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INTRODUCCION 

Uno de los fenómenos más interesantes de la biología es que a partir de 
una célula se genere un organismo completo, con Innumerables células 
diferenciadas, todas ellas con una función particular y perfectamente 
organizadas. La biología del desarrollo estudia este proceso, que Inicia 
con la fertilización del huevo, y termina prácticamente hasta la muerte del 
organismo. Actualmente ésta es un área muy estimulante, ya que 
empiezan a comprenderse los mecanismos moleculares del desarrollo 
animal y se están integrando muchas disciplinas de las ciencias 
biológicas, como la biología molecular y celular, la fisiología, la genética y 
la embriología, para el mejor entendimiento del desarrollo. 

La diversidad celular de un organismo se obtiene gracias al proceso 
de diferenciación progresiva de unas células con respecto a otras. En este 
proceso de desarrollo hay cambios en la potencialidad de la célula, 
pasando de la totipotencialldad (en el caso de los ovocitos), hasta el 
llegar a ser unipotentes (pudiendo dar lugar a un sólo tipo celular). A este 
proceso de pérdida de potencialidad se le llama determinación. Así, 
algunas células se determinan a ser mioblastos, linfoblastos, o 
neuroblastos, aunque fenotípicamente no se distingan como tales. El 
proceso que las lleva a expresar fenotípicamente su destino determinado, 
lo llamamos diferenciación. Respecto a estos procesos se tienen muchas 
preguntas: ¿Cómo se decide el destino de las células? ¿Qué mecanismos 
llevan a cabo la diferenciación de una célula? ¿Cómo, una vez 
diferenciadas las células, logran integrarse, formar una estructura definida 
y cumplir con su función? 

Con los estudios recientes en biología molecular se ha propuesto que 
la determinación y la diferenciación celular se lleva a cabo a través de 
cascadas de regulación de genes, es decir, el activar unos genes que a su 
vez regulan la expresión de otros y éstos a su vez a otros. Por esto, un 
aspecto muy Importante del estudio del desarrollo es el estudio de los 
genes que influyen en él, y la regulación de los mismos. Cuando se logre 
comprender cuál es el papel de los genes durante el desarrollo, será más 
fácil entender cómo se lleva a cabo este proceso. 

Las cascadas de regulación genética se dan en todos los organismos; 
amplifican una pequeña diferencia Inicial, creando grandes diferencias 
finales. Por ejemplo, en la diferenciación sexual de organismos como 
Drosophlla o Caenorhabditls elegans, la diferencia en número de un 
mismo gene es detectada y amplificada por la interacción de varios genes 
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que a su vez regulan a otros ('). Estas interacciones pueden Involucrar 
regulaciones a distintos niveles como: transcrlpclonal, en donde distintos 
factores de transcripción actúan para que se expresen distintos genes; 
post-transcrlpcional, con procesamientos o "splicing" alternativos de los 
mRNAs; traduccional, como en el caso de los mRNAs maternos que 
permanecen estables sin traducirse hasta el momento en que son 
requeridos; y post-traduccional, con modificaciones que activan o 
lnactlvan a las proteínas. 

Un modelo muy Interesante para el estudio de la determinación y 
diferenciación celular es la diferenciación sexual de las gónadas. El 
establecimiento del sexo en un organismo es un modelo que tiene 
grandes ventajas al ser las gónadas Indiferenciadas órganos únicos en su 
tipo por poder elegir entre dos caminos para diferenciarse: ovario o 
testículo; mientras que el resto de los órganos indiferenciados tienen sólo 
un destino posible. De esta forma, las gónadas son órganos blpotenciales 
por lo que podemos buscar el "factor" que determina uno u otro camino. 
Además, podemos obtener mutantes que no son letales para el organismo, 
por lo que pueden ser estudiadas In vivo. 

TEORIAS SOBRE LA DIFERENCIACION SEXUAL 

¿Cómo se establece el sexo de un organismo? Esta pregunta es muy 
vieja; ya Aristóteles se lo preguntaba y fue el primero en proponer una 
hipótesis al respecto. Propuso que el calor del macho durante el acto 
sexual determinaba el sexo de los hijos. Entre más caliente el macho, 
había mas probabilidad de que el producto fuera macho. En el siglo XIX 
se propuso que diversos factores ambientales determinaban el sexo, como 
la nutrición, el calor, la edad y la salud de los padres. Actualmente se 
conoce que tanto el medio ambiente como componentes ~enétlcos pueden 
participar en la determinación del sexo de un organismo ( ). 

El medio ambiente determina el sexo en algunos reptiles y aves. El 
sexo es determinado en ciertos casos por la temperatura a la que se 
Incuban los huevos. En otros, como en el de Bonellla vlvldls (un animal 
marino), el sitio en donde cae la larva determina el sexo: si ésta cae en la 
boca de una hembra, continúa hasta el útero, donde se diferencia como 
macho (vive ahí como parásito, fertilizando a la hembra); si la larva cae 
fuera se convierte en hembra ('). ¿Cuáles son los mecanismos Internos 
Involucrados en la determinación marcada por el medio ambiente, y cómo 

1 Baker, B.S. (1989). Sex In files: the apllce ol llle. Nature 340, 521·524. 
Hodgkln, J. (1987). Sex determlnatlon and doaage compen•atlon In Caenorhabdltls elegans. Annu. 

Rev. Genat. 21, 133-154. 

1 Giibert S. F. Developmental Blology, (1991). Slnauer A•soclala•, lnc. Publlshers. Sunderland, 
Masaachusetts. 
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es que ésta se lleva a cabo son preguntas que todavía quedan por 
contestar. 

La determinación sexual por componentes genéticos depende de la 
presencia de ciertos genes, normalmente encontrados en los cromosomas 
sexuales (Tabla 1). Estos genes maestros Inician una cascada de 
regulación (ejemplos figuras 1 y 2) que da como resultado final que el 
organismo sea hembra o macho. 

En organismos como Drosophila o Caenorhabditls, todos los genes 
requeridos para el desarrollo sexual se encuentran presentes en ambos 
sexos; el sexo del organismo es determinado por la relación numérica 
entre los cromosómas X y los cromosomas autosómlcos. La cascada de 
regulación está muy bien estudiada y caracterizada en estos organismos, 
y se conocen muchos de los genes y mecanismos que participan en ella 
(Figuras 1 y 2). 

En organismos como aves y mamíferos, la determinación del sexo 
parece depender de la presencia o ausencia de un "factor determinante", 
que supuestamente actúa para Iniciar una cascada de regulación. En 
mamíferos, este factor ha sido buscado por largo tiempo. Lo primero que 
se dedujo fue que debía actuar determinando al organismo como macho y 
se debía encontrar en el cromosoma Y; porque se observó que si hay uno 
de estos cromosomas, el Individuo se desarrolla como macho, 
Independientemente del número de cromosomas X existentes .. A este 
"determinante" se le llamó "factor determinante del testículo o FDT" 

El primer FDT propuesto fue el antígeno H-Y ('). Esta sustancia fue 
descubierta en 1955 (') como resultado de un transplante de piel en una 
cepa de ratón genéticamente Idéntica. Los machos si aceptaron el 
transplante de hembras, mientras que las hembras rechazaron los 
transplantes de macho. Como todos los demás genes eran iguales, se 
propuso que el cromosoma Y estaba produciendo un antfgeno de 
superficie que era rechazado por las hembras. Sin embargo, en 1984 se 
demostró que no era necesario el antígeno H-Y para la diferenciación 
testicular en ratón ("), pues se encontraron ratones que aún sin este 
antígeno se desarrollaban como machos. Más tarde se observó que en 

3 Watchel S. s., S. Ohno, G. C. Koo, E. A. eoy~ (11175) Poulbla rola for H-Y antlgen In !he 
prlmary detarmlnatlon of sax. Natura 257, 236-236. 

• Elchwald, E.M. and C.R. SUmser. (1955). Communlcatlon. Transplant. Bull. 2, 148. 

' Melaran, A., E. Slmpson, K. Tomonarl, P. Chandler, and H. Hogg. (1984). Mal• aexual 
dlffarenllatlon In mica lacklng H·Y enligan. Natura 312: 552. 
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Figura 1. La cascada de regulación que se ha propuesto para la detennlnaclón del seHo en Drasaphlla, Las flechas 

Indican actluaclón, los cuadros negros represión (2). 



