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Factor de Crecimiento Transformante Beta

Generalidades

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-R) es representante
de una familia de polipéptidos diméricos que tienen un gran
nimero de funciones autécrinas y paracrinas (Lehnert, and Akhurst, 1988;
Lopez-Casillas, 1998). El TGF-R tiene la capacidad de inducir la sintesis
de tejido conectivo, participar en los procesos de diferenciacion,
proliferacion, inmunosupresion e influir en algunas funciones
celulares que estan relacionadas con la morfogénesis durante el
desarrollo embrionario Massagué. 1990).

El TGF-B fue caracterizado en primer lugar por su capacidad
de inhibir el crecimiento de fibroblastos normales de rindn
de rata y actualmente se reconoce como un miembro de una
superfamilia de factores de crecimiento y diferenciacion, que se
ha dividido en cuatro grupos: Los TGF-Bs, inhibinas y activinas,
sustancia inhibidora del conducto Mulleriano (MIS) y producto
decapentaplégico (DPP), este Gltimo caracterizado en Drosophila.
Los miembros de esta superfamilia comparten caracteristicas tanto

en sus mecanismos de sintesis, como en la senalizacion (Massagué,
1990}.

La familia del TGF-B estd integrada por varios miembros: Las
isoformas TGF-R1, TGF-R2 y TGF-R3, las cuales estan presentes en
mamiferos; la isoforma TGF-R5, que fue descrita en Xenopus; y el
TGF-f84 que esta presente en las aves y la cual es homologa a TGF-
R1. En general esta familia comparte caracteristicas estructurales
similares respecto a sus secuencias de aminodcidos (Derynck and
Xin-Hua, 1988; Ten Dijke ed al, 1998; Attisano ed al, 1994). En humanos, bovinos

y porcinos la secuencia de aminoacidos de TGF-B se encuentra



altamente conservada, lo que ha indicado que el control de TGF-R
puede ser critico en diferentes organismos (Massagué, 1990). Respecto
a la conservacion estructural, se ha reportado que el grado de
identidad entre las secuencias de los TGF-Bs maduros es del
64% al 82%, ademas, individualmente los TGF-Bs son altamente

conservados en humanos y en aves (Massagué, 1990).

Estructura y acciones biologicas de TGF-R.

La estructura prototipo de esta superfamilia de genes fue
reportada por vez primera en plaquetas humanas (Assoian et al., 1983).
Posteriormente se logré clonar el gen a partir de una biblioteca de
cDNA humano (perynck et al,, 1985). El TGF-R es un homodimero de dos
polipéptidos de 112 aminodcidos unidos por un puente disulfuro.
Se secreta al medio extracelular como un producto inactivo, a
partir del cual se originan las formas maduras activas. La isoforma
TGF-B1 presenta 390 aminodcidos, la TGF-R2 414 y la TGF-R3
esta constituida por 412 residuos. Los 112 residuos presentes en el
extremo carboxilo terminal constituyen la forma madura, mientras
que los residuos restantes, localizados en el extremo amino
terminal, definen al péptido asociado de latencia (LAP). Para que
se lleve a cabo la maduracion de este factor de crecimiento es
necesario un corte proteolitico, el cual depende de la presencia de
3 a 5 aminoacidos cuya localizacién indica el sitio de corte donde
se rompe el enlace peptidico y el péptido asociado de latencia
(LAP). El péptiao maduro y el LAP permanecen asociados de forma
no covalente, constituyendo un complejo inactivo. Este complejo a

su vez se asocia covalentemente por medio del LAP, a una proteina



fibrilar denominada proteina latente de unién o LTBP, formando
un complejo latente grande (LLC). Para que se lleve acabo la
activacién completa de TGF-R es necesario que el factor maduro se
disocie del LAP, lo cual puede realizarse in vitro cambiando el pH,
anadiendo agentes caotrépicos o mediante otras manipulaciones
fisicas. La activacién in vivo del TGF-R ain no se ha comprendido
del todo, pero se propone la participacion de proteinas de matriz
extracelular como la trombospondina y de algunas proteasas, como

la plasmina (Derynck et al, 1985; Massagué, 1990; Lopez-Casillas, 1998).

LTBP
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LAP TGF-B
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Fig. 1 TGF - B activo. LLC, complejo latente grande; LAF, peptido asociado de latencia; LTBP, proteina
latente de union TGF &, factor de crecimiento transformante tipo B; N, extremo amino terminal; C,
extremo carboxilo terminal., ECM, matriz extracelular

Las acciones biolégicas, del TGF-R se han descrito en un amplio
rango de efectos frecuentemente opuestos, por ser un factor
multifuncional que participa en muchos procesos celulares, como
diferenciacion, proliferacion, inmunosupresion y también influye
en muchas funciones celulares que estan relacionadas con la
organogénesis y morfogénesis durante el desarrollo embrionario
(Massagué, 1990).

En la embriogénesis, el TGF-R se expresa principalmente en zonas
que experimentan morfogénesis rapidas, tales como los sitios de
condrogénesis y osteogénesis (Auisano et al, 1994). EI TGF-R regula

diferentes procesos biologicos tales como el bloqueo del ciclo
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celular en la fase G1, diferenciacion y proliferacion celular (sporn
et al, 1986; Roberts and Sporn,1993). Muchos de los efectos celulares de
TGF-B son resultado de alteraciones en los niveles de expresion de
diferentes proteinas incluyendo componentes de matriz extracelular,
receptores de adhesion celular, factores de transcripcion y factores
de crecimiento. Aunque los eventos postranscripcionales, tales
como cambios en la estabilidad del RNAm y transcripcién influyen
en los niveles de proteinas, el TGF-R frecuentemente controla los
niveles de proteinas mediante regulacion de la expresion génica
(Attisano et al, 1994).

EI TGF- B parece estar involucrado en la regulacién de mecanismos
de adhesion celulary composicién de matriz extracelular en muchos
tipos celulares, ademas de la interaccién entre distintas células
(Massagué, 1990). TGF- B controla la produccién y remodelacion de
matriz extracelular regulando la produccién de los componentes
de este tejido. La sintesis y depdsito de fibronectina y algunas
formas de coldgena se ven incrementadas por accion de TGF-R
flgnotz and Massagué, 1986).

El TGF-R también tiene funcién inmunomoduladora y se ha
reportado que suprime la proliferacion y diferenciacion de células
B y T in vitro, inhibe la actividad de células asesinas naturales
(NK) y de macréfagos, bloqueando la produccion de superéxido
y 6xido nitrico. Regula la produccién de citocinas por células del
sistema inmune, ademas de inhibir la adhesion de neutréfilos y
células T al endotelio, por lo que limita el reclutamiento de células
inflamatorias. (Massagué, 1990; Attisano et al, 1994).

Las plaquetas constituyen un sitio importante de almacenamiento
de TGF-B y en algunas condiciones de lesion tisular ocurre la

liberacion de este factor por degranulacion de las plaquetas



inicidandose una cascada de eventos que incluyen reclutamiento
celular, formacién de vasos sanguineos y sintesis de coldgena
dando soporte al proceso de reparacion tisular. Cuando existe una
desregulacion en la produccion y activacién de TGF-B, se produce
un exceso en la produccién de tejido conectivo por activacion
de fibroblastos, lo que puede relacionarse a una variedad de

desordenes patolégicos o autoinmunes (Robert and Sporn, 1993; Kulkarni et
al, 1993).

Receptores de TGF-R.

Para poder ejercer su actividad el TGF-R se une con una alta
afinidad a tres proteinas de superficie celular que tienen actividad
de cinasa con especificidad para serinas y treoninas. Estas proteinas
se han denominado receptores tipo | (RI), 1l (Rll) y tipo lll (RIIl) o
betaglicano. (Massagué, 1990; Attisano et al. 1994),

Los receptores tipo | y Il son glicoproteinas transmembranales de
53 y 75 kDa respectivamente, presentan una secuencia de 500 a
570 aminodacidos que incluyen una secuencia sefial, ademads de un
dominio extracelular relativamente corto (150 aminodcidos) rico en
cisteinas, una region transmembranal y una region citoplasmatica
de la que depende la actividad de cinasa para serinas y treoninas.
El receptor tipo | presenta una region altamente conservada de
30 aminoécidos, rica en serinas denominada dominio GS (por su
secuencia caracteristica SGSGSG). El dominio GS es una region
reguladora que puede controlar la actividad catalitica del receptor
0 sus interacciones con otros sustratos. El recepior tipo 1l tiene
una porcion rica en serinas y treoninas en el extremo carboxilo
terminal. (Massagué, 1990)

Los receptores de TGF-R estan involucrados directamente en la
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transduccién de senales de este mediador. El receptor tipo | es una
proteina transmembranal que requiere la presencia del receptor
tipo Il para unir al TGF-R y formar un complejo oligomérico. En
esta interaccion la fosforilacion del dominio GS del receptor tipo |
que es catalizada por la cinasa del receptor tipo Il, es necesaria
para que actie sobre los sustratos intracelulares que sirven de
segundos mensajeros durante la via de sefalizacion de TGF-R.
Una vez que se une el ligando al receptor la cinasa del receptor
tipo | fosforila a la Smad, la cual formara un complejo con la Smad
4 que migra hacia el nicleo. Este complejo, activa genes mediante
su unién a promotores especificos (Massagué, 1990; 1996; 2000). En la
figura 2 se ilustra el mecanismo de senalizacion TGF- B, debido
a la importancia que tiene en los diferentes procesos celulares,
incluyendo la embriogenesis, y morfogénesis.

GE NE SIS
TUMORAL

SUPRESION
TUMORAL

CRECIMENTO Y
MOVLIDAD
CELULAR
ANGOGENES S
MMUNO SUPRE $:0N

Fig. 2. SENALIZACION DE TGF B.



El receptor tipo |1l o betaglicano es un proteoglicano transmembranal
que une al TGF-B con una alta afinidad. El betaglicano une a las
tres isoformas de TGF-R con una alta afinidad y facilita la unién
de TGF-RB al R Il formando un complejo B-glicano/TGF-R/R I
(Massagué, 1990). El betaglicano se sintetiza a partir de un precursor
de 853 aminodcidos, presenta un dominio extracelular, una regién
transmembranal y una porcién citopldsmica de 43 aminodacidos
rica en serinas y treoninas. A esta proteina se encuentran unidas
las cadenas de glicosaminoglicanos (GAG) de heparan sulfato y
condroitin sulfato (Massagué, 1998). Aunque el TGF-R puede unirse a este
receptor sin la interaccién de los glicosaminoglicanos, las cadenas
de heparan sulfato pueden unirse al factor de crecimiento para
fibroblastos (Lopez-Casillas, 1998). La forma membranal del betaglicano
sirve de precursor de una forma insoluble, que corresponde al
ectodominio de la forma membranal y el cual se genera a partir
de un corte proteolitico cerca de la region transmembranal. El
betaglicano en su forma membranal funciona como un potenciador
de los efectos del TGF-B, presentdndolo al receptor tipo Il, mientras
que su forma soluble antagoniza sus efectos secuestrando al TGF-B
(Attisano et al, 1994).

El betaglicano se encuentra expresado en células epiteliales
y mesenquimales tanto en tejido fetal como en el adulto. En
cambio no se ha encontrado en algunas estirpes celulares, como
mioblastos, endotelios y células hematopoyéticas todas las cuales
tienen la capacidad de responder al TGF-B. Esto ha sugerido que
el betaglicano no participa directamente en la transduccion de

senales (Massagus, 1990).



-Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario de los mamiferos ha sido motivo de
estudio desde hace varios anos y uno de los mejores modelos
utilizados ha sido el del ratén y la rata (modelo murino), en ellos
el proceso de desarrollo inicia con la fertilizacién de un évulo
por un espermatozoide, cuando éste Ultimo atraviesa la corona
radiada y la zona pelticida, fusionando las membranas celulares
y posteriormente pronticleos, lo que da como resultado un cigoto
diploide. .

