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1. RESUMEN

En los mamiferos, durante la vida embrionaria ¢l gen Srv, presente en el cromosoma =Y,
determina la diferenciacion del testiculo. Sin embargo, cuando se transficre ¢l cromosoma
Y del raton Mus muscrldus poschiavinus (Afus musculus domesticus) a la cepa C37B1./61
(B6), 1a descendencia XY (B36.YP?™) desarrolla ovotestis ¥ ovarios en la vida embrionaria,

pero nunca testiculos normales. Por otra parte, se ha observado que las células del ovario de

fos mamiferos son estimuladas a crecer ¥y diferenciarse por los factores de crecimicento
scmejantes a insulina, IGE's, Se ha determinado que ¢l IGF-1  tdence un papel importante en
la esteroidogéncesis adulta y probablemente en la embrionaria mientras que la tuncion esencial
del IGF-II es la de promover Ia division celular durante la embriogénesis cn diterentes
cspecies ¥ también participa en la biosintesis de esteroides en la etapa postnatal. Sin embargo
no se ha determinado el posible papel del IGE-IT e¢n ¢l desarrollo embrionanio de la gonada
del raton. El objetivo de esta investigacion tue estudiar la expresion del ARNm del IGF-L en
1a morfogénesis de la gonada de los embriones de la cepa B6.YPPM (10.5 a 16 d.g.). El sexo
gendético se determino con la téenica de hibridacion en punto, con una sonda que reconoce
las secuencias repetidas del cromosoma Y7, A través de la técnica de amplificacion en
cadena de la polimerasa. cmpleando una transcriptasa reversa, se amplificoé el ARNm del
IGF-II. I.os resultados muestran que probablemente existen dos formas del ARNm maduro
del IGF-11 que fucron denominadas 1GE-11-A ¢ IGP-11-B.  Las dos formas sc expresan a los
10.5 d.g. en los complejos urogenitales XX v XY. En las gonadas inditerenciadas XX de 11
d.g. la expresion del IGI-TI-A es menos intensa mientras que a los 12 d.g.. la expresion es
mayor. A los 14 d.g. disminuye y ésta se mantiene hasta los 16 d.g.  La expresion del 1GFEF-
II-B en los ovarios XX tue similar a la del IGF-II-A.  En las gonadas indiferenciadas XY de
11 d.g., el ARNm para ¢l IGF-I{-A no se detecto. Su expresion se reinicia a los 11.5 d.g. v
la muixima expresion se observo a los 12 dug. Se encontré gue 1a intensidad del mensajero a
los 14 ¥ 16 d.g. cs menor. La expresion del IGF-1I-B s¢ observo en todas las edades de
gestacion estudiadas en los ovarios XY. Sc¢ proponce que ¢l IGF-II podria participar como un
factor mitogénico ¥ de diferenciacion durante el establecimiento de la gonada inditerenciada,
asi como en ¢l proceso de crecimiento y maduracion de las células somaticas de 1a gonada, en
las hembras XX y en las XY, Algunos factores, como ¢l S, podrian modular la
maduracion alternativa del ARNm para el 1GF-11, ¢n las hembras XY



1. INTRODUCCION

1. Determinacion del sexo cromosomico

En los mamiteros el establecimiento del sexo genético ocurre en el momento de la
fecundacion. La determinacion sexual esta basada en ¢l dimorfismo cromosomico que existe
cntre ambos sexos. Las hembras tiecnen dos cromosomas “X" v los machos poscen un
cromosoma "X ¥ uno Y7, Desde 1959 se sabe que en ¢l humano v en el raton los
individuos con una constitucion cromosomica “XX" o “XNO™ son hembras mientras que
aquellos con un complemento cromosomico *XY 7 o “XXY7 son machos (Ford v ¢ol.. 1959 »
Jacobs ¥ col[1959). Sec sugino que ¢l cromosoma Y™ conticne al menos un gen que s
requerido para ¢l desarrollo  testicular. Posteriormente, en los humanos, este gen fue
denominado “factor determinante del testiculo™ (772F) y su homélogo en el raton, 7'dyv (Ford
y €0l,1959 v Jacobs v col. [ 1959).

Un factor critico cn la determinacion y diferenciacion sexual en los mamiteros es ¢l
desarrollo de la gonada (organo que contiene a las CG’'s precursoras de los gametos, las
cdlulas de Sertoli o a las células de la granulosa. tibroblastos. células esteroidogénicas v vasos
sanguineos). la cual sc localiza en ¢l embrion en la region ventral del mesonetros. hacia ¢l
celoma. En una scric de experimentos clisicos, Alfred Jost mostro ¢l papel central quc
juegan los testiculos en el desarrollo masculino.  Sus observaciones (Jost, 1972) sugiricron
que ¢l plan basico de desasrrollo en los mamiferos es femenino y que es Ia presencia de los
testiculos la que determina que ¢l fenotipo de los genitales internos y extesnos sea masculino.
También demostro que los testiculos producen testosterona v ¢l NIS. los cuales son
responsables de inducir ¢} desarrollo de los conductos que determinan las diferenciacion

sexual intema de los genitales (Jost, AL, 1947 y 1953).



1.1 Desarrollo ¥y diferenciacion sexual de la géonada de roedores

a) Formacion de Ia cresta genital (10.5 d.g.)

Esta ctapa se¢ caracteriza principalmente por la proliferaciéon de las célulaé somadticas
del epitelio celémico y de las CGP's (Merchant-Larios, 1978).  Estas - Gltimas, en los
embriones del ratdén, se encuentran originalmente ¢n ¢l epiblasto de la gastrula (Hahnel y .
col., 1986) ¥ pueden ser reconocidas en ¢l mesodermo extracmbrionario desde los 7' d.p.c.
(Ginsburg y col.,1990). Inicialmente son una poblacion pequeiia de células localizadas en la
raiz del alantoides en formacion (Chiquoine, A., 1954). Los siguicntes cuatro dias llevan a
cabo una migracion hacia las crestas genitales (células que originaran la gonada unidas a la
zona ventral del mesonefros), 1a 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 endodernmo hacia el intestino
posterior.  Estas células son llevadas junto con ¢l endodermo del intestino en un movimiento
de invaginacion y no presentan fenotipo de cdlulas 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 extension de filopodios o lamelipodios, implicando una relacion estrecha entre
cllas y las células sobre las cuales migran (Merchant-Larios, 1978 y Stott y col.,1986). La
mayoria de las CGP’s alcanzan la regién urogenital en el dia 11 después de la fertilizacion
se ha propuesto que cn este periodo su numero aumenta desde 100 a 4000 aproximadamente
(Tam y col.,1981).

Hasta ¢l presente se sabe poco acerca de los tactores que controlan la sobrevivencia,
proliferacion ¥ migracidn de las CGP's.  Se piensa que la adhesion de las CGP’s a
componentes de la matriz extracclular csti regulada durante el desarrollo por cambios que
ocurren en relacion con las diterentes fases del comportamiento de éstas. La adhesion de las
CGP’'s a la fibronectina se interrumpe cuando comienza su migx'abién desde el intestino
posterior a la cresta urogenital ¥y disminuye adin mas cuando ésta  ha terminado(Godin ¥
col,1990). Otros investigadores han propuesto que su migracién puede ser inducida por la
1986 Yy Ffrench Constant ¥y

fibronectina exdgena (Alvarez-Buylla y Mcrchzml-Lanos,

col.,1991). Por otro lado, ciertas evidencias in \’ler :sugleren quc las crestas gcmlalcs del

ratén de 10.5 dpc secretan una proteina .scmc_)anlc, :\l TGF Bl que cs c.xpaa de atraer a las



CGP’s del ratdn c inhibir ademas la proliferacion de estas células en cultivo (Godin ¥ col..

1991).

b) Etapa indiferenciada (11 a 12 d.g.)

Las CGP's en la cresta urogenital son rodeadas por células mesenquimalicas y
epiteliaics, con las cuales se asocian estrechamente para formar el primordio gonadal.
Después, las células somaticas proliferan conforme llegan las CGP's y forman un agregado
compacto llamado “blastema gonadal™; la ausencia de lamina basal permite la interaccion
entre los diferentes tipos celulares (Merchant-Larios, 1978).

A continuacion, se inicia el deposito de una limina basal delgada entre las células
del blastema gonadal, permiticndo que gradualmente se formen los cordones sexuales de tipo
epitelial. Este tejido queda entonces separado del estroma mesenquimitico, situado en ¢l area
dorsal de la cresta genital a lo largo del mesonefros. Asi, se establece la gonada
indiferenciada con un componente cpitelial, entre cuyas células somaticas uedan incluidas
las CGP’s. En ¢l componente estromatico se encuentran a los primeros vasos sanguincos
que irrigan el primordio gonadal, a las células precursoras del tejido conectivo de las génadas
Yy a las células intersticiales esteroidogénicas. Las hembras v los machos pasan por esta etapa,
independientemente del tipo dc cromosomas que posean (Merchant-Larios, 1984).

Cada embrion de mamitero posecc ademas de un par de primordios gonadales
bipotenciales, un sistema doble de conductos incipientes. Si ¢l embriéon es
cromosomicamentic femenino ¥ sus primordios gonadales se diferencian como ovarios, los
conductos de Miller se diferencian como trompas de Falopio, utero y vagina superior v los
conductos de Wolf involucionan. Por otro parte, si los primordios gonadales de un.macho
genético se¢ desarrollan como testiculos, los conductos de Wolf se diferencian. como
epididimo, vasos deferentes ¥y vesiculas seminales y ¢l desarrollo de los conductos de Nialler

¢s inhibido (Jost, 1972).



¢) Diferenciacion sexual

i) Ovario

Mortologicamente ¢l ovario es parecido a la gonada indiferenciada, a excepeion de
cierto crecimicnto debido a la proliferacion de las células germinales v somaticas. El primer
indicador funcional del desarrollo ovarico en un individuo femenino es el inicio de la meiosis
de las células germinales, la cual ocurre entre los 13.5 y los 15 d.p.c. cn ¢l caso del ratdn y es
variable entre las diferentes cepas (Mclaren vy Buchr, 1990). Después del comienzo de la
meiosis, se¢ inicia ¢l proceso de formacion de toliculos. En la region central de la gonada
(médula), los ovocilos que se encuentran agrupados en cl interior de los cordones sexuales,
cempiczan su crecimicnto y son separados por las células cpiteliales (que dan origen a las
células de la granulosa). [Los cordones gonadales en edades tempranas son poco evidentes.
Posteriormente, cstas células adquieren una forma cubica y se forman asi los primeros
foliculos que mantiencn comunicacion temporalmente mediante puentes celulares que
despuds desaparccen. Finalmente, los ovocitos de Ia region periférica de la gonada (corteza)
son también individualizados por células ecpiteliales (con la diferencia de que las células
foliculares presentan una  disposicion  plana) constituyendo la  reserva  de  toliculos
primordiales. A medida que éstos crecen, se diferencian los siguientes tipos celulares a partir
del tejido estromatico adyacente: se forrma primero la “teca interma™ esteroidogénica.
constituida por células mioides v fibroblastos. Rodeando a la teca interna, posteriormente sc
establece la “teca exterma”™ tormada por tejido conectivo tibroso, la cual esta irrigada por
Vasos sanguineos que no atraviczan la limina basal del foliculo (Merchant-Larios, 1984).

Por otra parte. se realizaron cstudios para detectar la expresion de los genes para
algunas enzimas que participan ¢n la esteroidogénesis gonadal, e¢n la cepa de ratén B6. Se
demostro que  los  ovarios fetales  expresan ¢l ARNm  para  la’ enzima - 3-§-
hidroxiestecroideshidrogenasa desde los 13 dpe. La expresion de .las . enzimas 20.22-
desmolasa, 17c-hidroxilasa v la P450 aromatasa, que participan en la sintesis de cSléroid:s
gonadales, se observo con una frecuencia del 10% (Greco ¥y Payne, 1994). .Lo»an‘t'::rior
sugicre que la ausencia de estas cnzimas ¢s en parte la causa dela bﬁja ‘actividad

esteroidogénica en ¢l ovario fetal del raton 36.



ii) Testiculo
L.os primeros cambios morfoldgicos y funcionales ocurren en

los  individuos
gendticamente machos. Los cordones sexuales se separan gradualmente del epitelio
superficial de la gonada debido a un mayor grado de compactacion por parte de éstos v a la
invasion de  tejido mesenquimdtico ¥y de vasos  sanguincos provenientes de la region
mesondétrica (Merchant-Larios vy ‘Taketo, 1991).

Una vez en la zona central de este organo, los cordones son Hamados “testiculares™
¥ posteriormente, cuando forman un lumen. son decnominados “tabulos seminiferos™. En
déstos, las células somaticas epiteliales o pre-Sertoli y las células germinales estan rodecadas por
1a lamina basal, 1a cual es producida en parte por las células mioides. El tejido estromatico

gque enmvucive a los tubos seminiteros contiene las células mioides, vasos sanguincos,

fibroblastos v células de I.eydig (Merchant-Larios v Taketo, 1991).

2) El gen responsable de la diferenciacion testicular

En algunos cuterios ¢l anilisis del cromosoma’ “Y7-mostré que en un fragmento

minimo de 33 kb, localizado inmediatamente abajo del Errﬁlc‘

de ]a‘ region pseudoautosomal
del brazo corto "p” . llamado SR} en humano, es capaz de ‘induvc‘if 1a formacidn de testiculos
(Sinclair y col.1990) (Esquema 1),

Cromosorma Y

M PoQuon oo
v i e A )
(=3 pPseudcautosornal Srv
1 1
& a
2 35 Kb
va 5
an
1960 1986 1987 1989 1990

Esquema 1. Ubicacion de ta region que determina ol inicio de la formacion del testiculo: S

(Tomado dc MclLaren A 1990 Nature 351:96).



