Para afirrnar lo anterior y saber si 

existe alguna inlc1Tclación cnt1·c ambos genes se podria cmpe7_.ar por in\lestigar la ~.xpresión 

del IGF-II durante la diferenciación sexual de la cepa normal B6 y comparar con los 
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resultados obtenidos para la cepa B6.Y00
M. Se ha "isto que el Sry se une a se.:uencias 

especificas del ADN y se ha propuesto que induce o inhibe la transcripción de 011·os loci. 

(Haqq y col. 1993 para el IvllS y la P450m·om y Kent y col., 1996 para el So....:Y). Además al 

unirse al i\DN provoca un giro,. lo cual podria facilitar la interacción con otros t:tctorcs 

unidos a sitios adyacentes o pcnniúr la interación de pott:nciadorcs distantes. con la 

maquinaria básica de transcripción. Contrariamente? una distorsión severa en el .A . .l)N 

prevcndria la unión de otros !actores a sitios adyacentes (Pe"ny y Lovell-Badge, 1997). 

1."'atnbién seria interesante estudiar si existe interrelación con otros genes in1portantcs en Ja 

diferenciación sexual de la gónada del ratón normal e investigar su papel en la reversión 

sexual del B6. Yºº". Entre ellos se encuentra el factor csteroidogénico 1 (SF-1) el cual 

regula la expresión del l\IUS y de algunas enzimas estcroidogénicas en el embrión de.: ratón y 

su deleción provo.:a que no se diJcrencic el lcsticulo (Ikeda y col.. 1994 y Luo y col., 1994 ). 

Así mismo, el gen SoxY participa en el desa1Tollo del testículo del ratón y del pollo (Kent y 

col., 1996). 

Por otra parte, se ha propuesto que el lactógcno placentario regula la expresión del 

IGF-ll en cultivos de fibroblastos (Adams y col., 1983); sin embargo, no se ha estudiado el 

papel de éste durante el desarrollo de la gónada. Para estudiar lo anterior, se podrian realiz.ar 

cultivos de los complejos urogcnitalcs y gónadas en un medio suplementado con IGF-II, con 

y sin el lactógcno placentario y observar los cambios en la producción del IGF-ll por 

radioinmunocnsayo. 

Posibles funciones del IGF-11 en el o\'ario .\·x· y en el ovario _\y 

En la prcscntt: investigación detectamos el ARNm para el JGF-Il-A y el ARNm p:u·a 

el IGF-ll-13 en Jos complejos urogenitalcs y en las gónadas embrionarias de los ratones XX 

de la cepa B6.Y00
M, desde los 10.5 hasta los 16 d.g. Cuando las CGP's llegan a la ct·cst:i 

urogenital, continuan su dh·isión y como consecuencia, su nún1ero au1nc:nta localmente. La 

llegada de estas célula.s coincide con el comienzo de una intensa proliít:rnción por parte de las 

células mescnquimatosas que forman el blastema gonadal. A pesar, de que el origen de l:L~ 

células somáticas gonada]cs no se conoce con precisión, la pri.Jncra señal de su acth .. idad es 

una proliCeración intensa y constante, asociada al proceso invasivo. L"l ganada indifi:rcnciada 
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posee elementos cstromáticos y vasculares {l\1crchant-L.-irios y col.. 1993) y carece de 

componentes ne1viosos evidentes (Zamboni, 1989). L"l. presencia temprana de los f·\.H.Nm 

del IGF-II sugieren que podtia participar corno un f .. 'lctor mitogénico~ tanto en las CG's co1no 

en las somáticas que fom1an la cresta urogcnital ( 1O.5 d.g.) y Ju1·antc el cstahh:cirnicnto de 1.:1 

gónada indiíercndac.la (de los 11 a los 12 d.g.) ya que se ha propuesto un p'1pd imp<>rt'1ntc 

del IGF-II. como un factor que controla la proliferación y posiblcn1cntc la Llifcn.:ncio:1ción de 

rugunos órganos en el embrión de ratón (IJeChiara y col.. 1990). 