TABLA 1: 

Determinación Cromosoma! del Fenotipo Sexual 

D. melanogaster 
C. elegans 
M. musculus 
G. domestlcus 

XX 
hembra 

hermafrOdlta 
hembra 
macho 

XV 
macho 

macho 
hembra 

HERMAFRODITA 

xo 
macho 
macho 
hembra 
¿? 

XXV 
hembra 

macho 
¿? 

ALTO--IBAJO ALTO-IBAJO ALT0-1 BAJO ALTO>> 

X/A 

BAJO 

Xol-1 sdc-1,2 her-1 tra-2,3 

ALTO-IBAJO AL T0--1 BAJO 

MACHO 

fem-1,2,3 tra-1 

ALT0--1 BAJO» 

Figura 2. Cascada de regulación génica en C. elegans. La relación entre 
los cromosomas X y los autosómlcos determinan el sexo de este 
nemátodo. SI la relación es alta (XX/AA), la expresión del siguiente gene 
de la cascada xol-1, se reprime, lo que permite la expresión de sdc-1 y 
sdc-2. Estos continúan con la cascada de la forma que se muestra en la 
figura, dando como resultado un hermafrOdlta. Cuando la relación es baja 
(XO/AA), Xol-1 se activa, Invirtiéndose toda la cascada, lo que genera un 
macho('). 

• Miiiar, L. 111., J. D. "'-f!llCh, L. P. Ca.._,, and B. J. lleyer (1888). 110/.1: A Gene Thal 
Control• the Mal• McxlH Of Both Sex Detennlnetlon and X Chromo~• Douga Compenutlon In .2. 
!1!11!!!!· CaH 55, 167•183. 



humano existían casos de machos XX y hembras XV. Se encontró que 
esto se debía a una translocaclón de la reglón 1 del cromosoma Y a algún 
otro cromosoma ('), lo que sugería iuertemente que el FDT se encontraba 
en esta región. En 1987, el grupo de David Page aisló una secuencia de la 
reglón 1 del cromosoma V cuyo producyo se presentaba como un fuerte 
candidato para funcionar como el FDT (º). Este gene codifica a una 
proteína que posee un dominio tipo "dedo de zinc" (un dominio de unión 
a DNA) por lo que en humano fue llamada ZFY ("zinc flnger V"), y Zfy en 
ratón. Las evidencias en favor de este gene como el FDT eran: 

1) Que fue encontrado en los machos y no en las hembras; 
2) Que se encontraron secuencias relacionadas a Zfy en el 

cromosoma Y de todos los mamíferos placentados en los que se buscó; 
3) Que se encontró Zfy en ratones mutantes Sxr' {ratones con 

reversión sexual que al parecer tienen una translocaclón cromosomal, de 
la mínima porción del FDT (que especifica la formación del testículo), ya 
que no transloca un gene involucrado en espermatogénesis [Spy], ni 
transloca Hya [el gene que controla la expresión del antígeno H·Y]). 

Aparecieron, sin embargo, evidencias que pusieron en duda el papel 
de Zfy como el FDT: 

1. En marsupiales las secuencias relacionadas con Zfy no se 
encontraron en los cromosomas sexuales, sino en los autosómlcos. 

2. La expresión de Zfy se encontró ligada a las células germinales r>. 
lo cual resulta incompatible con un papel determinante del sexo, al no ser 
estas células necesarias para el desarrollo del testículo ('") . 

3. Se encontraron cuatro casos de Individuos XX machos con 
secuencias de Y y que, sin embargo, no tenían ZFV. 

Unos· meses después, los grupos de Lovell-Badge · y Goodfellow 
encontraron otro gene en la región 1 del cromosoma Y (''). Este gene es 
hasta el momento, el mejor candidato para ser Identificado como el FDT. 

7 Page, o.e. (1985). Sex reversar: Oeletlon mapplng of the male-determlnlng functlon of the 
human Y chromosome. Cold Sprlng Harbor Sypmp. Quant. BID!. 51 :229·235. 

1 Page, o.e., !t!! (1987). The sex.Oetermlnlng reglen of !he human Y chromosoma ancodas a 
flngar proteln. C..11 51: 1091-1104. 

• Koopman P., J. Gubbay, J. Colllgnon. and R. Lovell·Badge (1989). Zly gene axpresslon 
pattems ara not compatlble wlth a prlmary role In mouse sex determlnatlon. Natura 342: 940-942. 

10 Merchant, H. (1975) Rat gonadal and OVarlan Organoganesls Wlth and Wlthout Germ Cells. An 
UHrHttuctural Study. Oevl. BID!. 44, 1-21. 

Melaran, A. In The Orfgln and Evolutlon of Sex (ods Halvoraon H.O. and Monroy, A.) 289-300 
(Uu, New York, 1985) 

11 Slnclalr, .!!,!!. (1990) A g- from U.. human eax-<felormlnlng reglon encocle• • protaln wtlh 
homology to a conllervad ONA-blndlng motlf. Natura 346:240-244. 

Gubbay J., .!L!!u (1990) A gene mapplng to the eex-<letermlnlng reglen of !he mOU9t Y 
dvotn090m• Is a mamnber Of e novel famlly of embryonlcally expressad a-•· Natura 346:24&-250. 
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Las evidencias en su favor son: 
1. Es un gene conservado en todas las especies de mamfferos 

probadas. 
2. El gene mapea cerca de la porción en V que confiere la 

masculinidad. 
3. En hembras XV no está presente ('"). 
4. Cuando se encontraron casos de hembras XV en donde aparecfa el 

SRV, éste se encuentra mutado. 
5. Su patrón de expresión coincide perfectamente, tanto temporal 

como morfológlcamente, con la diferenciación gonadal. En ratón, su 
expresión se detecta desde los 10 días post-coito (dpc), hasta los 12 dpc¡ 
etapa critica en la diferenciación de las gónadas, pues en ella la gónada 
Indiferenciada (Igual en ambos sexos), pasa a ser diferenciada (ya sea 
testículo u ovario). Experimentos basados en hlbrldlzaclones In sltu 
muestran que el gene se expresa en el primordio gonadal (11

). 

6. Ratones transgénlcos que contienen una copla de este gene se 
desarrollan como machos, a pesar de ser cromosomalmente hembras e·>· 
Esta es una de las evidencias más fuertes, ya que al parecer sólo se 
requiere de este gene para provocar desarrollo de macho. En ese estudio 
se Intentó también Introducir al ratón el gene homólogo de humano pero, 
al menos en dicho caso, no funcionó. 

Este gene fue llamado en humano SRV ("sex reglon V") y Sry en 
ratón. El Sry es un gene que tiene homología con las proteínas del grupo 
de "alta movilidad", lo que sugiere su papel como factor transcrlpclonal. 
Se reportó una secuencia que parece ser la reconocida por la protelna 
codificada por Sry para su unión a DNA (''). Todavla no se sabe que 
factores regulan a este gene, ni a qué genes regula éste. Probablemente 
regula directa o Indirectamente la expresión de la AMH (hormona 
antlmullerlana), ya que de ésta depende gran parte del desarrollo posterior 
como macho, y esta hormona es el siguiente marcador molecular de 
diferenciación. Otro posible blanco serian los esteroldes gonadales. En 
pollo, se ha visto que la Inducción de la actividad de la aromatasa (la 
enzima que catallza el último paso de la conversión de andrógenos a 
estrógenos) es un paso crucial y general del control de la diferenciación 

12 Phlllppa B., J. R. Hawkln•, A. H. Slnclalr, A. Taylor, B. L. Grlfflths, P. N. Goodfellow and M. 
Fellous (11190). Genetlc evlr:lenca equatlng SRYand the tHtla-dotennlnlng factor. Natura 348, 448-450. 

'" Koopman P., A. Münstarberg, B. Cape!, N. Vlvlan and R. Lovell-Badge (11190) Expresalon of a 
candidata aax-detormlnlng gene durlng mouM ts.Us dlttarentlatlon. Natura, 348, 4511-452. 

•• Koopman P. !!,!l. (19111) Mala devalopment of chromosomally !amala mica transganlc lor Sry. 
tutura 351:117·121. 

15 Hartay, V.R. !!,!h (111112) DNA Blndlng Actlvlty of Recombinan! SRY lrom Normal Malas and XV 
Femalas. Sclenca 255, 45~56. 
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gonadal y la determinación del sexo ('"). También es probable que el Sry 
actúe sobre factores de creclmento, ya que la distinta velocidad de 
crecimiento (ya sea por proliferación celular o por Invasión de células) 
parece ser una de las diferencias entre el testículo y el ovario {17). En que 
consiste el papal de este gene en la morfogénesls de la gónada es otra 
pregunta Interesante, pues no sólo Importa su diferenciación sexual, sino 
la forma en que ésta se desarrolla. 

