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RESUMEN

Sandra Cecilia Esparza Gonzdlez Fecha de graduacién: Agosto, 2006

Universidad Auténoma de Nuevo Leén

Facultad de Medicina

Titulo del trabajo: ANALISIS DEL PATRON DE EXPRESION ESPACIAL Y
TEMPORAL DEL GEN NURR1 EN LA HIPOFISIS MURINA

Numero de Paginas: 58 Candidata para el grado de Maestria en

Ciencias con Orientacién en Morfologia
Area de estudio: Morfologia

Objetivo y Método del estudio: Nurrl es un factor de transcripcién que se expresa de forma constitutiva
en el SNC y es posible su induccién en otros 6rganos. Nurrl se expresa en la hip6fisis murina en la etapa
adulta, sin embargo aiin se desconoce cuando y en que regién inicia su expresion en la misma. Es por
esto, que en el presente trabajo se decidié determinar el inicio de la expresion del gen Nurrl en la hipéfisis
murina y correlacionar su expresion con el gen POMC. Mediante estudios in vifro, se ha determinado que
el gen POMC contiene en su region promotora secuencias NBRE especificas que reconoce el gen Nurrl,
de alli ia importancia de correlacionar la expresion de ambos genes. Para los objetivos mencionados, se
aislé6 RNA a partir de hip6fisis murinas al nacimiento, a las 2, 4 y 7 semanas postnatal para analizar la
expresion del gen Nurrl mediante la técnica de RT-PCR. Mediante analisis de hibridacion in situ se
analizo la expresion del gen Nurrl durante etapa embrionaria a los 12, 13 y 14 dias y al nacimiento. La
expresion del gen POMC se analizé mediante hibridacion in situ a las 7 semanas en etapa postnatal.

Contribuciones y Conclusiones: Se logré determinar el inicio de la expresién del gen Nurrl a partir del
dia 13.5 en la bolsa de Rathke (futura adenohipéfisis) durante el desarrollo embrionario. Se confirmé la
co-expresion del gen Nurrl y el gen POMC en las regiones intermedia y distal de adenohipéfisis murina.
De acuerdo a los resultados obtenidos y previos estudios in vifro, se sugiere que el gen Nurr 1 participa en
la regulacion del gen POMC in vivo.

DRA. ODILA SAUCEDO CARDENAS
Director de Tesis



Andlisis del patrén de expresion espacial y temporal del gen Nuer] en la hipfisis murina

CAPITULO I

INTRODUCCION

La comunicacion intercelular es esencial para el buen funcionamiento de todo organismo.
Existen diferentes formas por las cuales las células se mantienen comunicadas, como puede ser
por medio de moléculas de superficie celular; mientras otras lo hacen a través de secrecion de

mensajeros quimicos que activan a las células interaccionando con receptores especificos.

De acuerdo a la distancia que tiene que recorrer una molécula sefial hasta su célula blanco,
podemos hablar de tres tipos de secrecién: autocrina, paracrina y endocrina. La secrecion
autocrina se produce cuando una célula segrega un mensajero quimico para que actie sobre sus
propios receptores. La secrecion paracrina se produce cuando los mensajeros quimicos actian
sobre células adyacentes. La secrecion endocrina es la secrecion de mensajeros quimicos

(hormonales) que se transportan en la sangre para que actiien sobre tejidos distantes (1).

El sistema endocrino es muy importante ya que se encarga de realizar funciones como
control del metabolismo, mantener la homeostasis, la maduracion del SNC, ademas, participa en
procesos como el crecimiento, desarrollo y en la reproduccion. Los principales o6rganos

endocrinos son el hipotilamo, hipéfisis, tiroides, pancreas endocrino, glandulas suprarrenales y

gonadas (2).
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1.1 Hipéfisis

La hipéfisis o glandula pituitaria es la glandula mas compleja del sistema endocrino; esta

compuesta por una porcion glandular (adenohipéfisis) y una porcién nerviosa (neurohipdfisis).

La neurohipofisis estd formada por prolongaciones neuronales y glia, y posee tres
componentes: parte nerviosa (pars nervosa) situada por detrds de la hipofisis anterior; el tallo
hipofisiario (tallo infundibular), por donde descienden los axones procedentes del hipotalamo; y
la eminencia media, una extension del hipotilamo en forma de embudo. La secrecion de la
neurohipdfisis estd controlada por los axones que provienen del hipotilamo. Ademés la
neurohip6fisis estd formada por células gliales de sostén denominadas pituicitos. Los pituicitos
no secretan hormonas, sino que brindan apoyo para un gran nimero de axones que se originan en
los nacleos supradpticos y paraventricular del hipotilamo. Estas terminaciones estan situadas en
la superficie de capilares, donde secretan dos hormonas:

e Antidiuretica (DHA) denominada vasopresina.

e (xitocina.

Cuando se transmiten los impulsos nerviosos a lo largo de las fibras desde los micleos
supradpticos o paraventricular, la hormona se libera de inmediato de los granulos secretores de

las terminaciones nerviosas mediante exocitosis y se absorbe en los capilares adyacentes (1, 2).

19
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La adenohipdfisis esta compuesta por 3 regiones: una parte distal (pars distalis) que forma
la mayor parte de la glandula; un 16bulo tuberal (par tuberalis), compuesta por la capa de células
que rodean al tallo hipofisiario y una parte intermedia (pars intermedia), que es una zona
rudimentaria en el hombre pero que estd muy desarrollada en otros mamiferos. Esta parte
intermedia consiste en una serie de acinos de tipo glandular revestidos por un epitelio cibico,

estas células son basoéfilas y sintetizan la prehormona propiomelanocortina (POMC).

Figura 1. Riego sanguineo en la hipéfisis. El riego sanguineo
en la adenohipéfisis esta dado por redes capilares que se
conectan a través de las venas portales.
La adenohipdfisis es irrigada por el sistema portahipofisiario, que esta formado por redes
capilares conectadas por venas portales, la primera red proporciona las hormonas estimuladoras ¢

inhibidoras provenientes del hipotdlamo (estas hormonas controlan las células neuroendocrinas

de la hipofisis anterior) y la segunda es donde se liberan las hormonas producidas en la parte
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distal de ia adenohipofisis. Las secreciones de esta iltima, a su vez, se drenan en las venas

hipofisiarias y, por lo tanto, al seno venoso carotideo y a la circulacion sistémica.

Actualmente se distinguen cinco diferentes tipos celulares en la adenohipofisis, de
acuerdo al tipo de hormona que sintetizan (tabla 1) y que podemos diferenciarlos mediante
métodos inmunohistoquimicos. La hipéfisis secreta numerosas hormonas que activan células de

drganos periféricos, como la glandula adrenal o suprarrenal, la tiroides, los testiculos y ovarios.

TABLA 1. Tipos celulares encontrados en la adenohipéfisis

Tipo Celular Hormona Sintetizada
Somatotropas Hormona de crecimiento (GH)
Lactotropas Prolactina (Prl)
Corticotropas Hormona Adrenocorticotropina (ACTH),

B-lipotropina (B-LPH), estimulante def
melanocitos a (a-MSH) y B-endorfina.
Tirotropas Hormona estimulante de tiroides (TSH)

Gonadotropas Hormona foliculoestimulante (FSH)
hormona luteinizante (LH).