El desarrollo posterior del cigoto se caracteriza por ser lento
en comparacion con otros organismos como el erizo marino,
Drosophila y Xenopus. La razon de este lento desarrollo, es que el
dtero requiere de algin tiempo para prepararse para la implantacion
del cigoto, por lo que el embrién se mantiene en la elapé de dos
células, y continuara dividiéndose pausadamente (segmentacion)
sin incrementar su masa, hasta formar una compacta masa celular
(mérula).

A lo largo del oviducto y durante la etapa de blastula se desarrolla
una cavidad central llamada blastocele. El blastocito alcanza
al Gtero alrededor de los 4 a 4.5 dias después de la fertilizacién
y una vez que se lleva a cabo la implantacién ocurre un rapido
crecimiento de un grupo de células totipotenciales embrionarias,
llamadas epiblasto o ectodermo primitivo, a partir del cual se
desarrollard el embrién. Hay otro grupo de células que da origen
al trofoectodermo a partir del cual se originaran las membranas
extraembrionarias (Wolpert, 1998).

Después de la segmentacion y formacion de la blastula el embrion

inicia un periodo de reorganizacion, la gastrorulaciéon. En esta
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etapa se inicia la transicion genémica, de la madre al embrién,
es decir, la fase en la cual el embrién toma el control genomico
de su desarrollo. Los movimientos morfogenéticos dirigidos,
como: epibolia, invaginacion, involucién, ingresion, evaginacion
y delaminacién, producen una reorganizacién o rearreglo en
el embrién, que da como resultado la formacién de tres capas
germinales: El ectodermo, mesodermo y endodermo, a partir de las
cuales se constituyen los principales sistemas de érganos. A este
periodo se le conoce con el nombre de organogénesis (Gitbert, 1991).
Elinicio de la interaccién entre el mesodermo dorsal y el ectodermo,
por movimientos morfogenéticos da lugar a la formacién de la
placa neural. Las crestas neurales por su parte, dan lugar al llamado
surco neural y posteriormente con el cierre de éstas al tubo neural.
La capa mesodérmica se divide longitudinalmente. La division
del notocordio da lugar a las somitas, que generan un patrén de
segmentacion caracteristico. La placa neural se pliega en el tubo
neural, el cual se subdivide en cerebro anterior, medio, posterior y

cordon espinal (Gitbert, 1991.

Periodos de desarrollo.

La gestacion se ha dividido en tres principales periodos:

1. La implantacién del blastocito, en la cual hay formacién y
establecimiento de las membranas extraembrionarias y formacién
de las capas germinativas.

2. Periodo embrionario, durante el cual hay un rapido crecimiento
y diferenciacién, resultando en la formacién de los diferentes
sistemas y oOrganos, asi como de las principales caracteristicas

externas del cuerpo.



3. Periodo fetal, el cual termina con el nacimiento. En esta fase se
incrementa el tamano asociado con cambios casi imperceptibles en
la forma del cuerpo. Este es también un periodo de diferenciacién
histoldgica y de inicio de funciones.

La edad gestacional tanto en rata como en ratén, no indica
necesariamente los estados de desarrollo del embrion ya que el
principal error que se comete, consiste en considerar el tiempo de
apareamiento como inicio del desarrollo embrionario. De hecho
algunos autores consideran esta fase como el dia cero-o dia uno de
la gestacién, mientras que otros investigadores esperan a encontrar
esperma o un tapén mucoso en la vagina, para tomar el dia uno de

gestacion.

Organizacion embrionaria.

La organizacion embrionaria es un término que se usa para definir
o estandarizar las diferentes etapas del desarrollo embrionario.
Estas etapas son segmentos arbitrariamente definidos de un
proceso contintio de desarrollo. Se ha senalado que estas etapas
embrionarias estdn basadas en cambios evidentes en los estados
de desarrollo morfolégico y no dependen directamente de la edad
cronolégica o del tamano del embridn (0'Rabilly and Miller, 1996). Una
de las clasificaciones mas utilizadas en el desarrollo embrionario
es la de Carnegie, con la cual es posible ordenar a los embriones en
base al nimero de somitas y caracteristicas internas, caracteristicas
externas, longitud y tiempo de incubacion.
° Las etapas 1 a 8 de Carnegie son equivalentes para el embrion
de rata a los primeros dias de gestacion para el raton (Builer and

Juurlink, 1987) y pueden resumirse en la Tabla 1.



Etapas de Carnegie en el embrion del raton

Etap a,|Edad (dias) | Caracteristicas
Carnegie —
1 1 Fertilizacién
Activacién del genoma del cigoto (2 células)
2 Segmentacion (4, 8, 16 células)
2 3 Mérula (compactacion)
4 Formacidn del blastocito
3/4 5 Implantacién
5 6 Formacién de la cavidad pre-amniotica y determinacién del eje
embrionario
7 Comienza la gastrulacion
7 8 Formacion de membranas extraembrionarias y primordios de células
germinales, comienza la neurulacion
8 9 Primeros somitas, comienza el proceso de “torcion”, aparece el primer
arco adrlico, primordios de corazon, pulmén y pdncreas. Cierre del
neuroporo anterior.

Tabla 1.Las etapas 1 a 4 agrupan la segmentacion y formacion de la blastula; las etapas 5, 6, 7 y 8
agrupan la implantacién gastrulacién y organogénesis temprana

Hasta este momento (etapa 8, 9 dias de gestacion) el embriéon que
antes era plano y trilaminar, se transforma en una serie de tubos
a partir de varios capilares cardiogénicos que se fusionan entre
si para constituir un tubo endocdrdiaco. Esta estructura tubular
presenta un engrosamiento celular en su region lateroventral
llamado miocardio primitivo, a partir del cual se desarrollaran
el miocardio y epicardio. Este proceso ocurre cuando el embrion
tiene 4 somitas, alrededor de los 9 dias de gestacion.

En las etapas 9 y 10 de Carnegie (9- 9.5 dias dg) ocurren algunos
cambios especificos. En la etapa 9, el embrién presenta la placa
neural abierta y de uno a tres pares de somitas, mientras que
en la etapa 10 de Carnegie el embrion tiene de 4 a 12 pares de
somitas y se inicia la fusién de las crestas neurales en la futura
region cervical y placa ética. El embrién tiene en promedio una
edad postcopulatoria de 9,5 dias. Fn la etapa 9 y principios de la
10 el embrién muestra una marcada “lordosis” que llega a ser una

concavidad ventral cuando el embrién sufre una rotacién, visto



desde la porcién caudal hacia la cual el proceso de rotacion sigue
el sentido de las manecillas del reloj a lo largo del eje del cuerpo
(Gitbert, 1991; Buttler and Juurlink 1987 Kaufrmann, 1995).

En la etapa 11 de Carnegie (10 dias dg), el embrién alcanza una
longitud de 1.2 a 2.5 mm. El embrién presenta de 13 a 20 pares
de somitas y una curvatura ventral muy marcada, el proceso de
rotacién ha terminado y el tubo neural es el principal determinante
de su forma. El neuroporo craneal esta cerrado durante esta etapa;
las placas olfatorias y opticas aparecen, y la placa ética se invagina.
Ademds, una a dos barras branquiales estan presentes.

Durante la etapa 12 de Carnegie (10.5 dias dg), el embridn
alcanza una longitud entre 1.8 a 3.3 mm y presenta de 21 a 29
pares de somitas. Este estado se caracteriza por la presencia de
apéndices anteriores frente a los somitas 8 al 12 y por la ausencia
de apéndices posteriores, ademds la tercera barra branquial esta
presente. En los miembros mas grandes las vesiculas éticas estan
cerradas. El neuroporo esta ocluido en su porcion craneal a partir
del cual se formaran las tres vesiculas cerebrales,distinguiendose
cerebro anterior, medio y posterior, pero en la regién mas caudal
aln esta abierto. Las placas olfatorias y Opticas aparecen como
engrosamientos en la superficie del epitelio. Aparece un primordio
de pulmén, en el que comienzan a formarse los bronquios primarios
y empieza la actividad cardiaca con contracciones irregulares del
corazén primitivo (Gilbert, 1991; Buttler and Juurlink 1987; Kaufmann, 1995).

En la etapa 13 de Carnegie (11 dias dg) la longitud que alcanza
el embrién es entre 3.1 a 3.9 mm. Presenta de 30 a 34 pares de
somitas y los apéndices caudales son ahora visibles como una
pequena protuberancia frente a los somitas 23 a 28. Se empieza a

formar la cola como un pequefio mufién. El seno cervical aparece
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y el hueco del ojo se empieza a formar en las especies mas grandes.
La placa olfatoria se inicia con una muesca, la vesicula ética esta
siempre cerrada y el neuroporo caudal se cierra.

La etapa 14 de Carnegie (11.5 dias dg) se caracteriza por la longitud
del embrién, la cual varia entre 3.5 y 4.9 mm y presenta de 35
a 39 pares de somitas. Los apéndices se curvan hacia adelante
y medialmente. En los embriones jovenes las vesiculas dpticas
forman bolsas profundas, pero tienen poros abiertos en los mas
grandes. La primera barra branquial se divide en el maxilar y en el
proceso mandibular. Los somitas craneales se vuelven indistintos.
Las vesiculas cerebrales se ven ahora diferentes entre si, empiezan
a diferenciarse los nervios craneales. Hay un importante grado de
diferenciacion en el sistema vascular para formar los principales
vasos sanguineos y arterias. Las arterias pulmonares empiezan a
hacerse evidentes (Gilbert, 1991; Buttler and Juurlink 1987; Kaufrnann, 1995),

El embrién que alcanza la etapa 15 de Carnegie (12 dias pc) tiene
una longitud entre 5 y 6 mmy alrededor de 12 dias poscopulatorios.
Caracterizan a esta etapa la separacion de la traquea del eséfago,
una elongacién del ducto endolinfatico, asi como el crecimiento
del primordio endocardial o corazon primitivo, el uréter, las crestas
bulbares y el diverticulo pancredtico ventral. Ademads el embrién
presenta distintas vesiculas cerebrales.

En la etapa 16 de Carnegie (12.5 dias dg) el embri6n presenta una
longitud de 6 a 7 mm. Internamente se caracteriza por el extenso
desarrollo del corazén, pulmones, rinones y sistema nervioso
central. En la region cefalica el cerebro medio se diferencia para
formar posteriormente hipotdlamo y talamo. El pulmén continda
el proceso de diferenciacion formando bronquios y haciéndose

evidentes los [6bulos pulmonares. Externamente el proceso de



remodelacion se ha iniciado en los apéndices anteriores, que
presentan una constriccién, que los divide en una regién proximal
y otra distal en forma de paleta donde se |leva acabo muerte celular
programada (apoptosis). Los apéndices caudales ain no se han
dividido. El hueco olfatorio es profundo, dando como resultado los
orificios nasales.

Durante la etapa 17 de Carnegie (13 - 13.5 dias dg) los embriones
tienen una longitud de 7 a 8 mm. Los miembros anteriores con forma
de paleta presentan rayos, pero en no estin crenados (dentados)
en el margen. Los apéndices posteriores son ahora delimitados
y mientras que los somitas sacrolumbares son diferenciados no
ocurre lo mismo con los tordcicos.

En la etapa 18 de Carnegie los embriones presentan una edad
postcopulatoria de 13.5 dias y alcanzan una longitud de 8 a 9
mm. Los rayos de los dedos en los apéndices posteriores ya son
distinguibles, se inicia la crenacion o formacion de los dedos. Los
somitas lumbosacrales son ahora indistintos.