¿Existe alguna relación entre la determinación y diferenciación 
sexuales y la morfogénesis? ¿Pudiera darse una sin que necesariamente 
se diera la otra? Encontrar los pasos en esta cascada que determina el 
sexo en mamfferos es fundamental, pues cuando sepamos cuál es esta 
cascada y qué papel juega cada uno de los elementos en ella, podremos 
entender cómo es que algunos individuos son nli'las y otro nli'los. 

DESARROLLO SEXUAL PRIMARIO EN RATON 

El desarrollo de las gónadas es el siguiente ('ª): 
A los 10 dpc se logra distinguir la cresta genital en la región ventral 

del mesonefros. La gónada surge a partir de esta cresta, la que consiste 
en células somáticas y germinales primordiales fuertemente unidas a la 
superficie del epitelio. En esta etapa se pueden reconocer tres 
caracterfstlcas morfogenétlcas Importantes: condensación de células 
somáticas a lo largo de la cresta genital, deposición gradual de lémina 
basal y una baja actividad mitótlca de las células tipo epiteliales. Como 
consecuencia de estas caracterfstlcas se forman los cordones gonadales 
tanto en hembras como en machos. A los 11 dpc se puede distinguir la 
gónada, aunque en esta etapa se trata de una gónada Indiferenciada ya 
que no se distinguen diferencias morfológicas entre las de hembras y 
machos. El primer rasgo de diferenciación sexual (a los 12 dpc} es la 
Invasión gradual de mesénqulma y células endotellales a la cresta 
germinal de la gónada de los machos. Como resultado, los cordones 
gonadales se hacen aparentes al microscopio estereoscópico, pudiéndose 
distinguir claramente en esta etapa las hembras de los machos. En el 
nivel ultraestructural, las células de Sertoll son el primer tipo celular en 
diferenciarse, Identificándose por el desarrollo de retículo endoplésmico 

11 Elbrecht A., and R. G. Smlth. 1992. Aromatase Enzyma Actlvlty and Sex DetarmlnaUon In 
Chlckan•. Sclence 255, 467-469. 

17 Mlttwoch, u. (1989) Sex DlfferenUetlon In Mammals and Tempo of Growth. J. Teor. Blol., 
137:445"455. 

11 M9rchanl H. and T. Tak•to. (1991) Testicular dlfferantl.Uon In mammal• under normal and 
experimental condltlons. J. ol Elec. end MICf09C. Tech. 19:158-171. 
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rugoso, lo que podría estar relacionado a la producción de la hormona 
antlmullerlana (AMH). Esta hormona hace que se degenere el conducto de 
Muller, que en las hembras da lugar al oviducto, útero, cervlx y vagina 
superior. A los 13 dpc se da la diferenciación de las células de Leydlg, 
que son las productoras de testosterona. Esta hormona produce el 
desarrollo del conducto de Wolf, que en los machos da lugar al epldldlmo, 
vas deferens y veslcula seminal; en las hembras este conducto se 
degenera por falta de testosterona. A partir de la testosterona se sintetiza 
la dlhldrotestosterona, cuya acción promueve el desarrollo del pene a 
partir del tubérculo urogenitat. En las hembras, los cordones gonadales 
se fragmentan, cada uno rodeando a una o varias células germinales. En 
adulto, la célula germinal se convierte en el óvulo y las células que lo 
rodean en las células de la granulosa o foliculares, productoras de la 
hormona esterotde estradlol. Las tecas, de origen estromátlco, sintetizan 
los andrógenos, que son tomados por las células foliculares y 
aromatizados a estradlol (figura 3 y esquema). 

Un modelo que explica los mecanismos de la determinación sexual en 
mamlferos parte de la Idea de que ambas gónadas se desarrollan 
activamente; es decir que tanto el ovario como el testlculo requieren de la 
dirección de genes para su desarrollo. 
De acuerdo a este modelo, el desarrollo del ovario se Iniciaría con el gene 
hipotético Od. Este actuaria en las células germinales. El Sry actuaria 
antes del Od, .reprimiendo su acción, de forma que al expresarse éste, se 
desarrollara un testiculo. En ausencia del Sry se activaría Od, y se 
Inducirla el desarrollo del ovario ('"). SI existe o no un factor determinante 
del ovario está todavia por probarse. Los Individuos en que las gónadas 
están poco desarrolladas representan un buen sistema para buscar este 
factor. 

11 Elcher, E. and L.L. WashbUm. (1986) Genetlc control o! pr1mary sex detarmlnatlon In mica. 
Annu. R•v. Genat. 20, 327·260. 

Wallhburn L.L. and E.M. Elcher. (1983) Sex reversa! In XY mlce aiused by • domlnmnt 
mutatlon In chrom090me 17. Natura 303, 338-340. 
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Figura 3. Eventos morfológlcos de la dHerenclaclón gonadal en mamfferos 
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EsQUema de la secuencia de eventos ~e da lugar a la formación del fenotipo masculino en mamfferos. 
Con la presencia del cromosoma V, la gónada indiferenciada se convierte en testiculo. El testlculo 
secreta hormonas (l.Je causan la mascullnizaclón del eoJeroo 
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ORGANOGENESIS DE LA GONADA IN VITRO. 

Una de tas formas de estudiar los fenómenos que ocurren durante ta 
morfogénesls de diversos órganos es el de provocar una perturbación 
experimental del órgano y estudiar los fenómenos que ocurren durante ta 
reasoclación de tos diversos tipos celulares. La reconstrucción de te)ldos 
In vltro a partir de suspensiones celulares ha sido ampliamente utilizada 
como modelo experimental para estudiar los mecanismos que Intervienen 
en et proceso de morfogénesls. 

Desde tos estudios clásicos realizados con espon)as a principio de 
siglo, se observó que tas células disociadas mantenían ta capacidad de 
reorganizarse en ta estructura pluricelular original. Més tarde se observó 
que células disociadas de embriones de anfibios y aves, logran 
reorganizar tejidos y estructuras hlstotrplcas similares a las originales. 

En el laboratorio del Dr. Merchant se ha desarrollado un método de 
disociación y reagregaclón de ta gónada {'°}. Se tienen bien caracterizados 
a nivel de microscopía electrónica reagregados de gónadas de 12 y 13 
dpc. Normalmente et proceso de reagregación toma alrededor de 24 horas 
{Figura 4) . Falta caracterizar los cultivos de gónadas de 11 dpc. 

Este sistema ofrece venta)as como la de poder hacer estudios que 
permiten distinguir entre tos procesos de diferenciación celular y los de 
morfogénesis. También permite ta rnanlpulación de la expresión de genes 
utilizando mRNA antlsentido. 

20 E9Calante-Ale11lde D. and H. Merchant (1992) SomaUc and Genn C•ll lnterecdon• durlng 
Hlatogenetlc Aggragatlon of Mou• i=.tal THIH. Exp. Cal!. Rea. 1118:150-158. 

13 



FIGURA 4 
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Figura 4. Proceso de reagregaclón de testfculos disociados de 12.5 dpc. 1) 
Células disociadas enzlmátlcamente (O horas). 2) A las 3 horas de cultivo 
se puede observar que las células ya se adhirieron, aunque todavfa no 
hay organización, células germinales (ge) y células sométlcas (sm). 3) A 
las 6 horas se pueden observar grupos compactos de ~lulas. 4) A las 12 
horas se observan estructuras semejantes a cordones semlnfferos (se), 
segregadas del tejido estromátlco (st). 5) A las 24 horas de cultlvo los 
cordones semlnfferos son claramente distinguibles (17). 6) Reagregado de 
testfculo de 15.5 dpc cultivado por 24 horas. Un cordón semlnftero 
rodeado por células aplanadas tipo mlolde. Dentro de las c»lulas 
estromátlcas se pueden distinguir algunas células de Leydlg (L) ('°), 
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OBJETIVO 

Evidencias obtenidas por el grupo de Lovell-Badge sugieren que el Sry es 

el gene que Induce el desarrollo del testlculo. SI bien la represión de su 
expresión coincide con la formación de los cordones testlculares, a¡jn se 
desconoce si el Sry está relaclonado a la determinación celular de las 

células de Sertoll y/01 directamente participa en el proceso morfogentHlco. 
Para resolver esta Incertidumbre, hemos aprovechado la capacidad de las 

células del primordio gonadal rnascullno para reorganizarse en estructuraa 
slmllares a los cordones testiculares In vltro y, determinar si el Sry ea 

requerido durante este proceso morfogenétlco. Como un marClldor 

molecular del proceso dlferenclatlvo de las células de Sertoll utilizamos la 
expresión del AMH, protelna caracerlstlca de estas ·células. 