Algunas evidencias proponen que ¢l SRY es el factor determinante del testiculo: a)
por su localizacién en el cromosoma “¥Y™ y porquc una sola copia es capaz de inducir la
diterenciacion testicular en el ratén (Gubbay y col,1990); b) algunas hembras “XY™ con
disgenesia gonadal presentan mutaciones de novo en el SRY (Berta y col., 1990 liger ¥ col.,
1990 y Koopman ¥ col.,1991); c) un fragmento de 14 kb en ¢l cromosoma *Y 7 del ratéon que
incluye al gen Srv (homologo al SRY) puede conducir al desarrollo masculino de hembras

transgénicas (Koopman y col., 1991).

a) Expresion

El Srv codifica para una proteina cromosomal del grupo FIMG, pertencciente a la
clase no-histonas que contiene un motivo de unién al ADN (designado como dominio HINIG)
(Gubbay v ¢col. 1990 y Sinclair y col,,1990). Giese y colaboradores (1994) mostraron que la
unién del Srv, a la secuencia de nucledtidos S’-CATTTGTT-3", induce un giro de 60°-85°
en este sitio ¥ promueve asi la transcripcion de loci remotos. La proteina SRY no se ha
identificado atn en embriones de ratdon en estadios de desarrollo gonadal temprano, pero sc
ha postulado quc cjerce su efecto en la cresta genital justo antes de la diferenciacion testdcular
mortolégica.

El patrén de expresiéon del S durante el desarrollo gonadal embrionario del raton
e¢s congruente con su papel en la determinaciéon testicular: se observa durante un periodo
corto. especiticamente en las células somiticas de la cresta genital, los transcritos del S se
detectaron primeramente a los 10.5 d.p.c. (cresta genital), aumentando a un maximo a los
11.5 d.p.c. (gonada indiferenciada) y posteriormente declinaron hasta no encontrarse sefales
a los 12.5 d.p.c. (diferenciacion sexual) (Koopman y col.1990 y 1991). Zwingman )
colaboradores (1993) encontraron transcritos del Srv en algunos cmbriones de raton (estadio
de 2 células, previo a la implantacion); sin embargo. es discutible si niveles tan pequedios de
transcritos poscen alglin papel tisiologico en ¢l embrion.  El conjunto de estos datos apunta a
un sistema finamente regulado ¢n ¢l cual ¢l Srv disminuye o favorece la transcripeion de

otros loci; Haqq y colaboradores (1993) demostraron que la proteina del S protege residuos



especificos de los genes para ¢l MIS y la P450 aromamsa Yy pl:mlcaron quc esta proteina

potencia la expresion del MIS ¢ inhibe ia dc ln Paso aromawsn.

Es posible que ¢l gen 'Sre lormc panc dc una ‘serie” (Ie genes” que’ se expresan

sccuencialmente, los cuales estarian prc.%cnlcs en o aulosomas o.en ¢l cromosoma X" ¥

que en conjunto, podrian participar para dxngu' el dcsarrollo clcl fenotipo masculino
(McLaren, 1990).

b) Diferenciacion bioquimica del testiculo

Los eventos bioquimicos que llevan a la diterenciacion sexual del testiculo son
importantes v decisivos. La produccion de ciertos factores y la adquisicion de las enzimas
necesarnias para la sintesis de hormonas esteroides masculinas es critica en la regulacion de la
diferenciacion testicular (Merchant-Larios, 1978). Los testiculos ¢n desarrollo producen dos
factores ue expottan la scfial determinante masculina al resto del embrion (Jost, 1953). Kl
MIS es secretado por las células de Sertoli v elimina los conducios paramesonéiricos o de
Miller ¥ la testosterona, que ¢s producida por las células de Leydig, estimula ¢l desarrollo del
tracto reproductor masculino a partir de los conductos mesonétricos o de Wolf (Jost. 1953).

En 1994, Greco v Payne analizaron en la cepa de raton B6, la expresion de los
genes para las enzimas quc participan en la sintesis de esteroides y encontraron que los

testiculos fetales de raton tiencen la capacidad para elaborar androgenos desde los 13 d.p.c.

c) Funcion de otros genes autosomales en la diferenciacion testicular
Washbum v Eicher (1989) observaron un gen autosémico determinante sexual en el

raton, lamado 7as (reversion sexual asociada al locus brachvuryv). Este gen sc segrega con ¢l
complejo génico 70r del autosoma 17, del Afus musculus vy se han encontrado diferentes

alelos para €l en las distintas cepas de raton.  El cromosoma “*Y” de la cepa AKR ¢s incapaz

de dirigir 1a morfogénesis testicular si el autosoma 17 proviene de la cepa C57. En este caso,
la determinacion  del testiculo normal se impide v cada gonada conticne una mezela de tejido

ovarico ¥ testicular v hasta la techa, se desconoce como interactia este gen con ¢l Sme.



Por otro lado, ecn humanos sc¢ ha postulado la existencia de un gen, denominado Z,
cuya actividad inhibe la diferenciacion testicular y estimula la formacion de ovarios
(McElreavey v col.,1993). '

Morais ¥ sus colaboradores (1996) moé;raroi) Vcrllu‘e en las gbnadas fetales de raton,
el ARNm y la proteina del gen Sav® (que esta; rclé)cionado con ¢l Srv ya que presenta
también ¢l motivo de unidn al ADN, llamado I{MG) ‘se observan cn las células de Sertoli ¥
no otras linecas celulares durante el dcs:.\rrollo embrionario y los testiculos adultos. Por lo
anterior, sugcricron quc cste gen participa en la difcrenciacion de las células de Sertoli ¥y enel

mantenimiento de su funcién. La conservacion de su patron de expresion sexual dimorfico

en aves y mamiferos. dos clases de vcrtcbrados en las que hay diferencias significativas en los

mecanismos de deterninacion sexual, apunla a que el gen SONXD tiene un papel tundamental

en la determinacion sexual de los vertebrados.

d) Aspectos evolutives
El SR} es un gen que se ha conservado entre marsupiales y cuterios desde su
divergencia hace aproximadamente 120 a 150 millones de afios.  El analisis de la secuencia
de aminoacidos predicha para cste gen muestra que el dominio HMG (de unién al ADN) se
ha conservado solo dentro de la clasc Mamifceros (Foster y col,1992 ¥ Pevny y Lovell-

Badge, 1997).

3. Interacciones de las células somaticas ¥ germinales

La mortogéncsis gonadal se ve aftectada, inicialmente, por la presencia de las
CGP’s. La interaccion entre éstas ¥ las células somaticas de 1a cresta genital ¢s evidente antes
de que ocurra la colonizacion e implica la diferenciacion temprana del epitelio celomico de la
cresta genital. Aparcniemente, solo  las células de désta atraen de manera especifica a las
CGP’'s; sin embargo. hasta ¢l presente se desconoce ¢l mecanismo (Merchant-Larios, 1984).

Sc ha propucsto que no s6lo ¢l complemento cromosomico de las CGP's es el que
determina que éstas sean ovogonias 0 espermatogonias; esta desicion podria ser modulada
por ¢l ambiente celular ¢cn ¢l que s¢ encuentran a través difercntes mecanismos: a) una

molécula de superficic o que fuera sccretada por las células de Sertoli, la cual provocaria que
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las células germinales no iniciaran la meiosis; b) un factor de secrecion claborado por las
mismas cdélulas germinales, ¢l cual sélo se acumularia ¢en concentraciones suficientcmente
altas cuando éstas estuvieran rodeadas por las células de Sertoli; ¢) un factor inductor externo
general de meiosis excluido del interior de los cordones por las células cpiteliales  (JLovell-
Badge, 1992).

Por otra parte, s¢ conoce muy poco acerca del origen de las células somaticas que
forman ¢l primordio gonadal. Se¢ picnsa que tanto el epitelio celémico como ¢l mesénquima
adyacente al mesonetros, contribuyven a la formacion de la cresta genital. Bl epitelio celomico
podria originar a las precursoras de las células de Sertoli v de la granulosa v ¢l mesénguima
podria dar lugar a las células mioides ¢ intersticiales (MNerchant-Larios vy Taketo. 1991).

Buchr ¥ Mcl.aren (1993) sugicren que son necesarios otros tipos celulares para la
diferenciacion correcta de las células de Scrtoli ¥ de los testiculos.  Encontraron células del
mesoncfros que migran hacia las crestas genitales v que posteriormente sc diferencian como
algunas células mioides ¢ intersticiales rodeando a los cordones donde s¢ encucentran las
célujas de Scrtoli. Sc ha propuesto que estos 1ipos celulares se requicren para la formacion
de los cordones seminiferos (Merchant-l.arios y col., 1993).

Los estudios de quimeras ¥ mosaicos “NX/XY™" de raton indican que ad mienos una
porcidon de las células somaticas de la cresta genital debe ser XY™ para que se desarrolle un
testiculo (aproximadamente ¢l 25%0. dependiendo de la cepa) (Mcl.aren, 1984).  Las células
de Sertoli son casi exclusivamente “NXY7 v se¢ ha propuesto que ¢l S actaa autonomamente
en estas células para que se diterencien v que los demas aspectos del desarvollo testicular! son
dirigidos por estas células (Burgoyne y col., 1988 y Palmer y col., 1991).

No hay una sefial de respuesta obvia por parte de las células germinales hacia las
células somaticas que sca requerida para el desarrollo testicular.  ILos testiculos se forman
normalmente en aqucllos machos que presentan mutaciones en ciertos loci ¢ue ocasionan la
carencia complcta de las células germinales en la cresta genital  (Mintz v Russell. 1957;
Mclaren.., 1985 v Koopman v col., 1990). En contraste, las CGP's son requeridas para ¢l
desarrollo del tejido esteroidogénico de los ovarios v en su ausencia, las células foliculares no
se organizan y ¢l ovario degencra. Como no se conoce ningin marcador temprano guc
pudiera indicar la diferenciacion de las células foliculares, no s posible detinir si la

determinacion del ovario se ha compictado. Una hipdtesis acerca de ésto es que las células
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germinales que inician la meiosis, proveen una sefial inductora ovarica, pero algunos intentos

preliminarcs para comprobar osta hipotesis sugicren que éste no es ¢l caso (Lovell-Badge.
1992).

El establecimiento de un fenotipo sexual depende cntonces de sciiales entre las

cdlulas, mediadas por hormonas esteroides y tactores de crecimicnto.
4. Caracteristicas del raton B6.YP°M

a) Aspectos genéticos

En 1982, Eicher y Washbumm disefiaron una serie de experimentos para transmitir la

a-talasemia, a partir de un raton macho de la cepa designada “POS A", hacia la cepa de
raton B6. ILos machos de las generaciones subsecuentes, en los cuales se determind esta
condicion, se emplearon para continuar la transterencia de la a-talasemia por ¢l méiodo
tradicional de retrocruza.  l.as autoras encontraron (ue a partir de la generacion N2 en
adelante, las camadas tenian un exceso de hembras en su descendencia. 2l analisis de
bandeco cromosémico mostrd que muchas de las hembras producidas por estas retrocruzas
eran en realidad individuos “XY™";, sin embargo. la proporcion de la descendencia “XX™7 con

respecto a la “NXY 7, fue 1:1. Ademas, no se encontré que ninguna hembra “NY"” fuese un

mosaico (NO/XY., NX/XY) y se comprobd que Ia mutacion para la a-talasemia no esta
involucrada ¢n la reversion sexual encontrada.

Hasta ¢l presente, en la generacion Fl no se observan hemmatroditas al cruzar

hembras B6 con machos puros A poschiancinus o A, domesticus: sin embargo. si a partir de

esta gencracidn se continta la retrocruza, ocurte  reversion sexual completa o parcial en

aproximadamente la mitad de 1a progenie XY™ (Eicher y Washburn, 1982, 1983 y1986).
Eicher y Washbum (1983) proponen que la cepa B6 difiere de las demas de la
especic AL domesticus, cn un locus autosomico que estd involucrado en la diferenciacion
sexual primaria; este locus es denominado testis-determining., autosomal-1 (tda-1). 2ara
explicar la reversion sexual, las autoras postularon que ¢l alelo de este locus, que provience
del progenitor masculino Ad. domesticus o M. poschiavinus, es dominante (Tda-17"* ) v que
¢l alelo perteneciente a la cepa B6 es recesivo (tda-19%). Proponen que los individuos
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desarrollan  testiculos normales  si ticnen el alelo  dominante  Tdda-157

heterocigo) v el cromosoma Y™ derivado del M. domesticus.
186

(homocigo ©
En contraste, si el alelo telu-
es homécigo en presencia del cromosoma “Y™ provenicnte del Af. poschiavinus, se
previene la diferenciacion testicular normal (“*completa™) y se desarrolla tejido ovarico. L.os
individuos homocigos para ¢l alelo dominante 7da-/ ¢ue poscan ¢l cromosoma Y™ de la

cepa B6 o del M. domesticus, desarrollan exclusivamente tejido testicular.

