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I. RESUMEN

La diferenciacion sexual gonadal en las aves ocurre durante la fase embrionaria. Sin
embargo, actualmente no se ha esclarecido el (los) mecanismo(s) que determina este
proceso. Se sabe que en otros grupos de vertebrados el Sry determina la diferenciacion
gonadal; en las aves, este gen se expresa tanto en machos como en hembras ‘adultos. Se ha
planteado que las hormonas esteroides juegan un papel fundamental en la diferenciacion de
las gbnadas, aunque, se desconoce si son las responsables directas de este proceso o bien, si
son una consecuencia del mismo. Hasta el presente se desconoce el mecanismo genético de
la determinacidon sexual en las aves. En este trabajo se estudié la expresion del factor
esteroidogénico - 1, en gonadas embrionarias de pollos machos v hembras a diferentes
tiempos dentro del periodo critico de la diferenciacion sexual gonadal [5.5 dias de
incubacion (d.1), 6.0 d.i, 6.3 d.i, 6.7 di., 6.12 di y 7.0 d.i]. Asimismo, se cuantificd la
expresion del RNA mensajero del ¢cSF-1 por densitometria. Los resultados indican que la
expresion del transcrito se detecta desde la primera edad estudiada hasta la Gltima, tanto en
machos como en hembras. El analisis densitométrico reveld que la expresion es mas intensa
en la gonada izquierda que en la goénada derecha de ambos sexos. En los machos, la
intensidad del mensajero es mayor en la primera edad evaluada y disminuye en ambos
testiculos conforme avanza el tiempo de desarrollo. En las hembras, la mayor expresion del
transcrito se detecta en la primera etapa, disminuye en las etapas siguientes,
incrementandose notablemente en la Gltima etapa. Con base en estos resultados, proponemos
que el factor esteroidogénico - 1 ademas de participar o controlar la expresiéon de las
enzimas que intervienen en el metabolismo de esteroides, podria activar otros genes criticos

que conlleven a la diferenciacion sexual gonadal.



II. INTRODUCCION

2.0 Dimorfismo sexual cromosomico en la Clase Aves

Uno de los aspectos importantes durante la determinacién sexual, es el diﬁoﬁsmo
cromosomico que se establece en las diferentes clases de animales del phylum Vertebrata.

En los mamiferos incluyendo al hombre, los gametos masculinos tienen un cromosoma
Y, que esta asociado a la diferenciacion testicular, mientras que el ovocito posee un
cromosoma X. Si éste es fertilizado por un espermatozoide Y, el individuo desarrollara
testiculos (XY); por el contrario, si el ovocito es fertilizado por un espermatozoide X tendra
ovarios (XX), denominandose heterogaméticos los primeros y homogaméticos los segundos.

En la Clase Aves se presenta el caso inverso, ya que los machos son homogaméticos
porque poseen dos cromosomas sexuales denominados ZZ y las hembras son
heterogaméticas, pues tienen una carga genética ZW (Mittwoch, 1971; Clinton, 1998). De tal
manera que los embriones de pollo con dos cromosomas ZZ desarrollaran testiculos y los

que sean heterogaméticos (ZW) tendran ovarios.

2.1 El factor determinante del testiculo

En organismos como los mamiferos, la determinacién del sexo depende de la presencia
o ausencia de un factor determinante de la diferenciacion testicular expresado por el
cromosoma sexual Y lque conlleva a la diferenciacion gonadal. En el caso de las aves este
mecanismo de determinacion sexual genética no se ha demostrado.

El primer factor determinante del testiculo (FDT) propuesto para mamiferos fue el
antigeno H-Y (Watchel y col, 1975). Sin embargo, en 1984 McLaren y colaboradores
demostraron que éste no era necesario para la diferenciacion testicular del ratén, pues se

encontré que aun en la ausencia de este antigeno los ratones se desarrollaban como machos.



Posteriormente se identificd un nuevo gen denominado SRY en el humano y Sry en otros
grupos de vertebrados (Tiersch v col, ‘1991)‘ Este gen conservado filogenéticamente se
localiza en el brazo corto del cromosoma Y en la regiéon denominada pseudoautosomal. El
Sty tiene alta homologia con los genes que codifican para el grupo de proteinas de alta
movilidad (HMG1 y HMG2), las cuales se sabe son factores de transcripcion en los
mamiferos (Sinclair y col, 1990).

En las aves se desconoce el papel del Sry porque éste se expresa tanto en machos
como en hembras adultas (Tiersch y col, 1991). No obstante, estudios recientes plantean que
probablemente induzca la expresion de un gen denominado Sox9, el cual se detecta en la
cresta genital de ambos sexos en las aves (Morais da Silva y col, 1996), y cuya expresion
permanece en la gonada diferenciada de los machos y se apaga en las hembras (Kent y col,
1996). La expresion espacio-temporal del Sry es cuestionable debido a que no se sabe si es
el gen primario determinante de la diferenciacion sexual gonadal o si desencadena una

cascada de genes que participan en la diferenciacion gonadal en la Clase Aves.

2.2 Diferenciacion gonadal en las aves

El desarrollo de las génadas de la mayoria de los vertebrados comienza con un
engrosamiento del epitelio celémico o epitelio germinal que se localiza en el area ventral del
mesonefros en desarrollo. La proliferacion de las células germinales y somaticas es lo que
lleva a la formacidn del primordio gonadal conocido como cresta genital que es idéntica en
ambos sexos (Hardisty, 1984).

a) Formacion de la cresta genital

En las aves, las células germinales primordiales (cgp’s) se separan del hipoblasto para

ubicarse en el endodermo del saco vitelino en las primeras 18 horas de incubacion (h.i.)



(Hamburger y Hamilton, 1951). Posteriormente entre los 1.5 y 1.8 dias de incubacion (d.i.)
migran a través del torrente sanguineo y salen de los capilares en el mesenterio esplacnico
posterior de la arteria onfalomesentérica del embrién (Ando y Fujimoto, 1983). Esta area
coincide con el meéenterio dorsal en donde finalmente las cgp’s nﬁgran hacia la cresta
genital, la cual para entonces ha comenzado a diferenciarse como una estructura epitelial y
mesenquimatica (Fargeix v col, 1981) (fig 1A).

En la actualidad alin se desconocen los mecanismos especificos que dirigen el trayecto
de las cgp’s hacia la cresta genital. Se ha planteado que esta atraccién esta mediada por
factores quimiotacticos liberados por la cresta genital que pudieran estar atrayéndolas
(Kuwana y col,1986). Sin embargo, estos factores ain no se han identificado.

Por otro lado, se ha determinado que existe dimorfismo estructural entre las cgp’s de
embriones de pollo hembra y macho con respecto a la cantidad de reticulo endoplasmico liso
como rugoso, mitocondrias, particulas de glicdgeno y lipidos (Zaccanti y col, 1990).

b) Etapa de gonada indiferenciada

Una vez que Jas cgp's llegan a la cresta urogenifal se establecen en grupos distribuidos
de manera trregular en donde son rodeados por células mesenquimatosas, formando
cordones de tipo epitelial. Posteriormente hay una invasion de vasos sanguineos que junto
con las células del mesénquima aislan a la génada del tejido mesonéfrico y ademas, se forma
una lamina basal que rodea al epitelio germinal. Las células mesenquimaticas dorsales a esta
edad se agrupan y forman un segundo conjunto de cordones epiteliales que se incorporan
dentro de la médula (Fargeix v col, 1981).