Slmultánernente, los resultados obtenidos permitirán definir a este sistema 

In vltro, como un modelo para estudiar a nlvel · molecular el proceso de 

gonadogénesls en ratón. 
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MATERIALES Y METODOS 

Ratones. En todo el trabajo se usó la cepa CD1. 

Reagregados de 11, 12 y 13 dfas post coito (dpc): 
(El día en que se detecta el tapón vaginal se determina 
como dla 0.5) 

Materiales: 

Medio L·15 (GIBCO). 
Medio McCoy 5a modificación con suero bovino fetal al 10%. 
Trlpslna al 0.25% en Solución de Rlnaldlnl ("'): 

Para 100 mi: 
0.8 g de NaCI 
0.02 g de KCI 
0.1 g de Citrato de Sodio 
0.005g de NaH2P04.H20 
0.1 g de NaH2C03 
0.1 g de glucosa (o cualquier otra azúcar). 
0.25 g de Trlpslna (Dlfco) 

Filtros de pollcarbonatos (Nucleopore, tamañ~ de poro de 1µ) 

Metodología 

1) Debido a que a los 11 dpc las gónadas están todavía Indiferenciadas, 
se extraen y se mantienen separadas en medio L-15 (GIBCO) hasta 
sexarlas por la presencia del corpúsculo de Barr, y una vez realizado esto, 
se hacen grupos de machos y hembras. (Sexar 30 embriones toma 
alrededor de dos horas). 
2) A partir de los 12 dpc los testículos fetales ya son distinguibles de los 
ovarios por lo que se extraen y se colectan juntas en L-15. 
3) Una vez extraídas todas las gónadas, se les quita el L·15 y se Incuban 
en la trlpslna por 15 minutos a 37ºC. 
4) Se Inactiva la enzima el medio McCoy. 
5) Se lavan las células disociadas 2 veces con McCoy, centrifugándolas a 
370g. 
6) Se resuspenden en medio McCoy y se vuelven a centrifugar en tubos 
Eppendorf de 400 µI a 370g por 15 minutos. 
7) Las pastillas de células (aproximadamente 4-5 gónadas por pastllla) se 
despegadan del fondo del tubo con una pequefta espátula de platino y se 
recuperan con una pipeta de 200µ1 (Gllson) con el tlp cortado 
diagonalmente. 

11 Rln11ldlnl, M.L. (111511) &p. c.//. RH. 16, 477·505. 
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8) Se coloca la pastilla sobre un filtro ae pollcarbonatos, y se deja 
flotando sobre 1.5 mi de medio McCoy, en una caja de petrl de 35 mm. 
9) Se cultivan por varios tiempos a lo largo de 24 horas, a 37"C en una 
atmósfera de 5% de C02 en aire. En estas condiciones las pastlllas 
forman discos sólidos de 1 a 2 mm. de diámetro que llamamos 
reagregados. 

Sexado de las gónadas de 11 dpc; 

Para sexar las gónadas se usó la tlnclón de corpúsculos de Barr (éste es 
uno de los cromosomas X que en las hembras se Inactiva durante el 
desarrollo). 

Materfales 

Fijador: 
metanol:acétlco 1 :1, 
ácido acético al 60%. 
azul de Toluldlna al 1% en agua 

1) Se fija el amnios en fijador por 10 minutos. 
2) Se decanta y se le agrega una gota de ácido acético al 60%. 
3) Con una pipeta Pasteur sellada con fuego se macera ligeramente el 
amnios en el ácido por un minuto, o se le da vortex por 30 segundos. 
4) Se le agrega un mi. de fijador. 
5) Se centrifuga en mlcrofuga a 12,000 rpm por 5 minutos. 
6) Se retira el sobrenadante y se resuspende en lo que quede en el tubo. 
7) Se coloca una gota en una lamlnllla y se deja secar al aire. 
8) Se le pone una gota de azul de Toluldlna al 1% en agua y se le coloca 
un cubreobjetos. 
9) Se cuentan al microscopio los corpúsculos de Barr y se considera 
hembra a las preparaciones en donde más del 80"A. de los núcleos 
presenten corpúsculo. 

Extracción de RNA: 
(Protocolo Final, Extracción de una sola gónada, ver resultados) 

Cloruro de Litio 3M- Urea &M 
Solución A: 
Tloclanato de Guanldlna 4M 
Chrato de Sodio 25 mM pH 7 
Sarcosll 0.5% 
B-mercaptoetanol 0.1 M (36µ1 a 5ml de solución) 

Los primeros 3 componentes se pueden mezclar y guardar a 
temperatura ambiente por varias semanas. El 8-mercaptoetanol se le 
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agrega al momento de usarse. 

Acetato de sodio 2M, pH 4. 
Fenol saturado en agua. 
Cloroformo:lsoamillco 49:1 
TE: 
Tris 20mM 
EDTA 1mM. 

lsopropanol 
Etanol 75% 
Buffer DNAasa 10X 
Acetato de sodio 1 M, pH 5.5 
Cloruro de Magnesio 100mM. 

TBE 10X: 
Tris Base 1 OBg 
Acldo bórico 55g 
EDT A 0.5M pH 84ml 

Gel de Agarosa-Urea: 
Agarosa 0.300 g 
Urea 7.2 g 
TBE 1X 17 mi 

Se corre vertical, buffer TBE 1X. 

Metodología: 

1) Homogenlzar el tejido (con vortex) en la solución de LICl·Urea (para una 
gónada o un reagregado en 500µ1). 
2) Precipitar a -70ºC toda la noche. 
3) Centrifugar a 14,000 rpm. en mlcrofuga por 20 minutos. 
4) Resuspender en 500 µI de solución A. 
5) Ai\adlr 1/10 de volúmen de Acetato de sodio (50µ1). 
6) Extraer con un volumen de fenol (500 µI) y 2110 de volúmen (100µ1) de 
Cloroformo:lsoamillco, enfriándolo en hielo por 15 minutos. 
7) Precipitar con un volúmen de lsopropanol a -20ºC, una hora. 
8) Lavar con Etanol al 75%. 
9) Secar en el Savant. 
10) Resuspender en 20µ1 de TE. 
11) Ai\adlr 2.5µ1 de buffer DNAasa 10X. 
12) Agregar 1µ1 (40 u) de DNAasa, libre de RNAasa (Boehrlnger) e Incubar 
a 37ºC por media hora. 
13) Ailadlr un 25 µI de TE y 5µ1 de Acetato de sodio. 
14) Extraer con 50µ1 de fenol y 10µ1 de Cloroformo:lsoamlllco y volver a 
repetir del paso 6 al 9. 
15) Resuspender en 20µ1 de TE. 
16) SI se quiere ver el RNA, se corre en un gel de Agarosa-Urea. 
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Preparación de cDNA a partir de RNA: 

Materiales 

dNTP 5mM 
Ollgo dT primer 1.5 µgtµI (Boehrlnger) 
Transcrlptasa Reversa, 200U/µI (BRL) 
Buffer 5X de Transcrlptasa Reversa (BRL): 
Tris 250 mM (pH 8.3) 
KCI 375 mM 
MgCl 2 15 mM 

DTT 0.1M (10X, BRL) 

Metodología: 

1) Preparar Solución A: (para una reacción de 30 µI, mezclar): 
6.0 µI de Agua 
6.0 µI de Buffer 1 OX 
3.0 µI de dNTP 
3.0 µI de DTT 
1.5 µI de Ollgo dT primer 
0.5 µI de Transcrlptasa Reversa 

2) Calentar 10µ1 de RNA a 65°C, 5 minutos. 
3) Añadir la mezcla A. 
4) Incubar a 37ºC por una hora. 
5) Guardar a -20ºC. 