La hipofisis es de origen ectodérmico. La neurchipdfisis se desarrolla a partir del
neuroectodermo (proyeccion ventral del diencéfalo) y la adenochipofisis del ectodermo bucal. El
primordio de la adenohipofisis se conoce como bolsa de Rathke, y en su diferenciacion participan
los genes Rpx (gen bolsa de Rathke con homeobox) y los genes Lhx-3 y Lhx-4. Conforme avanza

el desarrollo embrionario, estos primordios se unen para formar la hipdfisis completa (3, 4).
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e Receso

Piso del
dieneéfalo beralis
Techo de Pars narvosa
':ﬂm : 1 Pars distalis
Bolsa de mt: Pars intermedia
Rathke

Figura 2. Desarrollo embrionario de la hipéfisis. Se muestra el desarrollo de los
primordios hasta la formacién de cada una de las partes de la hipéfisis.

Por otro lado, el factor de transcripcién Nurrl, miembro de la familia de receptores

nucleares, también se ha encontrado que se expresa en la hipofisis murina (13, 41).

1.2 Superfamilia de receptores nucleares

Los receptores nucleares constituyen una gran familia de factores de transcripcién
regulados por ligando, incluyendo receptores para una variedad de pequeifios ligandos lipofilicos,
hormonas esteroideas (estrogenos, progesterona, glucocorticoides, mineralcorticoides y
andrégenos), tiroides y ciertas vitaminas solubles en grasa (vitamina D, acido retinoico, 9-cis
acido retinoico y ecdisona). Estos factores de transcripcién una vez que se unen a su ligando,

activan una serie de genes blanco, alterando de esta manera el fenotipo celular (3-7).

Los receptores nucleares constan en general de dos dominios: una region de la proteina

que se une especificamente al ADN (DBD) y un dominio menos consennado en el extremo



Andlisis del patrén de expresién espacial y temporal del gen Nurrl en la hipéfisis murina

carboxilo-terminal donde se une el ligando (LBD). Las dos regiones identificadas que son de
suma importancia en la activacién transcripcional estian sitwadas, una en ¢l extremo amino-
terminal (AF1) y otra en el extremo carboxilo terminal (AF2). La region AF-2 ha sido asociada
con una regulacion positiva o negativa de los receptores nucleares, esto mediante su fosforilacion.
La region AF2 juega un papel en el cambio de conformacién inducido por el ligando dando como
resultado la activacion transcripcional del receptor. Estudios de cristalografia han demostrado que

estos cambios se dan en a-hélice anfipatica que contiene esta regién (8, 9).

Por otro lado, gracias a la alta conservacién de homologia del dominio de unién al ADN,
los receptores nucleares se han agrupado en familias (10). Los receptores nucleares son capaces
de regular la expresion de genes, interactuando ya sea como mondmeros, o dimeros
(heterodimeros u homodimeros). Se conocen 2 tipos de secuencias especificas de ADN cis

activadoras que reconocen los receptores nucleares: AGGTCA y AGAACA (11, 12).

A muchos de estos receptores se les ha determinado cual es su ligando o sefial quimica
que modula su actividad transcripcional, sin embargo hay una gran cantidad de estos receptores

que aun no se les determina y por esta razén se les denomina “receptores huérfanos™. Entre estas

subfamilias esta la Subfamilia NGFI-B (Nur) (13-15).
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1.3 Subfamilia NGFI-B (Nur)

La subfamilia NGFI-B de receptores nucleares esta formada por 3 receptores nucleares

(Nurrl, Nor 1 y Nurr77). La nomenclatura que se ha utilizado para los miembros de esta familia

ha sido muy variable y se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Nomenclatura de la subfamilia NGFI-B.

"“T!'é?:ii)ﬁtar Wombre ficiz l "~ Especie” ”’Wos Nombres

| "R AR NS L) SRR IS NS .x..nx‘_ TP F R LN N |

Humano  |TR3, NAK1, ST-59,
NGFI-Ba
NGFI-B NR4A1 Ratoén Nurr/77, nurr77, N10,
NGFI-Ba
Rata NGFI-B, NGFI-Ba,
TIS1
Humano NOT, NGFI-Bg,
TINUR,Nurr1
Nurr1 NR4A2 Ratén Nurr1, NGFI-BB,
Rata RNR-1, NGFI-BB,
Nurrl, HZF-3
Humano TEC, MINOR, CHN,
NOR-1, NGFI-By
Nor 1 NR4A3 Rata NOR-1, NGFI-By.

E! gen Nurr77 6 NGFI-B (factor de crecimiento neuronal) fue originalmente clonado

como un gen inducido por un factor de crecimiento nervioso en la linea celular PC12 de un
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micetoma de rata (16). Nurrl fue aislado de una biblioteca de ADNc de cerebro de ratdn,
utilizando el sitio de unién al ADN del receptor nuclear COUP-TF como sonda (17). Norl

(neuron-derived orphan receptor 1) fue identificado de cultivos de células fetales de cerebro de

rata (18).

También poseen un segundo dominio de unién al ligando que se encuentra cercano al
carboxilo terminal. En este dominio la proteina contiene secuencias importantes para la

dimerizacion, para la transrepresion y activacion dependiente de ligando (19-21).

La subfamilia Nur comprende productos de la expresion de genes tempranos, los cuales
son inducidos por estimulos que incluyen AMPc, factores de crecimiento, neurotransmisores, y
hormonas polipeptidicas (16, 22). Ademas, su expresion puede ser inducida por Ila
despolarizacién de la membrana, agitacion mecéanica, y campos magnéticos (23-25). Los tres
miembros de esta subfamilia tienen una amplia expresion en sistema nervioso central. Nurrl y
Norl se expresan durante la embriogénesis y su expresion continia hasta etapa adulta, mientras
que Nurr77 solo se encuentra en el sistema nervioso de cerebro adulto (26). Ademas se ha
encontrado que tienen una alta expresion en hipotdlamo, hipdfisis y glandula adrenal y se cree

que tienen participacion en la regulacion neuroendocrina del eje hipotalamo-hipoéfisis-glandula

adrenal a diferentes niveles (27).

Norl y Nurr77 se expresan también en otras regiones como son: timo, pulmodn y
testiculo (16, 22). La expresion en timo ¢s consistente y sugiere una seleccion negativa de Nurr77

y Norl sobre las células T inmaduras (28-30). Recientemente se demostro que Nurr77 responde a
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un estimulo de apoptosis y se trasloca desde el nicleo para liberar al citocromo ¢ de la
mitocondria, este fenomeno es independiente de su sitio de unién al ADN (31). Norl se identifico
como un gen fuertemente expresado en células neuronales en apoptosis del cerebro anterior, en

corteza adrenal, médula espinal y en el cuerpo estriado en el cerebro (32).

La expresion del gen Nurrl también ha sido localizada en tejidos periféricos como: en el
higado donde participa en su regeneracion (33), en la corteza suprarrenal en respuesta a la
estimulacion por la hormona adrenocorticotropina (34), asi mismo se ha encontrado la expresion

de Nurrl en las células de hueso mediante la estimulacién por la hormona paratiroidea (35).

Sorprendentemente, 1a carencia de Nurr77 no presenta cambios importantes en el fenotipo
(36), mientras que en la inactivacién del gen Norl se han reportado dos fenotipos contrastantes.
Uno mostré un leve dafio en el interior del oido (37, 38) y en el segundo se observé un severo
dafio durante ia embriogénesis y una gastrulacién incompleta (37, 39, 40). Por otro lado, la
inactivacion génica del tercer miembro, Nurrl, causa un fenotipo letal, ya que los ratones
homocigotos para esta mutacién mueren durante su primer dia de vida. La inactivacion de este

gen demostrd su importancia en la diferenciacion y mantenimiento de las neuronas

dopaminérgico mesencefalicas (39, 40).
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1.4 Nurrl

El gen Nurrl murino es de aproximadamente 7.6 kilobases y est4 constituido por 8 exones
y 7 intrones. En el exon 3 se encuentra el codon de inicio de la transcripcién. El dominio
conservado de union al ADN esta dado por los exones 3 y 4. El exdn 5, codifica para el dominio
no conservado. Los exones 6 y 7 codifican para secuencias involucradas en la dimerizacién y un

sitio de unién al ligando. En el exon 8 esta el codén de terminacion (41).