Las etapas 19 y 20 de Carnegie (14 - 14.5 dias dg) tienen por
caracteristica una longitud de 9 a 10 mm de los embriones. En
esta etapa los somitas solo son visibles en la cola, los parpados son
pequenos pliegues ectodermales, los cuales no cubren aiin el globo
ocular. La protuberancia auricular se fusiona para formar la pinna.y
la base de los miembros anteriores esta crenada. Por el contrario en
la base de los miembros posteriores empiezan a aparecer los rayos
de los dedos pero estos no estan crenados o dentados.

En la etapa 20 los embriones presentan una edad poscopulatoria de
14.5 dias y un rango de longitud de 10 a 11 mm. Se distinguen de
los embriones de la etapa 19 porque presentan grandes parpados

que cubren todo el globo ocular en su porcién superior e inferior
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y presentan primordios foliculares por encima de los ojos. Ademas
se inician la separacién de los dedos y principia la crenacién de
la base de los miembros posteriores. En el corazén el proceso de
septacion ha finalizado y los ventriculos ya estan separados en
ventriculo izquierdo y derecho, todos los componentes cardiacos
ya son facilmente reconocibles. En el pulmén se distinguen ya los
bronquios y bronquiolos. En la regién cefilica hay un primordio
cerebelar y los l6bulos olfatorios muestran mayor diferenciacion.
Las etapas 21 y 22 de Carnegie (15 - 15.5 dias dg) se caracterizan
por un paladar secundario no fusionado, la separacién de los
digitos de los miembros anteriores y el inicio de la separacion
de los digitos de los miembros posteriores. El embrion muestra
numerosos foliculos pilosos en la piel, excepto en la region de la
cabeza. Los somitas son apenas reconocibles en la parte distal de
la cola y la osificacion se ha iniciado en el hiumero. |
La etapa 21 presenta-una edad postcopulatoria de 15 dias y un rango
de longitud de 10.5 a 11.5 mm. Se caracteriza principalmente por
la separacion de los dedos de los miembros anteriores y profundas
muescas en los miembros posteriores.

La etapa 22 presenta una edad postcopulatoria de 15.5 dias y una
longitud de 11 a 12 mm. Se distingue de la etapa 21 principalmente
por la separacion de las falanges de los dedos de los miembros
posteriores.

Durante la etapa 23 de Carnegie (16 dias dg) el rango de longitud
varia de 12 a 14 mm. En este estadio se presenta una completa
separacion de los dedos en ambos miembros, la flexion del codo y
rodilla, y los parpados estan ahora bien definidos. Internamente las
membranas cerebrales (aracnoides, pia) estin bien definidas y la

osificacion ya se ha iniciado. Este proceso continta en la escapula,



himero, radio, cibito, tibia, arco zigomatico asi como en las
regiones del temporal escamoso, dreas del palatino, frontal y hueso
supra-occipital. La caracteristica principal que define a este estado

es la fusion del paladar secundario (Gilbert, 1991; Buttler and Juurlink 1987;

Kaufmann, 1995).
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Estudio de TGF-R en el desarrollo embrionario

Al estudiar el desarrollo embrionario de mamiferos se ha descrito
la participacién de diferentes factores de crecimiento en los
procesos de morfogénesis y organogénesis. Algunos reportes han
sugerido que dichos factores son importantes en la regulacién de
la diferenciacién celular y en la formacién apropiada de diferentes

tejidos (Twardzik et al, 1982; Ellingsworthed al, 1986; Sporn and Roberts, 1986; Wilcox
and Derynck, 1988; Lehnert and Akhurst, 1988; Pelton et al, 1989; Millan et al, 1991; Cheng

et al, 1993; Letterio et al, 1994; Blewett et al, 1995; Sanford et al, 1997).

Se ha descrito que el TGF-R tiene funciones celulares que estin
relacionadas de manera relevante con la morfogénesis durante el
desarrollo embrionario (Massagué, 1990, Heine et al, 1987). En particular
es capaz de inducir la sintesis de tejido conectivo, asi como
la diferenciacion y proliferacion celular debido a sus efectos
autocrino Yy parécrino (Lehnert and Akhurst, 1988; Massagué, 1990; Lopez-Casillas,
1998). Evidencias recientes han senalado que la participacion de

TGF-B puede ser mas amplia que la descrita en trabajos previos.

Inmunohistoquimica.

Los primeros estudios que involucraron directamente al TGF-8 en
el desarrollo embrionario fueron realizados utilizando métodos
inmunohistoquimicos. Este factor fue detectado en megacariocitos,
células mononucleares de médula dsea, células hematopoyéticas
hepéticas, epitelio renal y timo al analizar tejido embrionario
bovino (ellingsworth et al, 1986). Otros estudios revelaron la presencia del
TGF-B1 en tejidos de origen mesodérmico, como tejido conectivo,
cartilago y hueso. Ademas se detecté que las areas cercanas a

la cresta neural, tales como paladar, laringe, mésenquina facial,
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senos nasales, meninges y dientes también eran positivas para
TGF-R1. De acuerdo a estos autores la caracteristica esencial del
TGF-B1 fue su alta expresion durante las fases de histogénesis y
morfogénesis activa en embriones murinos de 11 a 18 meses de
gestacion (Heine et al, 1987).

Los datos derivados del estudio en embrién sugirieron en un
principio que el TGF-B1 era importante durante las interacciones
entre el epitelio y tejido mesenquimatoso (Thompson etal, 1989). Ademas,
Potts y colaboradores. propusieron que no solamente TGF-B81, sino
también TGF-B2 podrian intervenir en la transformacién epitelio-
mesénquima (Potts and Runyan, 1989).

En otros estudios se ha encontrado que TGF-R1 y TGF-B2 pueden
estar presentes en sistema nervioso central, con una alta expresion
en zonas donde ocurre la diferenciacién neuronal y menor expresion
en zonas de proliferacion activa, y en sistema nervioso periférico
principalmente en fibras nerviosas y cuerpos neuronales: Estos
datos sugieren que TGF-B 2 y 3, intervienen en la diferenciacion y
regulacion de la migracion neuronal, asi como, en la proliferacion
y diferenciacién de células gliales (rlanders et al, 1991).

Al avanzar en el estudio de las isoformas de TGF-RB, se apreciaron
diferencias importantes en la expresion de esta proteina. Se
encontré que TGF-B1 y 3, pero no TGF-B2, podian inhibir el
crecimiento del endotelio de grandes vasos y que TGF-R2 y 3, pero
no TGF-R1, inhibian la sobrevivencia de neuronas en cultivo del
embrién de pollo. Con base a estos trabajos, se ha propuesto que
las isoformas de TGF-B, podian tener una distribucién diferente
durante el desarrollo, la regeneracion de tejidos, y en respuestas
palolégicas (Roberts and Sporn, 1992).

Pinar y colaboradores en 1992, realizaron estudios
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inmunohistoquimicos de TGF-R1, 2 y sus precursores en el embrion
humano bilaminar de dos semanas y encontraron que el precursor
de TGF-R estaba localizado en todo el embrién; el péptido maduro
estaba presente en hipoblasto y solo habia una débil tincién en
epiblasto. En cambio, el TGF-R 2 fue localizado tanto en hipoblasto
como en epiblasto (Pinar et al, 1992).

Estudios posteriores en embriones de pollo revelaron
inmunoreactividad para TGF-RB 2 y TGF-R 3 en la notocorda, asi
como en la pared de la aorta y en los dermatomas durante el dia 3 de
gestacion. Durante los dias 5 y 7, las isoformas 2 y 3 se expresaron
fuertemente en el ganglio radial del cordon espinal y en el cerebro
medio. Unsicker y colaboradores, proponen la misma localizacion
para TGF-B 2 y TGF-B 3 en el desarrollo del sistema nervioso
de pollos y mamiferos, resaltando asi la importancia del TGF-R,
durante los eventos fundamentales del desarrollo neural (uUnsicker et
al, 1996). Mediante la inmunohistoquimica Zhao y colaboradores,
localizaron al receptor tipo Il del TGF-R en el epitelio de vias
aéreas y alrededor de mesénquima, sugiriendo que este receptor
es un regulador importante de la interaccion mesenquima-epitelio
(Zhao and Young, 1995; Zhao et al, 1996). De la misma manera, se ha descrito
que la forma latente del TGF- esta presente en matriz extracelular
de tejido cardiaco y que se requiere de su activacion durante el
desarrollo (Ghosh and Brauer, 1996).

En otros estudios inmunohistoquimicos se ha detectado que mientras
los niveles del receptor | se elevan al inicio de la organogénesis,
durante la fase tardia de este proceso predomina el incremento del
receptor |, sobre todo en estructuras neuronales. Los receptores |
y Il de TGF-R presentan ademds un patrén de expresion complejo

en tejidos en los cuales se lleva a cabo la interaccion epitelio-
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mesénquima. La regulacion del receptor |y Il concurren de manera
espacial y temporal durante la embriogenesis, lo que permite el
control de la transduccion de la senales del TGF-R durante el
desarrollo (Mariano et al, 1998).

Ademas se han encontrado diferencias en la expresion de TGF-
B1, en el desarrollo de érganos en los cuales se establece una
interaccion epitelio-mesénquima. Montuenga y colaboradores,
encontraron que el corazon es uno de los primeros 6rganos en
presentar alta expresion de TGF-B1, asi como el sistema nervioso y

esquelético durante el desarrollo embrionario en roedores (Montuenga
et al, 1998).

Hibridacion in situ

En estudios en los que se ha utilizado hibridacién in situ como
método de deteccion del transcrito de TGF-, se ha registrado que
la presencia de RNAm de TGF-RB1 es positivo en capilares, islotes
sanguineos y células de origen eritroide, asi como en Ios‘principales
organos hematopoyéticos (wilcox and Derynck, 1988). También se detecto
el RNAm de TGF-B1 en el epitelio de diferentes érganos como
tiroides y timo, los cuales tienen una relacion estrecha con el
mesénquima durante la diferenciacion y morfogénesis.

Durante |la organogénesis el transcrito de TGF-R1 fue positivo en
estructuras dentarias, glandulas submandibulares en formacion y
foliculos pilosos, asi como en la morfogénesis cardiaca. El RNAm
de este factor también estuvo presente en algunas zonas en las
que no se habian reportado con anterioridad, como la submucosa
intestinal y el tejido conectivo de rifnén y pulmén. Con base en
estos datos Lehnert y su grupo propusieron que el TGF-R poseia un
efecto autécrino sobre el epitelio y otro pardcrino en mesénquima

(Lehnert and Akhurst, 1988).
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En otros estudios en los que se analizé la expresion de varios tipos
de colagena (colagena tipo |, Il y IV), TGF-B1 y c-fos durante el
desarrollo 6seo en el humano, se encontré que el TGF-R1 tenia
una distribucién parecida a la colagena tipo |, la cual se expresaba
en fibroblastos de periostio, piel y osteoclastos. De esta manera se
considerd que la produccién de TGF-R1 por los osteoclastos y su
activacién por un ambiente acido, podria estimular la produccién

de coldgena tipo |, asi como la reabsorcion y formacion de hueso
{Sandberg et al, 1988; Sandberg et al, 1988).

Pelton y colaboradores, estudiaron la expresion temporal vy
espacial del RNAm de TGF-R2 en embriones de 10.5 dias post
coitum a 3 dias post partum por hibridacion in situ y encontraron
presencia positiva de éste mensajero en el mesénquima de tejidos
como hueso, cartilago, tenddn, intestino, vasos sanguineos y piel.
Al comparar el TGF-81 y 2 apreciaron que sélo este Gltimo estaba
presente en hueso endocondral en formacion, condroblastos y
fibroblastos de tendén, asi como en dermis y eépidermis. La senal de
RNAm de TGF-R2 fue positiva en la capa adventicia e intima de los
vasos sanguineos, en pulmén, rindn y placenta. Aunque el TGF-R1
se expreso en la submucosa digestiva, el TGF-B2 se localizé en la
submucosa respiratoria en desarrollo, conductos arteriales y drbol
bronquial (peiton et al, 1989).