En el cuarto dia de incubacion, la cresta genital esta completamente diferenciada de la
cavidad celomica. La ausencig de lamina basal en la region de proliferacion permite el

contacto directo entre las células del mesénquima y el epitelio celomico (Carlon y Stahl,



1985). En cuanto a las células somaticas se han planteado diversos origenes, Carlon y Stahl
(1985), mencionan que los cordones sexuales primitivos se forman del epitelio germinal,
mientras que Merchant-Larios y col. (1984b), proponen que el establecimiento de la génada
indiferenciada es el resultado de dos proliferaciones consecutivas del epitelio celdmico. La
primera daria origen a la médula y la segunda a la corteza, éstas se observan muy bien
definidas al 5 d.i. en las aves. Simultaneo al desarrollo de las gonadas se diferencian los
conductos de Wolff y de Miiller (Mittwoch, 1971), los primeros daran lugar al epididimo,
los conductos deferentes y la vesicula seminal del tracto reproductor masculino; los
segundos se diferenciaran en el Utero y en las tres regiones del oviducto: el ostium, el
magnum y el istmo, que forman el tracto reproductor femenino (Rugh, 1964) (fig 1B).

¢) Diferenciacion sexual

1) Testicular

El tiempo en que ocurre la diferenciacién morfoldgica de los testiculos y los ovarios en
las aves es motivo de controversia, varia de 120 h.i. hasta 216 h.i. (Merchant-Larios y col,
1984b; Carlon y Stahl, 1985). En los machos genéticos ocurre la separacién del tejido
medular y el epitelio celémico, migrando las cgp’s hacia la zona medular; el mesénquima y
los vasos sanguineos invaden la region cortical de la goénada del macho, propiciando la
formacion de la tanica albiginea. El mesénquima se ubica entre los cordones sexuales que se
empiezan a distinguir claramente, por el depdsito de una lamina basal en la superficie del
epitelio celomico y medular, cuando las dos zonas estén ya separadas (fig 1D).

it} Ovarica

Una de las caracteristicas particulares de la Clase Aves presente en la mayoria de las
especies, es la asimetria ovarica que comienza a observarse a los 7 d.i. En las hembras, el

epitelio de la gonada derecha pierde su arreglo histologico y se convierte en una capa de



células planas que se separan de los cordones epiteliales internos. El conducto de Miiller
derecho también involuciona hasta quedar en un estado rudimentario (Merchant-Larios y
col, 1984b). El ovario, que esta constituido por una médula y una corteza, crece lentamente
desde el octavo hasta el décimo dia de desarrollo embrionario, sufriendo una regresion, hasta
que presenta un aspecto rudimentario en el dia 15 y deja de ser funcional al nacimiento.

Por el contrario, el ovario izquierdo experimenta un crecimiento del tejido epitelial,
acompafiado por un crecimiento del estroma y de la vascularizacion, hasta que se forma un
ovario con dos regiones topograficas bien definidas, la corteza y la médula. A los 10 d.i. la
corteza ovarica muestra cordones corticales constituidos por ovogonias, ovocitos y células
prefoliculares, que se caracterizan por presentar estructuras denominadas “lining bodies”.
Mientras tanto, en la médula se desarrollan gran cantidad de cordones de células secretoras

de esteroides, asi como un tejido lacunar caracteristico de la génada femenina (Carlon y

Stahl, 1985) (fig 1C).



Fig.1. Esquema que muestra el desarrollo gonadal del embrién de pollo. (A): cresta
genital (20X); formada por el epitelio celomico (EC) y el mesénquima (ME). (B): etapa de
gonada indiferenciada (20X), se observan los cordones sexuales primarios {cabeza de
flechas) y las células germinales (CGP) que se encuentran en la regién periférica llamada
corteza (C). (C): ovario de 18 d.i. (40X); los cordones sexuales primarios se reducen y son
ocupados por tejido esponjoso y mesénquima (ME), las células germinales primordiales son
todas las células mas claras localizadas en la corteza. (D): testiculo (40X); se observa la
corteza reducida (C) y las células germinales ubicadas dentro de los cordones sexuales
(cabeza de flechas). (Fotografias tomadas de material procesado en el laboratorio de la Dra.
Irma Villalpando).






2.3 Papel de los esteroides en la diferenciacion sexual gonadal

Las hormonas esteroides gonadales participan como posibles reguladores que
conducen 2 la diferenciacion del sexo gonadal en los vertebrados (Miller, 1988). Unos de los
primeros trabajos que demuestran la importancia de estas hormonas lo realizd Lillie
(1916,1917), en el cual observd que embriones gemelos de diferentes sexos de bovinos y
ovinos presentaban un fendémeno conocido como “freemartinismo”. Este es una anastomosis
a nivel de corion que permite el paso de hormonas esteroides masculinas del feto macho
hacia el feto hembra, causando la masculinizacion de ésta. Con base en estos trabajos
comenzaron a desarrollarse lineas de investigacion sobre la modulacién epigenética de la
diferenciacion sexual gonadal en los vertebrados, con diferentes enfoques experimentales
cOmo se menciona a continuacion.

a) Transplantes

i) Corioalantoideo

Investigaciones previas demostraron que la membrana corioalantoidea de embriones
de pollo, es un tejido que sirve de hospedero para el crecimiento de rifiones embrionarios de
ratén (Preminger y col, 1980), asi como para el desarrollo y maduracion de 6rganos como
el corazon, higado, glandulas adrenales, ovarios y testiculos embrionarios de hamsters
(Spanel-Borowski, 1989). Se ha observado que el corioalantoides provee de una enorme
irrigacién sanguinea a los transplantes, lo que probablemente contribuya a la maduracién de
los mismos.

i) Cavidad celomica.

Estudios realizados en la época clasica de la embriologia demostraron la influencia de
las secreciones en los implantes en gdnadas embrionarias, para tratar de conocer los

mecanismos por los cuales se induce una reversion sexual gonadal en las aves.



En 1946, Wolff implantd génadas de pollo de 144 a 264 h.i. dentro de la cavidad
celomica de embriones de 48 h.i. En este estudio observo que los ovarios implantados
dentro de la cavidad cel6mica de embriones machos inducian la diferenciacion de la corteza
en el testiculo izqﬁierdo, mientras que el testiculo derecho quedaba inhibido en su
crecimiento. Asimismo, determiné que al implantar testiculos en hospederos con ovarios
embrionarios se detenia el desarrollo de los conductos de Miiller.

Mas tarde Stoll y colaboradores (1980) implantaron testiculos embrionarios de pollo
de 312 h.i. en el celoma extraembrionario de embriones de pollo hembra de 72 h.i. Ellos
notaron diferentes niveles de reversion sexual, ya que al implantar un solo testiculo, éste
podia atrofiar las dos génadas de la hembra, o bien desarrollar un ovario en la génada
izquierda y un testiculo en la gonada derecha. También observaron que al implantar dos
testiculos se inducia ademas, de los casos anteriores, un ovotestis en la génada izquierda v
un testiculo en la gonada derecha, en el mayor de los casos se inducian dos testiculos. Lo
anterior llevd a pensar que el testiculo jugaba un papel importante produciendo alguna
sustancia inhibidora para los ovarios, observacion que se confirmé posteriormente con los
trabajos de Maraud y colaboradores (1990). Estos autores demostraron que los implantes de
testiculos en el celoma extraembrionario de embriones de pollo genéticamente hembras de
72 h.i. eran tanto cuantitativa como cualitativamente, el resultado de un efecto inhibidor
hacia los componentes de las gonadas indiferenciadas cuando éstas debian desarrollarse en

ovarlos.

b) Funcion de la hormona inhibidora de los conductos de Miiller
Se sabe que la Hormona Anti-Miilleriana (HAM) también llamada sustancia inhibidora

de los conductos de Miller (Donahoe y col, 1982), es una proteina homodimérica de la

10



superfamilia de los factores de crecimiento transformantes B (Eusebe y col, 1996). Esta
causa la regresion de los conductos de Miiller en la etapa embrionaria de machos genéticos,
participa en la morfogénesis de los testiculos, e inhibe la actividad de la enzima aromatasa
P450, que cataliza la conversion de androgenos a estrogenos (Elbrecht y Smith, 1992;
Eusebe y col, 1996). Ademas, su sintesis ocurre en pollos machos y hembras durante la
etapa embrionaria y adulta (Hutson y col, 1981). Sin embargo, en la actualidad se desconoce
su funcion en esta Gltima fase.