La expresion del gen Nurrl inicia a los 10.5 dias del desarrollo embrionario, y se localiza
en la capa intermedia del neurcepitelio, en etapa adulta su expresion predomina en diversas
estructuras del sistema nervioso central como son: bulbo olfatorio, corteza cerebral, hipocampo,
hipotalamo, hipéfisis y médula espinal entre otras, expresindose tanto en poblaciones de
neuronas motoras como sensoriales (17, 26, 39, 42). En la region ventral del mesencéfalo, la

expresion del gen Nurrl es necesaria para la generacién del fenotipo neuronal dopaminérgico

(40, 43-45).

1.5 Genes blanco para el gen Nurrl

Para llevar a cabo su funcion de transcripcion, Nurrl puede formar heterodimeros con un
receptor del acido retinoico, el 9-cis (RXR), asi mismo puede actuar como homodimero o

monomero (46-48). Nurrl se une a una secuencia cis de la region promotora de sus genes blanco.

10
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Estas secuencias son llamadas elementos de respuesta hormonal (NBREs), estas secuencias

pueden ser: AAACGTG y AAAGAACA (12, 49).

Algunos de los genes que se sabe tienen secuencias NBREs son las enzimas formadoras
de esteroides. Analisis comparativos de secuencias revelaron que el gen Ocn (osteocalcina)
contiene en su promotor dos secuencias NBRE, lo cual dio lugar a la demostracion que Nurrl
regula la expresion de este gen en los osteoblastos (50). Ademads se conoce que Nurrl regula a
CYBI11B2 ia cual es la encargada de sintetizar aldosterona y mineralocorticoides en la corteza de
la glindula adremal (51). Recientemente se sabe que Nurrl regula la expresién del gen
Osteopontina, cuya proteina esta presente en la matriz 6sea (52). Nurrl también es un activador
transcripcional de la tirosina hidroxilasa en neuronas dopaminérgico mesencefélicas (53). Otro de

los genes que se sabe que tiene una secuencia NBRE para el gen Nurrl es POMC (54).

En ensayos in vitro se ha demostrado que el gen Nurrl se une y regula la expresion de los
genes POMC y CREF (factor liberador de corticotropina) en células de la adenohip6fisis de raton,
otros estudios involucran a la proteina cinasa A y a la via de las proteinas MAP cinasa para llevar
a cabo esta regulacién (55). POMC es un polipéptido el cual mediante modificaciones post-
traduccionales da origen a la hormona adrenocorticotropa (ACTH), hormona estimulante de
melanocitos (MSH) y otros pequefios péptidos como B-endorfina. Se sabe que el gen POMC se

expresa en la adenohipdfisis en las células baséfilas de la parte distal e intermedia.

Previos estudios in vitro, sugieren la participacion del gen Nurrl en la regulacion de los

genes: CRF, POMC y CYBI11B2 en la ruta del eje hipotalamo-hipofisis-glandula adrenal. Mas

11
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sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado la reguiacion de estos genes por Nurrl in vivo.
En este trabajo se logré demostrar la coexpresion de los genes Nurrl y POMC en la
adenohipdfisis murina, apoyando de esta manera la posible funcion in vivo del gen Nurrl en la

regulacion de genes importantes dentro del eje hipotalamo-hipéfisis-glandula adrenal.

12
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1.6 Justificacién

Afin se desconoce la funcion del factor de transcripcién Nurrl, el cual es esencial para la
vida, en diferentes 4reas del sistema nervioso central. La realizacién de este trabajo tiene como
meta principal aportar nuevos datos sobre la expresion del gen Nurrl en la adenohipéfisis murina.
Los resultados de su expresion nos daran informacion sobre la posible correlacion entre los genes

Nurrl y POMC en el tejido de la hipéfisis.

13
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo General

Determinar el inicio de la expresién del gen Nurrl en la hipdfisis murina y correlacionar su

expresion con el gen POMC.

1.7.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el dia de inicio de expresién del gen Nurrl mediante RT-PCR e hibridacion in situ.

2. Correlacionar la expresion del gen Nurrl con el gen marcador POMC de la hipdfisis anterior

murina mediante hibnidacion in sifu.

14
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1.8 Estrategia Experimental

Extraccion
de

RT-PCR (Nurr1) Gel de agarosa

Ratones postnatales

‘, - 4 Sintetizar
X sondas

Embriones . .
S
Incluir en Cortes g (
parafina Hibridacion

Figura 3. Estrategia experimental utilizada para determinar el patron de expresion temporal y espacial del gen
Nurrlen la hipofisis
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CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Origen de los reactivos

La obtencién del ARN se llevé a cabo mediante el kit RNeasy de la marca de QIAGEN.
Posterior a la purificacién del ARN se realizé ¢l RT-PCR mediante el kit de Titan One Tube RT-
PCR de la marca Roche y los oligonucleétidos especificos de la marca Operon. Las enzimas de
restriccion empleadas para linearizar los plismidos fueron adquiridas de la casa comercial Biolab.
El kit Riboprobe de transcripcion in vitro fue utilizado para la sintesis de las sondas radioactivas
para la hibridacion in situ, este kit es de la marca Promega. El UTP marcado con *S utilizado en

la transcripcién in vitro fue adquirido de la marca Amersham.

Para realizar los geles de agarosa se utilizaron: agarosa, bromuro de etidio, azul de

bromofenol y xilen-cianol los cuales se adquirieron en Invitrogen y Sigma Chemical.
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Los reactivos utilizados en la técnica de hibridaciéon in situ fueron proteinasa K,
trietanolamina, acido clorhidrico, EDTA, ditiotreitriol (DTT), paraformaldehido, anhidrido
acético, formamida, B-mercaptoetanol, cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato monobasico
de potasio, fosfato de sodio dibdsico, adquiridos en diferentes distribuidores como: Roche,
Research Organic, Sigma y Analitica. También se utilizaron RNAsa zap de la casa comercial
Ambion, y el dietil pirocarbonato (DEPC) de Sigma para proteger el ARN. Para la deshidrataci6n
y tincién de las laminillas se utilizé etanol, xilol y hematexilina, marca Sigma. Tanto para la

fijacién como para el revelado de las laminillas se utilizaron los reactivos de la marca Kodak.

2.1.2 Material Biolégico

Para este trabajo se utilizaron ratones de la cepa CD1 del bioterio del departamento de

Histologia de la Facultad de Medicina de ]a UANL.

Los vectores de clonacion empleados asi como la cepa de bacterias de Escherichia coli
DHS5q fueron facilitados por el Laboratorio de Genética Molecular del Centro de Investigaciones

Biomédicas del Noreste IMSS.

17
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2.1.3 Materiales

Los materiales utilizados en este trabajo como laminillas, cubreobjetos, cajas petri, tubos
Falcon de 15 mL, 50 mL, fueron de la marca Coming y los tubos de 0.2 mL, 0.5 mL, 1.5y 2 mL

de la marca Bio Basic Inc.

2.2 Equipo

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron: un estereoscopio Zeiss Stemi S V 6,
vortex marca Lab-line. Horno de hibridacién con un rango de temperaturas de 30-100°C marca
Labnet, placa de calentamiento con agitador magnético Troemner, potenciometro Beckman,
balanza analitica Mettler AJ100, espectrofétometro BioPhotometer, centrifuga refrigerada
Hettich, ultracongelador marca Revco, Transiluminador UV/luz UVP, Gaigger Monitor 4 S.E.
InteARNcional, Termociclador PX2 thermo electron, centrifuga Hermle de 1000 a 14,000 rpm,
fuente de poder EC 105, camara de electroforesis horizontal, juego de pipetas calibradas Rainin
de 10, 20, 200, 1000 pl, microscopio Axiophot con triple filtro, microtomo, criostato, bafio de
agua con control de temperatura, incubadora con agitacion mecanica New Brunsweck Scientific,

camara Olympus, Fotodocumentador y homogenizador manual.