Por otra parte, se conoce 1nuy poco accr..:a <lc los !actores loc&atc~ qu..: j,,,;<.Jfltrol.:1n la 

diferenciación temprana del ovario y el inicio de la foliculogéncsis en la "id.a cn1hrionaria del 

ratón y en los ntarnífcros en gcncn11. El dcs.a1Tnllo dcl ov;1do es un proceso gradual qu~ 

comienza con la apa1ición de elementos cstron1.:iticos y capilares en el margen dorsal <le la 

gónada. Éstos se organizan en cordones de tejido cstromiltico y capilar y penetran al 

blastema ganad.al t..~ sentido dorso-ventral. C"orno resultado se forma un sistema ramificado 

de cordones ováricos interconectados y conforme las CGP's son incorporadas a estos 

cordones. cst.a._c.; células comienzan a diJCrcnciarsc a través de un proceso llan1ado 

foliculogénc:sis (!Vlcn.:h•mt-Larios, l 97X y Zan1boni. l 9R9). l~urantc la primer" rase de éste. 

las ovogonias inician un periodo de intensa acth .. idad mitótica. en el cual la di"isión del nUck:o 

no es seguida de la dh.isión citoplásrnica y corno consecuencia. se fonn;ln sincicios dt.: 

ovogonias. Dentro d~ éstos hay tlujo de organclos e información y poi· consiguico:ntc.:. la 

maduración .Je las C'(_i's de ca<l.a sincicio. ocutTC de 1nancra sincrónic.::1 ;ll 1ncnos por un 

tiempo. Los conjuntos de ovogonias continúan con el proceso de mitosis y juntas inician la 

profase de la primera división mciótica (13.S a IS d.g.) la cual es posteriormente 

interrun1pid.-. en el estadio diplótcno ( 17 a 18 d.g.). hasta la pubertad (l\ .. 1erch<1lll-L<uios. 1978 

y Zamboni, 1989). 1 ~a participación de uno o varios t'";tcton:s de proliferación y/o 

diJ"crenciación en el d~sarrollo del ovario. es sin lugar a duda importante. Entre éstos~ 

algunos como el EGF. FGF y el TGF-P, aparentemente participan en procesos mitóticos y 

de diferenciación de las células del ovario adulto, así como en el proceso de angiogénesis en 

diferentes especies de mamíferos (BaiJ"d y col., 1989; Schomberg, 1989; Skinm:r. 1989). 

Los IGF"s potencian el crecimiento y l.a diJCrcnciación de las células de la granulosa y de la 

teca en diferentes especies de mamíferos adultos (Baranao y I-l'1lnrnond, 1984; Adashi y col., 

198Sa y 198Sb; Davorcn y col., 1985; Barbicri y col.. 19R6; Cara y Roseniicld. 1988: 
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VeldilL«, 1989; Hammond y col., 1989 y 1991 y Kamada y col., 1992). F.I hecho de que el 

mensajero para el IGF-Il está presente en el periodo en que se lleva a cabo la mortogénesis 

ovárica., hace pensar que este factor podria contribuir en este proceso. i\.clualrnentc.. se 

desconoce el papel que podri:i tener el IGF-11 en el ovario embrionario de ratón por lo que 

~on necesarios cxpcrin1cntos para conocer 4\1 respecto. 1.,or otra parte .. e\ ICiF-11 en conjunto 

con \os factores de: crecimiento ECiF,. FGF y ·raF-p., podri&• participar en la fonnación de\ 

ovario. Sin embargo., hasta el p1·cscntc no se sabe nada sobre el 1necanismo a través del cual 

este factor, pudiera actuar en conjunto con los dcn1ás para dirigis la <lifcn:nci;ición y· el 

desarrollo del ov:irio. 