Mediante un andlisis gendmico, se determing la localizacion del wfa-/ en ¢l extremo
distal del cromosoma 4 ¥y el tda-2, en Ia region central del cromosoma 2 (Eicher v col., 1996).
Las mismas autoras hipotetizaron que los genes Tda-7, Tda-2 v Tas son algunos loci
involucrados cn la ruta determinante del testiculo.  Sugicren que en las condiciones o
reversidn sexual en las que estan comprendidos estos loci, esta ruta no se inicia de manera

coordinada temporalmente para permitir ¢l desarrollo testicular de la gonada de un individuo
Ny

Por otra parte algunos autores de mancra independiente han encontrado diferencias

en el cromosoma *Y™ del Af. domesticus (0 Af. poschiavinus) v en cromosoma =Y del AL
musculus:

a) Bishop y colaboradores (19835) mostraron ¢uc estas dos especies de raton tienen diferentes
patrones de hibridacion y que las cepas A/J, Balb/c, C57BL/G6, CBA/H, C3H, DBA/2] v
129/Sv poseen un cromosoma “Y” derivado del AL, musculies, mientras que la cepa SJL tienc
¢l cromosoma ~Y™ del A, domesticus. Cabe mencionar que estos investigadores compararon
sus datos con otros en los que a partir del andlisis del linaje materno sc determind que estas

cepax de raton son “hibridos™ debido a que el ADN de las mitocondrias se origina del A7
domesticus (Bishop y col., 1985).

b) Nagaminc y colaboradores (1987) realizaron cruzas entre machos B6.Y "™ con hembras
SJTL ¥ no cncontraron ninguna anomalia en el tenotipo sexual de la progenie: sin embargo,
cuando se¢ introdujo el cromosoma “Y™ de las cepas SJL y AKR al genoma de hembras B6.
se encontro Ia condicion de reversion sexual semejante a la ocurrida en la cepa B6.YP"™ en ¢l

% de los fetos que poseian un cromosoma “Y3 vy en ¢l 56°6 de los embriones con el
cromosoma “Y***_ En los tetos que contenian este Oltimo cromosoma “Y™ se observo que

los testiculos atectados se recuperaban durante el desarrollo posterior, ya que en los adultos
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no sc detectd ninglin hermafrodita, ni a nivel anatomico ni histologico. Los autores
concluyeron que, a pesar de que las cepas SJ. ¥y AKR poscen ¢l cromosoma Y™ del AL
domesticus, ¢l alclo para ¢l gen 7'dv o para otros genes de la ruta de determinacion testicular,
tiene(n) un origen distinto.

c) En 1994, Coward ¥y su grupo analizaron los genes de diterentes cromosomas Y™ para
el Srv ¥y mostraron que codifican proteinas mas pequenas que los alelos de las cepas 136 v

129 para cl mismo gen. Ademas, encontraron una region polimorfica de tripletes, de las

bases CAG, que se presenta Gnicamente en las cepas que ocasionan la reversion sexual v
propusieron que los cambios producidos en la secuencia de aminoacidos en ese sitio, estan

asociados a la gama de fenotipos sexuales obscervados. Sin ecmbargo. un anadlisis mas
detallado mostrd que no hay una correlacion entre ¢l tamaio de Ia region polimortica v ia
habilidad del cromosoma YP™ para inducir la formacidon de testiculos en la cepa B6.
Concluyeron que las isoformas de la proteina SRYP?M, son funcionalmente equivalentes
(Carlislc y col.,1996).

d) Por otro lado, Graves vy sus Erickson (1992), también estudiaron sccuencias del S de
diferentes cepas ¥ especies de raton y observaron una sustitucion no conservada de treonina
por isolcucina, ¢n la posicion 61 cn ¢l cromosoma “Y" del Afws musculus domesticus.
Demostraron que aparentcmente esta variacion no es suficiente para explicar ¢l gradiente de

reversion sexual observado cuando sc transfiere cste cromosoma a las hembras B6.

Originalmente, Eicher v Washbum (1986). propusicron que el Tef inicia la
ruta de la formacion del testiculo temporalmente mas tarde que el Teh®? y que la
diferenciacion del ovario, regulada por las genes autosomicos de 1a cepa B6. se inicia
primero ¢ impide la diferenciacion testicular. Posteriormente, esta hipdtesis fuc apoyada por
Palmer y Burgoyne (1991) quicnes encontraron que ¢l inicio del desarrollo testicular (tasa de
crecimiento) en los tetos XYPYY esta retrasado (aproximadamente 14 horas) con respecto a
los fetos XY, En el mismo afio Taketo ¥ sus colaboradores (1991) encontraron (uc el
inicio de la diferenciacion testicular en los ovotestis YPOM esta retardado en comparacién con
los testiculos B6.  En los ovotestis B6.YP?™ se observé una baja o nula inmunotincion para

la MIS a los 12 dg.. mientras que en los testiculos controles B6, esta tincion es evidente en

las células fetales de Sertoli. Sin embargo, se determind que este retraso no se debe al etecto
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de este cromosoma, sino quc es resultado de la combinacion de éste con ¢l genoma de la
cepa B6. )

En 1994, Lec y Taketo c.\‘aminaruﬁ la ontogenia dc algunos de los genes que se sabe
se transcriben durante las fases tcmi)run:iﬁ de la diferenciacion gonadal, asi como algunos de
los genes implicados en la blosintesis de esteroides. Encontraron que la expresion del Smy- se
inicia normalmente (10.5 d.g.), mientras ue su inactivacion sc encuentra retrasada ( 12 d.g.
normalmente en Ia cepa B6 vy 13 d.g a los 14 d.g. en todas las gonadas B6.YP™), Se
concluyé que la ruta de determinacién testicular en la génada B6.YP®M csta deteriorada
despudés de 1a trancripcion del Sryv.

En 1995, Eicher y Washbum realizaron una prueba de complementacion gendtica
en la que crearon un raton B6.YPCM  (ransgénico con un fragmento de 14.6 kb aislado del
cromosoma Y de Ia cepa 129 (de origen Afus muscufus musculus) (Gubbay v col., 1990).
Sus resultados mostraron que los fetos (14.5 a 16 d.g.) que contenian el transgen, a pesar de
su sexo cromosomico, desarrollaban exclusivamente tejido testicular. Las autoras proponen
que la parte del Sm responsable de la reversion sexual podria estar localizada tuera del
fragmento de lectura de este gen, en ¢l promotor u otro elemento regulatorio , ya que los
tripletes repetidos propucstos por Coward ¥ su grupo (CAG; 1994), sdlo difieren por uno o
dos entre ambos tipos de cromosomas “YPOM «y «yBo

Por otra parte. Nagamine y Carlisle (1996) vieron que una mutacién puntual, en ¢l
alclo para ¢l oncogen “puntuado blanco dominante™, KiW™¥, potencia la reversion sexual
B6.YP?M. En los ratones B6 que poseen el cromosoma Y de la cepa AKR Ia penctracion de
esta caracteristica es baja; sin embargo, si el cromosoma Y proviene de la cepa TIR, este gen
aumenta la reversion sexual a un grado tal que la mayoria de la progenie XY, se desarrvolla
como hembras.  La potenciacion de la reversion sexual no estd ligada a un retraso det
crecimicento fetal temprano 0 a una reduccion de la talla testicular. Mas aun, el analisis con
RT-PCR cuantitativo para ¢l Sry sugirio que tampoco es debido a un bloqueco de la
expresion de cste gen, ni a un retraso ¢n ¢l inicio de su expresion, ni a niveles bajos de
ARNm. Los autores proponen que, por lo anterior. el Kir™™# potencia la reversion sexual

afectando un paso critico cn la diferenciacion testicular posterior al Srv.
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b) Desarrolio morfoldgico de 1a gonada

El desarrollo de 1os ovarios XX normales de la cepa B6.YP™ es semejente a aquel
de los ovarios XX de la cepa B6. A partir de Ia generacion N2 de retrocruzas, una porcion
de los fetos XY se desarrolla como hermafroditas (posceen tejido ovarico y tejido testicular)
y hembras “NXY". Para la generacion N6 de retrocruzas, en los fetos “XY” se diferencian

s0lo ovotestis u ovarios; no se diferencian testiculos normales (Eicher y col, 1982 vy Eicher v
Washbum, 1983).

Histologicamente, todas las gonadas fetales “NY™ caracterizadas como testiculos son

ovotestis. A 1os 14 dgp., se observa en éstos que solo 1a parte testicular (zona central) lleva a
cabo un engrosamicnto; las regiones ovaricas (cranial y caudal) permanceen gencralmente

clongadas; por consiguiente, los ovolestis tiecnen una forma ovalada. I.a thnica albuginea,
que consiste de varias capas de células planas, esta bien diterenciada en la region ocupada

por tabulos seminiteros. Dentro de ¢stos, las CG’s, que llevan a cabo la meiosis 0 (uu estan

detenidas en cstadio de prospermatogonias, s¢ encuentran agrupadas junto con las células
fetales de Scertoli dentro de la membrana basal. Las regiones oviricas estin cubiertas por una
capa sencilla de epitelio supcerticial, carccen o poscen tibulos seminiteros poco diferenciados;

estas regiones presentan frecueniemente un arreglo en cordones.  Algunas CG's han iniciado

la profase meiotica 1 mientras que otras continian en la fase mitdtica del ciclo celular; estas
son estructuras caracteristicas de la diferenciacion de un ovario (Nagamine y col., 1987).
Para el dia 15 de gestacion, las regiones caudal y cranial de los ovotestis sc localizan en la

periferia v cerca de la frontera mesonefros-gonada.  En estas zonas, se observan células

meidticas que indican ¢l desarrollo en ovocitos: algunas de estas células también se¢ han
observado on tibulos seminiferos que limitan las regiones ovaricas. De los 16 alos 18 dg., la
tnica albuginea de los ovotestis ha segregado parcialmente las regiones ovaricas del resto de

1a génada. Los ovolestis con un porcentaje mayor de tubulos seminiferos (es decir, aquellos

con mayor fenotipo testicular) presentan una mayor segregacion del tejido oviarico que

aquecllos ovotestis con pocos tibulos scminiferos y solo la region cranial es segregada. El dia
18 de gestacion, la region cranial se localiza en la pante anterior de la rere restis en desarvollo
¥ sc obscrvan menos células germinales meioticas, lo que hace dificil la identificacidén del
tejico ovarico (Nagamine y col., 1987).
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Los ovarios XY cstudiados hasta la fccha

“testiculo™ o un ovotestis.

son gonadas contralaterales a un
En ctapa fetal, éstos son similares a los ovarios tetales normales
entre los 12 y los 16 dg. en lo que respecta al desarrollo de los cordones sexuales, la
presencia de células germinales meioticas y 1a ausencia de tibhulos seminiteros. A los 16 dg.,
ambos ovaros contienen células germinales, la mayoria de ellas sc encucntran en los estadios
de cigdteno o paquiteno de ta profase meiotica ¥ estan distribuidas en todo ¢l ovario. A
diferencia de los ovarios XX, c¢n los ovarios XY de los 17 a los 19 dg.. s¢ ha observado que
los ovocitos de la region medular degenceran, mientras que agquellos de la corteza permanecen.
Ultracstructuralmente. se ha determinado que  los ovocitos que han degenerado presentan
complejos sinaplondémicos. A pesar, de que se ha visto que la pérdida de ovocitos s nonmal
durante ¢l desarrollo del ovario, se ha propuesto ¢ue es la presencia del cromosoma Y™ en

las células cpitcliales, 1la que no permite un desarrollo normal de la region medular.  Se ha

region  medular son  indistinguibles
ultracstructuralmente de aquellas de la corteza pero es evidente que la interaccion de éstas

observado que las  células  epiteliales de 1la

con los ovocitos en las diferentes regiones del ovario XY es distinta (Taketo y col., 1989).

S. El factor de crecimiento semejante a insulina tipo I1

a) Aspectos moleculares y bioquimicos del IGF-I1

I.os factores de crecimiento semejantes a insulina (IGF’s) se identificaron en ¢l

suero humano. Poscen semejanza estructural y funcional con la insulina. la cual estd

formada por una cadena sencilla, constituida por 2 subunidades (A v B) que s¢ unen
mediante enlaces disulturo por un péptido C, ¢l cual es cortado de la prehormona para su
liberacion. Mas del 45% de los aminoacidos de las cadenas A y B de los IGF's se
encuentran localizados ¢cn la misma posicion que cn la molécula de insulina; sin embargo, las

cadenas C ¥y D de los IGF's son exclusivas de éstos.  LLos modelos tridimensionales de estas

3 moléculas, muestran que ticnen diferentes dominios antigénicos (Zapt'y Froesch.,1986).

I_os IGF's pucden dividirse en dos grupos: el IGF-I o IGF basico, anteriornmente
denominado somatomedina C v ¢l IGF-1I 0o IGF necutral (también designado como MSA en la
rata). El IGF-I esta formado por una cadena sencilla de 70 aa, tiene un peso molecular de

7,646 daltones; el 1GF-11, constituido por una cadena de 67 aa, posce un peso molecular de
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7,471 daltones. Tanto la insulina como los 1GF's, son sceretados en forma de grandes
precursores inactivos y se han identiticado receptores especificos para estos.  El receptor para
el IGF-1 e¢sta compuesto por dos subunidades @ y dos B y unce al IGF-I, al IGF-II y a la
insulina con afinidades decrecientes en este orden. Llas subunidades 3 poseen 1a acitividad de
cinasa de tirosina dependiente de IGF, mientras ue las subunidades o contiene los sitios de
unidon. Se ha propuestio que este receptor cs ¢l transductor de las acciones mitogénicas a
través de la fostorilacion de tirosinas (Nissley y Lopaczynski., 1991). El receptor para ¢l
IGF-II es un péptido de cadena sencilla que une al IGF-T con mayor atinidad que al IGF-I v
es incapaz de unir a la insulina; aparentemente no participa en la transduccion de las serialas
mitogénicas del IGF-II ¥ se ha propuesto que su funcion principal os la de unir a su ligando
con el objetivo de degradarlo (Sklar v col. 1989). Al bloquear este receptor con anticuerpos,
en cultivos de varios tipos cclulares, ¢l efecto mitogénico del IGF-II no se inhibid, mientras
que si se inactiva ¢l receptor para IGF-I, se anula la funcién del IGF-II. Como
consecuencia, se propone que los cfectos de ambos IGF’s son mediados por ¢l receptor para
el IGF-I.  Asi mismo, sc¢ determino que ademis el IGF-II interactia con otlro receptor.
desconocido hasta ¢l momento, debido a que cl efecto sobre el crecimiento en dobles
mutantes para ¢l receptor del 1GF-1 y para el IGF-I1, es mas severo que para cualquiera de
estas dos mutaciones por separado (Liu y col.,, 1993). Posteriormente, el analisis de la
cinética de crecimiento de los embriones con estas mutaciones, mostrd (ue cn ¢l periodo de
fos 11 alos 12.5 d.g. ¢l receptor para ¢l IGF-1 funciona solamente para transmitir las sefiales
mitogéncias del IGF-II ¥ posteriormente desde los 13.5 d.g., este receptor interactiza con
ambos ligandos (I ¥ II) mientras que ¢l IGF-II es reconocido como se menciond
anteriormente por otro receptor desconocido.