El equipo utilizado para el analisis de datos esta formado por computadoras HP y ACER.

Los programas utilizados fueron Microsoft Windows XP, Doct-it.

18
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2.3 Obtencion del material histolégico

2.3.1. Obtenciéon de Embriones de la cepa CD1

Para obtener los embriones que se utilizaron para realizar este trabajo, se hicieron cruzas
de ratones hembra y macho de la cepa CD1, Dentro de una jaula se colocaron tanto machos como
hembras por la tarde, para que permanecieran toda la noche juntos con el fin de que se aparearan.
Las ratonas fueron inspeccionadas al dia siguiente por la maiiana. A las hembras que se les logro
observar un tapon de semen en la vagina fueron separadas del resto y colocadas en jaulas aisladas
para su posterior seguimiento. El dia en el que se observaba el tapén vaginal se consideré como
el 0.5 dia de gestacion. Las hembras prefiadas fueron sacrificadas a diferentes dias de gestacion
desde 12.5 a 14.5 dias por el método de dislocacion cervical. Los embriones extraidos, se lavaron
con PBS 1X para eliminar ¢l exceso de sangre. Posteriormente los embriones fueron procesados

para ser incluidos en parafina.

2.3.2 Diseccion de cerebros de ratones

Para la obtencion de las hipofisis utilizadas en este trabajo se sacrificaron los ratones
mediante dislocacion cervical. Las edades de los ratones fueron: recién nacidos, 2, 4, y 7 semanas
de edad. Posteriormente se realiz6 la diseccion cerebral para la obtencion de las hipofisis. Una
vez abtenidas las hipdfisis se lavaron en PBS 1X y se embebieron en parafina y otras fueron

procesadas inmediatamente para la extraccién de ARN.
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2.4 Inclusion en parafina

Los embriones asi como las hipéfisis obtenidas, primero fueron fijados en
paraformaldehido al 4%. Posteriormente las piezas fueron deshidratadas de forma gradual con
etanol desde el 60% hasta el 100%. Una vez que se ha deshidratado el tejido se procede a
remover el etanol por xilol, esto se logra colocando las piezas en xilol y realizando dos cambios

una de media hora y otro de una hora. Finalmente se incluyeron en parafina a 60°C durante 4

horas realizando cambios de parafina cada 30 min.

2.5 Obtencion de los cortes histolégicos.

Los bloques de parafina con las muestras incluidas se procesaron por microtomia para
obtener cortes de 6 um de grosor. Las secciones obtenidas fueron colocadas en bafio de agua
estéril a 50°C y después se montaron en laminillas especiales que mejoran la adherencia del

tejido. Las laminillas se dejan secar toda la noche en una placa la cual tiene una temperatura de

37°C.

20
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2.6 Desparafinacién de secciones histolégicas

Las laminillas antes de ser sometidas a la técnica de hibridacion in situ, se les eliminaron
la parafina con xilol mediante dos cambios de 5 minutos cada uno y dos cambios de etanol
absoluto de 5 minutos cada uno. Posteriormente se dejaron secar por 15 minutos antes de iniciar

la hibridacion.

2.7 Extraccién y Purificacion de ARN

2.7.1 Extraccion de ARN

Para analizar la expresion del gen Nurrl en la hipéfisis murina a diferentes etapas
postnatales se realizé una extraccion de ARN a partir de las hipofisis recolectadas. El tejido se
lavé con PBS 1X y después se le agregaron 600 pL de buffer RLT (10pL de B-mercaptoetanol/
1ml de RLT) para homogenizarlo por 1 minuto a TA. Después el homogenizado fue transferido a
una columna QIA shedder y se centrifugé por 5 min a 12,000 rpm. Se adicioné un volumen de
600uL de etOH al 70% y se mezclé por pipeteo. Con una pipeta se aplicaron 700 pl de la
muestra en la columna RNeasy. Enseguida la columna se centrifugé por 25 segundos a 10,000
rpm. El sobrenadante se desechd y se cargé la columna con el volumen restante de la muestra,
repitiendo el proceso de centrifugacion. Enseguida se le agregaron 350 pL de butfer RW1 en la

columna RNeasy para posteriormente centrifugarla por 15 segundos a 10,000 rpm. Se le
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agregaron 71 pl de una solucién de ADNasa (1uL de ADNasaly 70 uL de 0.01 M MgCl) y se
incubo la columna durante 15 minutos a TA. Posteriormente se afiadieron 350 pL de buffer RW1
dentro de la columna RNeasy y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 seg. Luego se descart6 el
eluido. Se transfirié la columna RNeasy a un tubo nuevo de 2 mL. Después se afiadieron 500 pL
de buffer RPE dentro de la columna y se centrifugé a 10,000 rpm durante 25 seg para lavar.
Nuevamente se descarto el eluido. Se repiti6 el paso anteriormente descrito. Por ltimo se colocéd
la columna dentro de un tubo nuevo de 1.5 mL y se le afiadieron 40 pL. de agua libre de ARNsa
directamente a la membrana. Después se centrifugd a 10,000 rpm durante 1 minuto para

recuperar el ARN. Se analizaron las muestras (2uL) en un gel de agarosa.

2.7.2 Calidad de ARN

Para verificar la obtencién del ARN, asi como su integridad y cantidad fue necesario
correr €l ARN en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X conteniendo bromuro de etidio a una

concentracion de 0.4pg/mL (10u! de una solucidn stock de 2 mg/mL por cada 50 mL).

Una vez que el gel de agarosa se solidificd, se colocé en una camara de electroforesis
horizontal y se depositaron cuidadosamente en los pozos las muestras previamente mezcladas con
jugo azul. Enseguida se aplicé voltaje suave de 40V hasta que entraron las muestras al gel y

luego se aument6 a 90 V. Ya habiendo corrido las muestras dentro del gel, se saco el gel de la
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cdmara y se analiz6 bajo luz UV en un transiluminador. Todo el material usado fue tratado contra

ARNasa.

2.8 Transcripcion reversa - PCR

Para analizar la presencia de Nurrl en la hipofisis se procedié ha realizar una reaccion de
RT-PCR a partir del ARN ya purificado. Los oligonucledtidos que se utilizaron estaban
localizados, uno en el extremo del exon 1 y el otro en el extremo del ex6n 3, para generar una
banda de 224 pb. Para cada reaccion de RT-PCR se colocaron en un tubo eppendorf las

siguientes dos mezclas de reactivos:

Meazcla 1
Reactivo Prueba(uL)
Agua 10.5
dNTP mix 4
DTTsol. 2.5
ARNsa 1
Prmer R y F (10mM) 2
ARN templado 5
Total 251l
Mezcla 2
Reactivo Prueba(uL)
Agua 14
5x-RT-PCR 10
Enzima i
total 25ul

)
(%)
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Después se juntaron ambas mezclas (50pl) en un tubo eppendorf de 0.2 mL y se incubé a
50°C por 30 minutos en un termociclador para obtener el ADNc. Posteriormente se procedié a
efectuar la reaccién de PCR mediante las siguientes condiciones: se inicié con una temperatura
de 95°C por 5 minutos, y se continué con 35 ciclos de 95°C por 1 minuto (desnaturalizacion),
60°C por 1 minuto (alineacién), 72°C por 2 minutos (elongacién), y finalmente a 75°C por 5
minutos.