Ampllflcacl6n de transcritos por PCR. 
(Polymerase Chaln Reactlon) 

Materiales: 
Pollmerasa Taq, 5U/µI (Boehrlnger) 
Buffer 10X de Taq (Boehrlnger): 
Tris 100mM, pH 8.3 (20ºC) 
Mgc1.15mM 
KCI SOOmM 
Gelatina 1 mg/ml 

Buffer 1X de Transcrlptasa Reversa (BRL): 
Tris 50 mM (pH 8.3) 
KCI 75 mM 
MgCl2 3 mM 

dNTP 5mM 
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Ollgonucleótldos para detectar Sry, 0.025 µg/µI : 
5' GAG AGC ATG GAG GGC CAT (S1) 
3' CCA CTC CTC TGT GAC ACT (S2) 
Se obtiene un fragmento de 266 bases. 

Ollgonucleótldos para detectar HPRT, 0.10 µg/µI : 
5' CCT GCT GGA TTA CAT TAA AGC ACT G (H1) 
3' GTC AAG GGC ATA TCC AAC AAC AAA C (H2) 
Se obtiene un fragmento de 326 bases si proviene del ANA y de 579 
bases si proviene del DNA (debido a los lntrones) 

Ollgonucleótldos para detectar Amh, 0.030 µg/µI : 
5' TCA CGC GGA TGA CTC CCA CCC (M1) 
3' TCC CAG TCG AGC AGG CGT CCC (M2) 
Se obtiene un fragmento de 301 bases cuando proviene del ANA, y de 401 
bases cuando proviene del DNA. 

stop Mlx: 
Urea 9M 
TBE 1X 
Azul de Bromofenol, una pizca. 

Gel de Agarosa 3%: 
Agarosa 3% 
TBE 0.5X 
Bromuro de Etldlo 
Tornar 15µ1 de la reacción del PCA y mezclar con 5µ1 de Stop Mlx. 

Correr a 300 V, 20 minutos, en buffer TBE 0.5X, bromuro de etldlo. 

Metodología: 

Mezclar: 
Agua: Aforar a 50 µI 
Buffer 10X: 5µ1 
dNTP: 2µ1 
Taq: 0.5µ1 
cDNA: 6µ1 (si se atiade menos cDNA, aforar a 6µJ con buffer de 
trascrlptasa reversa 1X) 
y según el transcrito que se desee detectar, los correspondiente 
ollgonucleótldos (aftadlr por parejas): 

426: 1µ1 
428: 1µ1 
H1: 1µ1 
H2: 1µ1 
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M1: 2µ1 
M2: 2µ1 

Las condiciones finales (tomando en cuenta lo aportado a la reacción de 
PCR por la reacción de trascriptasa reversa) son las siguientes: 
Tris 20mM, pH 8.3 (20ºC), KCI 65mM, MgCt2 2.1mM, gelatina 0.1 mg/mM, 
200mM dNTP. 

Los ciclos que se usaron fueron los siguientes: 

Para et Sry y HPRT: 

Desnaturalización a 91 ºC, 1 '15" 
Anneallng a 55ºC, 1' 
Extensión a 72°C, 1 '. 
30 ciclos 

Para el AMH: 

Desnaturalización a 95°C, 1' 15" 
Anneallng a 57ºC, 1' 
Extensión a 72°C, 1' 
30 ciclos. 

Para ver el resultado de la amplificación se corre un gel de Agarosa 3% 

Purincacl6n de Ollgonucleótldos 

Materiales: 

Acrllamida 40%: 
Acrllamlda 
Bisacrilamlda 
Aforar con agua a 

152g 
Sg 
400ml 

Gel Acrllamlda 200,.b-Urea SM-TBE: 
Acrllamlda 40% 50ml 
Urea 48g 
TBE 10X 10ml 
Aforar con agua a 100ml 

Para 10 mi de Acrllamlda: 
TEMED 5µ1 

Persulfato de Amonio 10% 25µ1 

Butanot 
Etanol 100% 
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Stop Mlx 
TE 

MetOdología: 

1) Hacer un gel de Acrllamlda-Urea-TBE de 1.5mm de espesor con carriles 
de 1.3 cm en la Tall Mlghty Small. 
2) Preparar la muestra (aproximadamente 10µg por carrll) con 1 volúmen 
de muestra por 0.5 volúmenes de Stop Mlx. 
3) Correr el gel a 450 Volts, una hora. 
4) Cortar la banda de los oligos vistos por "UV Shadowlng". 
5) Elulr en 1 mi de agua toda la noche a 37ºC. 
6) Secar (hasta precipitar) con butano!. (Se le agrega butano!, se da 
vortex, se centrifuga y se saca la fase de arriba, hasta que se precipite). 
7) Se lava con etanol 100%, frlo. 
8) Se resuspende en TE. 
9) Se lee al espectro para cuantificar: 

25µg:1 OO. 

Hlbrldlzscl6n de las Amplfflcaclones por PCR. 

Materiales: 

Oligonucleótldo P1: 
TCA GCA AGC AGC TGG GAT GCA GGT GGA AAA GC 
Oligonucleótldo P2: 
TTT TTC GGC TTC TGT AAG GCT TTT CCA CCT GC 

Estos nucleótldos son complementarlos entre si en 14 bases de la 
siguiente forma: 
TCA GAC AGC AGC TGG GAT GCA GGT GGA AAA GC 

CGT CCA CCT TTT CG GAA TGT CTT CGG CTT TTT 
Tienen una secuencia interna a la banda de amplificación del Sry. 

Se completan las cadenas con CTP radioactivo y de esta forma se 
usa como marcador para comprobar que la banda amplificada si es la 
adecuada. 

Buffer Klenow SX 
Klenow 
Mezcla para precipitar: 
TE 2ml 
DNA de esperma de salmón sonicado (10 mg/ml) 200µ1 
EDTA 500mM 100µ1 
Acetato de amonio 7.5M 1.2ml 
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Propano! 
dCTP p32* 1 OµCl/µI 
dCTP 0.5 mM 

Buffer NET 20X: 
NaCI 3 M 
EDTA 20 mM 
Tris 0.3 M pH 7.5 

Solución de Hlbrldlzaclón 
NET 20X 15ml (queda 6X) 
SDS 10"/o 0.5 mi (queda 0.1%) 
Denhardt SOX 10ml (queda 10X) 
HzO 24.5 

Solución de Lavado: 
SSC 6X 
Fosfato de sodio monobáslco 0.5 g por litro. 

llletodología: 

Para marcar el "Probe". 

1) Mezclar: 

P1 (15ng/µI) 1 µI 
P2 (15ng/µI) 1µ1 
dGAT (5mM) 1 µI 
Buffer Klenow 1 µI 
CTPp*32 (50µCI) 5µ1 
Klenow 1µ1 
H20 10µ1 

2) Incubar 20 minutos a temperatura ambiente. 
3) Agregar 1 µI de dCTP 0.5 mM, e Incubar 5 minutos. 
4) Parar la reacción con 1µ1 de EDTA 500mM. 

Para medir porcentaje de Incorporación: 

1) Medir lo que tiene de radioactividad 1µ1 de reacción llevada a 10µ1 con 
H20, en "Countprobe". 

2) Mezclar: 
Reacción 10µ1 
Mezcla para precipitar 200µ1 
Propano! 400µ1 
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3) Centrlflgar 15 minutos 
4) Quitar sobrenadantae muy bien. 
5) Repetir el proceso una vez. 
6) Resuspender en 10 µI de H20. 
7) Leer en el "Countprobe" cuanto quedó de radioactividad y sacar el 
porcentaje de Incorporación. 

Para Hlbrldlzar: 

1) Correr la muestra en gel de agarosa (SI es DNA total en 0.8% y si es 
producto de PCR en 3%). 
2) Transferir a Nylon N+ con NaOH 0.4 M. 
3) Prehlbrldlzar a 37ºC, 4 Horas con Solución de Hlbrldlzaclón, agregando 
DNA de esperma de salmón a 75µg/ml, hervido por 5 minutos. 
4) Hlbrldlzar a 55°C, con la solución de Hlbridlzaclón agregando el probe a 
10 millones de cuentas por mi, previamente hervido 5 minutos o 
resuspendldo en NaOH 0.4 M. Dejar toda la noche. 
5) Lavar con solución de lavado, una vez a temperatura ambiente y dos a 
55°C. 
6) Secar al aire y exponer 1 hora sin pantallas a temperatura ambiente. 
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RESULTADOS 

ESTANDARIZACION DEL METODO DE DETECCION DEL Sry. 