En 1990, Maraud demostré que la HAM estaba presente en todos los embriones
genéticamente hembras que implantaron con testiculos embrionarios. Considerando que
posiblemente ésta sea el factor responsable de la regresion de los conductos de Miiller, asi

como de las modificaciones producidas a los ovarios.

¢) Administracion exdgena de esteroides

i} Androgenos

Un estudio muy completo sobre la administracion exdgena de esteroides en etapas
embrionarias lo realizdé Tanabe y colaboradores (1986). Su objetivo fue observar el efecto
del 17-f estradiol, androsterona y testosterona sobre la diferenciacidn de los conductos de
Miiller en embriones de pollo machos y hembras de 120 h.i. y 144 h.i. Observd que el 17-8
estradiol no produjo efectos en las hembras pero en los machos causo la retencién de los
conductos de Miiller. La androsterona propicid una diferenciacion anormal y la
degeneracidn de ambos conductos de Miiller en las hembras, mientras que en los machos
caus la retencion del conducto izquierdo e indujé la masculinizacion de la goénada derecha.

Asi mismo, la testosterona no alter¢ el desarrollo de los conductos de los machos, pero en
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las hembras causé una degeneracién parcial del conducto de Miiller izquierdo y algunas de

ellas sufrieron masculinizacion (Tanabe y col, 1986).

i) Estrogenos

La administracion exdgena de estrogenos a embriones de pollo machos genéticos de
72 hi. induce la feminizacion de las goénadas y del tracto reproductor masculino
(MacLaughlin y col, 1983; Smith y col, i997). El testiculo izquierdo se transforma en un
ovotestis y el testiculo derecho sufre regresion (Faucounau y col, 1995). Asimismo, el
empleo de inhibidores de estrogenos impide el desarrollo de ovarios en hembras genéticas

(Nakabayashi v col, 1998).

iii) Inhibidores de aromatasas

Uno de los trabajos mds relevantes en aves fue el que realiz6 Elbrecht y Smith (1992)
al administrar el inhibidor de la aromatasa P450 (1,4,6-androstatriene-3,17-diona) a
embriones hembras genéticas, obteniendo una poblacién 100% masculina fenotipicamente
capaz de completar la espermatogénesis. Abinawanto y colaboradores (1996), realizaron
experimentos en los cuales inyectaron un inhibidor de aromatasa (fadrozol) a embriones

hembra de 120 h.i. resultando el 50% de la poblacion con reversion sexual completa.

iv) Hormonas esteroides

Los esteroides sexuales ademas de participar en etapas embrionarias, también juegan
un papel importante en la vida adulta propiciando la diferenciacion de los caracteres sexuales
secundarios que se asocian con las conductas de reproduccion (Sayag y col, 1991). Se ha

demostrado que la administracién de benzoato de estradiol a embriones machos genéticos de
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240 h.i., causa una disminucidén del tamafio de los testiculos e inhibe la conducta de
apareamiento durante su madurez. Con lo anterior se demuestra que los esteroides sexuales
intervienen en la diferenciacién gonadal, pero hasta hoy no se ha logrado esclarecer si estas
hormonas son responsables de la diferenciacién sexual de la Clase Aves o si son una

Y

consecuencia de este proceso.

2.4 Metabolismo de hormonas esteroides gonadales

Las gonadas masculinas y femeninas de los vertebrados presentan actividad enddcrina,
ademés de cumplir su funcion primordial de producir las células sexuales fundamentales para
la perpetuacion de las especies. Los esteroides sexuales son los responsables de la
maduracion de los gametos, asi como de la manisfestacion de los caracteres sexuales

secundarios en los individuos {Sayag y col, 1991).

a) Estructura quimica y nomenclatura

Las hormonas esteroides son moléculas lipidicas que se caracterizan por presentar un
nucleo tetraciclico en su estructura quimica, al cual se le denomina
ciclopentanoperhidrofenantreno que presenta tres anillos de seis atomos de carbono
(perhidrofenantreno) y un anillo de cinco atomos de carbono (ciclopentano). A los tres

primeros anillos se les asigna las letras A, B y C y al dltimo la letra D (Gorbman y Bem,

1962).
b) Clasificacion quimica

La molécula precursora de todos los esteroides es el colesterol (fig. 2), que posee 27

atomos de carbono. Las hormonas esteroideas contienen 21 atomos de carbono como
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maximo. La primera etapa de sintesis de hormonas esteroides, es la eliminacion del C-6 de
la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona.

Al separarse los carbonos 20 y 22 de la cadena lateral forman los pregnanos que
presentan 21 atomos de carbono y que incluyen al grupo de las progestinas. Cuando se
separan los carbonos 17 y 20 de la cadena lateral originan a los androstanos o esteroides C-
19 en donde se ubican los andrégenos. Asi también, los estranos o esteroides C-18 se
forman por la safida de un grupo metilo unido at carbono 10, en cuyo grupo se incluyen a los

estrogenos (Gower, 1988).
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ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA SINTESIS DE ESTEROIDES GONADALES
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Fig. 2. Rutas metabélicas en la biosintesis de hormonas esteroides a partir del

colesterol. (Hinshelwood y Demeter-Arlotto. 1993. The Ovary. Raven Press Inc. New

York).
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¢) Clasificacion biolégica

Las hormonas esteroides gonadales se clasifican en tres grupos: progestinas,
androgenos y estrogenos.

i} Progestinas

La progesterona es el metabolito producido en mayor cantidad, se sintetiza a partir de
pregnenolona (3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona} que es un intermediario de la produccion de
androgenos y estrogenos durante la biosintesis (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

ii) Androgenos

Son producidos principalmente por los testiculos y en menor cantidad por los ovarios
y la corteza suprarrenal. Los androgenos, como la testosterona, son los responsables def
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios del macho, ejercen éfectos sobre el epitelio
germinal de los tubulos del testiculo e influyen en la produccion de espermatozoides. En el
ovarto se sintetizan principalmente como intermediarios de la sintesis de estrégenos (Gower,
1988).

iii) Estrogenos

Son los esteroides sexuales producidos por las hembras de los vertebrados, los mas
importantes son la estrona y el 17B-estradiol que se sintetizan en el ovario embrionario
(Villalpando y col, 2000), asi como en el testiculo maduro a partir de la aromatizacion de
androgenos (Gower, 1988). En las aves, su actividad biologica esta relacionada con el
establecimiento del aparato reproductor femenino y con el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios. Ademds, actlan en conjunto con los péptidos liberados por el
hipotélamo y las hormonas hjpoﬁsiéﬁas controlando la conducta reproductiva femenina

(Sutherland y col, 1988).
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2.3 El factor esteroidogénico - 1

La familia de receptores nucleares a hormonas representa a un grupo de factores de
transcripcion tejido-especificos que modulan las acciones de diversos ligandos incluyendo las
hormonas esteroides (Parker y Schimmer, 1997). El factor esteroidogénico-1 (SF-l)r
pertenece a esta familia, como en su caso los ligandos no han sido identificados se les llama
receptores huérfanos. El SF-1 también llamado Ad4BP (Ad4 binding protein) se identifico
inicialmente como un regulador importante de los genes codificantes de las hidroxilasas

esteroides del citocromo P450 (Morohashi y col, 1992; Honda y col, 1993).

a) Organizacion del gen
El gen del pollo ¢SF-1/Ad4BP (fig. 3), consiste de siete exones separados por seis intrones,
con una extension de 15 kb por regién (Kudo y Sutou, 1999). La estructura intrén-exon se
conserva en las aves, asi como en los mamiferos, el empalme entre donadores y aceptores
sigue la regla GT-AG; es decir la secuencia de éstos comienza con las bases guanina (G) y

timina (T) y termina con adenina (A) y guanina (G) (Mount, 1982).