Con el fin de confirmar la presencia de marcadores especificos del tejido de Ia hipéfisis,
se amplificaron los siguientes marcadores de la adenohipdfisis: hormona foliculo estimulante
(Fsh), hormona del crecimiento (Gh), prolactina (Prl) y la hormona estimulante de tiroides (Tsh).
La amplificaciéon de estos marcadores se realizd en cada uno de los ARN aislados. Los
oligonucleotidos fueron disefiados a partir de la secuencia de cada uno de los genes reportados en

el GenBank, esperando los siguientes tamaiios en cada una de las amplificaciones.

Hormona Tamafio {pb)
Esh 368
Gh 259
Pr 400
Tsh 299

Todas las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones
previamente descritas. Finalmente se procedidé ha analizar los productos obtenidos en un gel de

agarosaal 1% .
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2.9 Sintesis de las sondas para los ensayos de hibridacién in situ

2.9.1 Transformacion de bacterias E. coli, cepa DHS a

Las bacterias E. coli cepa DH5a fueron transformadas por separado con los plamidos pKS
Nurrl que contenia clonada una parte de la secuencia del gen Nurrl y el plasmido pGM 7 que
tenia parte de la secuencia de] gen POMC de la siguiente manera; las bacterias competentes se
colocaron en hielo y se les afiadieron 2 puL. del plasmido por un tiempo aproximado de 30
minutos. Se realizo un choque témico, incubando a 42°C por 45 segundos para después incubar
nuevamente en hielo por un minuto, posteriormente se les afiadieron 100 pL. de medio de cultivo
LB y se incubd a 37°C con agitacion mecanica a 200 rpm durante una hora. Finalmente se

sembraron 100 pL del cultivo en placas con medio selectivo: LB conteniendo ampicilina.

2.9.2 Preparacion de los plasmidos a gran escala

Las clonas obtenidas son procesadas para la obtencién de ADN plasmidico utilizando el
método de lisis alcalina. Se sembré una colonia bacteriana en 5 mL de caldo de cultivo LB
conteniendo SpL. de ampicilina (400 pg), incubando a 37°C a 150 rpm, durante toda la noche.
Enseguida, el cultivo se inocul6 en 25 mL de caldo LB conteniendo 25 pL de ampicilina , y se

incubé a 37°C, a 150 rpm durante toda la noche. Posteriormente los 30 mL de cultivo se
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inocularon a 500 mL de caldo LB conteniendo 500 pL de ampicilina (1mg/mL), con las mismas
condiciones previamente mencionadas. Al dia siguiente el medio de cultivo se centrifugd a 3000
rpm a 4°C durante 30 minutos. El sobrenadante se descarté completamente, y se procedio a
utilizar el kit de extraccién de ADN de QIAGEN. La pastilla bacteriana se resuspendi6 en 10 mL
de solucion de lisis I. Entonces se afiadieron 10 mL de solucién de lisis Il (0.2 mL de NaOH
10M, 1.0 mL de SDS 10% y 8.8. mL de agua), se mezclé por inversién y se incubé a TA durante
5 minutos. Pasada la incubacién se agregaron 10 mL de solucion de lisis III (Acetato de Sodio
3M), se agitd vigorosamente e incubé en hielo por 20 minutos, siguiendo con 30 minutos de
centrifugacion a 4°C. El sobrenadante se colocé en un tubo Falcén de 50 mL limpio y se
centrifugd a 13,000 rpm a 4°C durante 15 minutos. Al mismo tiempo, se equilibr6é una columna
de intercambid i6nico con 10 mL de buffer QBT. Enseguida se filtré el sobrenadante y se lavé
dos veces la columna con 30 mL de buffer QC. Entonces se eluyo el ADN retenido en la columna
con 15 mL de buffer QF, a un tubo limpio. Se removié la columna y se precipité el ADN con
10.5 mL de Isopropanol. Se centrifugé a 13,000 rpm a 4°C por 30 minutos. El sobrenadante se
desecho y la pastilla de ADN se lavé con 15 mL de etanol al 70%. Nuevamente se centrifugd a
13,000 rpm a 4°C por 15 minutos. El sobrenadante se decantd, se dejé secar la pastilla de ADN y
resuspendio en 500 pl. de TE 1X. Se verificé la obtencién del plasmido en un gel de agarosa al

1% y se cuantificé mediante espectrofotometria.
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2.9.3 Digestién de los plismidos

Una vez obtenidos los pladsmidos, se linearizaron para sintetizar las sondas que se
utilizaron en los andlisis de hibridacion in situ. Para el plasmido que contenia el fragmento de
Nurrl se digiri6 con la enzima BamH I para obtener mediante transcripcion in vitro una
secuencia complementaria al mensajero de Nurrl (sonda antisentido), asi mismo este plasmido
también se digirié con la enzima Hind III para obtener una sonda control de la técnica, es decir
una sonda del mismo sentido que el ARN celular (sonda sentido). El plasmido que contenia la

secuencia de POMC se digirié con la enzima Nco I .

2.9.4 Sintesis y marcaje de la sonda Nurrl

Para sintetizar las sondas de ARN del gen Nurrl se utiliz6 un kit de transcripcién ir vitro
marca Promega de la siguiente manera: se utilizé 1 pg de cada uno de los plismidos linearizados,
Para obtener las sondas antisentido y sentido se utilizaron la ARN polimerasa T3 y T7,
respectivamente. A un tubo conteniendo 1 pug de ADN linearizado se le agregaron 5 pl. de H,O
DEPC, 3 pL de DTT 100mM, 6 pL de buffer de transcripcion SX, 3 pL de una mezcla
conteniendo los ribonucleétidos 10mM( rATP, rCTP, rGTP), 1 uL de RNAsin y 7 pL (** S)UTP.

Posteriormente se incubaron con sus respectivas ARN polimerasas.
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Se incubaron a 37°C durante 1 hora. Enseguida se le afladié 17.9 pL de H,O DEPC, 1.7
uL de MgCl; (0.3M), 2.2 pl. de DTT (100mM) y 2 pl. de ADNasa ] (1 U/mL) para digerir el
templado de ADN remanente. Se incubé a 37°C durante 20 minutos, después se colocé en hielo y
se le afiadieron 100 pl. de H,O DEPC, 100 pL. de ARN de transferencia de levadura y 250 pl. de
acetato de amonio 4M. Entonces se precipité el ARN con 1ml de etanol absoluto durante una
hora a 70°C, posterior a esto se centrifugd a 12,000 rpm, se deseché ¢l sobrenadante y el botén de
ARN se resuspendio en 200 pL. de HO DEPC, y se le agregaron 200 pL de acetato de amonio
4M. Se precipité nuevamente con etanol absoluto y se centrifugé. El ARN precipitado se
resuspendié en 200 L. de H,O DEPC. Posteriormente las sondas fueron sometidas a un proceso
de hidrélisis esto para lograr un tamaiio aproximado de 150 pb el cual es recomendado para
obtener una buena hibridacién, para hidrolizar la sonda de ARN se le afiadieron 8 ul. de NaHCO;
(IM) y 12 pL de NayCOs (1M), se incubaron a 60°C durante 27 minutos la sonda antisentido y 38
minutos la sonda sentido. Finalmente se neutralizaron las reacciones con 7.33 pL de acetato de
sodio (3M) y 11 pL de acido acético glacial al 10%. Una vez mas se¢ vuelve a precipitar con
etanol absoluto a temperatura ambiente, seguida de una centrifugacion a 12,000 rpm por $§
minutos. El sobrenadante es desechado y el precipitado es resuspendido en buffer de hibridacion
conteniendo DTT 0.1M, formamida 50%, dextran sulfato 10%, SSC 4X y solucién Denhardt’s
1X. La sonda antisentido es la que tiene la capacidad para reconocer al ARNm del gen de interés
ya que por complementaridad con el ARN celular se logra una hibridacion y a partir de la cual se
analizd la expresion de Nurrl. La sonda sentido por ser equivalente al ARNm del tejido, se

utilizé como sonda control negativo.
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2.9.5 Sintesis y marcaje de la sonda POMC

Para sintetizar la sonda antisentido, se utilizé la ARN polimerasa T7 y la sentido mediante
la ARN polimerasa Sp6. La hidrdlisis alcalina fue de 48 minutos tanto para la sonda sentido
como la antisentido. La sonda antisentido nos sirvié para comparar el patrén de expresion de este

gen con el de Nurrl.