El grupo de Lovell-Badge reportó la expresión del Sry durante el 
desarrollo In vivo de la gónada (22). Debido a la muy baja cantidad de 
mRNA del Sry en gónadas embrionarias fue Imposible detectarlo por 
exporlmentos tipo Northern, por lo que se usó PCR (reacción en cadena 
de la pollmerasa). La técnica que nosotros utilizamos está basada en este 
reporte. Para su estandarización usamos cDNA de RNA extrafdo de 
testfculo adulto: a esta edad la expresión del Sry es relativamente atta y 
puede detectarse en un Northern. Los mismos ollgonucleótldos (S1 y S2) 
reportados por Koopman et al (22) son los que usamos para nuestra 
detección. Estos fueron dlsei'lados contra la reglón del Sry que tiene 
homologfa con las protelnas de alta movilidad y dellmltan un fragmento de 
257 bases, que no contiene lntrones (figura 1) 

Debido a que los experimentos de amplificación por PCR se ven 
afectados por distintos parámetros, para obtener las condiciones finales 
Intentamos: distintas composiciones de buffers de reacción, algunas 
reportadas en la literatura y otras proporcionadas por las distintas casas 
comerciales con la enzima Taq polimerasa; distintas concentraciones de 
nucleótldos, de enzima y de magnesio (siendo este Ión critico para la 
optimización de la amplificación); distintas temperaturas ya que ésta se 
define parcialmente por la Tm de los oligonucleótldos pero también Influye 
la velocidad a que ocurren los cambios de temperatura, característica de 
cada termociclador. El protocolo utilizado finalmente es el descrito en 
Materiales y Métodos, para el cual fue importante tomar en cuenta 
la concentración de magnesio proveniente de la reacción de transcrlptasa 
reversa. 

Para probar que la banda detectada producida por la reacción de PCR 
corresponde al fragmento esperado del Sry se sintetizaron dos 
ollgonucleótldos que hlbrldan contra la reglón Interna del fragmento 
amplificado. Estos ollgos son complementarlos entre ellos en 10 bases, de 
modo que aparean de la siguiente manera: 

5'TCAGCAAGCAGCTGGGATGCAGGTGGAAAAGC3' 
3'CGACCACCTTTTCGGAATGTCTTCGGCTTTTT5' 

De esta forma se puede sintetizar la cadena complementarla, marcándola 
con algún nucleótldo radioactivo; una vez marcado, se puede usar como 
sonda en hlbrldlzaclones tipo Southern de la banda producida por el PCR. 

Para determinar las condiciones de hlbridlzaclón usamos DNA 

22 
Koopman !L!h (1890) ~· 
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Stop· Acc Acc ... ,,. 
l AGATCTTGATI"M'TAGTG'I'TCAGCCCTACAGCCACATGATATCTTA.V.CT 

11111111 11 1 1111 
GAATATTCCCGCTCTCCGGAGAAGCTCTTCC'I'TCCTTTGCACTGAAAGCT 

. l1tt 
51 CTGAAGAAGACACAAGTT'ITGGGACTGGTGAC>.ATTGTCTff'Wf5'r'f'i 

11 11 111 11111111 11 1 
GTAACTCTAAGTATCAGTGTGAJ..>.CGGGAGAAAACAGTA>.AGGCAACGTC 

r s. po::be hocology -------------
101 GAGGGCCJ.TGTCAAGCGCCCCATGAATGCATTTATGGTGTGGTCCCGTGG 

111 11 11111 11111111 11111 11 11111111 11 1 
CACGATAGAGTGAAGCGACCCATGAACGCATTCATCGTGTGGTCTCGCGA 

151 TGAGAGGCACAAGTTGGCCCAGCAGAJ\TCCCAGCATGC~TACAGAGA 

1 111111 1111 1111 1 1111111111 1111 111 111111 
TCAGAGGCGCAAGATGGCTCTAGAGAATCCCAGAATGCGAAACTCAGAGA 

11111111111111111 1 11111111 11111 111111111111 
TCAGCAAGCAGCTGGGATACCAGTGGAAAATGCTTACTGAAGCCGAA).AA 

AGGCCCTTTTTCCAGGAGGCACAGAGATTGAAGATCCTACACAGAGAGAJ\ 
1111 11 1111111111111111 111 11 1 1 11111111111 

TGGCCATTCTTCCAGGAGGCACAGAAATTACAGGCCATGCACAGAGAGAJ\ 

SI 

S1'9PI 
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genómlco. A 55ºC observamos la señal del Sry, como se puede ver en el 
carril A de la figura 2; aunque también aparecieron otras bandas. A 
mayores temperaturas, la banda correspondiente al Sry se perdió. 
Curiosamente otra banda de mayor peso molecular se mantuvo, (carriles 
B y C de la figura 2), a pesar de que se espera que tenga Igual o menor 
homología. Creemos que esta banda se pueda deber a una de las 
secuencias de la familia del Sry que se encuentran en los cromosomas 
autosómlcos, con muy alta slmllltud. Dado que hay dos coplas de cada 
cromosoma autosómico por genoma, existe doble número de esta 
secuencia por lo que su set'ial pudiera ser mayor (figura 2). Bajo estas 
condiciones, el producto de la amplificación por PCR hlbrldlzó, lo que 
comprobó que si era el producto deseado (figura 3, carriles c y e). 

Como control de que el fragmento correspondiente al Sry que 
detectamos no es producto del DNA cromosomal, ampllflcamos una 
reacción de síntesis de cDNA a la que no se le al'ladló transcrlptasa 
reversa, no obteniendo producto de ampllflcaclón, tal como se esperaba 
(carriles - en la figura 3.) 

Para comprobar la especificidad del transcrito detectado, se extrajo 
RNA de conjuntos de gónadas embrionarias masculinas y femeninas (con 
el método por precipitación con cloruro de litlo), y se hizo cDNA a partir 
de éstos. El cDNA se amplificó y sólamente encontramos el fragmento 
de ampliflcación en el cDNA de las gónadas masculinas, aún 
hlbrldizando con la sonda Interna (figura 3) 

La cuantificación de Sry se hizo relativa a la abundancia de HPAT 
(Hipoxantll- fosforibosll transferasa), un gene constitutivo que se 
encuentra en el cromosoma X. Para amplificar un fragmento de este 
gene se usaron los oligonucleótldos H1 y H2 descritos en el mismo 
reporte por Koopman et.al. (22

). Estos delimitan un fragmento de 352 
bases, cuando el templado proviene del ANA, y 598 bases cuando 
proviene del DNA cromosoma!. En las reacciones de amplificación se 
al'ladleron al mismo tiempo los ollgos del Sry y tos del HPAT para 
obtener en la misma reacción los dos productos. 

EXTAACCION DE RNA DE UNA SOLA GONADA 

Al Intentar purificar ANA de una sola gónada hubo que cambiar el 
protocolo de extracción de RNA, ya que el método con cloruro de litio 
no fue suficiente para eliminar totalmente el DNA. Hicimos una 
combinación del protocolo por extracción ácida y la precipitación con 
cloruro de litio, at'iadlendo DNAsa para mayor seguridad. De esta forma 
logramos obtener RNA libre de DNA. Esto fue comprobado al someter a 
una reacción de PCR el RNA sin hacerle cDNA. El protocolo utlllzado es 
el que se reporta en Materiales y Métodos. 

.. ..,_.. .!!.:..!!.:. (11110) !!pU! 1.bJ.d. 

27 



23130 
9416 
6557 

4361 

2322 
2027 

A B C 

.. 
• -? 

- Sry 

• 

CULTIVOS DE GONADAS DISGREGADAS 

Figura 2. 
Hlbrldlzaclón de 
DNA genómlco de 
ratón con la 
sonda Interna del 
Sry (SryP1 y SryP2), 
hlbrldlzado y lavado 
a distintas 
temperaturas: 
A.55ºC. B. 60ºC. 
C. 65ºC • 

Se utlllzaron los cultivos de gónadas disgregadas como modelo de 
estudio porque nos permite distinguir el proceso de diferenciación 
celular del de morfogénesls. Haciendo reagregados podemos estudiar la 
expresión del Sry y la formación de los cordones testiculares durante la 
reorganización de la gónada y de esta forma establecer si hay alguna 
conexión entre estos procesos. 