*
1 H b vyl vl 10kp

Fig. 3. Organizacion del gen ¢SF-1. Los rectangulos indican la localizacién y el
tamafio de los siete exones, incluyendo el marco de lectura abierta. Cada exon se encuentra

dividido por un intrén.
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i} Determinacion del sitio iniciador de la transcripcion

Kudo y Sutou (1999) clonaron los DNAc del gen SF-1/Ad4BP del pollo para
determinar los sitios de inicio de la transcripcion en tejidos esteroidogénicos. Encontraron
que en los clones analizados de la glandula adrenal, el sitio iniciador de la transcripcion se
encuentra en la posicidon -115 (A) del sitio de empalme del exdn 1. En el ovario v testiculo
varia la posicion. En el primero, el sitio de inicio se encuentra disperso de G en la posicién -
117 a G en la posicidn -109, mientras que en el segundo, la transcripcion comienza cerca de
la posicién -115 (A), en donde se localiza la caja TATA, 25 pb arriba del sitio de inicio.
Estos investigadores consideran que el sitio mas apropiado para el inicio de la transcripcion
probablemente se encuentre rio arriba (A en la posicion -115 del sitio de empalme del exén
1). Aunque en los mamiferos, el gen SF-1/Ad4BP carece de la caja TATA en su regién

promotora (Nomura y col, 1995).

b) Localizacion tisular

i) Etapa embrionaria

En 1994, Ikeda y colaboradores analizaron por hibridacién in sity con una sonda
especifica para RNAc del SF-1, el perfil de expresién espacial y temporal durante la
diferenciacion gonadal en embriones de raton. Estos autores detectaron los transcritos en la
glandula adrenal en estados muy tempranos de desarrollo (E9-9.5) tanto de hembras como
de machos gencticos, la expresidn continué durante la gonadogénesis, pero disminuyd
considerablemente en los ovarios coincidiendo con el tiempo de la diferenciacion sexual,

mientras que en los testiculos perdurd la expresion ain después de su diferenciacion.



ii) Tejidos adultos

Mediante anélisis de Northen biot se identificé un tnico transcrito de 3.6 kb expresado
en testiculos, ovarios y gldndulas adrenales de pollos adultos (Kudo and Sutou, 1997).

¢) Similitudes y diferencias con el gen SF-1 de los mamiferos

Los DNAc del SF-1 inician en regiones conservadas que corresponden a dominios
funcionales conocidos de otros miembros de la familia de receptores nucleares. El SF-1 de
aves y mamiferos presenta dos motivos de unidn del tipo dedo de zinc que intervienen en la
interaccién con el DNA. El primer dedo de zinc, incluye la caja proximal (P); en el segundo
dedo de zinc se encuentra la caja distal (D) (Parker y Schimmer, 1997). En los receptores a
hormonas esteroides clasicos, la caja P determina la secuencia de reconocimiento a DNA
para la mitad de los sitios sensibles a hormonas, mientras que la caja D forma una interfase
de dimerizacion que determina el espaciamiento apropiado de Ia otra mitad de esos sitios
(Umesomo y Evans, 1989).

Cada secuencia de SF-1/Ad4BP (tanto en aves como en mamiferos) contiene una caja
P, que combina residuos caracteristicos de glucocorticoides y subclases de receptores a
estrogenos en los receptores nucleares (Mange}sdorf "y col, 1995). Algunos de esos
receptores comparten 30 a.a. en la regién del carboxilo terminal adyacente al segundo dedo
de zinc, designado como FTZ-F1 o caja A, que reconoce las bases adicionales 5° del
hexdmero AGGTCA . Estos 30 a.a. que comprenden la caja A se conservan en las proteinas
det humano, bovino, rata y raton (Wilson y col, 1992).

Los DNAc para SF-1 de mamiferos tienen homologia en las regiones carboxilo-
terminal que forman los dominios de unién de los receptores nucleares activados por
ligando. En particular, el dominio de transactivacion AF-2 que se encuentra en la posicion

carboxilo-terminal de muchos receptores nucleares inducibles por ligandos forma un o-
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hélice anfipatica que aparentemente es esencial para la activacion transcripcional (Danielian
y col, 1992). Dentro de la region bisagra, se conserva un “alargamiento” de 7 (humano) u 8
(vaca, rata y raton) prolinas consecutivas que se encuentran dentro del dominio rico en
prolinas de aproximédamente 100 a.a. Este dominio ha sido propuesto como el mediador de
la activacion transcripcional del SF-1 (Honda vy col, 1993). Otro motivo conservado dentro
de la regién carboxilo-terminal del SF-1 es el sitio potencial para la fosforilacién por AMPc

dependiente de la proteina cinasa (Honda y col, 1993).



HL. PLANTEAMIENTO DEL PROBI;EMA

La diferenciacion sexual en los vertebrados ocurre por medio de mecanismos que se
inician con la determinacién genética. En los mamiferos, los individuos heterogaméticos
poseen en el cromosoma Y, el gen Sry responsable de la diferenciacion testicular (Koopman
y col, 1991; Tiersch y col, 1991). En las aves sucede el caso contrario, las hembras son
portadoras del sexo heterogamético (ZW) (Mittwoch, 1971; Clinton, 1998). Se ha
observado que el cromosoma W de las aves tiene caracteristicas similares con el cromosoma
Y de los mamiferos. Es casi totaimente heterocromatico en todas las células del cuerpo a
excepcion de las germinales y presenta secuencias de DNA repetidas (Tone y col, 1982;
Saitoh y col, 1991). Por lo que se plantea que el proceso determinante de la diferenciacion
ovérica en las aves pudiera ser regulado por uno o varios genes presentes en el cromosoma
W. Sin embargo, este planteamiento permanece hipotético hasta la fecha. En los mamiferos,
se ha sugerido que el Sry probablemente induce la expresion del Sox9, un gen que se detecta
en la cresta genital de aves y mamiferos y cuyos transcritos permanecen en la gdnada
diferenciada de los machos y se apaga en las hembras en el caso de las aves (Kent y col,
1996; Morais da Silva y col, 1996). Sin embargo, la relacién exacta entre estos genes no se
conoce. Se ha planteado que un receptor nuclear huérfano, el SF-1, juega un papel
importante en la diferenciacion sexual ya que ratones mutantes carentes de este gen no
desarrollan tejido gonadal ni glandula adrenal (Luo y col, 1994). Sin embargo, no se ha
estudiado el perfil de expresion del SF-1 durante el periodo critico de diferenciacidén sexual
en las aves, ni tampoco se ha determinado su funcién en esta especie, aunque en mamiferos
se ha propuesto que regula la expresion de las hidroxilasas (Tkeda y col, 1994). Con base en

los antecedentes expuestos se plantea la siguiente hipotesis:
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IV. HIPOTESIS

Las hormonas sexuales son las responsables de la diferenciacion sexual gonadal y
fenotipica en las aves. Este proceso depende de la hormona inhibidora de los conductos de
Miiller y de la aromatasa P450. De manera que, en la expresion del SF-1 podrian existir
diferencias cuantitativas entre los machos y las hembras genéticas debido a su participacion

en ta hidroxilacion de la testosterona.

OBJETIVOS

1. Estandarizar la técnica de RT-PCR para la deteccion de los RNAm del factor
esteroidogénico - 1 (SF-1) y del gen constitutivo S-ciclofilina (S-CF).

2. Determinar la expresion del SF-1 en etapas tempranas del desarrollo embrionario
del pollo White leghorn de las siguientes edades: 132 h.i. (26), 144 h.i. (27), 147
hi. (27/28), 151 hi. (29), 156 h.i. (29/30) y 168 h.i. (32).

3. Analizar la expresion del gen S-CF, empleandolo como marco de referencia (house
keeping gene) durante el periodo critico de diferenciacién gonadal en embriones de
pollo de las edades mencionadas, para determinar si existen variaciones

cuantitativas reales en la expresion del SF-1.

-
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V.MATERIAL Y METODOS.