2.10 Técnica de hibridacion in sifu

2.10.1 Hibridacion in situ

Los cortes histologicos después de ser desparafinados fueron fijados con
paraformaldehido al 4% y permeabilizados con proteinasa K (20 mg/ mL) por ocho minutos a
37°C, después se lavaron con PBS 1X por 5 minutos a temperatura ambiente; se vuelven a fijar
con paraformaldehido al 4% en PBS 1X por 5 minutos a temperatura ambiente, luego se
colocaron en una solucion que contenia trietanolamina (0.1M) durante 3 minutos, posteriormente
las lamanillas se sumergen en 20 mL de una solucion de trietanolamina (0.1M) conteniendo 50
pL de anhidrido acético concentrado por un lapso de 10 minutos. Después las laminillas son
lavadas con PBS 1X por 5 minutos y deshidratadas en concentraciones graduales de alcohol
desde 30% hasta 100%. Se dejaron secar las laminillas para posteriormente ponerlas en contacto

con la sonda previamente sintetizada.
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La sonda se calienta por 2 minutos en agua hirviendo, e inmediatamente se colocd en
hielo, después se aplicaron 70 pL de la sonda por laminilla cuidando de no formar burbujas. Se
colocaron horizontalmente en una cimara humeda la cual contenia papel Whatman 3MM
humedecido con: 5 mL de formamida y 5 mL de la solucién 5X SSC. Esta cimara se incubé de

16-20 horas a 58°C.

Para quitar el exceso de sonda que no haya hibridado se realizd lo siguiente: una vez
cumplido el tiempo de la hibridacién se sacaron las laminillas de la incubacién y se dejaron que
se enfriaran a temperatura ambiente, posterior a esto se lavaron con la solucién 5X SSC con
142l 100mL de B-mercaptoetanol, a 55°C durante 30 minutos para retirar los cubreobjetos de

las laminillas. Luego se colocaron en una solucion al 50% de formamida, 2X SSC y 142ul/

100m! de B-mercaptoetanol, y se incubé a 65°C por 30 minutos. Enseguida se lavaron las
laminillas con una solucién V que contenia: NaCl 0.5M, Tris-HCl 10mM, EDTA 5mM, a
temperatura ambiente por 10 minutos y a continuacion se realizaron 3 lavados consecutivos con
esta misma solucién V a 37°C por 10 minutos cada uno. Posteriormente se incubd con la enzima
ARNasa (20 mg/mL) utilizando esta misma solucién V a 37°C por 30 minutos. Al término de la
incubacion se lavd con esta misma solucion V a 37°C por 15 minutos. Después se colocaron las
laminillas en una solucién al 50% de formamida, SSC 2X y 142uL/ 100mL de B-mercaptoetanol,
y se dejaron a 65°C por 30 minutos. Luego se lavaron con una solucion de SSC 2 X y después
con una menor concentracion SSC 0.1X durante 15 minutos en cada lavado. Se deshidrataron

con alcoholes graduales, del 50% hasta 100% donde los alcoholes de 50% y 70% contenian SSC
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20X y DTT para estabilizar la hibridacion. Después se dejaron secar por 20 minutos antes de

ponerlas en la autorradiografia.

2.10.2 Autorradiografia

Las laminillas se expusieron a una pelicula de rayos X por lo menos 24 horas a

temperatura ambiente antes de ser reveladas.

2.10.3 Emulsion Fotogrifica

Para observar mejor la presencia del ARN en el tejido, las laminillas fueron tratadas con
la emulsion autorradiografica NTB2 (Eastman Kodak) durante 6 segundos, donde se precipita la
radiacion de la sonda en forma de granulos de plata. Las laminillas se dejan secar por un lapso de
dos horas, para posteriormente ser guardadas en cajas oscuras y selladas para evitar el contacto

con la luz. Y después se incubaron a 4°C durante dos semanas.

2.10.4 Revelado y fijacion de los cortes histologicos

Después de las dos semanas a 4°C las laminillas se dejaron a temperatura ambiente por 30

minutos para ser sometidas a un proceso de revelado, que consistio en sumergir por 2 minutos las
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laminillas en el revelador Kodak D-19, luego se transfirieron por 2 minutos en agua destilada y
posteriormente se sumergieron en el fijador Kodak durante 2 minutos. Y finalmente se dejaron 10
minutos en agua corriente. Después de este tiempo las laminillas ya se pueden exponer a la luz

sin afectar el resultado.

2.10.5 Tincién de los cortes histolégicos

Las laminillas fueron contratefiidas con hematoxilina para lograr resaltar los niicleos de
las células, se tifieron con hematoxilina por 2 minutos, después se quité el exceso de colorante
con agua de la llave y se procedié a deshidratar con alcoholes graduales (70%, 95%, 100%,
100%) se removié el alcohol con 2 cambios de xilol de 2 minutos cada uno y después se

montaron con resina Entellan y se dejaron secar.
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CAPITULO III

RESULTADOS

3.1 Obtencion del ARN en etapas postnatales

Para determinar el inicio de la expresion del gen Nurrl en la hipdfisis se aislo el ARN de
esta glandula a diferentes edades en etapa postnatal. Se obtuvo €l ARN de hipdfisis de ratones a

la edad de 7 semanas, 4 semanas y 2 semanas. La calidad del ARN total extraido se analizd

mediante un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

El ARN purificado mostré una excelente calidad como podemos observar en la figura 4,

donde se aprecia una buena relacion entre las bandas 28s y 18s del ARN ribosomal.

Figura 4, Analisis del ARN total extraido de hipéfisis. Extraccion del ARN a partir de la
hipofisis de ratones en etapa postnatal. Gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio.
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3.2 Expresion de los genes marcadores de la adenohipofisis

A partir del ARN obtenido de las hipéfisis murinas a diferentes etapas postnatales se
procedié a amplificar los siguientes marcadores de la adenohipdfisis: hormona foliculo
estimulante (Fsh), hormona del crecimiento (Gh), prolactina (Prl) y la hormona estimulante de
tiroides (Tsh). Esto se realizé con la finalidad de asegurarnos que el tejido obtenido fuera la
hipéfisis, ya que su tamafio es muy pequefio, alrededor de 5 mm y se puede llevar el riesgo de

tomar un tejido equivocado durante su obtencién.

Los productos amplificados con los oligonucleétidos especificos para los marcadores de la
adenohipéfisis correspondieron al tamafio esperado, como se muestra en la figura 5. Estos
resultados nos confirmaron la especificidad del ARN obtenido de las hipéfisis murinas, utilizados

en el presente estudio.