Se hicieron reagregados de gónadas masculinas de 11, 12 y 13 dpc., 
etapas criticas en la diferenciación del testlculo, siguiendo el protocolo 
de Escalente y Merchant (14

), Las gónadas fueron sexadas por 
morfología cuando ya eran dlstlngulbles los testículos de los ovario•, o 
por tlnclón del corpúsculo de Barr. Cultivamos las gónadas disgregadas 
por distintos tiempos (O, 3, 6, 12 o 24 horas). A las gónadas recién 
dlagregadas las consideramos 
el tiempo o. El estado flnal de los cultivos se verificó por microscopía 
de luz en duplicados de los cultivos a los tiempos finales (figura 4). 

u a...iante-AJ.cal.dll D. and B. llercbant (1H2) OJ>U• i.bj.d. 
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Flgur11 3. En el lacto Izquierdo se muestra la amplHlcaclón por PCR de 
cDNA de A) gónadas femeninas de embriones de 12.5 dpc con (+) y sin 
(·) transcrlptasa reversa. B) gónadas masculinas de embriones de 12.5 
dpc. con y sin transcrlptasa reversa. C) gónadas mezcladas femeninas y 
m11scullnas de embriones de 11.5 dpc. con y sin transcrlptasa reversa. 
En el lacto derecho se muestra la misma ampllflcaclón hlbrldlzada con la 
sonda Interna del Sry, una hora a -70ºC. a-f: los mismos carrlles que en 
el lado Izquierdo. M: PBR 326 digerido con HINF1 (1581, 517, 410, 396, 
298, 221, 154 pb). 
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EXPRESION DEL Sry y AMH EN LOS REAGREGADOS: 

A los reagregados cultivados por distintos tiempos les extrajimos el 
RNA. Este fue puesto en una reacción para hacer cDNA y una fracción 
de esta reacción fue amplificada por PCR, para detectar la expresión del 
Sry o del AMH. Para la detección del Sry se ai\aclleron los ollgos de Sry 
y los de HPRT. Hicimos dos tipos de cultivos de 11.5 dpc: de gónadas 
femeninas y masculinas mezcladas o de gónadas masculinas 
exclusivamente, sexadas por tlnclón del corpúsculo de Barr. No se 
formaron cordones en ninguno de los dos cultivos. En ambos, se 
detectó Sry al tiempo O (figura 5, A y B, carriles O} y su expresión 
disminuye durante el cultivo, desaparecledo mas rápido en los cultivos 
de gónadas masculinas (figura 5, A y 8). Por otro lado, en los cultivos 
de gónadas de 12.5 y 13.5 dpc., que si forman cordones, no se detectó 
expresión del Sry en ninguno de los tiempos (figura 5, C). Ya que la 
disgregación deatruye los cordones testiculares y estos .. vuelven a 
formar sin que el Sry se exprese, parecerla que expresión del Sry no es 
dlrectamaente necesaria para la formación de cordones testiculares. 

En los mismos reagregados se buscó la expresión de AMH como 
marcador de la diferenciación de las células de Sertoll. Para la detección 
del AMH se dlsetiaron ollgonucleotldos contra la reglón entre el cuarto y 
quinto exón de su gene. Estos delimitan un fragmento de 302 bases en 
el mm-.IA y de 402 bases en el DNA genómlco {figura 6). Como su 
temperatura de apareamiento es similar a la de los ollgonucleótldos del 
HPRT, decidimos probar las mismas condiciones utilizadas en la 
amplificación del Sry: al no obtener amplificación específica, 
aumentamos la temperatura de apareamiento, quedando las condiciones 
como se reportan en Materiales y Métodos. 

Encontramos expresión de mRNA de AMH en los reagregados de 11.5 
dpc. de gónadas masculinas y femeninas mezcladas desde el tiempo O 
hasta las 24 horas (figura 7, B 11.5 dpc). Sin embargo en los 
reagregados de gónadas excluslvamete masculinas, la expresión 
desaparece antes de las 12 horas (figura 7, A}. En los reagregados de 
12.5 y 13.5 dpc. encontramos expresión en todos los tiempos (figura 7, B 
12.5 y 13.5 dpc). Estos resultados sugieren que la pérdida de los 
contactos celulares no modifican la diferenciación bloqulmlca de las 
células de Sertoll o que el mRNA de AMH es de vida media muy larga. 
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Figura 4. 
Reagregado 
de un 
cultivo 
de 
gónadas 
de 12 dpc. 
después de 
24 horas de 
cultivo. Se 
observan 
claramente 
los cordones 
testiculares 
(C}. 
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Figura 5. Ampllflcaclón de la expresión del Sry en reagregados de 
distintos tiempos de gónadas de A:~ y~ mezclados; B: sólod'; C: sólo 
~. M:marcador de peso molecular pBR 326 digerido con HlnF1 {de la 
banda da abajo a la de arriba 221, 298, 396, 410, 517. 
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Figura 6. Posición ele tos otlgonucteótldos M1 y M2, para la amplificación 
del AMH. Las mayúsculas corresponden a los exones y las minúsculas a 
tos lntrones. 

33 

MI 

Ml 



A 
11 '1 '1Jlt 

8 
1 :> 'i t1pc 11 't 'ipt 

.-1'-, .---A--, 
O 3 ú 9 1224 M O 3 1224 O 3 1 224-

<". ' ICI 

-~~--- ---- ---
~ ~~.... ·'• ~ ·~ :--: -- - - ~ -

__..HPRT 

..._AMH 

Figura 7. Amplificación de la expresión de AMH en los reagregados de 
distintos tiempos de gónadas de A:9yd'mezclados¡ B: sóloc'¡ y 
e: sólod'. -; Control sin RNA. M; marcador de peso molecular PBR 326 
digerido con HINF1. 
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DISCUSION 

Dado que la lnactlvaclón coincide con la formación de los cordones 
testiculares, ¿existe alguna conexión entre el proceso de morfogénesls y 
la expresión del Sry?, ¿pudiera ser ésta una señal para su lnactlvaclón? 
De ser así, esperaríamos reactivación de la expresión del Sry al disgregar 
los cordones de gónadas de 12.5 y 13.5 dpc. sin apagarsey en los 
reagregados de gónadas de 11.5 dpc., sino hasta formarse los cordones 
testiculares en el cultivo. Encontramos en cambio que la expresión del 
Sry no se reactivó al disgregar los codones de las gónadas de 12.5 y 13.5 
dpc. y que ésta fue apagada antes de la formación de cordones 
testiculares en los reagregados de gónadas de 11.5 dpc. Esto nos permite 
sugerir que el Sry determina las células como masculinas, pero su 
presencia no es directamente necesaria para la formación de los cordones 
testiculares. Además, que la formación de cordones testiculares no es una 
señal para la lnactivaclón del Sry porque se apaga antes de que éstos se 
formen en los cultivos de 11.5 dpc. 

La expresión de AMH a los 11.5 dpc. en el tiempo O, pudiera reflejar 
el estado basal de una gónada Intacta de esta edad. Münsterberg, et. al. 
(

25
) reporta el patrón de expresión de AMH, obtenida por hlbridización .!!l 

sltu, y encuentra una alta expresión a los 12.5 dpc, pero ninguna a los 
11.5 dpc. Nosotros pudiéramos estar detectando el inicio de la expresión 
del mRNA de AMH por la mayor sensibilidad de la metodología de PCR; 
sin embargo, no podemos descartar que esta diferencia sea debida a 
diferencias Intrínsecas entre las cepas usadas (Parkes vs, CD1), o, a la 
edad precisa a la que se tomaron los embriones. Es Interesante que exista 
expresión de AMH a los 11.5 dpc., cuando todavía no se han formado 
cordones testiculares, sugiriendo que la diferenciación molecular de las 
células de Sertoll es Independiente y anterior a la morfogénesls de los 
cordones testiculares. La detección de AMH en cultivos primarios de 
células de crestas gonadales de embriones de 10.5 dpc. serviría para 
aclarar si las células de Sertoll se diferencian Independientemente de la 
morfogénesls. El hecho de haber encontrado expresión de AMH en los 
reagregados de gónadas de 12.5 y 13.5 dpc. sugiere que la diferenciación 
de las células de Sertoll no está siendo afectada en los reagregados. 

Los reagregados 12.5 y 13.5 dpc se encuentran muy bien 
caracterizados morfológlcamente (20

); a este nivel, falta caracterizar los de 
11.5 dpc. ¿Son éstos un buen sistema de estudio In vltro? ¿Reproducen 
los procesos moleculares que se observan In vivo? Entre los dos tipos de 
reagregados de 11.5 dpc. que realizamos en este trabajo, hubo una 

25 MDnallll'berg A. end R. l..ov•ll·Badge. (1991) Expraaslan ol 1he antl-Mullertan Hormone Gena 
SuggUlll a Rola In Bolh Mala and Femala S.xuel Dllferanllollon. Developmenl 113:613-624. 