5.0 Material biologico

Se utilizaron huevos fértiles de la cepa White leghorn procedentes de la granja avicola
Aves Libres de Patogenos Especificos (A.L.P.E.S) y se incubaron a 37.7 °C y 80 % de
humedad en una incubadora marca James MFG Co. Se emplearon aproximadamente 20
embriones para cada edad analizada. Los tiempos de incubacion fueron de 132 h.i. (etapa
26), 144 h.i. (etapa 27), 147 hi. (etapa 27/28), 151 h.i. (etapa 29), 156 h.i. (etapa 29/30) y

168 h.i. (etapa 32) segun Hamburger y Hamilton, (1951), (tabla 1).

Tabla 1. Etapas del desarrollo embrionario del pollo y su equivalencia en horas (hi.)y

dias de incubacién (d.i.) (Hamburger y Hamilton. 1951).

d.i. hi. Etapa
5.12 132 26
6.0 144 27
6.3 147 27/28
6.7 151 29
6.12 156 29/30
7.0 168 32

aj Técnica de ovoscopia

Con esta técnica se determina si el material bioldgico es viable y asi se obtiene un
seguimiento confiable del mismo. Esta consiste en colocar al embrién de pollo en la zona de

la camara de aire en una lampara a contra luz, en un cuarto oscuro. Si el embridn esta vivo y

23




en desarrollo se observara la irrigacion sanguinea que confluira en el mismo (D.A.T. New,
M.A,, 1966)

b) Diseccidn y almacenamiento del tejido somdtico y gonadal

A los embriones de pollo de las edades 132 h.i,, 144 hi, 147 hi, 151 hi, 156 hi. y
168 h.i., se les realizd un orificio por la zona de la cdmara de aire y se retir6 la membrana
papiracea, se extrajo al embrion con la ayuda de una cucharilla estéril y se colocd en una caja
de petri esterilizada. Se decapitd al embridn, se colocd en una caja de petri en posicion
lateral y se realizd un corte diagonal para obtener el complejo mesonefros-génada. Se aislo
tejido somatico, es decir, no gonadal en un tubo eppendorf tratado con H20-
Dietilpirocarbonato (DEPC) (ver apéndice) para la determinacion del sexo genético. La
separacion de las gonadas se realizd bajo un microscopio estereoscopico Fisher Scientific
modelo SCW-40L, se pusieron en medio MEM (minimal essential medium) de Gibco BRL y
se enjuagaron con NaCl al 0.9%. El tejido gonadal se puso en un tubo Eppendorf estéril
tratado con H20-DEPC y se almacend a -20° C en un congelador Puffer Hubbard, hasta que

se utilizo para la extraccion de RNA total.

¢) Determinacion del sexo cromosomal

El sexo de los embriones se determiné utilizando la técnica de amplificacién en cadena
de la polimerasa (PCR). El principio en que se basa la PCR es la amplificacion enzimatica de
fragmentos de DNA flanqueados por un par de oligonucledtidos sintéticos (a manera de
cebadores) que hibridan con hebras opuestas de la secuencia seleccionada. Una serie de
ciclos repetidos de desnaturalizacion térmica del templado (94 °C), acoplamiento de los
oligonucledtidos a su secuencia complementaria {65 °C) y extension de los mismos con una

DNA polimerasa (72 °C) resultan en la amplificacién de un segmento de DNA con un
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tamafio definido por la distancia entre los extremos 5” de los oligonucledtidos. Debido a que
los productos sintetizados en un ciclo pueden servir como moldes en el siguiente, el nimero
de copias de la secuencia deseada se duplica en cada ciclo (Erlich y col, 1991).

En este caso sé detectd la presencia del cromosoma W, presente solo en las hembras

(ZW) y ausente en los machos (ZZ) (Mittwoch, 1971). La secuencia de los oligonucledtidos

disefiados por Clinton (1994) para sexar aves es la siguiente:

W1 5 CCCAAATATAACACGCTTCACT 3°

W2 3’ GAAATGAATTATTTTCTGGCGAC 5

Estos oligonucleotidos sintéticos fueron elaborados por GIBCO BRL y delimitan un
fragmento de 500 pares de bases aproximadamente.
La técnica de sexado se realizd en dos etapas:

i) Aislamiento de DNA

Al tejido somatico aislado previamente se le afiadié 100 pl de amortiguador SET (ver
apéndice) y se homogené con un pistilo de teflon marca Wheaton y un homogenador marca
Tri-R Instruments, modelo S63C. Posteriormente se agregaron: 5 pl de SDS al 10% y 0.5 ul
.de proteinasa K (10 mg/ml), se agitd en un vortex (Lab Line Instruments modelo 1119) y se
incubd a 60 °C durante dos horas en un termomixer (Brinkmann Instruments modelo 5436).
Se centrifugd a 12000 rpm durantel5 minutos, en una microcentrifuga (Eppendorf modelo
5415 C). Se tomaron 10 pul del sobrenadante y se llevaron a un volumen de 100 ul con agua

esténl.
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i) Amplificacion del cromosoma W

Se prepar0 una mezcla maestra que contenia 0.2 ul de cada oligonucleétido sintético
(W1 'y W2) (40 pmol/ul), 0.2 pl de cada nucledtido (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Perkin
Elmer Cetus), 1.0 pl de buffer MgClz 10X, 0.1 pul de Amplitaq polimerasa (5U/ul) (Perkin
Elmer Cetus) y 6.7 ul de H20-DEPC. Del DNA obtenido se tomd 1 pl y se desnaturalizé a
94 °C 5 min en un termociclador (Perkin Elmer Cetus modelo 9600). Se agregaron los 9 pl
de la mezcla maestra para tener un volumen final de 10 ul. Se incubé en el termociclador

con el programa que comprende las siguientes temperaturas;

94 °C

30 seg

60°C - 30seg 20 ciclos

72°C - 30 seg
94 °C - 30seg
60 °C - 30 seg 1 ciclo
72°C - 5 min

Como control se utilizo DNA de higado de hembra (control positivo) e higado de

macho (control negativo) de 15 dias de incubacion.

d) Aislamiento del RNA total
Se empled la técnica reportada por Chomezynski y Sacchi (1987) para aislar el RNA
total de las gonadas de pollo de las siguientes edades: 132 hi. (etapa 26), 144 h.i. (etapa

27), 147 h.i. (etapa 27/28), 151 h.i. (etapa 29), 156 h.i. (etapa 29/30) y 168 h.i. (etapa 32).
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El tejido previamente disecado 24 horas antes se descongel6 a 4 °C. Se les afiadieron
100 ul de soiucién D por gonada, que se prepard a partir de la solucion stock de tiocianato
de guanidina {tiocianato de guanidina 4M; citrato de sodio 25 mM, pH 7.0; sarcosyl al 0.5%
y B-mercaptoetanol 0.1 M) y se homogené (homogenador marca Tri-R Instruments, modelo
S63 C) con un pistilo de punta de teflon (Weathon). Posteriormente se agregaron 10 pl por
gonada de acetato de Na 2M pH 4.0, 100 pl por gonada de fenol saturado con agua (ver
apéndice) ¥ 20 pl por gonada de una mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (49:1), agitando
la mezcla 10 segundos en el vortex después de agregar cada solucion.

Las muestras se dejaron en hielo 15 min y se centrifugaron a 14000 rpm durante 20
min a 4 °C, en una microcentrifuga (Eppendorf modelo 5415C). Se transfirié la fase acuosa
a tubos Eppendorf nuevos tratados con H20-DEPC y se agregd un volumen igual de
isopropanol, mezclando por inversion durante 10 seg. El RNA total se precipitd en hielo
seco 10 min y se volvi6 a centrifugar a 14000 rpm durante 20 min a 4 °C. Se decantd la fase
acuosa en una gasa esteril y se resuspendié el precipitado en 30 pl de solucion D, se agregd
un volumen igual de isopropanol y se precipitd en hielo seco 10 min para centrifugar a
14000 rpm a 4 °C por 20 min. Los tubos se decantaron en una gasa estéril para eliminar el
isopropanol; posteriormente las muestras se lavaron tres veces de la siguiente manera: se
agregaron 100 pl de etanol al 75% por génada, se centrifugaron a 14000 rpm durante 10
min a 4 °C y se decantd el sobrenadante en una gasa estéril.