Fsh Gh Prl Tsh Act (-) M

Figura 5. Amplificacién de genes marcadores de la adenohipéfisis. El
ARN obtenido de la hipdfisis se sometié a una reaccién de RT-PCR con
oligonucledtidos especificos para detectar la expresién de los genes
especificos de la adenohipéfisis: hormona foliculo estimulante (Fsh),
hormona del crecimiento (Gh), prolactina (Pri) y la hormona estimulante
de tiroides (7sh). M es marcador de peso molecular de 250 pb.
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3.3 Expresion de Nurrl en la hipéfisis en etapa postnatal

3.3.1 Expresion de Nurrl en la hipéfisis en ratones de 2, 4 y 7 semanas

Para analizar la expresion de Nurrl en la hipéfisis, una vez obtenido el ARN, éste se
sometié a una reaccién de RT-PCR, utilizando nucleétidos especificos del gen Nurrl. Los
oligonucledtidos fueron disefiados para amplificar un fragmento que contuviera mas de un exén
para asegurar que el producto amplificado seria del ARNm de Nurrl y no del gen Nurrl. Para
esto los oligonucleétidos hibridaron uno en el extremo 3 del exén 1 (forward) y el otro en el
extremo 5° del exén 3 (reverso). El tamafio del producto de PCR obtenido, correspondio al

esperado, de 224 pb como se muestra en la figura 6.

2s 4 T7s neg M

<= 800
b-actina
430pb ==p g 400
Nurrl
224pb <= 200

Figura 6. Expresion postnatal del gen Nurrl en la hipéfisis. ARN de
hipéfisis de ratones a los 2, 4, y 7 semanas (2s, 4s, 7s) se sometieron a una
reaccion de RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos para el gen
Nurrl y B-actina. M, corresponde a un marcador de peso molecular de
ADN de 100pb.

35



Andlisis del patron de expresion espacial y temporal del gen Nurr! en la hipofisis murina

Los resultados obtenidos indican la presencia del gen Nurrl en [a etapa de 7 semanas, 4
semanas y 2 semanas. Como un control positivo para verificar la integridad del ARN total
purificado a partir de las muestras de hipofisis, se amplificé un fragmento de la proteina f3-actina,

cuyo tamafio correspondio al esperado de 430 pb.

Debido a la presencia del gen Nurrl en las etapas analizadas, procedimos al analisis del

ARN total a partir de hip6fisis de ratones recién nacidos.

3.3.2 Expresion de Nurrl en la hipofisis de ratones recién nacidos

Para determinar si la expresion de Nurrl estaba presente a partir del nacimiento, se llevé a
cabo una reaccion de RT-PCR a partir del ARN total extraido de hipofisis de ratones recién

nacidos.

En la figura 7 se muestran los productos de amgplificacion obtenidos mediante la reaccién
de RT-PCR a partir del ARN total extraido de las hipofisis murinas de recién nacidos. Los
productos observados son un fragmento de 224pb y 400pb, para el ARNm de Nurrl y $-actina
(control positivo) respectivamente. Los resultados indican que el gen Nurrl se expresa también

en hipofisis murinas de recién nacido.
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M RN 7s neg

<4=p-Actina
<= Nurr1

200 =p-

Figura 7. Expresion del gen Nurrl en el primer dia de vida. ARN de hipofisis de
ratones recién nacidos (RN) se sometieron a una reaccion de RT-PCR utilizando
oligonucledtidos especificos para el gen Nwrrl y B-actina. Se utiliz6 como control
positivo ARN de hip6fisis de un ratéon de 7 semanas (7s). M, corresponde a un
marcador de peso molecular de ADN de 100 pb.

Para corroborar la expresion del gen Nurrl en la hipofisis de ratones recién nacidos se
procedid a analizar dicha expresion mediante la técnica de hibridacién in situ utilizando sondas

especificas para el gen Nurrl previamente descritas.

Los resultados obtenidos mediante la hibridacion in situ confirman lo observado mediante
la técnica de RT-PCR. Los anélisis de hibridacion in situ muestran la expresion del gen Nurrl en
la adenohipdfisis murina de ratén recién nacido. Como se observa en la figura 8 la expresion mas

fuerte se presento en el 16bulo intermedio y una expresion menos intensa en la parte distal de la

adenohipofisis.
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Figura 8. Expresion de Nurrl en la hip6fisis anterior de recién nacido mediante andlisis de
hibridacién in situ. Corte transversal de la hip6fisis en campo claro (A) y campo oscuro (B). En A),
N corresponde a la neurohipéfisis donde no se observa expresion del gen Nurrl, AD corresponde a
la adenohipéfisis, las fechas negras indican la expresion de Nurrl. En B la flecha indica la expresion
del gen Nurrl en la adenohipéfisis. (50X)

Los resultados de la expresion del gen Nurrl sugerian que la expresion de este gen
iniciaba durante el desarrollo embrionario, por ello procedimos a realizar estudios de hibridacion
in situ utilizando embriones de ratones a diferentes etapas del desarrollo, se decidi6 utilizar la
técnica de hibridacion in sifu puesto que en el embrién es muy complicado el aislar la hipéfisis
para seguir sus analisis por RT-PCR. Se emple6 la técnica de hibridacién in situ debido a que es

muy dificil aislar la hipéfisis durante su desarrollo por que es muy pequeiia.
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En ¢l embridn la adenohip6fisis se desarroila a partir de una evaginacion del ectodermo
oral (bolsa de Rathke) que reviste la cavidad oral primitiva. El primordio de la adenohipéfisis se
conoce como bolsa de Rathke, ¥ en su diferenciacién participan los genes Rpx (gen bolsa de
Rathke con homeobox) y los genes Lhx-3 y Lhx-4. Conforme avanza el desarrollo embrionario,

estos primordios se unen para formar la hipofisis completa

3.4 Expresion de Nurrl en la bolsa de Rathke durante el desarrollo embrionario

3.4.1 Expresion de Nurrl a los 14.5 dias del desarrollo embrionario

Los embriones fueron procesados mediante la técnica de hibridacion in situ para
determinar la expresion de Nurrl en la bolsa de Rathke. En los resultados se logro observar la
presencia de Nurrl en el nicleo de algunas células, mediante la precipitacion de los granulos de
plata, los cuales se forman a partir de la hibridacién dada por el ARNm de la célula y el ARN
antisentido sintetizado (figura 9). Debido a que se encontrd la expresion de Nurrl en este estadio
embrionario, s¢ procedié a analizar su expresiéon a etapas mas temprapas del desarrollo

embrionario,
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Figura 9. Expresién de Nurrl a los 14.5 dpc en la bolsa de Rathke. A) Muestra la hibridacién con la
sonda sentido utilizado como control negativo, B) Hibridacién con la sonda antisentido para determinar la presencia
de Nurrl en el epitelio de la bolsa Rathke. Las flechas muestran la sefial positiva en los nicleos. Los tejidos fueron
contrateffidos con hematoxilina. (400X)

3.4.2 Expresion de Nurrl a los 13.5 dias del desarrollo embrionario.

Se analiz6 la expresién de Nurrl a los 13.5 dias del desarrollo embrionario mediante
analisis de hibridacion in situ en cortes sagitales de raton. Se observé una intensa expresion del
gen Nurrl dentro de los nucleos del epitelio de la bolsa de Rathke tefiidos con hematoxilina

(figura 10). Por lo tanto se procedio a analizar el dia 12.5 del desarrollo embrionario.
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Figura 10. Expresion de Nurrl a los 13.5 dpc en el epitelio de la bolsa de Rathke. A) Hibridacion
con la sonda sentido como control negativo. B) Hibridacién con la sonda antisentido, cuya sefial positiva
para Nurrl se observa en los nicleos del epitelio de la bolsa de Rathke (flechas). (400X)

3.4.3 Ausencia de la expresién de Nurrl a los 12.5 dias del desarrollo embrionario

Los embriones de esta etapa se pusieron en contacto con la sonda sintetizada para analizar
la expresion de Nurrl. Aun cuando se observa unos granulos de plata, estos se distribuyen al azar
en todo el tejido incluso donde no hay células (figura 11), lo cual nos indica la ausencia de

expresion del gen Nurrl a los 12.5 dias en el epitelio de la bolsa de Rathke murina.
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Figura 11. Ausencia de la expresion del gen Nurrl a los 12.5 dpc en el epitelio de la bolsa de Rathke.
A) Hibridacién in situ con la sonda sentido como control negativo. B) Hibridacion con la sonda antisentido
para determinar la expresion de Nurrl.La flecha indica la sefial en la region donde no hay células. (400X)

Todos los resultados anteriores nos indican que la expresion de Nurrl inicia al dia 13.5 y

ésta continfia hasta etapa adulta.