A diferencia de lo descrito por Lenhert y colaboradores, (iehner
and Akhurst, 1988) se considerdé que las isoformas de TGF-B, podrian
regular diferencialmente la organogénesis y se propuso un nuevo
modelo de interaccién entre mesénquima’y epitelio (pelton et al,
1989, que podria ser aplicable a sistema digestivo, respiratorio
y piel. Pelton y colaboradores, sefialaron la posibilidad de que

el TGF-B2 participara durante la morfogénesis, en la sintesis de
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matriz extracelular y la angiogénesis. En su propuesta la sintesis
de TGF-B2 dependia de las células del mesénquima y tenia una
funcién autécrina estimulando el crecimiento y diferenciacién. Por
su parte, estas células podian producir factores reguladores de la
proliferacién y diferenciacién epitelial (peiton et al, 1989).

Miller y colaboradores, analizaron la expresién del RNA de TGF-
B2 por hibridacién in situ en tejido embrionario, sugiriendo que
esta isoforma puede jugar un papel importante en el desarrollo

embrionario como en el mantenimiento de los tejidos (Miller et al,
1989).

Al comparar la expresion de las isoformas de TGF-R1, 2 y 3 durante
la embriogénesis se ha observado que su patrén de expresion
mediante hibridacion in situ difiere en el raton de 9.5 a 16.5
dias post coitum, indicando una posible funcién in vivo. Las tres
isoformas parecen estar involucradas en la condro-osificacion.
Ademas, la expresion epitelial del RNAm de TGF-R1, 2 y 3 ha
sustentado su participacion en la morfogénesis activa que involucra
la interaccion epitelio-mesénquima. Los transcritos de TGF-R1 y 2
en regiones que sufrian septacién cardiaca y formacion de valvas,
sugirié una interaccién de las isoformas de TGF-R en los procesos
de desarrollo y morfogénesis (millan et al, 1991,.

Recientemente se ha propuesto que ademds de las isoformas de
TGF-B, sus receptores intervienen en los procesos de desarrollo. El
receptor lll tiene la capacidad de presentar el TGF-R al receptor I,
incrementando asi su efecto biolégico (sankar et al, 1995).

Finalmente, algunos trabajos enfatizan que el TGF-B puede tener
un papel regulador especial en algunos o6rganos. Al realizar
hibridacion in situ, northern blot e inmunohistoquimica se ha

descrito que la presencia de RNAm de TGF-R 4 es positivo durante

24



la formacion de tubo neural, notocorda, ectodermo, endodermo,
esclerotomos y miotomos en embriones de 16 dias de gestacion
(Jakowlew, 1992). El estudio de TGF-R2 y 3 en el desarrollo de el corazén
de pollo ha revelado que el TGF-B2 se encuentra localizado
en endotelio y miocardio antes y después de la transformacion
epitelio-mesénquima. En contraste, el TGF-B3 se encontré solo
en el miocardio en la fase anterior de la transformacién epitelio-
mesénquima. Boyer y colaboradores, han sugerido que TGF-B2 y 3
estan involucrados en este proceso de transformacion epitelial de
manera separada y secuencial. Es posible que el TGF-R2 participe
en el inicio de la separacién endotelial, mientras que TGF-R3 sea
esencial durante el cambio morfolégico que hacen posible la
migracion de las células (Boyer et al, 1999).

Finalmente, es necesario senalar que otros estudios han
incorporado algﬁnas técnicas como la de northern blot y RT-PCR
(Transcripcion Inversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
para la deteccion de los receptores de TGF-f (RI y RIl) durante
la embriogenesis, aunque solo se ha determinado su expresion

en homogenizados totales y no su localizacion in situ (Mariano et al,
1998).

Caminesch y su grupo de investigacion en otros estudios durante
el desarrollo del corazén encontraron que TGF-B2 y TGF-R3 son
necesarios para la transformacién epitelio-mesénquima en las
aves, pero solamente TGF-R2 fué expresada obligatoriamente en

la transformacion del cojinete cardiaco en los mamiferos (Caminesch
et al, 2002).

Mas recientemente en otros trabajos se ha empleado RT-PCR
semicuantitativa, identificado factores involucrados en el desarrollo

del pancreas, encontrando altos niveles de expresion de TGF-R1



y B2; TGF-R3 y los receptores se encontraban expresandose de
manera constitutiva en pancreas de embriones de ratéon de 0 a 12

dias poslnatal {Dichmann et al, 2003).
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JUSTIFICACION

Teniendo en consideracién los antecedentes descritos, el andlisis
temporal y espacial del TGF-B y sus receptores en el desarrollo
embrionario han sido motivo de estudio constante debido a sus
implicaciones en los procesos de organogénesis y morfogénesis.
Este objetivo requiere del uso de técnicas altamente sensibles
y especificas, en particular cuando se precisa definir si alguna
isoforma del TGF-B es de origen materno y participa como

regulador esencial en el desarrollo embrionario.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Este trabajo plantea que la aplicacion simultanea de
inmunohistoquimica, RT-PCR y la PCR in situ serd de utilidad para
tratar de definir si los cambios en la expresion de las isoformas
de TGF-B y sus receptores estan relacionados con las fases de

desarrollo embrionario.
OBJETIVOS

Evaluar la presencia proteina y de RNAm de TGF-R1,2 y 3 asi
como de sus receptores (Rl y RIl) mediante inmunohistoquimica y
RT-PCR in situ durante la organogénesis del desarrollo embrionario

(dia 10, 12 y 14 dias de gestacion) murino.



MATERIAL Y METODOS.
Material biolégico

Se incluyeron ratas Wistar de 250 a 300 gr. de peso, en las cuales
se realiz6 un registro del ciclo sexual o estral de la hembra;
mediante un exudado vaginal se determiné en que etapa del ciclo
se encontraban: estro, metaestro, diestro o proestro. Las hembras
que se encontraban en la etapa de estro o previas a iniciarla, se
colocaron con el macho y se verificé la posibilidad de gestacion
mediante la observacién del tapén mucoso y/o presencia de
espermatozoides en el exudado vaginal.

Se sacrificaron los embriones a los 10, 12 y 14 dias de gestacién.
Paralafijaciondel tejido se utilizo etanol absolutoy la deshidratacién
se llevo acabo usando diferentes concentraciones de etanol ().T.
Baker), asi como con dos banos de xileno (J.T. Baker). Al término de
este proceso se incluyeron los bloques de tejido en parafina de uso
histologico (Paraplast), para obtener mediante microtomo, cortes
de 3 y 5 pm para la inmunohistoquimica y RT-PCR Js.

Para incrementar la adhesion del tejido a la laminilla, se trataron
las laminillas con B-metacriloxipropil-trimetoxilano o amino-silano
(SIGMA) al 2% en acetona.

Inmunohistoquimica.

A partir de los tejidos embrionarios fijados en etanol (J.T. Baker), se
hicieron cortes de 5 pm y se extendieron en las laminillas tratadas
con amino-silano (SIGMA), se desparafinaron en una placa de
calentamiento a 60°C y en banos sucesivos de xileno ().T. Baker).

Después de hidratar el tejido con etanol absoluto, etanol 96%
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().T. Baker) y agua destilada, se bloqueo la peroxidasa endégena
incubando durante 30 minutos con peréxido de hidrégeno
(SIGMA) al 3% en metanol ().T. Baker) al 3%. Para evitar uniones
inespecificas se incubo en amortiguador de HEPES (N{2hidroxie
tillpiperazina-N’-{2-dcido etansulfonico}) 10mM, NaCl, 150mM
y CaCl, 2.6 mM (Merck) (HCN) - suero de cerdo al 2% por 30
minutos; el exceso se eliminé con amortiguador HCN-Tween 20
(SIGMA) al 0.1%. Se emplearon anticuerpos policlonales anti TGF-
1, TGF-B2, TGF-R3 y contra los receptores (R | y RIl) generados en
conejo (Santa Cruz, USA), el anticuerpo primario, se empleé en una
dilucién: 1:150 en HCN-suero de cerdo al 2%, incubando por un
periodo de 2 hr 30 min, protegido de la luz. Se realiz6 una segunda
incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado (Santa Cruz,
USA), a una dilucion de 1:200, en HCN-suero de cerdo al 2 %.
Como sistema de amplificacion se utilizo estrepto-avidina biotina
1:100 (DAKO, USA) 1 pl de complejo (0.5 pl A +:0.5 pl B) + 99
pl HCN- suero de cerdo 2%. Entre cada incubacién se realizaron
lavados con HCN-Tween 20 0.1%. El revelado se realizé con 3-
3’diaminobenzidina 0.02 mM (SIGMA) en HCN vy se contrasté con

hematoxilina de Harris (Merck).

Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA se realizé por el método de tiocioanato de
guanidina, empleando un reactivo comercial (Trizol, GIBCO BRL)
de acuerdo a los procedimientos de Chomczynski & Sacchi (1987).
Con este fin se homogenizé el tejido con politrén en 1.5 ml de Trizol
y después se adiciona 300 pl de cloroformo (Merck) se centrifuga a

10000 g para separar una fase acuosa, donde se encuentra soluble
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el RNA y una fase organica que contenia el DNA, proteinas y
componentes celulares. A partir de la fase acuosa se recuperd
el RNA por precipitaciéon con alcohol isopropilico absoluto ().T.
Baker). El RNA se lavé en etanol al 75% y se resuspendié en 20
pl de agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC 0.01% v/v)
(SIGMA).

Para cuantificar la concentracion de RNA de la muestra se diluyo
1 pl de RNA-muestra en 1 ml de agua desionizada y se tomaron
lecturas a 260 / 280 nm de absorbencia en un equipo comercial
(GENE QUANT, Pharmacia Biotech).

La relacion de absorbencia 260/280 nm determina el grado de
pureza de la muestra, con un 6ptimo < 1.6

La concentracion de RNA muestra se obtiene con el valor de
absorbencia a 260 nm x 40 que es igual a la concentracion de RNA
en pg por pl de muestra.

Pureza: Abs 260 /280 Optimo<1.6

Concentracion de RNA: (Abs 260nm) * (40) = [pg de RNA / pl]

Para confirmar la integridad del RNA se realizo una electroforesis
en gel de agarosa (ultra pura grado electroforesis GIBCO BRL) al
1%, en una camara de electroforesis submarina (Hoefer Scientific
Instruments), con amortiguador de Tris-Acetato EDTA (TAE 1x)
durante 40 minutos a un voltaje constante de 80V. La tincién del
gel, se llevé acabo con bromuro de etidio 0.01% (SIGMA) y se
observé el patrén de corrimiento en un transiluminador de luz UV

(Hoefer Scientific Instruments)(Chomczynski and Sacchi, 1987).
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Transcripcién inversa a partir del RNAm

Apartirdelaisladodel RNAseobtuvocDNA (acidodesoxiribonucleico
complementario) por retrotranscripcion o transcripcion inversa
(RT), mediante una mezcla de RNA (5pg/ul ) y Oligo dT (GIBCO
BRL) seglin recomendaciones de fabricacién, incubando 10 min. a
70°Cy 3 min. a 4°C. Se agreg6 amortiguador 5x [250 mM Tris-HCl
(pH8.3), 375 mM KCl, 15mM MgCl,] (GIBCO BRL), DTT 0.1 mM
(GIBCO BRL), mezcla de dNTPs (dATP, dTTP,dGTP y dCTP) 10 mM
(Grado PCR GIBCO BRL) y se incubé 2 min. a 42°C y 3 min. a 4°C,
adicionando la enzima M-MLV (Moloney murine leukaemia virus)
(GIBCO BRL). Esta mezcla se incubé por 50 min. a 42°Cy la enzima
se inactiva durante 15 min. a 70°C. Para eliminar el RNA restante se
incub6 con RNAsa (GIBCO BRL), por espacio de 20 min. a 37°C.
A partir del cDNA obtenido por retrotranscripcion se realizo la
PCR (del ingles Polimerasa Chain Reaction), para la cual se utilizé
amortiguador de PCR 10x [200 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM
KCl], mezcla de dNTPs 10 mM (GIBCO BRL), MgCl, 50 mM
(GIBCO BRL), oligonucledtidos sentido y antisentido especificos
para las tres isoformas del TGF-R, sus receptores y B-actina como
control positivo (ver cuadro 2), Taqg DNA polimerasa 5U/pl
(GIBCO BRL), agua-DEPC cuanto baste para un volumen final
de 25pl, ademas se adicionaron 25pl de aceite mineral (SIGMA).
Se procesé en un termociclador (PERKIN ELMER DNA Thermal
Cycler 480), las temperaturas 6ptimas de alineamiento para cada
isoforma y receptores se obtuvieron a partir de la secuencia de
oligonucleotidos y segtin la formula:
Tm = 2(T+A) + 4(G+C)



Donde: Tm = temperatura optima de alineamiento.
T = ndmero de Timinas.
A = nimero de Adeninas.
G = nGmero de Guaninas.