Finalmente se colocaron los tubos en un desecador durante 1 hora a 4 °C, se
resuspendieron en 1.5 pl de H20-DEPC y se almacenaron a -20 °C por un periédo méximo

de dos dias.
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e} Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a transcriptasa reversa

i) Oligonucledtidos sintéticos

Los reactivos utilizados en esta técnica fueron obtenidos de Perkin Elmer Cetus y los
oligonucledtidos sintéticos fueron elaborados por GIBCO BRL. Los oligonucleétidos se
disefiaron con base en la secuencia publicada de DNAc de pollo para SF-1 (Kudo and Sutou,
1997). Como control se utilizo el gen de la S-CF que se expresa constitutivamente. Esta es
una proteina citosolica abundante, ubicua, chaperona v acarreadora de esteroides que se ha
conservado a través de la escala evolutiva desde las bacterias hasta el hombre v cuya
expresion es mas abundante en tejidos embrionarios que en tejidos adultos (Caroni vy col,
1991). Los ohgonucleotidos para S-CF se disefiaron a partir de DNAc¢ de pollo, reportado
por Caroni y col (1991). En general, se procurd que tuvieran las siguientes caracteristicas:

B Tamafio aproximado de 18 bases

B Contenido de G,C 50-60%

B Presencia de C,G en el extremo 3°

Las secuencias 5’ --- 3’ de los oligonucleotidos utilizados es la siguiente:

SF-1 5 AAGTTTGGGCCCATGTAC 3’ (sentido)

SF-1 3" TICACATCGAGGCTGAAG 5’ (antisentido)
que delimitan un fragmento de 881 pares de bases.

S-CF 5° CGCAGTAGTTCCTGAAGT 3’

S-CF 3’ ACCACGGCGTCAGTCGTT 5’
que delimitan un fragmento de 330 pares de bases.

Los ensayos de RT-PCR se realizaron por triplicado para cada edad y sexo, tanto para

SF-1 como de la S-CF.
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ii) Obtencion del DNA complementario

Se prepar6 una mezcla maestra con 2 pl de solucion MgClz, 1pl de amortiguador II
10X para PCR, 1 ul de cada nucledtido (dATP, dCTP, dTTP,dGTP), 0.5 ul de inhibidor de
RNAsas, 0.5 pl de hexdmeros y 1.5 pl de la muestra de RNA total previamente
desnaturalizado en el termociclador 5 min a 94 °C. Por separado se agregaron 0.5 ul de la
enzima transcriptasa reversa en cada una de las muestras experimentales y 0.5 ul de H20-
DEPC en la muestra control. El volumen final de la reaccion fue de 10 pl. Se incubé

utilizando un ciclo con las siguientes temperaturas:

25°C 10 min
42°C 60 min
99 °C 5 min

iti} Amplificacion del RNA mensajero

A cada muestra de DNAc se le agregaron 2 pl de solucion MgCl, 4 pl del
amortiguador II 10X para PCR, 31.75 pl de H20-DEPC, 0.25 ul de la enzima Amplitaq
poiimerasa y 1 ul de cada oligonucledtido sintético SF-1 6 S-CF. Se incubd en el
termociclador con el siguiente programa:

94 °C 2 min

55°C . 15seg 1 ciclo

72°C 30 seg

94°C 15 seg
355°C  15seg 33 ciclos

72°C 30 seg
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94°C 15 seg
55°C 15 seg 1 ciclo
72°C 10 min

Los productos se almacenaron a -20 °C.

1) Electroforesis del gen amplificado

Se prepard un gel de agarosa al 2% con amortiguador TBE 1X pH 8.2 (ver apéndice).
Se utilizé un marcador de bajo peso molecular (Low DNA Mass Ladder GIBCO BRL) del
cual se colocaron 2.5 ul por gel De cada producto amplificado se tomaron 5 pl, se
mezclaron con 4 pl de amortiguador de carga (ver apéndice) v se colocaron individualmente
en los pozos del gel. Se aplicaron 100 volts durante 1 hora a temperatura ambiente. El gel se
tifid con una solucidén de bromuro de etidio al 0.8% en agua destilada, durante 10 minutos;

se enjuagd con agua destilada y se visualizé en un transiluminador de luz U.V. (Sigma

modelo T1202).

g) Fotografias
Cada gel fue fotografiado con una camara Polaroid Gelcam modelo PHC 34 Hoefer
Scientific Instruments, se usé una pelicula instantanea en blanco y negro Polaroid Polapan

667 [SO 3000/36° (8.5 x 10.8 cm), el tiempo de revelado fue de 90 seg.
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VL RESULTADOS

6.0 Determinacion del sexo genético.

En cada uno de los embriones se determind el sexo cromosémico con base a la
presencia o ausencia del DNAc del cromosoma W, va que éste se encuentra solamente en
los embriones de sexo femenino (ZW), mientras que los machos Vpor ser el sexo
homogamético (ZZ) no lo expresan. La figura 4 muestra las bandas correspondientes a la

presencia del cromosoma W.

800 pg—
~——500¢h

Fig. 4. Se muestran las pares de bases en el lado izquierdo. Se observa la banda de
500 pb correspondiente al fragmento amplificado del Cromosoma W. Como control
negativo se utilizd higado de macho de 15 d.i. (carril 1), Inote la ausencia de la banda
amplificada en estos. El control positivo corresponde a higado de hembra de la misma edad

(carril 2). Los carriles 3 y 4 corresponden a hembras de 6.0 d.i.
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Fig. 5. Etapas empleadas del desarrolio embrionario del pollo (A): Se muestra un
embrion de 5.5 d.i. (etapa 26), se distinguen los primordios de los miembros anteriores y
posteriores en forma de U. (B): Embrion de 6.0 d.i. (etapa 27), los primordios se observan
mas definidos y de mayor tamafio. (C y D): Embriones de 6.12 d.i. (etapa 30) y 7.0 d.i.
(etapa 32) respectivamente, se distinguen los digitos en las extremidades posteriores. Todos

los embriones fueron fijados en solucion de Bouin's.
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6.1 Ontogenia del RNA mensajero del cSF-1 y expresion de la S-CF en el pollo.

a) Ovario

La expresion del cSF-1 se detectd a partir de las 132 hi. (etapa 26) hasta las 168 h.i.
(etapa 32), tanto en la gbnada izquierda como en la gdnada derecha. Estos resultados se
analizaron por densitometria y se pueden observar en las tablas 2 y 3.

El mensajero de SF-1 se detecta desde la primera edad estudiada (etapa 26) (5.12 d.i), -
en donde la expresion es mayor en la génada izquierda que en la derecha. Desde la etapa
(27) {6.0 d.i.) hasta la etapa (30) 6.12 d.i.), la expresion se ve disminuida en ambos ovarios,
manteniéndose la mayor intensidad del transcrito en la génada izquierda. En la etapa (32)
(7.0 d.i.) la expresién en ambas génadas se incrementa notablemente siendo muy similar en

los dos ovarios y a la observada inicialmente (fig 6).