Por otra parte, en estudios realizados con fibroblastos embrionarios provenicentes de
mutantcs que carccen del receptor para IGF-1 se observé que el ciclo celular es 2.5 veces mas
largo que lo normal (Sell ¥ col., 1994). Lo anterior indica que este sistema de sefiales es un
determiante del crecimiento importante ¢n cuanto a que afecta la velocidad de divisiones

celularcs ¥ consccucntemente, ¢l namero total de células.

El gen del IGF-11 de ratdn se encucntra localizado fisicamente en el extremo distal
del autosoma 7. Se extiende aproximadamente sobre 12 kb en direccion 3° al gen de

insulina, presenta la misma polaridad de transcripcion y contiene seis exones.  Los tres
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primeros codifican para regiones 5° que no sc¢ traducen y son transcritas, a partir de tres
promotores diferentes, Py, Pz y Py, como tres ARNm  para IGF-II con una secuencia 37 quc
no traduce. Los promotores P, ¥ P; conticnen una caja TATA que aparentemente dirige 1a
transcripcion a partir de un s0lo sitio de inicio. En contraste, el exéon 1 tiene tres sitios para
el inicio de la transcripeion distribuidos sobre 556 nucledtidos v carcce de region TATA o de
otra secuencia tipica que controle la transcripceion. lL.os exones 4 a 6 coditican para ¢l
precursor del IGE-U de 180 aa ¥y ¢l exdén 6, contienc una region 3° de 3,045 nucledtidos
que no sc traduce ¥ que termina en un sitio anico de poliadenilacion.  Ademas de estos scis
exones tuncionales sc  identificaron dos regiones 57 las cuales, aparentemente.  son
remanentes conservados evolutivamente de dos exones del IGE-II humano (Rotwein v Hall

1990) (Esquema 2 v ‘I'abla 1),
IGF-H

P4 P2 Ps3

Lol
s ———— ik
1 2 3

Wy W2 4 S5 6

Esquema 2. Locus para ¢l gen IGF-I1 ¢n ¢l cromosoma 7 del ratéon. Los simbolos Py Py v
P;3 indican los sitios promotores de transcripcion: la letra gricga ¥ denota los regiones
conservadas, pero no funcionales cn ¢l ratéon v los nimeros corresponden a los scis exones

funcionales ¢n ¢l raton.

A través de experimentos de disrupcion génica DeChiara v colaboradores (1990),
demostraron a nivel fenotipico y transcripcional ¢ue solo ¢l alelo patermo de e¢ste gen sc
expresa. Asi mismo, se determind también que exclusivamente la copia materna del gen para

el receptor de IGF-II sc transcribe (Filson ¥ ¢0l.,1993).
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Tabla 1. Organizacion del gen del IGF-I1 del raton

Namero Tamafio del exon Tamaiio del intron
de exon : (pb) : ' ‘ (Kb)

1 371,630,927 5.35

2 1,113 2.6

3 o3 1.95

4 163 1.13

5 139 0;24

6 3,281

Evolutivamente parcee probable que los 1IGF’s y 1a insulina se originaron a partir de

una molécula ancestral comun. Se¢ asume que una duplicacion génica originé las moléculas

de 1a proinsulina ¥ una moldécula primitiva de IGF y una duplicacién subscecuente formo al
IGF-1 v al IGF-11. Se¢ propone que la primera duplicacion ocurmid antes de 1a aparicion del
primer vertebrado (hace mas de 600 millones de afios) v 1a segunda duplicacion tuvo lugar

hace 300 millones de afios antes de los primeros mamiferos (Blundell y Humbel, 1980 v
Zapt'y Froesch. 1986 ).

b) Funciones

L.as acciones de los IGF's en una gran variedad de tipos ceclulares consisten en
estimular ¢l crecimiento v la diterenciacion. El higado e¢s la mayor fuente de 1GY's
circulantes ¢n ¢l humano, pero en ¢l raton adulto se mostré que este 6rgano no produce IGF-
IO (Stcmpicn v col..1986). Por otra parte, se picnsa que la produccion local es importante en
la regulacion del crecimicnto y difercnciacion en diterentes tejidos.  Los IGF's estan

presentes en ¢l torrente sanguineo v pucden detectarse también en el plasma.  Los patrones

de sintesis de estos péptidos, predicen que 1os niveles mas altos del IGE-I1 se encuentran en la
vida embrionaria » disminuyven despucds del nacimionto (Adams v col., 1983). La induccion
de la diterenciacion de las células del masculo esquelético in vitre por el suero, esta asociada
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con ¢l aumento del mensajero para cl IGF-11 y su receptor (Florini ¥ col.,, 1991). También se

ha propuesto quce los IGF's podrian funcionar como reguladores amtocrinos en el crecimiento

tumoral (Macaulay , 1992) a través de la induccion de la expresion de proto-oncogenes, 1os

cuales estan intimamente asociados a los procesos de proliferacion y diferenciacion celular
(Metriman y col., 1990).

El IGF-II sc expresa durante ¢l desarrollo embrionario de los mamiteros en una gran
variecdad de diferentes tejidos.  Sin embargo, su expresion persiste en el adulio solo en las
células epiteliales que delinean la corteza cerebral y en masculo estriado (Gray v col.. 1987 v

Haselbacher.y col.l 1985). Ademas, se han detectado varias formas de la proteina, gue

dificren por pocos aminoacidos, las cuales son ¢l resultado de cventos de regulacion

transcripcional y postranscripcional (Soares y col., 1985; Stylianopoulou vy col., 1988).

Recientemente, usando la técnica de RT-PCR, fuc posible demostrar la presencia de

trancritos para cl IGF-11 ¥ para su receptor en embriones de raton de 2 células (Hewyner v col..
1989).

Independicntemente, Lee ¥y sus colaboradores (1990) examinaron ¢l patron de
expresion del 1IGF-I1 en sceciones de raton de 4 a 8.5 d.g.. mediante la téenica de hibridacion
in situ. Ellos dctectaron transcritos en derivados del trofoectodermo después de la
implantacion: en el endodermo primitivo posterior a la formacion del saco vitelino v en el

mesodermo extracmbrionario. LLas scfiales detectadas propiamente en el embrion. sugieren

que corresponden a las células que daran origen al corazon, a las paredes laterales v ventrales
del intestino anterior ¥ se observo una sefial intensa de marcado en Ia cresta neural. El
anilisis inmunohistoquimico mostré 1a colocalizacidon de transcritos para este gen con la
prehormona ¥ su receptor y sugiere que esta correlacion es consistente con la hipotesis de Ia
accion autdcrina del IGF-II.

Onra caracteristica importante de estos factores es ¢l hecho de que no se encuentran
libres en ¢l plasma, sino asociados a un grupo cspecial de proteinas de unidn.

Al menos sc
han identificado 6 especics distintas de éstas, las cuales muestran patrones de expresion

dependientes del tejido v del estadio de desarrollo.  La funcion de éstas no ha sido totalmente

aclarada. /n virro, las proteinas de union pueden potenciar o inhibir la accidn bioldgica de los
1GF s libres, 1o cual sugicre que alguna de sus funciones podria ser restringir 1a disponibilidad
de los IGF’s activos e¢n la circulacidon o localmente dentro de los tejidos, hasta que el

complejo IGF-protcina de union sca separado (Elgin v col., 1987). Por otra parte, los IGF’s
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in virro, han mostrado ser mitégenos débiles cn sentido estricto; sin embargo. la importancia
biolégica del IGF-I1 para ¢l crecimiento de un organismo se evidencio mediante Ia
inactivacion genética de este gen en ¢l raton.  Estos animales mostraron un crecimiento letal y
postnatal reducido. asi como una masa corporal menor, comparada con aquela de los
animales controles.  El IGF-U juega un papecl importante en ¢l crecimicnto de los tejidos en
todo ¢l organismo ¢ indica que la accion de los factores de crecimicnto s mucho mas
compleja que lo que se deduce a partir del andlisis del crecimiento celular en cultivo
(PeChiara v col..1990).

Adams v colaboradores (1983) mostraron ue en cultivos de tibroblastos, Ia sintesis
del IGF-I es inducida por un lactogeno placentario y no por la hormona de crecimiento v
proponen que éste puede regular ¢l crecimiento fetal. Nientras que la sintesis de IGF-I en el
higado es regulada principalmente por la hormona dec crecimiento. s¢ desconoce(n) ol

mecanismo(s) regulador(es) de la expresion del IGF-11 en general (Adashi v col., 1985b).

c) Papel en la esteroidogénesis

En ¢l fluido folicular obtenido del medio de cultivo condicionado para las células de
la granulosa ¥ por el analisis de los niveles de mensajeros oviricos, se ha observado que
ambos IGF’s son sinictizados en ¢l ovario del cerdo (Hammond y col., 1991 ¥ Mondschein y
col.,, 1989). En cl humano, la localizacion de estos péptidos ¥y de sus transcritos ha mostrado
que ¢l IGF dominanic en ¢l ovario es el IGF-II (Ramasharma y Li, 1987 ¥ Voutilainen y»
Miller, 1987). En contraste, Oliver y colaboradores (1989) v Hemandez ¥y colaboradores
(1989), sugieren que en ¢l ovario de rata ¢l IGF-l ¢s ¢l dominante.

Por otra parte, en la cepa de raton B6.YPPM, Villalpando v sus colaboradores (1996)
encontraron trancritos para ¢l IGF-1 en el ovario normal (XX) desdc el dia 1 de nacimiento.
mientras que en ¢l ovario XY, ¢l mensajero para este gen se detecto hasta los 15 dip.p. La
proteina para IGF-I s¢ localizd en las células de 1a teca de todo el ovario XNX: en contraste,
ésta solo s¢ observd en las células de la teca de 1a corteza del ovario XY y en los cordones
medulares cstériles, la tincion fuc muy débil.

En ¢l humano se¢ demostréd que si se estimulan las células de granulosa con
gonadotropinas s¢ incrementan los mensajeros para IGF-II (Voutilainen y Miller, 1987).

Estas células, las células adrenales tetales y 1as células de la placenta, acumulan ¢l mensajero
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para este gen, asi como también transcritos para la enzima 20,22- desmolasa como respuesta
al AMPc y a las gonadotropinas, a través de mecanismos independientes de 1a hormona de
crecimiento, prolactina o de las hormonas esteroides. En contraste, 1o anterior no ocurre en
¢l testiculo fetal humano, aunque éste, al igual que ¢l ovario, contiecne cantidades
considerables de ARNm para IGF-II. Al incubar los testiculos fetales con ANMPc aumentan
los trancritos para las cnzimas 20,22-desmolasa y la 17a-hidroxilasa, pero no para IGE-11
(Voutilainen y Miller, 1988). La diversidad en 1a expresion de estos péptidos ¢n la génada de
las diferentes cspecies v bajo condiciones experimentales variables resulta sumamente
interesante, mientras que su importancia como reguladores en la fonmacion de la gonada no
se ha aclarado totabmente.

Las acciones de los IGF's y de la insulina en el ovario son también mediadas por los
receptores antes mencionados (Baranao y Hammond, 1984; Poretsky ¥ col.,, 1985 y Davoren
v col.,, 1986). El receptor tipo I es inducible por gonadotropinas y por esteroides gonadales,
por 1o que ¢s potencialmente un punto de control importante (Adashi ¥ col.,1986). Despuds
de unirse al receptor, los IGF's estimulan el crecimiento v la diferenciacion de las células del
ovario. El crecimiento predomina cuando estos péptidos se emplean solos o en combinacion
con otros factores de crecimiento mientras que en presencia de gonadotropinas o de AMPc,
predomina la diferenciacion celular (Hammond y English, 1987 y Hammond y col.,1989).

La insulina y los IGF"s potencian la diferenciacion de las células de la granulosa »
de la teca (Barbicri y col, 1986 y Cara y Rosenficld, 1988). El IGF-1 cstimula la
proliferacion de las céiulas de la granulosa en los bovinos; ambos IGF’s incrementan ia
incorporacion de timidina y promucven la secreciéon de progesterona en los cultivos de células
de la granulosa de los cerdos.  Flasta ¢l momento, la insulina y los IGF’s son aparentemente
esenciales para que s¢ leven a cabo las acciones de la FSH sobre las células de la granulosa
(Adashi y col..1985b y Hammond y col., 1989). Algunos eventos de la biosintesis de
esteroides posibilitados por cstos péptidos, incluyen la internalizacion y ¢l procesamiento de
las enzamas 20,22-desmolasa (Veldhuis, 1989) ¥y la aromatasa (Adashi y col,, 1985a;
Davoren y col., 1985 y Veldhuis, 1989). Baranao ¥ Hammond (1984) mostraron que los
efectos de los IGF s en la secrecidon de la progesterona son demostrables en conjunto con las

gonadotropinas.  En constraste. los ctectos en la sintesis de otros cesteroides han sido

22



probados en la ausencia de gonadotropinas. Asi mismo, la interaccion sinergistica de Jas

gonadotropinas v los IGF's fue observada (Hammond y col., 1991 y Veldhuis . 1989).