C = ndmero de Citocinas.

El equipo de PCR se programé de la siguiente manera dependiendo de

cada una de las isoformas:

TGF-R1: TGF-R 2:

94°C 5 min. 1 ciclo 94°C 5 min. 1 ciclo
94°C 1 min. 94°C 1 min.

63°C 45 seg. | 40 ciclos 58°C 1 min. | 30 ciclos
72°C 2 min. 71°C 1 min.

72°C 7 min. 72°C 5 min.

TGF-R 3: R-actina: .

94°C 5 min. 1 ciclo 94°C 5 min. 1 ciclo
94°C 30 seg. 94°C 50 seg.

60°C 30 seg. | 30 ciclos 55°C 50 seg. | 40 ciclos
72°C 30 seg. 72°C 50seg.

720°C 7 min. 72°C 10 min.

Receptor I:
94°C 5 min. 1 ciclo

Receptor II:
72°C 5 min. 1 ciclo

94°C 1 min. 94°C 30 seg.

64°C 1 min. | 30 ciclos 60°C 30 seg. | 30 ciclos
72°C 1 min. 72°C 30 seg.

72°C 5 min. 72°C 7 min.



La determinacion de B-actina se realizé como control de la PCR en
todas las muestras, como producto constitutivo.

Para confirmar la amplificacién, se realizé una electroforesis en
gel de acrilamida al 6 % en una camara vertical (Bio Rad Mini-
Protean 1l), mezclando 10 pl del producto amplificado, mas 3
de amortiguador de carga (Azul de bromo fenol 25 %, Xilencianol
FF 25% Gilcerol 30%, Agua-DEPC), incluyendo en cada gel un
marcador de peso molecular (READY.LOAD 100 bp DNA ladder,
GIBCO BRL), con amortiguador de Tris Boratos EDTA (TBE1x) a
voltaje constante de 100V durante 2 horas. La tincién del gel se
realizé con reactivo de plata, segtin recomendacion del fabricante
(Bio-Rad Silver Stain KIT).

Para obtener la secuencia sentido y antisentido, asi como la longitud
de cada una de las isoformas de TGF B y sus receptores ( Tabla 1) se
obtuvo la secuencia completa de su cDNA a partir del Gene Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/ genebank) y con la ayuda
de un programa de computadora se obtuvieron secuencias de no
mads de 20 pb que no se repitieran dentro de éste o en otro cDNA y

que no fueran complementarias entre si o consigo mismas.

Isoforma . Tamario del | Temperatura
del TGF-R Secuencia amplificado | de alineado

sentido antisentido
TGFR1  5TCACCCGCGTGCTAATGGTG3 CCGTGACGAAGGGCTTACAG 298 pb 63°C
TGF-B82 |S'ACCTTTTTGCTCCTGCATCTY  AAAGCGGACGATTCTGAAGT  374pb | 58°C
TGF-83 !S'AACCO\CACCTGMCCI'O\U’ CCTCAGCAGAAGTTGGCATA ~ 357pb | 60°C
|Receptor 1 |5 TGTCATTGCTGGTCCAGTCIG3”  CTCTGCCTCTCGGAACCATG 357pb | 64°C
Receptor Il 5 TCGCCGAGGTCTACAAGGCCA3 TGTCATTGCTGGTCCAGTCTG  357pb | 60°C
R-actina |S'GGTCTTCAAACATGATCTGGG3' 5'GGGTCAGAAGGATTCCTATGY 245 pb 55°C

Tabla 2. Oligonucleotidos especificos para las isoformas de TGF-, sus receptores y B - actina.



RT-PCR in situ

Retrotanscripcion de la reaccion en cadena de la polimerasa in situ.
Para la RT-PCR is, a partir de los tejidos embrionarios fijados en
etanol se hicieron cortes de 3um y se extendieron en laminillas
previamente tratadas con amino-silano (SIGMA) 2% y expuestas a
luz UV durante toda la noche. Las laminillas se desparafinaron en
placa de calentamiento a 60°C durante toda la noche y se lavaron
en xileno ().T.Baker) a 37°C seguidos de dos lavados sucesivos

de xileno a temperatura ambiente ]Sor 10 minutos cada uno. Los
tejidos se lavaron en Etanol (J.T.Baker) fresco y se hidrataron a
través de gradientes de soluciones acuosas de Etanol (75, 50 y
25%) hasta agua DEPC (SIGMA) fresca, 10 minutos en cada uno a
temperatura ambiente.

La permeabilizacion del tejido se hizo con HCl 0.02 M (Merck)
durante 10 minutos, después se lavo con amortiguador de fosfatos
(PBS) 1x por 3 minutos; para eliminar proteinas se incubo con
Proteinasa K Tmg / ml (SIGMA) durante 30 minutos a 37°C, para
inactivar esta enzima se llevo a ebullicién por 15 segundos. Para
reducir los niveles de fosfatasa alcalina endégena, se sumergieron
los cortes de tejido, en acido acético 20% durante15 segundos y
se restablecieron condiciones fisiolégicas con PBS pH 7.3 por 2
minutos y agua DEPC.

Para evitar la unién de los iniciadores a DNA genémico durante la
transcripcion inversa fue necesaria una pre-digestion de la muestra
con DNasa, para lo cual se incubo por 15 minutos a temperatura
ambiente con una mezcla de amortiguador 10x [ 500 mM KCl,
100mM Tris-HCI, pH 8.3 ], DNasa | (grado Biologia molecular GIBCO
BRL) y agua-DEPC, se agregé 3pl EDTA (GIBCO BRL) para inactivar la
enzima por 10 minutos a 65°C, y PBS pH 7.3 por 2 minutos.
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Para la retrotranscripcion o transcripcion inversa (RT), se puso
sobre el tejido una mezcla de Oligo dT (GIBCO BRL),amortiguador
5x [250 mM Tris-HCl (pH8.3), 375 mM KCl, 15mM MgCl,] (GIBCO
BRL), DTT 0.1 mM (GIBCO BRL), mezcla de dNTPs 10 mM (Grado
PCR GIBCO BRL) y enzima M-MLV (moloney murine leukaemia
virus) (GIBCO BRL). Esta mezcla se incubé por 60 min. a 37°C y
por 15 min. a 70°C, para detener la actividad de la enzima. Para
eliminar el RNA restante se incubé con RNAsa, por espacio de
20 min. a 37°C. y se fijo la muestra en para-formaldehido al 4%,
durante 6 min. a 4°C, se restablecieron condiciones fisiolégicas
con un amortiguador de fosfatos (PBS, pH 7.3).

Para la PCR is, se preparo una mezcla de reaccion para la cual se
utiliz6 amortiguador de PCR 10x [200 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500
mM KCl], mezcla de dNTPs 10 mM marcados con digoxigenina
(GIBCO BRL), MgCl, 50 mM (GIBCO BRL), oligonucleétidos 100
mM sentido y antisentido especificos para las tres isoformas del
TGF-B, sus receptores y RB-actina como control positivo, Tag DNA
polimerasa 5U/ul (GIBCO BRL) y agua-DEPC para un volumen

final de 50 pl, suficiente para cubrir el tejido.

A deteccion
permeabilisacién O termociclador  de productos e
de PCR / ;

TEL o Um o Tm — — (8
Fijacién mezcla ensamblar -~
del tejido de PCR laminillas Visualizacién

microscopica

Para la retrotranscripcion y la PCR, se utilizo un sistema de clip
(Ampli Cover Clips y Ampli Cover Disc, Perkin Elmer GeneAmp In
situ PCR System 1000), en el cual, se utiliza un clip metalico y un

disco de silicon, que protege la muestra y que permite mantener
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un volumen de la mezcla de reaccion de 50 pl y un rango de
temperatura constante en todo el tejido durante toda la PCR,

evitando la evaporacién de la mezcla de reaccién.

Sistema ensamblador de laminillas y Termociclador de laminillas PERKIN ELMER GENE AMP

In Situ SYSTEM 1000
Las muestras se procesaron en un termociclador de laminillas
(PERKIN ELMER GENE AMP In Situ SYSTEM 1000), el equipo se
programo de la misma manera que para el PCR convencional.

Para el sistema de deteccion se utilizaron anticuerpos anti-
digoxigenina (GIBCO, BRL) en una dilucion 1:500 en un
amortiguador de TBS (Tris-HCl 100 mM pH 7.5, NaCl 150 mM) y
suero fetal bovino 2%, se incubo en camara himeda durante 30
min. Se lavo 3 veces en TBS durante 10 min. Se incubo con NBT
(Nitro azul de tretrazolio) — BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato)
(Boheringer) en una dilucién 1:50, por un periodo de 30 min en
camara himeda, protegido de la luz. Después de lavar 2 veces con
TBS durante 10 min, se lava con agua desionisada y se contrasto
con un colorante acido, Nuclear Fast Red (Nuclear Fast red 0.1% y

Sulfato de amonio 5%,).



RESULTADOS

RT-PCR DETGF-R 1, 2Y 3Y SUS ISOFORMAS EN
HOMOGENIZADO EMBRIONARIO.

La RT-PCR para las diferentes isoformas de TGF-R y sus receptores, a
partir de la extraccién de RNA total de homogenizado embrionario
en diferentes etapas de gestacion (10, 12 y 14 dias de gestacion),
present6 un marcado incremento para las isoformas del TGF-B (1 y
2) mientras que esta elevacion es menos evidente en TGF-8 3. En
contraste la expresion del Rl disminuyé gradualmente y fue mas
estable para el RIl (Figuras 3 a 7 ). La estimacion de estos cambios
en todos los marcadores se realiz al comparar la expresion de
R-actina (Figura 8) como transcrito constitutivo. Debido a que
se trabajo con homogenizados de embriones completos, no fue
posible, determinar el origen de estas citocinas (materno o fetal) ni
el lugar donde podrian ejercer su accion biolégica por medio de

esta metodologia.

Amplificacion de las isoformas de TGF-R y sus receptores en

homogenizados embrionarios

MP 10dg 12dg 14dg
E G 2% ¥ TR iy

Fig 3. Producto de amplificacién del cONA de TGF-R1 de 298 pb



400pb

300pb

Fig 4. Producto de amplificacion del cDNA de TGF-82 de 374 pb

MP 10dg 12dg 14dg

)Opb

. 38
opb |

Fig 5. Producto de amplificacion del cDNA de TGF-B3 de 357 pb

MP 10dg 12dg 14dg

400pb

300pb

Fig 6. Producto de amplificacién del cDNA de Receptor | deTGF-B de 357 pb



Fig 7. Producto de amplificacién del cDNA del Receptor Il de TGF-& de 357 pb
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MP  10dg 12d 14dg

Figura 8. Producto de amplificacion del cDNA de B - actina de 298 pb como producto constitutivo



INMUNOHISTOQUIMICA.