Figura 6. Deteccion del RNAm del ¢SF-1. MP: marcador de pares de bases. (A): Se
distingue que la banda correspondiente al ovario izquierdo (carril 2) (881 pb), es mas intensa
que la del ovario derecho (carril 4) a las 132 hii. (etapa 26). A partir de las 144 hi. (B) hasta
las 156 h.i. (C) se observa una disminucién en la deteccion del transerito de cSF-1 tanto en
la génada izquierda como en la gonada derecha. Finalmente, a las 168 hi. (etapa 32) la
deteccion del mensajero de c¢SF-1 se incrementa notablemente en ambas gonadas (D). Los
carriles 1 y 3 (A-D) son los controles sin la enzima RT. Se puede observar que la S-CF (330
pb) se expresa constitutivamente en ambas gonadas desde la primera edad (5.12 d.i.) hasta la

Gitima edad evaluada (7.0 d.1).
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b) Testiculo

La deteccion del mensajero de cSF-1 se observa en ambos testiculos desde |a primera
etapa (26) hasta la Gltima estudiada (32) (fig. 7). Se distingue que la expresion en la génada
izquierda es mayor que la expresion de la génada derecha en todas las edades analizadas, Sin
embargo, en ambas gonadas, la deteccién del transcrito de ¢SF-1 va disminuyendo conforme
"avanza el tiempo‘de desarrollo, hasta casi no detectarse la del testiculo derecho en las etapas
30y 32. Estos resultados se analizaron por densitometria y se pueden observar en las tablas

4yS5.




6.2 Andlisis de los RNA mensajeros por densitomeltria

Se realizd en un densitémetro con el programa Ambis Radio Analytic Image System
Inc., (San Diego, CA). En este programa, los resultados se expresan como umdades
arbitrarias de la relacion entre la expresion de los dos RNA mensajeros (cSF-1 y S-CF). Los
valores obtenidos parﬁ el ovario se muestran en las tablas 2 y 3 y, para el testiculo en las

tablas 4 y 5.

Tabla 2. Cuantificacion del RNAm del SF-1 del embrién de pollo hembra por densitometria

Sexo Etapas de desarrollo

Femenind (26) | (27) [(2728)] (29) [(29/30)] (32)

o.i 669.1 | 1456 | 1674 | 984 | 778 | 5485

o.d 211.1 | 1149 | 664 | 227 | 205 | 3685

0.i: ovario izquierdo

0.d: ovario derecho
La tabla 2 muestra que la expresion mas alta del SF-1 del embrion de pollo es en la
gonada izquierda de las hembras en la etapa 26 (132 hi.), y el valor de la expresion
disminuye en las etapas 27-30 (144-156 h.i). En la etapa 32 (168 h.i.), se observa un
incremento en la expresion de este gen, similar a la primera edad evaluada. En la gonada
derecha los valores de la expresién del cSF-1 son menores con respecto a la gonada

izquierda, no obstante se mantiene el mismo patrén de expresion que en la izquierda.
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Relacién de la expresion del cSF-1 : S-ciclofilina en el ovario
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Tabla 3. Se muestra la expresion de S-CF y ¢SF-1 en génadas embrionarias de pollo hembra durante las horas de
incubacién estudiadas. S-CF: S-ciclofilina; cSF-1: factor esteroidogénico - 1; I: lzquierda; D: Derecha
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Relacion de la expresién del cSF-1 : S-ciclofilina en el testiculo
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Tabla 5. Se muestra la expresién de S-CF y cSF-1 en génadas embrionarias de pollo mache durante las horas de
incubacion estudiadas. S-CF: S-ciclofilina; cSF-1: factor esteroidogénico - 1; : Izquierda; D: Derecha



VIL DISCUSION

En la presente investigacion se estudio la expresion del RNAm del SF-1 en las génadas
embrionarias de pollo, tanto de machos como de hembras genéticas en diferentes etapas de
desarrollo (26-32) durante &l periodo critico de diferenciacion sexual gonadal.

En nuestros estudios se observd que el RNAm del ¢SF-1 se detectd a partir de lag 132
h.i. (etapa 26) tanto en machos como en hembras, donde la expresion es mayor en la génada
izquierda y menor en la gonada derecha en ambos sexos. Detectamos que en el caso de las
hembras, la expresion del cSF-1 en las etapas 28-30 disminuye de 6 a 7 veces con respecto a
la etapa inicial, y en la etapa 32 aumenta considerablemente en ambas goénadas a niveles
similares a los determinados en la etapa 26. Estos datos estdn en desacuerdo con las
investigaciones de Smith y colaboradores (1999) quienes detectaron una disminucion del
cSF-1 en el caso de las hembras a partir de las 132 hi. {(etapa 28) en adelante, ya que
nosotros la detectamos desde la etapa 27. Asimismo, a los 6.5 d.i. (etapa 30), encontramos
una disminucion del RNAm en ambas gonadas de hembras y machos, en donde la expresidn
del transcrito para el ¢SF-1 es similar en ambos sexos a esta edad. Smith y col, (1999),
tambien detectan el mensajero del cSF-1 en machos y hembras, mostrando que la expresién
es mayor en los primeros y casi no se distingue en las segundas, contrario a lo observado por
nuestro grupo. En la Gltima etapa 32 (168 h.i.} observamos un incremento nuevamente en la
expresion del mensajero del ¢SF-1 en ambas gonadas de la hembra; datos que coinciden con
el trabajo de Smith y col, (1999), ya que este grupo observd que la expresién aumenta
considerablemente en las hembras a partir de la etapa 32 a la 40. Sin embargo, nosotros no
estudiamos estas etapas. En los embriones machos, detectamos que la expresion del
mensajero del SF-1 en ambos testiculos disminuye conforme avanza el periodo de

incubacion, hasta casi no detectarse en la Gltima etapa estudiada (32) (168 hi.). Smith y
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colaboradores (1999), también distinguen que en los machos la expresion inicial es alta en
las etapas 28-32, sin embargo, después hay una caida en la expresion del RNAm del ¢SF-1
en las etapas (35-40). La posible discrepancia entre nuestras observaciones y las de Smith y
col, (1999), podria deberse a un problema en la cantidad de templado qﬁe emplearon para
hacer la RT-PCR. En nuestras investigaciones nosotros estudiamos simultaneamente la
expresion de un gen constitutivo, la S-CF (house keeping gene), para tener un control sobre
la variacion en la expresion del cSF'-l, mientras qﬁe Smith y col, (1999) emplearon otro gen,
la B-actina, el cual analizaron separadamente, de tal forma que no se puede comparar la
expresion real del SF-1. Corroboramos que el inicio de la expresién del ¢SF-1 es a los 5.5
d.i. (etapa 26), esta expresion temprana suguiere que el factor probablemente tiene otra
funcion, como la de participar en la secrecion de catecolaminas, ademas, de participar en la
diferenciacion sexual gonadal, la cual ocurre en nuestras condiciones a los 7.0 d.i. (etapa
32). Una observacion interesante en la Clase Aves es que el perfil de expresion del cSF-1 no
se conserva despues de la diferenciacién sexual gonadal, ya que se mantiene constante en el
ovario comparado con los testiculos. Lo opuesto sucede en mamiferos, ya que la expresion
del cSF-1 es mayor en los testiculos con respecto a los ovarios (Parker y Schimmer, 1997).
Los altos niveles en la expresion del c¢SF-1 observados en nuestro trabajo en la etapa
32, sugieren que las hembras requieren de una mayor expresién de este factor para estimular
la actividad enzimatica de la 17c-hidroxilasa, la cual cataliza la reaccidon de sintesis de
androgenos que originan a los estrogenos (Guichard y col, 1979). En el caso de las aves el
ovario es esteroidogénicamente mas activo que el testiculo (Elbrecht y Smith, 1992; Yoshida
y col, 1996), mientras que en los mamiferos se presenta el caso inverso, en un estadio
temprano del desarrollo (Jost, 1970). El papel concreto del ¢cSF-1 durante la formacion de la

gonada del embrion de pollo no es claro, ya que en general, nosotros detectamos que la
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expresion del factor se observa en ambos sexos, disminuyendo a lo largo de las edades
estudiadas. Una investigacidn sobre la deleccion en el gen codificante del SF-1 en el raton,
indica que éste es esencial para el desarrollo de las glandulas adrenales v de las gonadas
(Luo y col, 1994). No obstante, en los embriones de pollo no se sabe si tiene la misma
funcién, porque los transcritos se detectan desde un estadto temprano de desarrollo gonadal
(132 h.i.) etapa (26) como se mencioné anteriormente. Sin embargo, habria que considerar
las diferencias cuantitativas, asi como la presencia de otros factores que intervengan en el
desarrollo gonadal, por lo que se requiere la realizacién de otros estudios para esclarecer
dichas posibilidades.