20 EKlllanle-Alcalde D. and Merchanl-Lartos H. (1992) .9Rl!!...1!!!!!· 
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pequeña diferencia en cuanto a la velocidad de inactlvaclón de la 
expreslon del Sry, y la del AMH. Los cultivos con gónadas mezcladas de 
hembras y machos reprimen al Sry hasta las 24 horas mientras que la 
expresión de AMH no se reprime. Sin embargo, en los cultivos de 
exclusivamente machos, las actividades tanto de Sry como de AMH se 
reprimen antes de las 12 horas. Esta diferencia pudiera deberse a la 
presencia de células femeninas, aunque se tiene que tornar en cuenta que 
el tiempo que toma sexar los embriones pudiera defiar las células, 
especialmente las de Sertoll. Falta caracterizar mas a fondo estos 
reagregados para saber si con mas tiempo de cultivo logran aparecer 
cordones testiculares. 

Se ha propuesto que el Sry es producido por las células de Sertoll 
basados en que no puede ser producido por las células germinales porque 
aún en ausencia de éstas, el testlculo se desarrolla (21

) y en la 
observación por Burgoyne de ratones quiméricos XX/XV, en donde las 
células de Sertoll eran exclusivamente XV ('"). Sin embargo falta evidencia 
directa que pruebe que realmente la expresión del Sry está en este tipo 
celular, ya que las hibrldizaciones in sltu hasta ahora realizadas no han 
sido de suficiente resolución como para aclarar este punto. Por otro lado, 
recientemente dos grupos (21

') (uno de ellos el mismo Burgoyne) reportaron 
que en quimeras XXJXV, las células de Sertoli pueden ser tanto XX como 
XV, aunque no se ha determinado si la producción de AMH se de en 
ambos tipos de células. Como ya se mencionó en la Introducción, la 
producción de AMH por las células de Sertoli es fundamental para el 
futuro desarrollo del tracto genital masculino, ya que de ella depende la 
degeneración de los conductos femeninos (conductos de Müller). Existe el 
caso de los "freemartins" ("°), hembras bovinas unidas In utero a gemelos 
macho, que se mascullnizan al parecer por el paso de AMH de su gemelo 
macho a través del torrente sangufneo (31

). Se ha postulado que el Sry 
pudiera ser la señal para la diferenciación de las células de Sertoll y/o el 

27 Men:hant H. (1975). ~. 

21 
Burgoyne, P.S. et al. (1988). Cell .. utonomous ectlon ol the tostl• detormlnlng gene: Sortoll 

cell• .,.. nclu•lvely XY In XX/XV chlmaorlc mouM ta.tea. Oevlllopment 102, 443-450. 

28 Petek C.E. et el. (1991). Sox chlmaerlsm, lertlllty and sex determlnatlon In the mou ... 
Oevelopment 113, 311-325. 

Plim• S.J. ancl P.S. Burgoyne (1991). In 91tu analy91s ot letal, prepuberal end adult XX/XV 
chlmMfk: mou.. taetaa: Sortoll cell• •r• predomlnanuy, but not exclu.Jvely, XY. Oevelopment 112, 265-
:zsa. 

"' Jo91, A., Pwchellet, J. P., Prepln, J. ancl Vlglw, B. (1975). The prenetal dwelopment ol bovina 
"-nwtln•. In Sympolllum on lntw•xuellty (ed. R. Rolnbom), pp. 392·40I. Bertln: Sprlngw-Vert1111. 

11 Vlgler, B., Watrln, F., Magra, S., Trmn, D. end Jouo, N. (1987). Purlfled boVlne AMH 1""'- a 
ct..M:tarlMlc ir-art1n elfect In letal rst pr.......,UV• ovar1u expoMd to 11 .1!!...l!ll!3!. Oevelapment 100, 
43-55. 
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actlvador directo de AMH (~. Para que éste funcionara como el tal, se 
esperaría que las células de Sertoli XX de los ratones quiméricos antes 
mencionados, no expresen AMH, sugiriendo que la actividad de Sry se 
mantiene en sus células productoras, es decir, las células de Sertoli XY. 
SI, por el contrario, se encontrara que las células de Sertoli XX de los 
ratones quiméricos son productoras de AMH, la activación de AMH por 
Sry tendría que ser mediante un mecanismo Indirecto; en este último caso 
la expresión de Sry pudiera estar en tipos celulares distintos a los de 
Sertoli. Hlbridlzaclones in sltu del Sry con mas resolución pudieran 
establecer en que tipo celular se da la expresión de este gene. 

Recientemente se reportó que la proteína codificada por el gene 
SRY/Sry contiene una "caja concenso" de las proteínas del grupo de alta 
movilidad (GAM) semejante a la que presenta la proteína TCF-1 (proteína 
específica de las células T), la cual reconoce específicamente la secuencia 
AACAAAG. Se observó que una proteína recomblnante que contiene el 
GAM del SRY es también capaz de unirse a esta misma secuencia. 
Adicionalmente, en mujeres XY se encontraron mutaciones puntuales en la 
reglón de la caja de GAM, lo que al parecer evita la unión a la secuencia 
mencionada. Estas evidencias sugieren que la interacción entre la proteína 
SRY y la secuencia regulatorla AACAAAG se requiere para el desarrollo 
del testículo ("'). SI el Sry es un regulador directo del AMH, sería 
Interesante buscar esta secuencia en la región de control de este gene. 
Un experimento Interesante sería agregar a cultivos de gónadas 
oligonucleótidos que se apareen a los mensajeros del Sry para bloquear 
su expresión y observar si esto afecta la expresión de AMH. De esta 
forma se obtendrían evidencias sobre si el Sry regula al AMH. 

¿Cómo se activa el Sry? Hasta el momento no tenemos ninguna 
respuesta a esta pregunta. Se ha encontrado que en la reglón 5' del gene 
del S~ se encuentra una caja GAM Igual a la reconocida por la proteína 
Sry ( ). Tal vez el Sry se autoregula o su regulación dependa de 
proteínas de este mismo grupo. Habrá que buscar otras secuencias 
concenso de factores de transcripción para tratar de Inferir los factores 
Involucrados en la activación de este gene, e Identificarlos, por ejemplo, 
mediante geles de retardamiento. 

En cascadas de regulación mejor conocidas, como la de la 
determinación sexual en Drosophila o C. elegans, se sabe bien la forma en 
que estos genes interactúan entre sr. Sin embargo todavía se desconoce 
como es que éstos actúan para determinar la forma de las células, la 
organización de un órgano, la fisiología y el comportamiento de un 
organismo. Faltan conocer muchas piezas del rompecabezas y no sólo su 
lugar en las cascadas de regulación, sino también la función de cada una 

sz Behrlnger, R. R., Clllll, R. L, Froellck, G. J., Palmll• R. O. and Brlnster, R. L (1990) Abnonnal ••ual dev91op!Mnt In tran9Qenlc mlce clvonlc:ally Hpresalng Müllerian lnhlblUng 9Ubetance. Nature 
345, 187-170. 

u twtey, V. R • .!L!L. (11192) S!Q!!t...J!21!!. 
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de las piezas. Seré muy Interesante conocer la función del Sry, ya que 
parece ser un gene sumamente Importante para la conservación de 
muchas especies. 
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CONCLUSIONES 

ESTA TESIS NI DEIE 
S~UR 8f LA m!LIOTECf. 

1) Se detectó mRNA de Sry en reagregados de 11.5, desapareciendo su 

expresión aún sin la formación de cordones testiculares, sugiriendo que la 

formación de estos cordones no es seftal para su lnactlvaclón. 

2) En reagregedos de 12.5 y 13.5 dpc. no se detectó expresión de Sry 

Indicando que la morfogénesls In vltro es Independiente de su expresión. 

3) Se encontró expresión de AMH a los 11.5 dpc, en contraste con la 

detección a los 12.5 dpc por hlbrldlzaclón In sltu reportada anteriormente. 

Este resultado sugiere que la diferenciación de las células de Sertoll es 

Independiente y anterior a la morfogénesls. 

4) Se detectó expresión de AMH en reagregados de 12.5 y 13.5 dpc., lo 

que apoya que la disgregación de las gónadas no afecta el estado 

diferenciado de las células de Sertoll. 
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