En este trabajo identilicamos cl ARNm para el lGF-11-A y el lGF-11-B des.le los 

10.5 d.g. hasta los 16 d.g., en los complejos urogenitales y en los ovarios de los embriones 

XY. Es posible que también la presencia de la proteína del lGF-11 pudiera ser importante en 

el desarrollo del testículo in vi''º· Sin embargo~ en esta cepa los testículos nonnalcs nunca se 

forman en la "ida embrionaria. IVtcrchant-Larios y colaboradores ( 1991) po"1ularon que el 

mecanismo que controla la invasión y la proliferación de las células cstro1náticas al itúcio de 

la diferenciación sexual del testículo y/o del ova1io debe ser el responsable u.:I tamaño de 

estos órganos; según IVlittwoch (1989). este mecanismo podria modula1· 13 dt:terrninación 

sexual gonadal. De esta manera, se plantea que el IGF-Il podria tonnar parte del 

mecanismo de prolif'eración: sin embargo. esta suposición debe espt:rar continuación 

experitnental a través del estudio de la participación del IGF-Il en la fonnación de un 

testículo normal. 

Diferentes grupos de investigadores han buscado la causa de la reversión sexual en 

el ratón B6.Y00
"" (Eicher y '.Vashburn. 1982-1996; Nagamine y col., 1987: Palmcr y 

Burgoyne, 1991 y Taketo y col., 1991, entre otros). Se ha propuesto que d retraso en IH 

formación del testículo. el cual pennite el desarrollo de un ovario, no sc debe a un efecto 

intrinseco al cromosoma "\·"'00M sino a la combinación de éste con el genoma lle la cepa B6. 

Lee y colaboradores ( 1994 ), 1·cportaron que el gen Sry inicia su expresión nonnalmcnte~ en 

los embriones x·y, ¡-,ero que su inactívación se \levó a cabo 1 ó 2 días después. Sin en1bargo~ 

el comienzo de la expresión de los genes para algunas enzimas que participan en la biosintcsis 

de estcroidcs y el !\.1.IS~ e~tá retrasado ( 12 a 2-l horas) en los ovotestis y su expresión t!stá 

ausente en los ovarios XY. Por lo tanto~ c.:1 inicio tardío de la ruta determinante del testículo, 
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no es programado por el a)c)o Sry del Af. n11,sculus do111e.stic11.s en si9 sino que debe ser 

consecuencia de un mecanismo de regulación transcripcional (o postranscdpcional) cn·ónco. 

Nuestros resultados apoyan la observación con respecto al inicio de la transcripción del S0·; 

sin embargo. no dctcc.1a1nos este n1cnsajcro de los 12 a 14 d.g. Es posible que h1 c~1ntid.ad de 

1\.H.Nm no fuese suticicnte p:1r:1 :unplilic.ar. pero para cada experimento utili4'..:1111us grupos de 

6 pares de co1nplcjo!i urogcnitalcs u gón;1d.;1s (según l:t edad). Sc excluye la posibiliJ:u.J de l;1 

degradación del ARN porque: 1) el tejido se congeló a -70ºC inmediatamente dcspucs de 

ai·<larlo (a esta temperatura se inactiv:m las ARNsas), 2) el A.RN total se purificó en prcscnci;i 

de isotiocinato de gu.anidina que es un reactivo que inhibe las i\ .. RNsas, 3) el /\.H.N total se 

almacenó por un lapso de 1jc1npo n1uy corto después de haberse purilicado (2...t horas) y -i) 

porque todo el material que: estuvo en contacto con el .ARN se traró con DEPC (el cual 

inactiva cualquier compuesto orgánico al romper los enlaces carbono-carbono) y después se 

esterilizó !!O minutos a 120 libraslpulgada2
. Durante el análisis de la expresión del Sry, d 

!VDS y algunas de las c:nzirnas cstc:roidogénicas, Lec y su grupo señalan distintos patrones de: 

expresión entre los ovarios y Jos ovotestis X'),·"' .. lo cual sugiere que para estos genes cx:isten 

diferencias entre Jos individuos. Sin cn1bargo. cabe mencionar que: aún bajo el microscopio 

estereoscópico que emplca.tnos para aislar el h::jido. no es posible diferenciar un testicuJo 

hasta los J J, d.g. J_)cbido a lo anterior. nuestros resultados con n:spccto a la expresión <lcl 