L.os efectos del IGEF-II sobre la proliferacion y la diferenciacion de las células de la
granulosa de cerdo y humano tucron estudiados en cultivo por Kamada » su grupo (1992).
Este péptido incrementa la secrecion basal de progesterona y estradiol por parte de este tipo
dependicnte 1y incorporacion de timidina tritiada asi como

celular y aumenta de mancera dosis
1a acumulacion de AMPc.  Estos autores sugieren que ¢l IGEF-II podria ser un estimulador

general de la proliteracion y la diferenciacion de las células de la granulosa ¥y que ¢ ANMPc

podria actuar como scgundo mensajero.
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

La diferenciacion sexual gonadal en los mamiferos es el resultado de un conjunto de

eventos morfogenéticos y bioquimicos, los cuales deben ocurrir de manera ordenada durante

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

gen Sry, ¢l cual aparentemente coditica para un factor de transcripcion que regula a su vez la
expresion de otros genes para dar como resultado la diferenciacion testicular completa, pero
ésta no s¢ ha explicado en su totalidad. Por otra parte, cuando ¢l cromosoma *Y" de la cepa
de ratén M. musculus domesticus se transficre a la cepa B6 la mitad de la progenie XY
forma exclusivamente ovotestlis y ovarios en la vida embrionaria. Una herramienta 0til para

identificar los genes que participan en la secuencia de eventos que conllevan a la

diferenciacion sexual gonadal, es ¢l andlisis genético-molecular de diferentes condiciones de

reversion sexual, como es ¢l caso del ovario B6.YP®™, En éste los ovocitos de la zona central

degeneran desde los 17 d.g. ¥ se ha propuesto que lo anterior ocurre debido a una falla en ¢l
ovario; como consccuencia, la hembra XY es estéril.. Asi mismo, se ha observado que los
factores de crecimicnto son reguladores clave de la embriogénesis vy funcionan como schiales
autdcrinas o paricrinas; sin embargo, s¢ ha estudiado poco su papel antes ¥ después de la
diferenciacion sexual de la gonada.  Se han identificado algunos reguladores intraovaricos,
como los factores de crecimiento semejantes a insulina. En la ctapa postnatal,
que la accidon

se ha pensado
local de los IGF's en ¢l ovario e¢s la de amplificar la accién de las
gonadotropinas permiticndo la sobrevivencia del foliculo hasta €l momento de la ovulacion.
Asi mismo, s¢ han detectado transcritos para el IGF-II y para su receptor en el ovario de
otras cspecics de mamiferos y su importancia s¢ ha evidenciado en el crecimicento ¥
diferenciacion de los diferentes tipos celulares que forman la gonada adulta.  Sin embargo, el
papel del IGEF-1 en ¢l desarrollo gonadal del embrion de ratéon no sc¢ ha estudiado. En base a
los antecedentes planteados  se decidio  estudiar la expresion  del IGF-I durante  la
morfogénesis gonadal del ratén B6.YPOM,

HIPOTESIS

El IGF-I1 podria participar en los procesos de proliferacion y diferenciacion de las células
somaticas cn ¢l desarrollo gonadal , asi como en el inicio de la formacién de los foliculos en
cl ovario XX y XY ¢n fasc cmbrionaria. Ademas podria scr uno de los genes cuya cxpresion

fuese modulada por diversos factores, como ¢l S en el ovario XY.
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1V. OBJETIVOS

1. Investigar si la expresion del ARNm del IGF-II cambia durante ¢l desarrollo embrionario
(10.5 a 16 d.g.). antes y después de que ocurra la diferenciacion sexual gonadal ¥ antes de
que cl ovario XY empicce a perder las células germinales primordiales.

2. Determinar si existe una relacion temporal en la expresion del tactor de crecimiento
semejante a insulina tipo 11 ¥ ¢l factor determinanie del testiculo S en las génadas

embrionarias del raton B6.YP9M_ desde los 10.5 alos 12 d.g.

3. Emplear como control ¢l gen (ue coditica para la proteina constitutiva Hprt.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

Todos los reactivos empleados tucron de grado analitico.

2. Animales

Se utilizaron ratones de la cepa B6.YP°M pertenecientes a 1a colonia de la Dra. Irma
Villalpando Fierro del Instituto de Investigaciones Biomeédicas de Ia UNAM. [os ratones se

mantuvicron bajo condiciones de luz-oscuridad en periodos de 12 horas (6 am. a 6 p.m.) Vv
fucron alimentados con Mouse Dict 5051 de Lab Diet (PMI Feeds Inc.). La temperatura

promedio fue de¢ 18% a 23° C.

3. Obtencion de los ratones B6. YP°M
Sc ransfirio ¢l cromosoma *Y” de ratéon de la especie Afus musculus poschiavinus

(POS) 0 Aus muscrlus domesticus (DONT) al genoma de la cepa de raton B6, empleando el
Los individuos de éstas fueron
yros

método dec retrocruza tradicional, hasta la generacién 57.

designados como B6. Y™ 0 B6.Y"?%, En cada jaula se colocé un macho B6. con tres

hembras de la cepa B6, de 5 a 7 semanas post partum.

Los ovarios XX se emplcaron como controles. debido a que su desarrollo es igual al

de los ovarios XX de la cepa B6.

4. Determinacion de la edad de gestacion
El d.g. s¢ establecio por la presencia de tapones de copulacion y el (lié t:ﬁ que se
visualizé éste se¢ consideré como dia cero de gestacién.,  l.as hembras prefadas fueron
sacrificadas por dislocacion cervical, después se Ies aplico en ¢l abdomen una solucion de
benzal:ctanol (1:1) ¥y sc realizo rapidamente un corte en V7 para extraer los embriones

(Esquema 3-a). Estos s¢ colocaron ¢n una caja de Petri estéril con medio MEM (Medio

minimo esencial de¢ GIBCO) pH = 7.0.
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A cada embridn se le practicd un corte diagonal que abarcéd la region media caudal
de tal manera que se expusicra ¢l sistema urogenital (Esquema 2-b).  Posteriormente, sc
aislaron los complcjos urogenitales (conjunto de células que formaran la génada unido al
mesonetros) de embriones de 10.5 a 12 d.g. y las génadas de aquellos de 14 v 16 dg. (Figui’a
3). Los tejidos tucron congelados a -70°C (1 a 4 meses) hasta la extraccion del ARN total.
El estadio de desarollo de los embriones se confirmo emplecando el criterio de desarrolio del

miembro (posterior) cstablecido por NMcl.aren ¥ Buchr (1990).

Esquema 3. a) Hembra B6 mostrando la cavidad abdominal donde se¢ encuentran los
embriones y b) Embrién de la cepa B6.Y "™ seiialando la ubicaciéon dorsal de la gonada y el

mesonefros adyacente (flecha).
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Esquema 4. Desarrollo del tracto reproductor de los roedores.
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5. Identificacion del sex6 genético de los embriones

2 g~
a) Marcado de 1a sonda del cromosoma “Y™"™ con P*?_dATP

Se¢ marcaron 300 ng de¢ la sonda 145S8CS, dirigida contra secucncias repetidas
especificas del cromosoma V™ (Nishioka y Lamothe, 1986 v Nishioka, 1988), por ¢l método
de Random Primers segin ¢l protocolo recomendado por GIBCO BRILI.. La sonda se
desnaturalizé en bafio de Maria por 5 minutos y s¢ enirid inmediatamente en hiclo.  Se
15 ul del
amoniguador de Random Primers, 5 pl (aproximadamente 50 puCi) de dATP(-F*?) v agua

destilada para llevar a un volumen total de 49 ul; se mezcld brevemente.

adicionaron sccuencialmente: 2 pl de la solucion de dCTP, dGTP, 41TP,

Se agrego 1 ul del
fragmento Klenow, se agité brevemente v se incubd a temperatura ambiente, 2 horas. l.a
reaccion se detuvo con 5 pd del amortiguador de paro.

1.a radioactividad incorporada, representada por el niimero de cuentas por minuto sc

determind con un contador de centellco liquido (Technical Associates, modelo PUG 1AB).
En 158 ul se detectaban de 20 a 30 x 10° c¢pm, aproximadamente.

b) Prehibridacion

Se¢ preparon membranas (Gene Screen Plus Hybridization Transfer nyvlon
membrancs, cargadas positivamente) con el extracto de higado de cada embridn de ratéon
B6.YP°™ parcialmente digerido con SIS al 10% vy proteinasa K (degrada proteinas). Se
homecaron al vacio 2 horas. a 80°C, sc¢ desnaturalizaron con una solucion de NaOH 0.4N v
NaCl 0.5M durantc 60 minutos v s¢ ncutralizaron con TRIS 1N pH= 7.0, 60 minutos a

temperatura ambiente. Las membranas se sccaron completamente bajo una campana de

extraccion sobre una superticic limpia v se prehibridd en una solucion de hibridacion que
contienc formamida al 50%o, sullato de dextran al 2596, NaCl 1M ¥y SDS al 0.5%. Se
agregaron 0.2 ml a cada 10 ml de la sotucion de hibridacion de ADN de esperma de salmén

(10 mg/ml , desnaturalizado previamente a 95° C. 10 minutos). Se incubaron 18 horas a

42°C dentro de bolsas sclladas contenidas en recipientes de lucita. debidamente identificadas.
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c) Hibridacion

Se desnaturalizé la sonda marcada en bafio Maria a 95°C 10 minutos y sc entiio
inmediatamente en hiclo. Por cada 10 mil de’ solucion de hibridacion se afadicron
aproximadamente 1x10°cpm. Se incubé por 18 horas a 42°C ¢n bolsas de plastico selladas y
ctiquetadas dentro de recipientes de lucita. Se lavo dos veces con SS5C INXN vy SIDS al 0.5%
(Sambrook v col., 1989) a 60°C durante 25 minutos. Se¢ wverificd con un contador de

centelleo manual la presencia de radioactividad.

d) Autoradiografia

Las membranas se expusieron a una pelicula (KODAK, X-OMAT, XK-1) dentro
de un casscette para autoradiografia. utilizando dos pantallas intensificadoras de DuPont y sc¢
incubaron un dia a -70°C. Las autoradiogratias se revelaron empleando un revelador de
KODAK (D-19) 5 minutos, sc lavaron con agua corriente 5 minutos y se fijaron con un

fijador rapido de¢ la misma casa fotogratica, 5 minutos.

S. Obtencion del ARN total

Se empled la técnica de extraccion de ARN total con tiocianato de guanidina
reportada por Chomecezynski v Sacchi (1987). Los tejidos se homogenizaron con 100 ul de
la solucion “ID". Posteriomente, se adicionaron los siguientes reactivos de manera secuencial
por cada par dec gonadas: 10 ul de acetato de sodio 2M pH= 4.0; 100 ul de fenol saturado
con agua v 20 ul de una solucion de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1). Después de
agregar cada uno s mevelo ligeramente en un vortex 10 segundos v se incubd a 4°C durante
15 minutos.

Los tubos sc centrifugaron a 14,000 pm, 20 minutos a 4°C e¢n una centrifuga
Eppendorf modelo 5402. Sc transfirio la fase acuosa a tubos Eppcndort en frio y se
adicionaron 100 pul de isopropanol (-20°C). Despudés de agitar cada muestra 10 segundos
con la mano, se¢ precipité a -20°C una hora 6 a -70°C media hora. Se centrifugd bajo las
condicioncs anteriores y el boton obtenido se resuspendié en 30 ul de la solucidon “D™.  Se
agregd ¢l mismo volumen de isopropanol y se precipitdéd como se menciond anteriormente.

Los tubos se centrifugaron nucvamente v se decanté ¢l sobrenadante. Sc Iavo con 100 wd de
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etanol al 75% (-20°C) y se¢ centrifugdé 10 minutos.

Se repitio una vez mas el lavado v
cuando fuc necesario, dos veces.

I.as mucestras s¢ colocaron en un desccador media hora a
temperatura ambiente o a -20°C, toda la noche. El ARN total de cada tubo sc resuspendio
en 3l de agua estéril filtrada tratada con DEPC  y sc almacend a -70°C (12 a 24 horas).

Para amplificar los ARNm del IGEF-11, utilizamos ¢l ARN total extraido de un par de
complejos urogenitales o de gonadas (sepgin la edad) y para ampliticar ¢l ARNm dol S
empleamos ¢l ARN total de grupos de 6 pares de complgjos urogenitales o de gonadas
(Koopman v col.. 1991).

Para corroborar la técnica de RCP-TR usamos ¢l ARN total de un par de complejos
urogenitales (11.5 d.g.) o gonadas (16 d.g.) de ambos sexos gendticos, pars ampliticar ¢l
ARNmM de la enzima constitutiva Hipoxantina (guanina)-fosforribosil-transferasa (Hprt). Esta
proteina participa en la recuperacion de las purinas libres en los vertebrados, las cuales son
reutilizadas en la biosintesis de los nucledtidos y de los acidos nucleicos (Francke v Taggart,
1980; Nelton ¥ col., 1981: Nelton v col., 1984).

7. Reaccion en cadena de Ia polimerasa

#) Sintesis de oligonucleotidos

Todos los oligonucleotidos tuceron sintetizados por la Unidad de  Andlisis v

Aminoacidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAN.

Los oligonucledtidos que ecmplecamos para analizar 1la expresion del ARNm del IGF-
I se disefiaron de acucerdo al AIDNc de raton correspondientes al IGEF-II. Utilizamos dos
grupos dec oligonucleotidos para la RCP-TR, los cuales denominamos para mayor claridad
como: IGF-II-A ¢ IGF-I-B (Esquema 35). Cada par ticne 18 pb y delimitan, respectivamente,
un fragmento de 429 pb y uno de 153 pb (Stempien y col.,, 1986):
IGF-IO-A:
(Sentido) 5°-3°
ATG-TTG-GTG-CTT-CTC-ATC
(Antisentido) 5°-3"
CTC-TCT-GAA-CTC-TTT-GAG

31



IGF-II-B:
(Sentido) 5°-3°
GGA-GGG-GAG-CTT-GTT-GAC
(Antisentido) $'-3°
ACA-GTA-TGT-CTC-CAG-GAG
Para ¢l gen Srv los oligonucleotidos empleados se sintetizaron de acuerdo  a los
usados por Gubbay y colaboradores (1990):
(Sentido) 5°-3°
CTG-GTG-ACA-ATT-GTC-TAG-AG
(Antisentido) 5°-3°
TGT-GGG-TTC-CTG-TCC-CAC-TG
Para la enzima Hprt los oligonucledtidos se elaboraron en base a los utilizados por
Lee y Taketo (1994):
(Sentido) 5°-3”
CCT-GCT-GGA-TTA-CAT-TAA~-AGC-ACT-G
(Antisentido) 5'-3"
GTC-AAG-GGC-ATA-TCC-AAC-AAC-AAA-C
El tamafio esperado producido por la amplificacion por la reaccion en
cadena de la polimerasa para ¢l Srv fue de 349 pb y para la Fiprt fuc de 352 pb.
Para cada cdad y sexo sc realizaron tres repeticiones como minimo. con respecto a
ambas formas del IGF-1I ¥ a la enzima Hprt. Para ¢l gen Sme, se realizo solamente una
repeticion para cada cdad, debido a que su expresion tue previamente publicada en la cepa

B6.YP°M (Lee y Takelo, 1994).

b)) Elaboracion del ADNc con transcriptasa reversa
El ARN 1otal sc desnaturalizo 5 minutos a 99° C en un termociclador marca Perkin
Elmer Cetus (modelo 9600) y s¢ colocod 10 minutos a 4° C. Se prepard una mezcla maestra
que  contenia 4 ul de solucion de MgCl;, 2 ul de amortiguador I PCR 10X, 2 ul de cada
solucion de A(NTP's) (AGTP, dATP. dTTP, dCTP), 1 ul del inhibidor de RNAsas v 1 ul de
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agua-DEPC al tubo control y 1 ul de la enzima transcriptasa reversa al tubo experimental.  El
volumen final por tubo fuc de 20 pl.