Mediante inmunohistoquimica se evalué la presencia de las
isoformas B 1 y 2 de TGF-B las cuales estuvieron presentes solo
en la region placentaria y el trofoblasto durante los primeros dias
de gestacion (dia 10 dg), mientras que TGFR 3, fue negativo (fig
9a,10a,11a ). Al avanzar el desarrollo embrionario la expresion
de las isoformas se va haciendo mds intensa hacia las regiones de
diferenciacion y proliferacion celular. Para el dia 12 de gestacién
el embrién mostré inmunoreactividad para las isoformas R1
en la region toracica (en corazén y pulmén), asi como en SNC
(tejido neuroencefalico). La expresion de B2 y R3 fue menor o
negativa comparada con R1 y estuvo limitada a corazon y tejido
neuroencefalico ( fig. 9b,10b,11b). El patrén de inmunoreactividad
fue similar para las tres isoformas, acentuandose la expresion de
TGF B1 en corazon, pulmén y tejido nervioso en el dia 14 de
gestacion (fig. 9¢,10¢,11¢).

Los receptores | y Il empiezan a tener mucha expresion para el dia
10 en placenta y tejidos materno-fetales (fig. 12a,13a); conforme
avanza el desarrollo se encontré la perdida gradual de dicha
expresion placentaria y materno-fetal. Por otra parte, el Rl se
empieza a expresar en menor cantidad y no hay expresion del Rl
durante el dia 12 post coitum en tejido embrionario a pesar de que
involucra zonas de organogénesis temprana o zonas que sufren
proliferacién y diferenciacién tempranas como son tejido nervioso,
corazén y pulmén (fig 12b,13b). Para el dia 14 de gestacion la
expresion de estos receptores se empieza a recuperar sobre todo
en corazon y tejido neuroencefalico (fig. 12¢,13c), notandose una

mayor actividad de la proteina del RIl durante esta etapa (Tabla 3).
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TGF-R1.

Figura 9a TGF-R1 10dg

10 dg. Trofoblasto () presenta
una tincion intensamente
positiva, al igual que la unién
materno — fetal (=), perdiéndose

hacia la periferia.

Figura 9b TGF-R1 12dg

12 dg. El Corazon (™) y el epitelio
bronquial , presentan una tincién
intensamente positiva al igual
que el tejido mesenquimal. En
cerebro y somitas presentan una

tincion intensamente positiva(#).

Figura 9c TGF-R1 14dg

Presentan tincidn positiva en

células en corazén(¥) y epitelio

bronquial



TGF-R2.

Figura 10a TGF-82 10dg

10 dg. La unién materno fetal(*y)
y el trofoblasto (=) presentan

reaccon positiva a TGF-R2.

Figura 10b TGF-R2 12dg

12dg. Enneuroblastoy tubo neural
son positivas. La tincién es de
menor intensidad en corazon(Y),
y no hay inmunoreactividad en

pulmoén.

Figura 10c TGF-R2 14dg

14 dg. Se presenta inmunoreaccién
en tejido cardiaco, que incluye al
pericardio y miocitos cardiacos

(™).




TGF-R3

Figura 11a TGF-83 10dg

10 dg. Esta fase embrionaria no

presenté inmunoreactividad.

Figura 11b TGF-R3 12dg

10dg.Estafaseembrionaria
presento una ligera
inmunoreactividad en

corazon(y),

Figura 11¢ TGF-R3 14dg

14 dg. Se encontro tincion
positiva en tejido cardiaco,asi
como en la pared auriculo-

ventricular (V).




Receptor I.

Figura 12a Rl 10dg

10 dg. La porcién materna () es
positiva, las células endoteliales,
vellosidades del trofoectoblasto

(=) presentan positividad hacia
las regiones periféricas.

Figura 12b RI 12dg
12 dg. Intensa inmunotincion en
células musculares primitivas del

corazon (¥), pero menos intensa

en sistema nervioso (3).

Figura 12c Rl 14dg

14 dg. En epitelio bronquial hay
reaccion intensamente positiva,
la inmunoreactividad es menos

intensa en musculo cardiaco (V) y
en citoplasma de células de tejido

nervioso (¥).




Receptor Il.

Figura 13a RIl 10dg

10 dg. Presenta positividad en
el embrién completo. Intensa
tincion en placenta () y en
vellosidades  trofoectoblasticas
(=).

Figura 13b RIl 12dg

12 dg. Enesta fase de embriogenesis

la inmunoperoxidasa es negativa.

Figura 13c RIl 14dg

14dg. Presentainmunoreactividad

células de musculo cardiaco (V).




INMUNOHISTOQUIMICA
10 dg 12dg 14.dg
&1 |52. B3 Rl RN |B1 B2 B3 RI RN [R1 B2 B3 RI iRII
corazén . 32 T - BB K
I e N
T. Neuroencefalo J' AN 2 | 1
SNE [T T T T T T T
Placenta /materna |3 2 - 1 3
Embrion |ETPION T I S T PV 2 '
Trofoblasto 3 - - -

Tabla 3. Zonas que resultaron positivas en la Inmunohistoquimica para TGF-B 1, 2, 3 y sus receptores |
y I, en el embridn de rata. (1 positivo; 2 moderadamente positivo; 3 intensamente positivo; - negativo;
+/- ligeramente positivo ).

RT - PCR in situ.

Al aplicar esta técnica se lograron definir detalles respecto a los
tejidos y células en los cuales se lleva a cabo la transcripcién de los
diferentes isoformas de TGF-R y sus receptores. Ademads, se pudo
correlacionar la presencia del RNAm con la sintesis de proteinas
(Tabla 3 y 4).

La expresion de RNAm de TGF-B1,82 y R3 durante el dia 10 de
gestacion fue notablemente intensa, sobre todo en la region materno-
fetal y el trofoblasto (fig. 14a,15a,16a). El transcrito del receptor Rl
de TGF-B, mostré una expresion menor pero positiva en la region
placentaria, no asi el receptor Rl que fue negativa ( fig. 17a,18a).
Para el dia 12 de gestacion los tejidos que mostraron una expresion
temprana e intensa del mensajero de TGF-R1,2 y 3 fueron los ubicados
en sistema nervioso central (fig, 15b,16b). Para el dia 14 de gestacion
solamente encontramos expresion del RNAm de TGF-R2 en corazén
(fig. 15¢), mientras que el RNAm de TGF-R3 estuvo presente en SNC,

en tejido neuroencefalico y medula espinal (fig. 16c).
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El mensajero del Rl no se expresa en tejido materno-fetal en el
dia 10 de gestacion (fig.17a), pero el mensajero del RIl se expresa
debilmente y aumenta hacia el dia 12 de gestacién en los tejidos
que tipicamente sufren diferenciacién y proliferacion celular,
como corazén y SNC, sin embargo, el Rl no presenté expresion
alguna durante esta etapa (fig. 17b,18b). Por el contrario, para el
dia 14 gestacion, el RNAm del RI mostré una abundante expresion
en zonas de organogénesis temprana , como corazén, pulmén y
tejido nervioso, mientras que el RIl fue negativo (fig. 17¢,18c) para

esta etapa (Tabla 3).

TGF-R1 e S B
Figura 14a TGF R 1 10 dg £ 5 R
M
o et 1 LR <
10 dg. La placenta () en su - 5 'R

region materno-fetal () presenta i
expresion de esta citocina TGF

R1.

Figura 14b TGF R1 12 dg

12 dg. La porciéon dorsal del

embrion  (tubo neural (%)),

presenta marca positiva, y las
células cardiacas () no presentan

marca.



TGF-R2

Figura 15a TGF 2 10 dg

10 dg. Se desarrolla senal intensa
en los componentes placentarios
(), trofoectoblasto (), asi como
en células sanguineas y canales

vasculares de la placenta.

Figura 15b TGF R2 12 dg

12 dg. Fue positivo en tubo neural

y tejido neuroencefalico (¥).

Figura 15¢ TGF B2 14 dg

14 dg. El corazén, células
circulantes y células hemadticas,

son intensamente positivas (V).




TGF-R3

Figura 16a TGF B3 10 dg

10 dg. Intensamente positiva en
la porcién placenrtaria () no asi

en la porcién embrionaria ().

Figura 16b TGF R3 12 dg

12 dg. Intensamente positiva
en mesénquima del sistema
nervioso periférico, tanto en
tejido neuroencefdlico y medula

espinal (¥). Todos los elementos’

cardiacos mostraron positividad
para el RNAm de TGF-R3 (V).

Figura 16c TGF R3 14 dg

14 dg. Senal positiva en la periferia
de la region encefilica (%), entre

piel y columna vertebral, asi

como en musculo cardiaco (V).



Receptor |

Figura 17a R1 10 dg

10 dg. RT — PCR is negativo.

Figura 17b RI 12 dg

12 dg. Resultados negativos en 3 X

esta fase de embriogenesis. 2

Figura 17c Rl 14 dg

14 dg. Positivo en la cavidad
toracica, musculo cardiaco,
células ventriculares y auriculas

(™).




Receptor Il

Figura 18a RIl 10 dg

10 dg. Fue positiva en
componentes placentarios

(™), pero en componentes

trofoblasticos es negativa (™).

Figura 18b RIl 12 dg

12 dg. Presenta positividad
en musculo cardiaco, células

ventriculares y auriculas (™).

1
1

s

i xidiy L
AR e YR

Figura 18c RIl 14 dg

14 dg. Resultado negativo.

i



RT - PCRis
10 dg 12 dg 14 dg
81 B2 B3 Rl RN |B1 [B2 B3 RI RN [B1 |82 |R3 RI
Corazén [ |2 2 3 | 3
Torax  fp,1mén J| i ‘ [ is [ B[ | ' ' 12
T. Neuroencefalo | [ 2 20N 1 3 ?3
SNC Iy, Espinal T 2 2 3 2 ] !3 2
Placenta /materna |3 I3 3 |- 12
Embrion Embridn j3
Trofoblasto 3 3

Tabla 4. Zonas que resultaron positivas para RT-PCR is para TGF-B 1, 2, 3 y sus receptores | y II, en
el embrion de rata. (1 positivo; 2 moderadamente positivo; 3 intensamente positivo; - negativo; +/-
ligeramente positivo .



DISCUSION

Desde los primeros trabajos en los cuales se describi6 la importancia
de distintos factores de crecimiento en el desarrollo embrionario,

destaco el estudio del TGF-R (Twardzik et al, 1982; Ellingsworth et al, 1986; Heine
et al, 1987).

Distintos reportes han evaluado las diferencias en la expresion
temporal y espacial de esta citocina, tanto en lo que se refiere a su
transcrito (Wilcox and Derynck, 1988; Lehnert and Akhust, 1988; Pelton et al, 1989; Millan
etal, 1991), como en la sintesis de proteina (tllingsworth et al, 1986, Heine et al,
1987; Potts and Runyan, 1989 Thompson et al, 1989) Y los resultados emanados de
dichos estudios han permitido ampliar el conocimiento acerca de

los procesos que regulan la organogénesis en el modelo murino.

Este trabajo intenta aportar nuevos datos acerca de la participacion
de las isoformas de TGF-R y sus receptores usando como método
principal de deteccion del RNAm de estos marcadores a la técnica
de RT-PCR in situ. Durante el estudio también se empleé la
inmunohistoquimica a fin de lograr una evaluacién de la sintesis
proteica del TGF-B.

El estudio de las isoformas de TGF-RB y mds recientemente de sus
receptores ha permitido determinar que algunos cambios en la
expresion de esta proteina, asi como del transcrito tienen relacion
con los mecanismos de proliferacién y diferenciacion celular los
cuales son esenciales durante el desarrollo embrionario (Massagué,
1990; Attisano et al, 1994; Lopez-Casillas, 1998). Al revisar la literatura, es posible
apreciar que distintos grupos de investigadores han enfatizado
la importancia que tiene este factor de crecimiento en las etapas

tempranas de la organogénesis (sporn and Roberts, 1986; Wilcox and Derynck,



1988, Cheng et al, 1993; Letterio et al, 1994; Letterio and Bottiger, 1998; Blewett et al, 1995;
Sanford et al, 1997).