Sry, se refieren al grupo <le complejos urogenitalcs ( 10.5 d.g.) y a las gónad~ls indiJ"crcnciadas 

( 11, 11. 5 y 1 2 d.g.) que t'ueron sexadas corno XY. Además verificamos si el cromosoma 

"~9 está presente en cada uno de tos complejos urogcnitales y gónadas utilizadas a tr.;".:és de 

la técnica de hibrid;1ción en punto con la sonda 1-lSSCS, especifica para secuenci;•s repetidas 

del cromosoma .... "-..... del ratón }v/u.s 111us~·ulus. Con este método observamos una señal de 

hibridación muy intcn~a en los embriones XY y ninguna en los XX a pesar de Ja cantidad tan 

pequeña de tejido que se aplicó a cada membrana. 

En el presente estudio el patrón de expresión de la enzima Hprt que fue: empleado 

como control. también coincide con el mostrado por Lee y Taketo (1994-). A Jos 11.5 d.g. 

estos autores detectaron una banda muy inte.nsa en Jos co1nplejos urogcnita]es de ambos 

sexos; sin c..--rnbargo~ a los 16 d.g. esta banda es muy tenue.. Si.is observaciones y. las nuestras~ 

dcscanan la posibilidad de un error hum:mo al reali7~-ir las técnicas de purificación del AR. .. "1 y 

de la a111pliticación. 
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Al anali7.ar la expresión del lGF-11-A en las embriones X"\', obse.-vamos que este 

tnensajc.-o no está presente en las gónadas indiJc.-eneiadas d.; 1 1 d.g. Durante el estudio de la 

expresión del lGF-11-A y del IGF-ll-13, así como de la cnzúna 1-lprt, utilizamos un pal" dc 

complejos urogcnitak:s o un par de gónadas indiferenciadas (dcpcndic:n<lo ch: h1 edad de 

gestación). Es posible, que a la edad de 1 l d.g. en los individuos XY, la eanli<bd de ARNm 

para el IGF-11-A en las gónadas inditcrenciadas sea muy pequeña por lo que no fue posiblt: 

amplific:u·la. Es necesario confimtar su ausencia, para lo cual se podría emplear la técnica de 

hibridación 1n situ .. permitiendo así Ja locali7.ación de un mensajero presente en pequeñas 

canúdadcs en los tipos celulares que lo expresan. Lo anterior no fue posible debido " que 

rccientc111cntc cstan1os incoq1orandn ht técnic;.l en el hthoratodo. 

l last.a d prcscnlc .. éste es el pd1ncr estudio de la Ci.!Xprcsión <lcl 1ncnsajcro par:.a lCiF­

II en la gónada embrionaria del ratón y es necesario conlirmar la presencia de ambos tipos de 

mensajeros maduros (IGF-11-A e IGF-11-13). Nuestros resultados están en controversia con 

aquellos obtenidos por 13cck y su grupo ( 1987) en el embrión de rala. Estos investigadores 

emplearon una sond:t especifica para IGF-ll" a través de hibridación 1n s11u para el A..RNm. 

Este grupo de investigadores describió que los sitios con mayor exp1·csión eran el higado y el 

saco "itclino,. mientras que en el sistema urogenital no se detectó cstc n1cnsajcro. 

Posteriormente. 13omly y colaboradores ( 1990). localizaron el ARNm parn el IGF-11 con la 

técnica de hibridación 1n s1tu en el crnbdón de rata,. de t..i y 15 d.g. En los tejidos vascular. 

muscular y cartilaginoso~ así corno en el hígado, la hipófisis y el plexo coroidco entre otros~ 

se encontraron cantidades abundantes de este transcrito. Sin embargo .. el .--\..RNrn del I<..JF-Il 

tampoco fue identificado en la gónada. Es posible que la utilización de una técnica tan 

sensible como 1.:t llCP, nos pcnniticr:1 loc:.1li7_..,r este tncnsajcro., aún a partir de la pc(1ucñ:.t 

cantidad de células que torman las gónadas que anali7.,mos. Otra posibilidad. es el hecho de 

que exista una clifC.:rcncia t:spccic-cspccifica pa1·¡1 la transcdpción del IG1:.·-11 o .. que: s~ c:xpn . .$t: 

en cantidades tan pequeñas que no haya sido posible detectarlo en la rata. 