Sc incubd en un termociclador marca Perkin Elmer Cetus, modelo 9600 con un
ciclo de 10 minutos a 25°C. 60 minutos a 42°C 'y 5 minutos a 99°C. Posteriormente los

tubos sec colocaron a 4° C.

c) Amplificacion en cadena de Ia polimerasa
Este proceso consta de tres eventos fundamentales:
1. La desnaturalizacion a 94°C.
2. El alineamiento de los oligonucledtidos sintéticos iniciadores en cada una de las
hebras (en direccion 3" - 5°) a S5°C. '
3. La extension o sintesis de AIDNe a 72°C.

El conjunto de estos tres, constituye un ciclo de reapci()n.‘ Posteriormente,  s¢
realizaron 29 ciclos mas. Cada ciclo genera un cierto nimero de copias iguales al ADN que
delimita cada oligonucledtido iniciador. las cuales son los siguientes moldes para formar
nucvas copias (Erlich, 1991).

Para ampliticar cada segmento, se agrego a cada tubo una mezcla de 4l de la
solucion de MgCl,, 8 ul del amortiguador I PCR 10X, 0.5 ul de la enzima Tagq ADN
Polimerasa, un volumen correspondiente a 40 picomoles de cada oligonucleotido sintético y
un volumen de agua~-IDEPC para alcanzar un volumen final de reaccion que, junto con los 20

pl iniciales de ADNCc, es igual a 100 pl.
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IGF-l

Py P Ps

—
I
—t— —

I 1
‘v, > 1 2 3
8
Fragmento A 153 pb
5°
EXON 4
Tyr Gly Pro Gly Glu Thr Leu Cys| Gly Gly Glu LeuVal Asp
TAC GGC CCC GGA GAG ACT CTG TGC|GGA GGG GAG CTT GI1T GAC
100 pio senticlo EXON &
Lleu Lteuy Glu Thr TyrCys] Ala  Thr Prc
CTC CTG GAG ACA TAC TGTIGCC ACC CCC
T i
anfisentido o5 po
3°
Fragmento B 429 pb
5
EXON 4
Met Gly Ke Pro Val Gly Lys Ser et Leu Val Lteu Leu lle
ATG GGG ATC CCA GTG GGG AAG TCG|ATG TIG GTC CTT CTC ATC |
T <
100 sentficle EXON 6
Leu Lys Glu Phe Arg Glu | Ala Lys Aig
(.?TC ALA GAG TIC AGA GA(;[GCC AAA CGT
antisentido 147 po

3
Esquema 5.-  Disefio de los oligonucledtidos para ¢l IGF-II. Las flechas
enmarcan las 18 bascs que constituyven cada oligonucledtido. Se inica la
posicion de las bases en 1os respectivos exonces.
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d) Visualizacion de los productos amplificados

Para determinar la presencia de los productos amplificados se prcpar’:ron geles de
agarosa al 2% con amortiguador TBE 1X, pH= 8.0.
molccular pBR 32

Se empled . cl marcador de’ peso
2 digerido con la enzima Hinf-1, del cual se tomaron 6 p.l v se mezclaron

con 12 ul de un amortiguador de carga. De esta mezela se tomaron 7 p]_ "scu aphcaron al
pozo del gel. R S

De cada wbo sc tomaron 10 ud del producto de ta amphhcacnon Y se mc;claron con

5 |l dc amortiguador de carga y se colocd en cl pozo del gel.. Se reahzo u.na electroforcsm

agregando amortiguador TBE 1X pll= 8.0 a 100 volts, 2 horas a tcmpt.ratura ambxcmc
Cada gel se i con una solucion de bromuro de etidio al 0.8%0 en agua dcsu]ad:l dulamc 10
minutos. Sec lavo con agua destilada brevemente v los productos amplificados se \1su.|h/;u_'on

en un transiluminador de luz ultravioleta marca Sigma (modelo T1202).
¢) Forografias

Los geles se totogratiaron con un Foto/Eclipse (FOTODYNE) y‘s:: imprixnicfon en

papel térmico para la impresora Mitsubishi copy processor V.C.P. P67V modelo K65H.
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Vi. RESULTADOS

1. Deteccion del sexo cromosémico
Las membranas empleadas en la téenica de hibridacion en punto para  determinar ¢l
sexo gendético de los embriones, permiticron identificar a los embriones XY con claridad de

mancra rapida (24 horas) (IFFigura 1).

Figura 1. Sc muestra. una membrana de hibridacion cn la que los puntos oscuros

corresponden-al . extracto higado de los individuos XY y los espacios en blance que

permanecicron sin seftal, a los embriones XX
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2. KExpresion del ARNm para IGF- 11

a) IGF-1-A
En los cmbriones NN, s¢ detectd €l ARNm para ¢l IGF-1I-A desde los 10.5 d.g.
(eresta urogenital). - A la edad de 11 d.g., en 1a gonada indiferenciada XX, 1a banda para cste
ARNMmM e¢s menos intensa que aquellas de las demas edades estudiadas.  En los individuos
XYL la expresion del IGEF-1I-A sc inicio tambicén a los 10.5 d.g. (cresta urogenital). pero no se

detecto a la edad de 11 d.g. (ponada inditerenciada) (Figura 2).

1008 g

Figura 2 Pertil clectrotorctico del AINCe correspondiente al ARNm del IGE-T1-A en la

Ia (11 Jdg). de los embriones

cresta urogenital (1005 d.g) v en la gonada indiferencic
B6.YPYM, XN M XY, T.a banda de 329 pb (tlecha) corresponde al transerito del IGEF-11-A
amplificado. T.os sexos v las edades de los embriones se muestran en la parte superior de la
figura. Ll experimento control s¢omuestra con signo (=) (sin transcriptasa reversa) v el signo

( ) se refiere al tejido experimental (con transcriptasa reversa).



En la génada indiferenciada XX de 11.5 d.g., se¢ observé Ia banda cormrespondicnte
al ARNm del IGF-II-A ¥, ¢n ¢l ovario XX de 12 d.g. sc detectd una banda muy intensa para
este mensajero. - En los individuos XY, la expresion del ARNm para ¢l IGF-H-A, sc inicid
nuevamente, en la gonada indiferenciada de 11.5 d.g. ¥ la expresion continué en los ovarios
XY dc 12 d.g. (Figura 3).

16 Nipn

Figura 3. Electrotoresis del ATINC corvespondiente al ARNm del IGF-II-A en la gonada

indiferenciada (11,5 d.g.) ¥ en las gonadas de 12 d.g.. de los embriones XN y NY B6.YPM,
l.os sexos v las edades de los embriones se indican en la figura. L.as bandas de 429 pb v de
3532 pb (Llechas) corresponden al JGEF-1I-A » a la enzima Hpit, respectivamente. Ll
experimento control s¢ muestra con signo (=) (sin transcriptasa reversa) v ol signo (4) se

)).

refiere al experimental (con transcriptasa reve
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En los ovarios XX de 14 d.g. 1la banda que corresponde al ARNm del IGF-TI-A cs
tenue, pero la expresion de cste transerito en ¢l ovario XX continiia hasta los 16 d.g. En los
ovarios XX ¥ XY de 14 ¥ 16 d.g., se observo Ia banda para IGF-II-A 'y aparentemente  no

hay ninguna variacidn en la intensidad de las bandas (Figura 4).

Figura 4. S¢ muestra ¢l ADDNC correspondiente al ARNm del IGF-1I-A en las gonadas de 14
v 16 d.g.. NN v NY de los embriones 136.Y"™. Los sexos y las edades de los embriones sc
mucstran on la parte superior de la tigura, Kl peso molecular del IGF-II-A es de 429 pb y el
de Ia enzima Liprt es de 352 pb (tlechas). Il igjido control se mucstra con signo (<) (sin

FeVOeTst).
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by IGEF-LLI-13
Lo presencia Jdel ARNm para ¢f IGE-1I-13 s¢ observd en embriones XX y XY desde
los 10.5 d.g. (cresta urogenital) v en las gonadas inditerenciadas de 11 d.g.. (Figuras 5). No

s observo ninguna variacion con respecio a la intensidad de las bandas en este periodo.

105 dg
ANAN NY

Figura 3. Perfil clectrotordético del AIDNe correspondiente al ARNm det 1GEF-1II-B3 ¢en la
cresta urogenital (10.5 d.g.) v en la gonada inditerenciada (11 d.g.), de los embriones XX v
XY de 1a cepa B6.YP"™M, Los sexos v las edades de los embriones se¢ muestran en la parte
superior de la figura.  Este transcrito ticne un peso molecular de 153 pb (flecha). El
experimento control s¢ mucstra con signo (=) (sin transcriptasa reversa) v ¢l signo (+) sc

reficre ol tejido experimental (con transcriptasa reversa).
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En las gonadas indiferenciadas de 115 dog. de los embriones XX se detectd la
expresion del ARNm del IGE-11-13 ¥ en los ovarios XX de 12 d.g., 1a banda correspondiente
a este transcrito fuc mas tenuc. in las gonadas inditerenciadas XY de 11.5 d.g., se observo
que I banda correspondiente al ARNm para ¢l IGEF-1I-13 ¢s menos intensa que aquella banda

detectada en los ovarios NY de 12 dog. (Figura 6).

Figura 6. Electrotoresis del ADNe comrespondicnte al ARNm del IGF-1I-B en la génada
indiferenciada (11.5 d.g.) ¥ cn las gonadas de 12 d.g.. de los embriones XX ¥ XY de [a cepa
B6.YPPM, I.os sexos v las edades de los ecmbiriones se indican en la parte supcrior de la
tigura. Las bandas de 153 pb corresponden al ARNm del IGF-1I-B (tlecha). El experimento
control sc mucstra con signo (<) (sin transcriptasa reversa) v el signo (+) se refiere al

experimental (con transcriptasa reversa).
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Iin los ovarios XX de 14 d.g., sc observo la banda correspondicnte al IGF-11-B » su
intensidad tue mayor que la de la banda para los ovarios NN de 16 d.g. En los ovarios XY,
detectamos la banda correspondiente al ARNm . del IGEF-I1-13 a los 14 d.g.; sin cmbargo la

intesidad de la banda para este transcrito, tuc mayor alos 16 d.g. (Figura 7).

Pertil clectroforético del ADNe corvespondiente al ARNm del IGF-1I-13. en los
Los sexos ¥ las edades se
El

Figura 7.
ovarios XX y NY de 14 v 16 d.g., de la cepa de raton 36, YVOM,
muestran cn la figura. El peso molecular del trascrito para IGEF-I1-13 ¢s de 153 pb (flecha).

tejido control sc mucstra con signo (=) (sin transcriptasa reversa) v ¢l signo (+) se refiere al

tejido experimental (con transcriptasa reversa).
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3) Expresion del Sry
En los embriones B6, Y™ 1o wanscripeion para este gen sc inicio a los 10,5 dg. v
fue uniforme hasta los 11.5 dg.  Fn las gomadas de 12 dg. no sce identilico cste ARNmM

(Figura 8).

105dg 11 dg

115dg 1

Figura 8. Elcctroforesis del ADNC correspondicente al ARNm del sy, en los complejo .
urogenitales de 10.5 dog.. v on las gonadas inditerenciadas de 110 115 v 12 dlg.. de los
embriones XY de la cepa BV Este transcrito ticne un peso molecular 349 ph (tlecha).
I.as cdades se indican en la parte superior de fa figura.  El control sc omuestra con signo (=)

(sin transcriptasa reversa) v el signo (+) se reficre al experimental (con transcriptasa reversa).

4) E;presién de Ta enzima llprt
Se evalud la'transcripcion de esta enzima en las edades de 11,5 v 16 d.g. v para
ambos sexos se detectd el ‘trnncl;ito;’sin cmbargo, la intensidad de 1a banda observada en los
cmbriones de 16 d.g. {uc mcno_i' en ambos sexos (Figuras 2y 3).
Los pesos molcculares para - los cuatro mensajeros cstudiados, corresponden a los
publicados y mencionados anteriormente ( Meclton y col., 1984 para la Hprt: Stempien y col..

1986 para cl IGF-II-A ¢ IGF-1I-B y Gubbay y col., 1990 para cl Siy).
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VIL. DISCUSION

Durante el periodo estudiado (10.5 a 16 d.g.), ocurren eventos morfo-fisiologicos ¥
genéticos esenciales que conllevan a la diferenciacion sexual de la génada del ratéon. Durante
la diferenciacion, la produccion de diferentes grupos de proteinas por diferentes tipos
celulares en ¢l ticmpo ¢s muy importante. Nuestros resultados muestran ue probablemente

existen dos formas del ARNm maduro para IGF-II, las cuales denominamos como ARNm
para IGF-II-A y ARNm para IGF-II-B.