Por otra parte, es evidente que algunas diferencias en los resultados
obtenidos en estudios anteriores, especialmente en cuanto a
la localizacién del TGF-B, pueden ser explicados al menos
parcialmente por las caracteristicas que distinguen a los métodos
que se han empleado en la deteccién de esta citocina.

En cualquier caso, la interpretacion de la trascendencia biol6gica
del TGF-B debe tener como base la aplicacion de métodos que
generen informacion detallada y precisa respecto a su localizacion
y expresion temporal y espacial.

La identificacion apropiada de wuna proteina mediante
inmunohistoquimica depende de la especificidad del anticuerpo.
Ademads, estos inmunoensayos no permiten distinguir si el TGF-R
presente en el tejido puede ser de origen materno o embrionario,
y simplemente localizan el sitio donde esta proteina se produce,
almacena 6 la ubicacién en la que ejerce su accion bioldgica.
En este estudio inmunohistoquimico utilizamos anticuerpos
policlonales especificos para las isoformas de TGF-B y sus
receptores y encontramos que TGF-R1, B2 y sus receptores (RI
y Rll) estuvieron presentes en tejido placentario. A partir del dia
12 gestacion las isoformas y sus receptores se hicieron evidentes
mediante su inmunoreactividad tanto en el tejido fetal como en el
compartimiento materno.

La PCR es un método altamente sensible y especifico. Se acepta
que es mas sensible que la hibridacién puesto que el proceso de
amplificacién incrementa sustancialmente la capacidad de detectar
un numero limitado de copias de DNA 6 RNA. Su especificidad es

alta siempre y cuando se seleccione una secuencia de iniciadores



(oligonucleétidos) adecuados, que permitan identificar un solo
blanco a partir del dcido nucleico que se pretende analizar
(Gu, 1995; Luque and Herrdez, 2001). Debido a que es una técnica que
tiene la capacidad de detectar pequenas cantidades de RNAm
cuando se usa la variante RT-PCR, que incluye un proceso de
retrotranscripcion no es raro encontrar un gran nimero de estudios
aplicados a la embriogenesis. En trabajos anteriores en los cuales
se ha determinado al TGF-8 mediante RT-PCR, se ha logrado
identificar que su RNAm se expresa durante la preimplantaciéon
de embriones de ratéon en estado de morula y durante todo el
desarrollo embrionario {Mummery, 2001).

En este trabajo se obtuvieron homogenizados de embriones
murinos en diferentes fases del desarrollo y con estas muestras
se logré detectar el transcrito de las diferentes isoformas de TGF-
Ry sus receptores al aplicar la RT-PCR convencional o en tubo.
Aunque se encontré que de acuerdo a la progresion del desarrollo
embrionario habia distintos niveles de expresion de TGF-R 1, 2
y R3, en especial cuando se evalud el periodo de 10 a 14 dias de
gestacion, también se aprecié que durante estas fases coincidia la
presencia de los receptores de esta citocina. Al emplear la RT-PCR
is, que es una variante que permite identificar las células o tejidos
individuales que expresan un transcrito, se encontré que durante el
dia 10 dg, las isoformas TGF-R1, B2 y B3 predominaron en placenta
y trofoblasto, lo que coincidié con una baja expresién del receptor
RI. En los siguientes dias de gestacion (12 y 14 dg) los transcritos de
las tres isoformas de TGF-R estuvieron localizados principalmente
en los tejidos embrionarios y fueron mds abundantes en la region
neural. Sélo el TGF-B3 y el receptor RIl estuvieron presentes en
el primordio de corazén, pulmén y sistema nervioso. Al evaluar

estos resultados respecto a los hallazgos obtenidos mediante
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inmunohistoquimica se encontré que la expresion de los RNAm y
la sintesis de TGF-B coincidieron en cuanto a su localizacién y fase
de desarrollo embrionario.

Esto concuerda con estudios previos que tienen como base el uso
de la RT-PCR en tubo, en los cuales se enfatiza la necesidad de
apoyarse con técnicas de inmunohistoquimica y/o hibridacién in
situ, que aporten evidencias directas acerca del tejido o células
productoras de TGF-B tomando en cuenta sus acciones autdcrinas
y Paracrinas (Lehnert and Akhurst, 1988; Lopez-Casillas, 1998), en particular
cuando se eval(a su participacion en alguno de los estadios del

desarrollo embrionario (Mummery, 2001).

Los grupos que han usado la hibridacién in situ para identificar al
TGF-B, han reportado un nimero de factores que pueden influir
en los resultados, particularmente respecto a la especificidad del
método. La sonda que se utiliza para esta metodologia puede unirse
inespecificamente dependiendo de su tamano y secuencia (jakowlew.

1992; Luque and Herriez, 2001 Ademds, es posible obtener resultados

erréneos si no se usan condiciones apropiadas de incubacion,

astringencia y deteccion.

Aunque en este trabajo se decidié explorar principalmente la
utilidad de los métodos que detectan proteinas o transcritos al
estudiar el TGF-RB, también fue posible analizar con base en nuestros
hallazgos algunos de los mecanismos en los que puede participar
dicha citocina durante el desarrollo embrionario murino.

‘En trabajos iniciales sobre desarrollo embrionario y TGF-R se
propuso que esta citocina podria intervenir en la transformacion
epitelio-mesénquima  (pous and Runyan, 1989). Al estudiar la

porcion atrioventricular de corazén, se encontré por métodos



inmunohistoquimicos que TGF-B puede participar en por lo
menos dos procesos distintos de la transformacion atrioventricular:
activacion y migracion (Brown et al, 1996).

Durante el proceso de desarrollo embrionario el TGF-R activo
presenta una distribucién muy limitada mientras que el TGF-R
latente esta localizado abundantemente en matriz extracelular
y puede ser activado in vivo por agentes caotrépicos, enzimas
proteoliticas y pH extremo entre otros, dependiendo de las
necesidades del embrion (Ghosh and Braver, 1996). Actualmente se acepta
que la senalizacion del TGF-R activo, depende de la presencia de
al menos una de las isoformas de TGF-B y sus receptores Rl y RII
(Massague, 1996), los cuales se han encontrado colocalizados desde
el inicio de la organogésis en el tejido nervioso mediante técnicas
inmunolégicas (Mariano et al, 1995,. A este respecto, nuestros datos de
RT-PCR convencional mostraron que al menos una de las isoformas
y los receptores (Rl y RIl) se expresan desde los primeros dias de
gestacion constituyendo un requerimiento para la senalizacion de
TGF-B. Ademas, nuestros hallazgos mediante inmunohistoquimica
indicaron que una vez que se expreso el transcrito del TGF-R en
tejidos embrionarios, se llevo a cabo la sintesis proteica.

La interaccion de TGF-B con sus receptores es uno de los requisitos
para que se lleven a cabo los procesos de diferenciacién,
proliferacién, activacién, migraciény transformacioén, especialmente
durante los primeros dias de desarrollo embrionario (Auisano et al, 1994;
Massagué, 2000). Aunque distintos autores han reportado que el TGF-R
y sus receptores presentan diferentes niveles de inmunoreactividad
desde los primeros dias de gestacion, tanto en la regiéon materna,
como la embrionaria, hay pocos estudios que evalien la ubicacién

precisa del RNAm del TGF-R y que permitan aclarar la controversia



acerca de la participacion del TGF-R de origen materno 6 fetal
durante la embriogenesis. Nuestros datos indican que la ubicacion
del transcrito de TGF-R y sus receptores difieren claramente al
comparar el tejido matemo y embrionario. Al realizar la RT-PCR in situ,
se observé que el RNAm de las isoformas de TGF-R tiene una
expresién temprana y se localiza casi exclusivamente en la region
materna, mientras que los receptores se expresan tardiamente en
el embrién, debiendo esperar hasta 10 dias de gestacion para que
aparezca el receptor Rll y 14 dias mds para encontrar el receptor
RI. Un dato interesante al respecto, es que se ha descrito que en
el proceso de implantacion embrionaria es necesaria la presencia
del TGF-B, el cual parece ser proporcionado por la madre. El
estudio de ratones knockout para TGF-R ha aportado otros datos
experimentales a este respecto. Los embriones que carecen de
TGF-R (knockout) son incapaces de producir su propia proteina
y a pesar de que estos animales pueden nacer, presentan algunas
deficiencias en su desarrollo o mueren inmediatamente después
del nacimiento por graves problemas inflamatorios (teterio et al, 1994,
Letterio and Bottinger,1998). Adicionalmente, se ha descrito que el TGF-R
de origen materno puede regular la respuesta inmune materna y
que su produccion puede evitar el rechazo durante el desarrollo
embrionario (Mummery, 2001).

En definitiva el TGF-B y sus receptores parecen intervenir en el
mantenimiento de la homeostasis en muy diversos niveles del
desarrollo embrionario. Entre otras funciones, tienen la capacidad
de regular la proliferacién de las células del sistema inmune y su
extravasacion a distintos tejidos (kulkarni et al, 1993). Los ratones nulos
para TGF-R1 son incapaces de producir tanto el RNAm como la

proteina y mueren rapidamente después de 3 o 4 semanas de edad,



cuando desarrollan una rdpida y excesiva respuesta inflamatoria
con infiltrados masivos de linfocitos y macréfagos en muchos
organos, pero principalmente en corazon y pulmén teterio et al,
1994).

En estudios recientes basados en la modificacién de genes 6 en
modelos in vitro han surgido nuevas evidencias que enfatizan la
importancia del TGF-R en la embriogenesis. Se ha observado que
los ratones knockout para el TGF-B2 presentan anormalidades en
el proceso de apoptosis durante el desarrollo del corazén (roelmann,
2000). Al estudiar al TGF-R3 como un iniciador de la transformacion
endotelio-mesénquima, se ha encontrado que los BMP2 (proteina
morfogenética de hueso-2) pueden ser importantes regulando
sinérgicamente con el TGF-R3 dicha transformacion endotelial
y el desarrollo del embrion namagishi et al, 1999). Ademads, algunos
autores describen que el TGF-B tiene capacidad para modular
un miembro de las SMAD con capacidad inhibitoria (cSmad6,
chicken Smadé) que se encuentra ampliamente expresada durante
el desarrollo del corazén, ojos y extremidades (Yamada et al, 1999) y que
la activacién de otras SMADs pueden influir en la transcripcion de
genes que acttan directamente sobre ciclo celular, tales como la
p21, inhibiendo la proliferacién celular (Moustakas et al, 2002). Por lo
anterior, seria interesante estudiar la participacién de estos factores

y otros factores en el modelo in vivo mediante RT PCR in situ.



CONCLUSIONES.

¢ Las isoformas de TGF-B (81, 82 y B3) y sus transcritos tienen
diferentes patrones de expresion tisular durante el desarrollo
embrionario.

4 Los receptores Rl y RIl de TGF-B se expresaron en forma
simultanea con al menos una de las isoformas de TGF-R a lo
largo de la embriogénesis murina.

¢ La expresion temporal y coordinada de TGF-R1, B2 y B3 y
sus receptores sustenta que estos mediadores tiene un papel
esencial en el control de la diferenciacion y proliferacion
celular.

¢ lLas técnicas de RT-PCR in situ e inmunohistoquimica
permitieron conocer la accion biologica y el origen de TGF-8,
asi como la distribucion de las isoformas y receptores, durante

la organogénesis murina.
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ANEXO |

FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS EMPLEADAS.

Reaccién en cadena de la polimerasa-.( del ingles polymerase
chain reaction) PCR.