En los mamiferos, el gen SRY ligado al cromosoma Y actia como un dominante en la
determinacion del sexo masculino, iniciando la diferenciacién testicular de la génada
bipotencial (Sinclair y col, 1990, Koopman y col, 1991). En ausencia del SRY, el desarrollo
de la gbénada indiferenciada serd hacia un ovario, mientras que en las aves, éste gen se
expresa tanto en machos como en hembras adultos (Tiersch y col, 1991). En la actualidad
aun no se ha esclarecido si existe un gen maestro determunante del testiculo u ovario en las
aves. Sin embargo, el SF-1 es uno de los componentes de la cascada de desarrollo
participantes en la diferenciacion gonadal en los mamiferos, y este gen estd
filogenéticamente conservado durante el desarrollo gonadal de los vertebrados. Aunque se
observa que el patrén. de expresion del SF-1 es diferente entre las aves y mamiferos, esta
diferencia especifica de especie pudiera reflejar las diferentes capacidades esteroidogénicas
durante el desarrollo del ovario y del testiculo en las dos especies.

Otros estudios realizados en etapas tempranas de desarrollo involucran a la HAM
(Eusebe y col, 1996), la 17a-hidroxilasa (Yoshida y col, 1996) y aromatasa {Smith y

col,1997; Villalpando y col, 2000) como genes que se expresan mas tardiamente durante el



desarrollo. De tal forma que la expresion de SF-1 puede estar relacionada con el sexo que es
mas activo esteroidogénicamente (ovario en las aves, testiculo en los mamiferos), aunque
ain queda por determinar su funcion en la Clase Aves. Los patrones de expresion de ¢SF-1
y de la aromatasa son similares, ambos se expresan en los cordones medulares del ovario en
desarrollo. Ademas, ambos genes muestran una regulacién de la expresién al mismo tiempo
entre los dias 6 y 7 de la embriogénesis (Yoshida y col, 1996). En estudios previos se
identificé un sitio de union putativo para el SF-1 en la regién promotora del gen de la
aromatasa del pollo (Kudo y col, 1996). Asi mismo, se ha planteado que el SF-1, ademas,
podria activar la expresion de las aromatasas como parte del camino determinante de la
diferenciacion sexual del ovario en las aves. Probablemente este factor no actie solo, va que
su expresion la detectamos a partir del 5.5 d.i,, etapa 26 y los transcritos de la aromatasa se
observan a los 6.3 d.i. (Villalpando y col, 2000), esto implica que otros factores podrian
estar involucrados en la activacién de la expresion del gen de la aromatasa, juntos o
independientes al SF-1.

En las aves, el conducto de Miiller derecho e izquierdo producen HAM, sin embargo,
se ha propuesto que la temprana produccion de estrogenos protege al ovario y oviducto
izquierdo de involucionar, mientras que el ovario y oviducto derecho sufren regresion
(Teng, 1987). En el dia 5 de la embriogénesis en ambos sexos expresan el gen de la HAM,
pero los niveles mas altos se detectan en los machos en el sexto dia de incubacién (Oreal y
col, 1998). El SF-1 podria activar la expresion de la HAM en las génadas embrionarias del
pollo, como es el caso de los mamiferos, pero la marcada elevacion de la expresion de la
HAM en machos desde el dia 5.5 (etapa 27) es contrastante con los niveles de expresion de
cSF-1 (Shen y col, 1994). Sin embargo, no se debe descartar la posibilidad de que los niveles

de expresion del cSF-1 en embriones machos podrian ser suficientes para estimular la
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sintesis de la HAM, o bien, que s6lo se requiera de este factor para la activacion, pero no
para la regulacion de la expresion de esta hormona. La temprana deteccion de transcritos del
cSF-1 a las 132 h.i. (etapa 26) en los embriones de pollo, plantea que este factor ademas de
participar o controla'r la expresién de las enzimas que intervienen en el metabolismo de
esteroides, podria activar otros genes criticos que conlleven a la diferenciacion sexual
gonadal. Consideramos que es necesario realizar mas estudios para determinar el papel del

¢SF-1 durante el desarrollo gonadal de las aves en la fase embrionaria.
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VHIL CONCLUSIONES

1. Se estandarizé la técnica de RT-PCR para el analisis del RNAm del ¢SF-1.

2. Se estandanzé la téenica de RT-PCR para la deteccidn del RNAm de {a S-CF.

3. El cSF-1 se expresa antes de la diferenciacion sexual de la gonada en hembras v en

machos.
4. Este gen (SF-1) tiene un patron diferencial de expresion entre hembras y machos
(mayor en el sexo femenino) que se asocia a la etapa critica de la diferenciacion

sexual gonadal.

5. Existe una asimetria en la expresion del ¢SF-1 entre la génada izquierda y la gonada

derecha tanto de machos como de hembras.
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IX. APENDICE

AGUA TRATADA CON DEPC

Se coloca un litro de agua bidestilada en un vaso de precipitados de 1000 ml. Se agita
el contenido con una barra magnética y se agrega 1 ml de DEPC. Se mantiene la solucién en
agitacion hasta que ¢t DEPC este completamente disuelto en el agua. Se cubre el recipiente

con papel aluminio y se esteriliza a una presion de 15 libras durante 40 minutos, dos veces.

AMORTIGUADOR DE CARGA

Para preparar 10 mi se agregan: 0.2 ml de amortiguador TBE 5X, 10 ul de SDS al
20% y 1 g de Ficoll 400 ai 10%. Por otro lado, se prepara una mezcla de azul de bromofenol
al 0.05% y verde de xilenctanol al 0.05%. Se agrega 1 mi de la mezcla de colorantes al

amortiguador de carga. Todo se almacenaa 4 ° C.

AMORTIGUADOR TBE 1X
A 1000 ml de agua bidestilada en agitacion se le agregan: 10.8 g de TRIS, 5.5 g de
acido bérico y 0.93 g de EDTA. Se ajusta el pH a 8.2 y se almacena en un frasco ambar a

temperatura ambiente,

AMORTIGUADOR SET
Para preparar 10 ml de esta solucion se agregan: 0.2 ml de TRIS 0.5 M pH=8.0, 1 ml
de EDTA 0.5 M pH= 8.0 y 8.8 mi de agua bidestilada estéril. Se almacena a temperatura

ambiente.
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ESTA TESIS N6 omee
FENOL SATURADO CON AGUA LR DE LA BiBLITECH

Los cristales de fenol se tienen que mantener almacenados a -20 °C. Cuando se utilicen
se dejan estabilizar a temperatura ambiente. Posteriormente, bajo la campana de extraccion
se funden los cristales en bafio de Maria. Se coloca una barra magnética estéril dentro del
frasco con fenol y se afladen 100 ml de agua tratada con DEPC, se deja saturar a 4 °C, 24
horas. Se retira el agua con una pipeta pasteur estéril, utilizando un sistema de vacio. Se
afiaden 0.1 g de hidroxiquinoleina y se agregan 100 mi de agua tratada con DEPC. Se agita
la solucton 30 minutos y se almacena a 4 °C, 24 horas. Se retira el agua con la pipeta Pasteur
estéril utilizando el sistema de vacio. Por Ultimo, se afiaden 200 ul de B-mercaptoetancl
marca GIBCO BRL y 100 ml de agua tratada con DEPC, se agita 30 minutos y se almacena

cubierto con papel aluminio a 4 °C.

SOLUCION “D~
En un frasco estéril tratado con DEPC, se afiaden 5 ml de solucién de tiocianato de
guanidina y se agregan 36 pl de B-mercaptoetanol. Se almacena cubierto a temperatura

ambiente. Nota: el tiempo maximo de almacenamiento de esta solucion es de 1 mes.
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