En cucariontes., la expresion diferencial de genes puede ser modificada a nivel de
transcripcion, traduccion, modificaciones en las proteinas. y ademis al nivel del
¥ del transporte del AR.Nm‘maduro. La regulacion de la
expresion génica a este ultimo nivel es crucial para el desarrollo embrionanio. Las diferentes
células pﬁcdcn proccsar <l mismo ARNhn de distintas formas, creando asi  distintas

poblaciones de ARNMmM maduros citoplasmicos (Gilbert, 1994).

procesamiento del ARNhn

La mayoria de las unidades de transcripcion en los eucariontes estan compucestas de

secuencias codificadoras para un péptido, 0 exones que se encucntras interrumpidas por una

© mas secuencias no coditicadoras o intrones. La maduracion del ARNmM o splicing, s un

proceso que comprende una seric de reacciones de corte y union que resulta en la escicion

precisa de los intrones del ARNhn v ¢l empalme de los exones adyacentes para generar el
ARNmM maduro. Sc¢ han propucsto varias teorias para explicar ¢l significado funcional v

evolutivo de los intronces, pero se ticnen muchas preguntas sin respuestas. Sin embargo. es
claro que este proceso es esencial en la expresion geénica de los cucariontes y como se
menciond anteriormente, cn algunos casos la maduracion alternativa del ARNm puede
regular 1a expresion diferencial de genes (IMames, 1990).

Aunque ¢n este trabajo encontramos dos especies distintas del ARNm maduro del
IGF-II, no sabemos ahora si estos mensajeros se generan por un mecanismo de maduracion

alternativa ni tagppoco si s¢ estan empleando promotores distintos a los ya descritos (Rotwein
y Hall, 1990).

El siguicnte paso ¢s verificar a través de analisis de secuencias nuestros
resultados.

Si éstos sc corroboran, tendriamos que disefiar otros grupos de oligonucledtidos

57 ¥ 3% que abarquen difercntes tragmentos del ARNin para 1GF-I1, asi como investigar qué
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otro tipo de elementos reguladores de la transcripeidon y la maduracion del ARNm participan
en cste proceso.

Se sabe que en los mamiferos ¢l locus para IGF-II es muy complicado y una
wvaricdad de transcritos son producidos por distintos promotores, procesos alternativos de
empalme dc cxoncs, cortes en los ARNm y sitios de poliadenilacion (Stempien v col.,, 1986 y
Gray ¥ col., 1987). El ARNm del IGF-II de raton sc ha analizado cuidadosmimente; tres
exones lider 37, se encuentran unidos alternativamente a los exones codificadores comunes
(Rotwein y Hall, 1990). Estas tres formas de ARNm para el IGF-II, se han localizado en ¢l
higado del recien nacido, placenta corioalantoidea, saco vitelino y ¢mbrion, desde los 9.5
d.g.: sin embargo no sc¢ analizé por separado cada organo (Newell ¥ col, 1994). Durante ¢l
desarrollo cmbrionano tcmprano del ratdén, la distribucion de los transcritos de IGF-TT
coincide con la distribucion intracelular de 1a proteina IGF-I1 (LLec v col., 1990) por lo que se¢
ha pensado que la regulacion postranscripcional, no regula los sitios de sintesis de csta
proteina. Sin embargo, la expresion del 1GF-II humano se ha examinado en varios tejidos
fetales ¥y adultos asi como ¢n tumores ¥ s¢ ha visto que hay diterencias en ¢l tamajio de los
ARNmMm lo cual implica que la maduracion altermativa puede ser un mecanismo que regule la
expresion del IGF-1I (Stempien v col.,1986). Es factible que nuestras observaciones con
respecto a la variacion en la intensidad de las bandas durante ¢l desarrollo gonadal en ambos
sexos. refleje la mancra ¢n que son  reguladas y utilizadas las dos formas de los ARNm
maduros del IGF-II.  Asi mismo, es posible que ¢l ARNm del IGF-II-A en las goénadas
indifcrenciadas XY de 11 d.g., esté sujecto a cambios ocasionados por eventos de regulacion
de la expresion génica a varios niveles.

La clecccion de sitios alternativos de corte en los ARNhn puede ser regulada de
manera tejido-especifica y/o ticmpo-especitica, de tal manera que seria consccuencia de la
accion dc factores extermos expresados diferencialmente.  LLa expresion espacio-temporal del
ARNhAn producido por maduraciéon alternativa pucde ser regulada  a nivel de la estabilidad
del ARNm o a nivel de la cleccion del sitio de corte.  En ¢l primer caso, todas las versiones
del ARNhn gencradas por maduracion alternativa serian constitutivas, pero algunas  se
degradarian répidamc;ltc con nuclcasas cspecificas cuya expresion o actividad esté sujeta a
su vez a mecanismos de regulacion. En el segundo caso, podrian existir reguladores positivos

o negativos que modulen la atinidad de un tactor general de la maduracion del ARNm para
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los sitios altermativos de corte o podrian existir factores cspecializados (ue reconocicran
directamente los sitios relevantes de corte.  Otra posibilidad es que cstos ultimos factores
organizaran ¢l ARNhn de tal mancra que se favoreciera la utilizacién de un grupo particular
de sitios de corte (Hames, 1990). i ’ i

LLa expresion dc gencs sujetos la maduracidon alternativa implica la utilizacion de
diferentes sitios de corte 5° 6 3° cn varias combinaciones (Leff vy col., 1986). Ademas de
generar los  diferentes  péptidos  producidos  por células  diferenciadas, el proceso  de
maduracion altermativo es empleado por eventos tempranos de diferenciacion en el desarrollo
embrionario que determinan ¢l tipo celular. Por ejemplo, estudios recienies han demostrado
que este mecansimo de procesamicento diferencial del ARNhn tiene un papel importante en la
determinacion del sexo fenotipico en Drosophila (Baker y col.,, 1987). Durante ¢l periodo
de larva ¢l gen rra sintetiza activamente un transcrito que es procesado hacia un ARNm
genecral (encontrado en hambras ¥y machos) o como un ARNm femenino-especitico. Solo las
hembras contienen este mensajero producido por maduracion altermmativa. Aparentemente,
csta maduracion alternativa femenina del gen tra surge de la competencia de dos posibles
sitios 37 (aceptores) de corte en ¢l intron.  Se ha propuesto que esta competencia es alterada
por la presencia o ausencia del producto funcional del gen Sex-lerhal. Posiblemente el

producto del gen Sex-lethal controla cual de los 2 sitios 3° de corte es empleado (Gilbert,
1994).

Asi mismo. diferentes estudios genéticos han mostrado que los tactores que
constituyen la maquinaria de transcripcion forman una red interdependiente, cuya operacion
dirige ¢l desarvollo embrionario de manera ordenada. Ademas, ¢l gran niumero de intrones de
los ARNhn y la falta de conservacion en sus secuencias internas sugicren que algunos
factores extermos, son los responsables de preparar ¢l ARNhn para la scleccion correcta de
sitios de corte ¥ empalme (Hames, 1990). Probablemente varios factores de transcripceion
podrian modular ¢l proceso de maduracion alternativa del IGF-11I.  En el caso de los
individuos XY el gen determinante del testiculo, Srv, inicia su expresion al mismo ticmpo que
el IGF-1I ¢n los complejos urogenitales XY de 10.5 d.g.. Seria factible pensar quc este gen

modula la maduracion del IGE-I1 de manera alternativa. Para afirmar lo anterior y saber si

existe alguna interrelacion entre ambos genes se podria empezar por investigar la expresion

del IGF-TT durante la diferenciacion sexual de la cepa normal B6 y comparar con los
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resultados obtenidos para la cepa B6.Y"™.  Sc ha visto que ¢l Sm* sc une a secuencias
especificas del AIDN y se ha propucsto que induce o inhibe Ia transcripcion de ouros loci.
(Haqgq ¥ col. 1993 para ¢l MIS y la P3450arom y Kent y col., 1996 para ¢l Sox¥). Ademas al
unirse al ADN provoca un giro, lo cual podria facilitar la interaccién con otros tactores
unidos a sitios adyacentcs o pcrmitir la interacién de potenciadores distantes, con la
maquinaria basica de transcripcion. Contrariamente, una distorsion severa en ¢l ADN
prevendria la unién de otros factores a sitios adyacentes (Pevny vy Lovell-Badge, 1997).
También seria interesante estudiar si existe interrelacion con otros genes importantes ¢n la
diferenciacion sexual de la génada del raton normal e investigar su papel en la reversion
sexual del B6.YP°™,  Entre ellos se encuentra el factor csteroidogénico 1 (SF-1) ¢l cual
regula la expresion del MIS vy de algunas cnzimas esteroidogénicas en ¢l embridon de ratéon y
su delecion provoca que no se diferencie el testiculo (Ikeda y col., 1994 ¥ LLuo y col., 1994).
Asi mismo, el gen Sox¢ participa en el desarrotlo del testiculo del ratdon v del pollo (Kent v
col., 1996).

Por otra parte, se¢ ha propucsto que ¢l lactéogeno placentario regula la expresion del
IGF-II en cultivos de tibroblastos (Adams v col,, 1983); sin embargo, no se ha estudiado el
papel de éste durante el desarrollo de la gdnada. Para estudiar lo anterior, se podrian realizar
cultivos de los complcjos urogenitales ¥ goénadas en un medio suplementado con 1GF-II, con
y sin el lactogeno placentario ¥ observar los cambios en la produccion del IGF-II. por

radioinmunoensayo.
Posibles funcrones del IGF-1I en ¢l ovario XX y en ¢l ovario X'l

En la presente investigacion detectamos el ARNm para ¢l IGF-II-A vy el ARNm para
¢l IGF-II-B cn los complejos urogenitales y en las génadas embrionarias de’ los ratones. XX
de la cepa B6.YPM, desde los 10.5 hasta los 16 d.g. Cuando las CGP’'s Hegan a Ia crest
urogenital, continuan su divisiOn ¥y como consecuencia, su nimero aumenta localmente. La
llegada de estas células coincide con ¢l comienzo de una intensa proliferaciéon por parte de las
células mescenquimatosas que forman el blastema gonadal. A pesar, de que el origen de las
células somaticas gonadales no s¢ conoce con precision, la primera sefial de su actividad es

una proliferacion intensa y constante, asociada al proceso invasivo. La gonada indiferenciada
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posec clementos cstromaticos y vasculares (Merchant-Larios y ¢ol,1993) v carcce de

componentes nerviosos evidentes (Zamboni, 1989).  La presencia temprana de los ARNm

det IGF-1I sugicren que podria participar como un factor mitogénico, tanto ¢n las CG's como
en las somadticas que forman la cresta urogenital (10.5 d.g.) ¥y durante ¢l establecimiento de la
gdénada indiferenciada (de los 11 a los 12 d.g.) va que se ha propucsio un papel importante
del IGF-O, como un factor quc controla la proliferacion y posiblemente la diterenciacion de

algunos organos ¢n ¢l embridn de ratén (DeChiara v col., 1990).

Por otra parte, se conoce muy poco acerca de los tactores locales que controlan la
diferenciacion temprana del ovario y ¢l inicio de la toliculogénesis en la vida embrionaria del

raton y en los mamiferos en gencral.  El desarrollo del ovario ¢s un proceso gradual que

comicnza con la aparicion de clementos estromaticos y capilares en ¢l margen dorsal de la

gonada. Estos se organizan en cordones de tejido estromatico 'y capilar y penctran al

blastema gonadal en sentido dorso-ventral, Como resultado se forma un sistema ramificado

de cordones ovaricos interconectados y conforme las CGP's son incorporadas a estos
cordones, cstas células comienzan a dilerenciarse a través de un  proceso llamado
foliculogénesis (Merchant-Larios, 1978 ¥ Zamboni. 1989). Durante la primera fase de éste.
las ovogonias inician un periodo de intensa actividad mitotica, en el cual la division del niacleo
no es seguida de¢ la division citoplasmica y como consccuencia.  se forman sincicios de
ovogonias. Dentro de éstos hay tlujo de organclos ¢ informacion y por consiguiente, la
maduracion de las CG's de cada sincicio, ocurre de manera sincronica al menos por un
tiecmpo. Los conjuntos de ovogonias continian con ¢l proceso de mitosis v juntas inician la

profase dec la primera division meidtica (13.5 a 15 d.g.) la cual cs posteriormente

interrumpida en el estadio dipldéteno (17 a 18 d.g.). hasta la pubertad (Merchant-Larios, 1978
y Zamboni. 1989). I.a participacion de uno o varios factores de proliteracion vio
diferenciacion ¢n ¢l desarrollo del ovario, es sin lugar a duda importante.

algunos como el EGF, FGF y ¢l TGF-p3,

Entre éstos,
aparentementce participan ¢n procesos mitdticos y
de diferenciacion de las células del ovario adulto, asi como en ¢l proceso de angiogénesis en
diferentes ¢specics de mamiferos (Baird v col.,, 1989; Schomberg, 1989; Skinner, 1989).
Los IGF's potencian ¢] crecimiento y la ditferenciacion de las células de la granulosa y de la
teca en diferentes especics de mamiferos adultos (Baranao ¥ Hammond, 1984; Adashi ¥ col.,

1985a y 1985b; Davoren y col,, 1985; Barbieri v col.,, 1986; Cara y Rosenficld, 1988:
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Veldius, 1989; Hammond y col., 1989 y 1991 y Kamada y col., 1992). El hecho dec que el

mensajero para cl IGF-II estd presente en ¢l periodo en que se lleva a cabo la mortogénesis
ovirica, hace pensar que este tactor podria contribuir en este proceso.  Actualmente, sc
desconoce ¢l papel que podria tener ¢l IGF-11 en el ovario embrionario de raton por lo que
s0n necesarios experimentos para conocer al respecto. Por otra parte, ¢l IGY-11 en conjunto
con los factores de crecimiento EGYF, ¥FGEF y TGPF-f, podria participar en 1a formacion del

ovario. Sin embargo, hasta cl presente no se sabe nada sobre el mecanismo a través del cual

este factor, pudicra actuar ecn conjunto con los demas para dirigir la diferenciacion v+ el
desarrollo del ovario.