3.5 Expresion de POMC en la hipéfisis de ratones postnatal

La expresion de POMC se observé en ratones de 7 semanas localizada en la

adenohipofisis y con mayor intensidad en la parte intermedia; esta expresion es observada por la

sefial de los granulos de plata precipitados como se puede observar en la figura 12.
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Figura 12. Expresién del gen POMC en la hipéfisis murina. A
corresponde a la parte de la adenohipéfisis. Las fechas indican la
expresion del gen POMC en la parte intermedia y distal de la
adenohipéfisis. (50X)

Analizando los datos que se obtuvieron del gen Nurrl y comparandolos con los ya
reportados del gen POMC podemos establecer una correlacion, ya que ambos inician su

expresion durante el desarrollo embrionario.

POMC inicia a los 12.5 dias y Nurrl lo hace a los 13.5, donde se observa que en esta
fecha la expresion de POMC es incrementada, esto pudiera deberse a la influencia de Nurrl, ya
que POMC puede ser activado por Nurrl al menos en ensayos in vitre, mas sin embargo, esto no
es concluyente, pero si podemos hablar de una coexpresién en la adenohipdfisis entre estos

genes.
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Estudios previos reportan que el gen POMC se expresa en 2 regiones de la adenchipéfisis:
en la parte intermedia su expresion inicia a partir del dia 14.5 y en la parte distal a partir del dia
12.5 del desarrollo embrionario del ratén. De acuerdo a estos datos, se puede establecer que

existe una correlacion entre la expresion de ambos genes: Nurrl y POMC.
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CAPITULO IV

DISCUSION

El factor de transcripcion Nurrl es esencial para la vida. La inactivacion de este gen en un
modelo animal murino es letal ya que los ratones recién nacidos mueren durante su primer dia de

vida, y ademas muestran apoptosis en sus neuronas dopaminérgicas mesencefalicas.

Nurrl tiene una amplia expresion en el sistema nervioso central y ademas se expresa en el
higado, hueso, gliandula adrenal. Mas sin embargo, se desconoce su funcion en la mayoria de
estos tejidos incluyendo la hipdfisis, ya que también presenta una intensa expresion en esta
glandula en etapa adulta. Los andlisis de expresion realizados hasta la fecha, sugieren una

participacion del gen Nurrl a nivel neuroendocrino.

Para analizar la expresién del gen Nurrl en la hipéfisis murina en etapa postnatal se
utilizé la técnica de transcripcion reversa-PCR. Los resultados de estos anédlisis nos confirmaron
que la expresion del gen esta presente desde el nacimiento hasta la etapa adulta. Puesto que se
observé la amplificacion del gen Nurrl en las hipéfisis de ratones a las 2, 4, 7 semanas y en

recién nacido.

La hipéfisis se forma a partir de dos primordios ectodérmicos: uno neural (neurohipéfisis)

y otro oral (adenohipéfisis). El primordio llamado bolsa de Rathke que dara origen a la

adenohipdfisis, aparece a los 9 dias de del desarrollo del embrionario murino. En el analisis
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realizado para determinar el inicio de 1a expresion del gen Nurrl, observamos que la expresion
del gen Nurrl comienza a partir del dia 13.5 en la bolsa de Rathke y permanece una vez que se ha
diferenciado. Cuando se analiz6 un dia antes, a los 12.5 dias, no hubo expresion. Para estos
estudios se utilizd la técnica de hibridacion in situ en embriones completos, ya que por su

localizacién y tamafio del primordio seria bastante dificil aislarlo.

Conforme avanza el desamollo embrionario, los primordios de la hipéfisis se van
diferenciando, hasta unirse y formar la estructura de esta glandula poco antes del nacimiento. Una
de las dificultades que se presento al realizar este trabajo fue la obtencion de la hipofisis ya que
su tamafio aproximado es de alrededor de 5 mm. Por ello, decidimos utilizar los genes
marcadores de la adenohipdfisis, para asegurarnos que estuviéramos obteniendo el tejido
correcto, ya que la hipéfisis de los ratones es muy pequeiia y en el recién nacido es aiin mayor la
posibilidad de confundirla con tejido conectivo, alin y cuando la diseccién se realiza con la ayuda
del estercomicroscopio. De esta manera, fue que confirmamos la obtencidn correcta del tejido y
la extraccion del ARNm ya que los oligonucledtidos utilizados se diseiiaron a partir del ARNm

de cada hormona.

Previos estudios in vitro han determinado que diferentes genes poseen elementos de
respuesta para Nurrl, en su region promotora. Estos posibles genes blanco de Nurrl son: POMC
(propiomelanocortina), CRF (factor liberador de Corticotropina) y CRF-BP (proteina unida al
factor liberador de corticotropina), los cuales se sabe que tienen importancia en la regulacion de
las funciones del sistema neuroendocrino. Evidencias experimentales indican que efectivamente

Nurrl induce la expresion tanto del gen POMC como del gen CRF (27, 54).
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En cuanto al gen POMC se sabe que inicia su expresion en el dia 12.5 en la region que
dara origen a la parte distal de la adenohipéfisis y a los 14.5 dias aparece en la region que
originard la parte intermedia de esta glandula. Los resultados obtenidos en los ensayos de
hibridacién in situ nos demuestran que existe una coexpresion del gen Nurrl y el gen POMC en
tiempo y espacio en la adenohipdfisis. Comparando estos datos con la expresion del gen Nurrl
observada en este trabajo, podemos sugerir que quizas en alguna de estas regiones la expresion
del gen POMC es influenciada por la expresién del gen Nurrl. Ya que de acuerdo a estudios
previos de la expresion del gen POMC se reporta que su expresion inicia a los 12.5 dias, pero a
los 13.5 dias muestra un incremento importante en su expresion, la cual coincide con ¢l inicio de
la expresion del gen Nurrl. Por el analisis de los resultados podemos sugerir una posible

participacion del gen Nurrl en la regulacion del gen POMC en la adenohipofisis murina.

Ya que POMC inicia su expresion antes que el gen Nurrl, indica que su regién promotora
responde inicialmente a otros factores embrionarios, y esta respuesta podria ser incrementada con
la aparicion de Nurrl. Para comprobar esto seria necesario el analizar la expresion de POMC

durante el desarrollo embrionario de ratones carentes de Nurrl.

En resumen es la primera vez que se reporta la expresion espacial y temporal de Nurrl
durante el desarrollo embrionario, y su coexpresion con el gen POMC. Nurrl por ser un factor de
transcripcion, y expresarse desde una fase muy temprana del desarrollo embrionario, en la bolsa
de Rathke podria estar influenciando la expresion de genes necesarios para el buen

funcionamiento de la hipofisis.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos de este trabajo podemos concluir que:

1. El gen Nurrl inicia su expresion al dia 13.5 del desarrollo embrionario en la bolsa de

Rathke y se mantiene hasta la etapa adulta.

2. Existe una coexpresion del gen Nurrl y el gen POMC en la adenohipdfisis.
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CAPITULO VI
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