En 1 996, Bak..:1· y colabm·adon:s describieron el cfocto que se observó por una 

mutación nula para el IGF-1 e;:n el r¡1tón. Estos animales son enanos estérilcs .. en los cual~s· Se 

han obscr"'·ado scvcr¡1s lllalf'onnacioncs sohrc todo en el tracto reproductor. Estas 

rnanitCstacioncs tCnotipicas están cort"clacionadas con la ausencia de los r\.RNm para el IGF-1 

ya que los machos ci::trcccn de lo~ niveles adecuados de testosterona para llevar a cabo l:t 
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rnasculini:l'..ación del apan.tto rc.;productor a.o.;.i como la producción de cspcnno.uozoidcs "iahlcs. 

es mu:y baja. l...as hc1nbri::1s 1nutan1es no ovulan aún después de Ja ad1ninist1·ación de 

gonadorropinas y poseen un lucro infi1ntil. Por otra pa11c9 los mut:1ntes para ICfl.-.. (1 son 

en.anos al nacer y se rcpr·oduccn de n1,::1ncra nonnal. Es posible que el IGF-Il cn c..::I 1·0:1tún c~IC 

involucrado en los p1·occsos de crccin1icnto. 

La función que podría tener el IGF-11 en el desarrollo de la gónada del .-alón pod.-i.i 

i::tnalizarse con la técnica de hibridación in situ a través de la cu.al podríamos conocer los tipos 

celulares que expresan el A.JlNn1 y por irnnunohistoquímica los tipos ccluhtrcs en los que 

produce y en los que está pn:st:nlc la proteína. Estos estudios se poddan co1npkn1t:ntar ..;on 

la locali7..ación de Jos diJCrentcs receptores para IGr-~-ll ya que hast.:i ;1hora se.: conocc.:n dos 

(Liu y col., 1993). así como por el análisis de la participación de las KiFBl"s. en el 

dcsarroJJo ontogcnético de la gónada. Estos datos en conjunto. nos pcnnitid;1n conocer tas 

{Unciones autóc1ini::1slparác.-in;1s del IGF-n y su cont1ibui.;ión dur-i::•ntc l.:1 diJCn:ndación 

gonadal con mayor certeza. 

Finalmente? se propone que el ICJ.F-11 podda pi::u1.icipar con10 f~H;tor promotor 

irnportanlc de la cli"'isión celular. durantc el cstahlccirn.icnto de la gónad,::1 indi1Crcnciada. así 

como en el proceso de cr·ccllniento y maduración de las células somáticas de la gónada en Jos 

individuos XX como XY. Algunos foclores, como el Sry, podtían modul.ir el pro.,;cso de 

corte de introncs y empalme de cxones en Jos ovarios XY. 
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VIII. CONCLUSIONES 

1. Probable-mente existen dos formas 111aduras del tncnsajero para el IC1F-11 durante el 

desarrollo de la gónada XX·y·X.Y en la cepa B6.Y0
'''"'. 

2. El ARNm ·para las formas maduras del ARNm del IGF-Il-A y del lGF-Il-B, s.: empieza a 

expresar a los 10.5 d.g;; en los complejos urogenitales XX y XY. 

3. La expresión del ·ARNm para el IGF-Il-A y el IGf-"-Il-B se mantuvo constante hasta los 

16 d.g. en el ovario XX. 

4. El ARNm para el IGF-Il-B, se expresa de manera uniforme hasta los 16 d.g., en los 

ovarios )<.."Y de la cepa de ratón B6.Y00
M. 