La PCR es una herramienta extremadamente sensibley relativamente
directa para amplificar cantidades muy pequenas de DNA o RNA. A
partir de las cuales se pueden obtener millones o billones de copias
idénticas de un gene, para deteccién, secuenciacion clonacién o
diagnostico (Cu, 1995).

EL DNA es una doble cadena de nucléotidos unida por puentes
de hidrégeno de manera complementaria. La Adenina (A) se une
siempre a una Timina (T) y la Citosina (C) siempre con una Guanina
(G). Estos 4cidos nucleicos estén unidos unos a otros por uniones
~ fosfodiester rtewins. 2001).

Para la PCR es necesario mantener tres gradientes de temperatura,
que definen tres diferentes pasos: desnaturalizacion, alineamiento
y extension. )

La doble cadena de DNA se desnaturaliza y separa en dos cadenas
simples, a una temperatura de 94°C, una secuencia de acidos
nucleicos especifica o iniciadores, no mayor de 15 a 22 4cidos
nucleicos de longitud, sirve para iniciar y finalizar el sitio especifico
de unién para formar la cadena complementaria en direccién 5’ -
3’. Esta alineacién de iniciadores se lleva acabo en un rango de
temperatura de 45 a 65°C.

La Taq DNA polimerasa es una enzima capaz de formar una cadena



complementaria a partir de estas cadenas simples, en un rango de
temperatura de 70 a 75°C y esta reaccion de polimerizacién o
extensién se lleva acabo en presencia de Tag DNA polimerasa,
cloruro de magnesio (MgCl,), dNTP’s e iniciadores.

Después del primer ciclo se tienen dos nuevas cadenas sintetizadas
que sirven de molde o templado para las siguientes reacciones de
PCR vy esta crecera de forma exponencial despues de cada ciclo.
El producto final de la PCR puede detectarse por electroforesis,
donde se separa el producto de acuerdo a peso molecular (tuque and
Herriez, 2001).

PCR

molécula de DNA precursora

clon de moléculas



Retrotanscripcion de la reaccion en cadena
de la polimerasa - in situ

Del ingles polymerase chain reaction retrotranscription — in situ
RT-PCR in situ.

La PCR in situ, es una técnica que permite localizar secuencias de
DNA o RNA dentro de una poblacién de células heterogéneas.
Es una combinacién del PCR convencional utilizado en biologia
moleculary la hibridacién in situ utilizada en estudios morfolégicos.
Fue descrita en 1990 por Haase y colaboradores, para amplificar
DNA lentiviral,"y se ha ido modificando con el paso de los afos
dependiendo del objetivo a investigar (Haase, 1990).

RT-PCR is, es utilizado para detectar RNAm en concentraciones
bajas dentro de la célula o tejido. Para esta técnica es necesario
obtener un producto de cDNA por transcripcion reversa, que es
amplificado posteriormente in situ.

La deteccion de RT-PCR in situ, por el método directo utiliza una
transcriptasa reversa viral termolabil, del tipo Moloney Murine
Leukaemia Virus (MMLV) transcriptasa reversa.

Es necesario un tratamiento previo de las células o tejido con
DNasa libre de Rnasa. La mezcla de la PCR in situ incluye dUTP
marcado con digoxigenina, para la posterior amplificacién a partir
de cDNA producido por retrotranscripcion (RT).

Durante la amplificacién, el UTP marcado con digoxigenina se
incorpora en el amplificado y estos pueden detectase a través de
un complejo enzima — anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina
y su cromogeno especifico como sustrato. Las células positivas se
visualizan por precipitados azules que se detectan por microscopia

de luz ( Lewis, 1996).
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Inmunohistoquimica.

Las técnicas inmunohistoquimicas son
utilizadas para visualizar o detectar
antigenos propios de las células o de
tejidos  (Rojas-Espinosa, 2001).  Utilizando
un anticuerpo primario dirigido contra
un antigeno especifico acoplado o
conjugado a una enzima biotinilada,
para bloquear sitios inespecificos se
utiliza leche descremada, albumina o en
este caso suero de cerdo. Un complejo
streptoavidina-biotina-peroxido se une

a un anticuerpo secundario biotinilado
fHeras et af, 1997).

El anticuerpo acoplado a la enzima se
hace evidente al adicionar el sustrato
de la enzima mds un cromégeno que
permita la formacién de productos
coloreados, insolubles y estables, en
el caso de la peroxidasa se utiliza el
peroxido de hidrogeno como sustrato y la

3-3’diaminobenzidina como cromégeno
(Heras et al, 1997).

Los productos se visualizan como
puntos color marrén dependiendo de
la cantidad de producto se correlaciona

con la intensidad de la tincidn.
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ANEXO 11

REACTIVOS Y SOLUCIONES.

Amino-silano 2%

Amino-silano

(B-metacriloxipropil-trimetoxilano) 2 ml
Acetona 98 ml
Volumen final 100ml
PBS 1X

KCl 0.2 gr
K,HPO, 0.12 gr
NaCl 8 gr
Na,HPO,. 7H,0 2.16 gr

Ajustar pH a 7.3 y aforar a 1000ml con agua DEPC.

H,0,/MeOH 3%
H,O, 3 ml
MeOH 100 ml

Amortiguador de Hepes, NaCl, y CaCl,. (HCN)
Hepes (N{2hidroxietil}piperazina-N’-{2-acido

etansulfonico}) 10mM
NaCl, 150mM
Cacl, 2.6mM

Aforar a 1000 ml con agua destilada

HCN - TWEEN 20 0.1%
Tween 20 1 ml.
Aforar a 1000 ml con HCN

2.383 gr.
8.766 gr.
0.293 gr.



HCN - Suero de Cerdo 2%
Suero de cerdo 2 ml.
Aforar a 100 ml con HCN

3-3’Diaminobencidina 0.02 mM

DAB 0.004 gr
HCN 10 ml
H,O, 4 ml

Mezclar y proteger de la luz.

Agua DEPC 0.1%

DEPC (Dietil pirocarbonato) 1ml
Aforar a 1000 ml con agua desionizada.
Agitar 12 hrs, esterilizar,

Agitar 12 hrs, esterilizar,

Agitar 12 hrs, esterilizar, almacenar a temperatura ambiente.

TBS
Tris-HCl 50 mM 0.61gr.
NaCl 150mM  0.88 gr.

Ajustar a pH de 7.6 al Tris-HCI, mezclar el NaCl y aforar a 100
ml con agua DEPC.

TBS — MgCl,

Tris-HCI 0.1 M 0.157 g.
NaCl 50mM 0.0292 g.
MgCl2 50mM 0.10165 g

Ajustar pH de 9.5 al Tris —~HCI, mezclar los demas reactivos y

aforar a 10 ml con agua DEPC.



TBS- Fab

Tris-HCI 10mM  0.157 g.

NaCl 150mM  0.0876 g.

Ajustar pH de 7.5 al Tris —-HCI, mezclar los demas reactivos y

aforar a 10 ml con agua DEPC.

Agarosa 1%

Agarosa grado electroforesis 0.5 gr .

TAE 1X 50 ml.

Disolver por calentamiento, enfriar y vertir en camara de

electroforesis, el tiempo de polimerizacion es de 5 a 10 min.

TAE 10X
Tris base 54gr.
Acido acético glacial 25ml.

EDTA (acido etilendiamino-

etra-acétco) ' 0.5M pH 8 20 ml.

Gel de poliacrilamida al 40%

Stock de poliacrilamida al 40% 1.25 ml
Agua desionizada 3.25 ml
TBE 10x 0.5 ml
TEMED (N N N’ N’-tetra-metil-etilendiamina 10 ul
PSA (persulfato de amonio) 10% 25 ul

Mezclar todos los reactivos y el tiempo de polimerizacion es de

aproximadamente 5 minutos.

Acrilamida al 40% solucion stock
Acrilamida 7.6 gr.
Bis-acrilamida 0.4gr.

Ajustar a 20 ml. con agua desionizada. Almacenar protegido de la luz.



TBE10 X

Tris base 54 gr.
Acido Bérico 27.5 gr.
EDTA (4cido etilendiamino-

tetra-acético) 0.5M pH 8 20 ml.

El EDTA solo se disuelve hasta que alcanza pH 8.

Mezclar los reactivos y aforar a 500 ml. Almacenar a temperatura

ambiente

PSA 10%

Persulfato de amonio 1gr.
Agua desionizada estéril 10 ml.

Disolver, alicotear en tubos eppendorff y almacenar a 4° C.

Bromuro de Etidio 0.01%
Bromuro de Etidio 10pl

Aforar a 100 ml de agu.a destilada.

Proteinasa K 10mg/ml solucion stock

Proteinasa K _ 50mg

Aforar a 50ml de agua-DEPC, alicotear y guardar en congelacién
Proteinasa K Tmg/ml

Apartir de la solucién stock (10mg/ml)

Proteinasa K 5ml

Aforar a 50ml de agua-DEPC estéril, almacenar a 4° C

Acido acético 20%
Ac. Acético glacial 20 ml.
Aforar a 100 ml de agua-DEPC estéril.



HCl 0.02M
Acido Clorhidrico 37 % 82.78 pl
Diluir en 50 ml de agua-DEPC estéril.

Nuclear Fast-Red

Sulfato de amonio 5% 5gr.
Agua-DEPC 100 ml.
Nuclear Fast Red 0.1% 0.1 gr.

Disolver por calentamiento, dejar enfriar a temperatura ambiente,
filtrar y agregar 1 cristal de timol como preservativo, almacenar a

temperatura ambiente.

Sorensen 0.38 M

Na,HPO, 2.69 gr
H,ONaH, PO, 2.27 gr.
Ajustar pH 7.3 y aforar a 50 ml con agua DEPC.

Para-formaldehido 8%

p-formaldehido 8 % 8 gr.

Agua DEPC 100 ml.

Disolver por calentamiento 60 a 70° C, ajustar pH 7.3 con
NaOH TN.

Para-formaldehido 4%
p-formaldehido 8% 30 ml.
Sorensen 0.38 M 30 ml.

Mezclar volumen a volumen.



Amortiguador de corrimiento.
Azul de bromofenol 25%
Xilencianol FF 25%
Glicerol 30%

Llevar a un volumen final de 10 ml

Tincion de Plata
Fijador

Ac. Acetico 10%
Metanol 40%
Agua desionizada 50%

Volumen final 100 ml.

Oxidador Bio Rad 10%
Oxidador

2.5gr
2.5gr
3ml

10 ml
40 ml

50 ml

2.5 ml

Agua desionizada ajustar a 25 ml. volumen final

Reactivo de Plata Bio Rad 10%

Reactivo de Plata

2.5 ml

Agua desionizada ajustar a 25 ml. volumen final

Revelador Bio Rad
Revelador
Aforar a 100 ml

3.2¢er
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indice de Abreviaturas.

c¢DNA.  Acido desoxinucleico complementario .
dg. Dias de gestacion.

DNasa. Inhibidor de DNA.

DEPC. Dietil pirocarbonato.

ECM. Matriz extracelular.

LAP. Péptido asociado de latencia.
LLC. Complejo latente.

LTBP. Proteina latente de unién.

M-MLV. Molones Murine Leukaemia Virus.
NBT-BCIP. Nitroazul de tetrazoleo-5-bromo-4-cloro-

3-indolfosfato.

pc. Post coitum

PCR. Reaccion en cadena de polimerasa.
PBS. Amortiguador de fosfatos.

RNAm. Acido ribonucleico mensajero.

RNasa. Inhibidor de RNA.

RT-PCR.  Retrotranscripcion de la reaccion en cadena
de la polimerasa.

RT-PCR is. Retrotranscripcion de la reaccién en cadena

de la polimerasa in situ

RL Receptor | de TGF-B.

RIIL Receptor Il de TGF-B.

TGF-B. Factor de Crecimiento Transformante Tipo beta.
TGF-R1.  Isoformas del Factor de Crecimiento

Transformante Tipo beta.
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