En este trabajo identificamos el ARNm para el IGF-1I-A v el IGE-1I-13 desde los
10.5 d.g. hasta los 16 d.g., ¢n los complejos urogenitales y en los ovarios de los embriones
XY. Es posible que también la presencia de la proteina del 1GF-11 pudiera ser importante en

el desarrollo del testiculo /11 vivo. Sin embargo, cn csta cepa los testiculos normales nunca sc
forman cn la vida embrionaria. Merchant-Larios y colaboradores (1991) postularon que cl
mecanismo que controla la invasion y la proliferacion de las células estromaticas al inicio de
la diferenciacion sexual del testiculo y/o del ovario debe ser ¢l responsable del tamaiio de
estos Organos; segin Mittwoch (1989), cste mecanismo podria modular la determinacion
sexual gonadal. De esta manera, sc plantea que el IGF-1I podria tormar parte del
mecanismo de proliferacion: sin embargo, esta suposicion debe esperar contfirmacion
experimental a través del estudio de la participacion del IGF-TI en la formacion de un
testiculo normal.

Diferentes grupos de investigadores han buscado 1a causa de la reversion sexual en

el raton BG6.YP?™ (Eicher y Washburn, 1982-1996; Nagamine y col.,, 1987; Palmer ¥
Burgoyne, 1991 y Taketo ¥ col.,, 1991, entre otros). Se ha propuesto que ¢l retraso en a
formacion del testiculo, ¢l cual permite el desarrollo de un ovario, no se debe a un cefecto
intrinseco al cromosoma Y?°M gino a la combinacidén de éste con el genoma de la cepa B6.
Lee y colaboradores (1994), reportaron que ¢l gen Srv inicia su expresion normalmente. en
los embriones XY, pero que su inactivacion se llevo a cabo 1 6 2 dias después. Sin embargo,
el comienzo de la cxpresion de los genes para algunas enzimas que participan en la biosintesis
de esteroides ¥y el MIS, esta retrasado (12 a 24 horas) en los ovotestis v su expresion esta
ausente en los ovarios XY.

Por lo tanto, ¢l inicio tardio de la ruta determinante del testiculo,
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no c¢s programado por ¢l alelo Sry del Af. musculus domesticus en si, sino que debe ser
consecuencia de un mecanismo de regulacion transcripcional (o postranscripcional) errdénco.
Nuestros resultados apoyan la obscrvacion con respecto al inicio de la transcripcion del S
sin embargo, no detectamos este mensajero de los 12 a 14 d.g. s posible que 1a cantidad de
ARNM no fuese suticiente para amplificar, pero para cada experimento utilizamos gruapos de
6 pares de complejos urogenitales o gonadas (segun la edad). Se excluye la posibilidad de la
degradacion del ARN porque: 1) cl tgjido se congeldé a -70°C inmediatamente después de
aislarlo (a esta temperatura se inactivan las ARNsas), 2) ¢l ARN total se purificd en presencia
de isotiocinato de guanidina gue es un reactivo que inhibe las ARNsas, 3) ¢l ARN total se
almacend por un lapso de tiecempo muy corto despuds de haberse puriticado (23 horas) v 4)
porque todo ¢l material que estuvo en contacto con ¢l ARN se traté con DEPC (¢l cual
inactiva cualquier compuesto organico al romper los enlaces carbono-carbono) v despuds se
esterilizd 80 minutos a 120 libras/pulgada®. Durante ¢l analisis de la expresion del Smy, el
MIS v algunas de las enzimas esteroidogénicas, Lee y su grupo senalan distintos patrones de
expresion entre los ovarios y los ovotestis XY, lo cual sugiere que para estos genes existen
diferencias entre los individuos. Sin embargo, cabe mencionar que ain bajo ¢l microscopio
estereoscopico que empleamos para aislar ¢l tejido, no es posible ditferenciar un testiculo
hasta los 13 d.g. Debido a lo anterior, nuestros resultados con respecto a la expresion del
Sry. sc retieren al grupo de complejos urogenitales (10.5 d.g.) ¥ a las gonadas indiferenciadas
(11, 11.5 y 12 d.g.) que fueron sexadas como XY. Ademas verificamos si el cromosoma
‘Y™ esta presente en cada uno de los complejos urogenitales y gonadas utilizadas a través de
la técnica de hibridaciéon en punto con la sonda 1438CS5, especifica para sccucncias repetidas
del cromosoma “Y"  del raton AMus musculus. Con este método observamos una sciial de
hibridacion muy intensa cn los embriones XY ¥ ninguna en los XX a pesar de la cantidad tan
pequedia de tejido que se aplico a cada membrana.,

En cl presente estudio el patrén de expresion de la énzima Fprt que fue empleado
como control. también coincide con ¢l mostrado por‘Lce ¥ Taketo (1994). A los-11.5 d.g.’
estos autores detectaron una banda muy intensa.enlos. complejos ‘urogenitales - de ambos
sexos; sin embargo, a los 16 d.g. esta banda es mhy tenue. Sus ol;scr'vacioncs y .las nuestras,
descartan la posibilidad de un error humano al realizar las téenicas de puriticacion del ARN v

de la ampliticacion. : o E
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Al analizar la expresion del IGF-1I-A en las ecmbriones XY, observamos (ue este
mensajero no esta presente en las gonadas inditerenciadas de 11 d.g. Durante el estudio de la
expresion del IGF-II-A y del IGF-1I-B, asi como de la enzima Hprt, utilizamos un par de
complgjos urogenitales 0 un par de gonadas indiferenciadas (dependiendo de 1o edad de
gestacion). Es posible, que a la edad de 11 d.g. en los individuos XY, la cantidad de ARNm
para cl IGF-II-A en las génadas indiferenciadas seca muy pequeiia por 1o que no fue posible
amplificarla. Es necesario confirmar su ausencia, para lo cual se podria emplear la téenica de”
hibridacion 777 sine, permitiendo asi la localizacion de¢ un mensajero presente en pequceiias
cantidades ¢n los tipos celulares que 1o expresan. 1o anterior no fue posible debido a que
recientemente estaimos incorporando la téenica en ¢l laboratorio.

Hasta el presente, éste es el primer estudio de la expresion del mensajero para 1GF-
I en la gonada embrionaria del ratén ¥y ¢s necesario confirmar la presencia de ambos tipos de

mensajeros maduros (IGF-II-A ¢ IGF-1I-B). Nuestros resultados estin en controversia con

aquellos obtenidos por Beck y su grupo (1987) en ¢l embrion de rata. Estos investigadores
cmplearon una sonda especitica para IGF-11, a través de hibridacion in sine para el ARNm.
Este grupo de investigadores describio que los sitios con mayor expresion eran el higado v ¢l
saco vitclino, mientras que e¢n ¢l sistema urogenital no se  detectd  este mensajero.
Posteriormente, Bondy y colaboradores (1990), localizaron ¢! ARNm para ¢l IGI-II con la
técnica de hibridacion 17 site en el embrion de rata, de 14 ¥ 153 d.g. En los tejidos vascular,
muscular v cartilaginoso, asi como en ¢l higado, la hipdfisis v ¢l plexo coroideo entre otros,
se encontraron cantidades abundantes de este transcrito.  Sin embargo. ¢l ARNm del IGF-I1

tampoco fue identificado en la gonada. Es posible que la utlizacion de una técnica tan

sensible como la RCP, nos permitiera Jocalizar este mensajero, aon a partir de la pequeiia
cantidad de células que tforman las gonadas que analizamos. Otra posibilidad. ¢s ¢l hecho de
que exista una diferencia especic-cspecitica para la transcripeion del IGF-H o, que se exprese
en cantidades tan pequefias que no haya sido posible detectarlo ¢n 1a rata.

En 1996, Baker y colaboradores describieron el cfecto que sc observo por una
mutacion nula para ¢l IGF-1 en el ratdn.  Estos animales son enanos estériles, en los cuales se -
han obscrvado severas malformaciones sobre 1odo en ¢l tracto reproductor.. 4 F_sias‘
manifestaciones tenotipicas estin correlacionadas con la ausencia de los ARNm pa el IG?—I‘

ya que los machos carccen de los niveles adecuados de testosterona para llevar a cabo la
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masculinizacion del aparato reproductor asi como la produccion de espermatozoides viables
es muy baja. Las hembras mutantes no ovulan altn - después de la administracion de
gonadotropinas ¥y poscen un Gtero infantil.  1?or otra parte, los mutantes para IGE-II son
enanos al nacer y se reproducen de manera normal. - Es posible que ¢l IGF-11 ¢en ¢l raton esté
involucrado cn los procesos de crecimicnto,

La funcién que podria tener el IGF-I ¢n el desarrollo de la gonada del raton podria
analizarse con la técnica de hibridacion in sitie o través de la cual podriamos conocer los tipos
celulares que expresan ¢l ARNm y por inmunohistoquimica los tipos celulares en los que
produce ¥ en los que esta presente la proteina. Estos estudios se podrian complementar con
1a localizacion de los diferentes receptores para IGF-II ya que  hasta ahora se conocen dos
(Liu y col., 1993), asi como por ¢l analisis de la participacion de las IGFBP’s, e¢n el
desarrollo ontogendético de 1a génada. Estos datos cn conjunto, nos permitinian conocer las
funciones autdcrinas/paracrinas del IGEF-IT ¥ su contribucion durante la  diferenciacion
gonadal con mayor certeza.

Finalmente, s¢ propone que el IGF-11 podiia participar como factor promotor
importante de la division celular, durante el establecimicnto de la gonada inditerenciada, asi
como en ¢l proceso de crecimiento y maduracion de las células somaticas de la génada cen los
individuos XX como XY. Algunos factores, como ¢l Sry, podrian modular el proceso de

corte de intrones v empalme de exones ¢n los ovarios XY,
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VIII. CONCLUSIONES

1. Probablemente cxisl’er'\ dos “formas’ maduras del mensajero para ¢l IGF-Il durante el

desarrollo de ia génada X,\yXY en la cepa B6.YPOM |

2. El ARNm 'péi'a las f’orm"a.'s maduras del ARNm del IGF-II-A y del IGF-II-B, se empicza a

expresar a los 10.5 d.g, ,*"cﬁ los complcjés urogenitales XN vy XY
3. La c.\'prcsién del:ARNm para ¢l 1GF-I-A vy el IGFPF-II-B se mantuvo constante hasta los
16d.g. en el ovario XX.

4. El ARNm para el IGF-II-B, se¢ expresa de manera uniforme hasta los 16 d.g., ¢n los

ovarios XY de Ia cepa de raton B6.Y M,

5. El ARNm para el IGF-II-A se expresa de manera diferencial en los individuos NY.

Se propone que ¢l IGEF-II podria participar como un factor mitogénico v de
diferenciacion importante, para las CG's vy las células somaticas, en el establecimicnto de la
gonada indiferenciada, asi como duranie la subsecuente diferenciacion de los tipos celulares
que forman ¢l ovario. ILa transcripcion del IGF-I durante el desarrollo de la gonada en el
raton, probablemente sca repgulada por diferentes mecanismos.  Algunos factores como ol

Sry, podria modular ¢l procesamiento de ARNhn del IGF-II en los ovarios XY
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X. APENDICE

SOLUCION DE HIBRIDACION
Se prepard una solucién de formamida 50%, sulfato de dextrin 25%, SIDS 0.5% y NaCl 1M, Esta

solucién debe prepararse en ¢l momento de emplcarse ¥ no se almacena mds alld de una hora.

20X SsC
Se pesaron 175.3 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio para aforar a 1 litro. El pH sc¢ ajustéd con NaOH
a 7.0. Se esterilizé 30 minutos.

AGUA TRATADA CON DEPC

Se utilizo 1 litro de agua bidestilada al cual se agrego 1 ml de DEPC y se agitd hasta que éste se disolvio
completamente. Después de 24 horas, el DEPC fue inactivado en un autoclave con una presion de 15
libras/pulgada, 80 min. )

FENOL SATURADO CON AGUA :

Los cristales de fenol deben estabilizarse a temperatura ambicnte ¥ estos se fundieron bajo una campana
en un bafio de Maria a 60°C. Se agregard agua tratada con DEPC en'una provporcién 1:1 con elyfcnol; se
agitdé con una barra magnética durante 30 min después de los cuales se dejé saturar a 4°C, hasta el dia
siguicnte. Sc ¢limind ¢l agua sobrenadante v este procedimiento se realizé dos veces mas. Finalmente,
se agregaron 0.1 g de hidroxiquinoleina y 200 ul de B-mercapto-etanol. Se trabajé en condiciones de

esterilidad total durante todo el proceso de saturacion del fenol y se almacend a 4°C.
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SOLUCION DE TIOCINATO DE GUANIDINA
25g de tiocianato de guanidina fucron disueltos en 29.3 ml de agua tratada con DEPC, filtada, a 65°C,
15 min., c¢n agitacion. A esta solucion se agregaron 1,76 mil. de citrato de sodio 0.75NM, pH=7 ¥ 2.64 ml.

de sarcosyl al 1026 en agua tratada con DEPC. Sc almacend a temperatura ambiente durante 3 mescs.

SOLUCION D"
Se disolvieron 36 d de -mercapto-ctanol en 5 mt de solucion de tiocianato de guanidina. I.a solucion se
puede almacenar a temperatura ambiente 1 mes, cubierta de la luz. El matenial utilizado para claborar Ia

solucidén tuc esterilizado despuds de ser tratado con DEPC.

AMORTIGUAIDOR TRIS-BORATO-EDTA (TBE) 5X .
Para preparar 1 litro de éste, se disolvicron 54 g de TRIS-Base, 27.5 g de dcido bérico y 20 ml de

EDTA 5M. Sc¢ ajusto ¢l pH a 8.0 ¥ sc almacené en un frasco color ambar a temypcr:lrum ambiente.

AMORTIGUADOR DE CARGA
Consiste en una solucidén de Azul de Bromofenol al 25% y de glicerol en agua al 30%6. Se almacend ¢

4°C.
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