S. El ARNm para el IGF-Il-A se expresa de manera diferencial en los indh.;duos XY. 

~e propon.: que el IGF-ll podria participar como un factor mitogcnico y d.: 

diforenciación importante. para las CG's y las células somáticas, en el t:stablecimicnto de la 

gónada indiferenciada~ así con10 durante la subsecuente: diferenciación de los tipos cclulan:s 

que íorman el ovario. La transcripción del IGF-Il durante el desan·ollo de la gónada en el 

ratón. p1·obablemcntc sea n.:gul&1da por diferentes mcc;tnisrnos. . .. \Jgunos factores co1no t:l 

Sry, podria modular el procesamiento de .ARNhn del lGF-Il en los ovarios XY. 
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X. APENDICE 

SOLUCIÓN DE HIBIUDACIÓN 

Se preparó una solución de fomrnmida SO°l'ó, sulíato de dextrán 25'1-'ó, SDS O.S'!o y NaCI l l\·1. Esta 

solución debe prepar:u-sc en el n1omento de emplearse y no se almacena ml•s all;:i de una hora. 

20X SSC 

Se pesaron 1 75.3 g de NaCI y 88.2 g de citrato de sodio para atorar a 1 litro. El pl-1 se ajustó con Na0!-1 

a 7.0. Se esterilizó 30 ntlnutos. 

AGUA TRATADA CON DEl'C 

Se utilizó 1 litro de agua bidcslilada al cual se agregó 1 mi de DEPC y se agitó hasta que éste se disolvió 

completamente. Después de 24 horas, el DEPC lue inactivado en un autoclave con una presión de 15 

libras/pulgada, 80 min. 

FENOL SATURADO CON AGUA 

Los cristales de fcnol deben estabilizarse a temperatura ambiente y estos se fundieron bajo una campana 

en un baño <le :-..taria a 60°C. Sc agrcgaró agua tratada con DEPC en una proporción 1 :1 con el fenol; se 

agitó con una barra magnética durante 30 min después de los cuales se dejó saturar a 4ºC, hasta el dia 

siguiente. Se eliminó el agua sobn:nad.Ultc y este proccdi.rn.icnto se realizó dos veces m;:is. Finalmente-. 

se agregaron O. 1 g de hidrox.iquinoleina y 200 µJ de P-mercapto-etanol. Se trabajó en condiciones de 

esterilidad total durante todo el pn>CCSO de saturación del Jenol y se almacenó a 4ºC. 
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SOLUCIÓN DE TIOCINATO DE GUANIDINA 

25g de tiocianato de guanidina fi.tcnm disueltos en 29.3 rnl de agua tratada con DEPC, liltrnch1, a 65ºC. 

15 min., en agit,.ción. A cst" solución se "grcgaron l. 76 mi. de citrato de sodio O. 751"'1. pll=7 y 2.64 mi. 

de sarcosyl ;11 1 O'~O en ••gu•• tt·atada con l)EPC. Se a)n1accnó a temperatura an1bicntc dur.antc 3 111csl..:S. 

SOLUCIÓN ··¡y 

Sc disolvieron 36 ~ti de 13-mcrcapto-etanol en 5 mi de solución de tioci:mato de gu,.nidina. La solución se 

put:dc almaccnar a temperatura amhientc 1 nlcs, cubierlil de la luz. El material utilizado para elaborar 1'1 

solución fi.te esterilizado despucs de ser tratado con DEPC. 

Al\·IORTIGUADOR TRIS-BORATO-EDTA (TBE) 5X 

Para preparar 1 litro ck este, se disol"icron 54 g de TRIS-Base, 27.5 g de ácido bórico y 20 ml de 

EDTA 5!\'1. Se ajustó el pH a 8.0 y se almacenó en un frasco color ámbar· a temperatura :imbiente. 

AlVIORTIGUADOR DE CARGA 

Consiste en una solución de Azul de Bromof"enol al 25'% y de glicerol en agua al 30?ú. Se almacenó a 

4°C. 
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