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Lista de Abreviaturas
5-azaC.- 5-azacitidina.

5™C.- 5-metilcitosina.

A.- Adenina.

ABC.- Area bajo la curva del pico presente en el cromatograma que indica el tiempo de
retencion del estdndar de la mezcla de trabajo.

ABCP.- Area bajo la curva del pico presente en el cromatograma que indica el tiempo de
retencion de la base en la muestra problema.

acetil-CoA.- Acetil coenzima A.
AchE.- Acetilcolinaesterasa

ADN.- Acido desoxirribonucleico.
ADNMTs.- ADN metiltransferasas.
AdoMet.- S-adenosilmetionina.

ALL-1.- El homdlogo humano del gen trithorax (trx). ALL-1 también es conocido como HRX,
MLL y HTRX1. Este gen se localiza en el cromosoma 11 (ubicacion: 11q23).

AMP.- Adenosin monofosfato.

anti-H3K18ac.- anticuerpo contra la histona H3 acetilada en la lisina 18.
AR.- Acido retinoico.

C.- Citosina.

CaSki.- por sus siglas en inglés: Human, Caucasian, cérvix, carcinoma, epidermoid, from
metastatic site.

CBHA .- Acido bis (m-carboxicinamil) Hidroxamico.
CDK.- Cinasas dependientes de ciclinas.

CG.- Células germinales.

CGP.- Células Germinales Primordiales

CHAP.- Péptido ciclico que contiene acido Hidroxamico.

cm.- Cordones medulares.
c-Myc.- Myc Por sus siglas en inglés: myelocytomatosis viral oncogene. El gen Myc codifica a
una familia de factores de transcripcion y c-Myc es uno de ellos.

[1¥4]

CpG.- Dinucle6tidos guanina—citosina donde “p” denota el grupo fosfato.
CREB.- Por sus siglas en inglés: cAMP response element binding. Es un factor de

transcripcion que se une a las secuencias CRE (por sus siglas en inglés: cAMP response
elements )del ADN.

CTCF.- Por sus siglas en inglés: CCCTC-binding factor.
dc-AdoMet.- AdoMet decarboxilasas.

DG.- Gonadas diferenciadas.

DI.- Diametro Interno.

Di.- Diencéfalo.

Dil.- 1,1",dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianina perclorato
DNasa 1.- Desoxirribonucleasa 1.

DNMT1.- Gen que codifica a la ADN metiltransferasa tipo 1 (proteina sefalada sin cursivas).
DNMT3a.- Gen que codifica a la ADN metiltransferasa tipo 3a. La proteina que es codificada
por este gen lleva el mismo nombre y se sefiala sin cursivas.

DNMT3b.- Gen que codifica a la ADN metiltransferasa tipo 3b La proteina que es codificada
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por este gen lleva el mismo nombre y se sefiala sin cursivas.
dpc.- Dias post-coito.

DSA.- Determinacion sexual influenciada por el ambiente.
DSG.- Determinacion sexual genética.

DST.- Determinacion sexual por temperatura.

E.- Células epiteliales.

E2.- Estradiol.

E2F.- Familia de factores de transcripcion que se unen a la secuencia TTTCGCGC. Estan
involucrados en la regulacion del ciclo células y la sintesis del ADN en células de mamifero.
Esteroides C-19.- Esteroides suprarrenales que tienen 19 atomos de carbono. Los esteroides
C-19 tienen grupos metilo en C-18 y C-19.

Et.- Etapa.

Factor de transcripcion AP-2.- Proteina de Union al enhancer (potenciador) AP-2.

Fase G1.- Del inglés: Growth o Gap 1. Es la primera fase del ciclo celular, en la que existe
crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN.

Fase S.- Del inglés: Synthesis. Es la segunda fase del ciclo, en la que se produce la replicacion
o sintesis del ADN, como resultado cada cromosoma se duplica y queda formado por dos
cromatidas idénticas.

G.- Guanina.

GAL4-VP16.- Factor de transcripcion formado por la fusion del fragmento de union al ADN
del activador de la transcripcion Gal4 de levadura (Saccharomyces cerevisiae) unido al
activador de origen virico VP16

gl.- Grados de libertad de la prueba estadistica.

gp.- Grumos pignoéticos.

H.-Coeficiente estadistico de Kruskall-Wallis calculado.
H1.- Histona H1

H19.- Gen que codifica para RNA no codificante.

H2.- Histona H2.

H2A.- Histona H2A.

H2B.- Histona H2B.

H3.- Histona H3.

H3K4me2.-Histona H3 dimetilada en la lisina 4.
H3KO9.- Lisina 9 de la histona H3.
H3K9me2.-Dimetilacion de la Histona H3 en la lisina 9
H3K9me3.-Histona H3 trimetilada en la lisina 9.

H4.- Histona H4.

HATS.- Acetiltransferasas de histonas.

HCIO,.- Acido perclorico

HDAC:s.- Desacetilasas de histonas.

HDLP.- Homoélogo de las HDACs de mamifero.

HIS.- Hibridacion in situ.

HMG.- Dominio del grupo de alta movilidad (por sus siglas en inglés High mobility group).
HMTs.- Metiltransferasas de histonas.

HP-1.- Proteina tipo 1 de unidn a la heterocromatina.
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HPLC.- Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (Del inglés: High-performance liquid
chromatography).

Hsp90.- Del inglés: heat shock protein 90. Miembro de la familia de proteinas de choque
térmico. Es una molécula chaperona.

19f2.- Del inglés: Insulin-like growth factor 2. Gen que codifica al factor de crecimiento tipo II
semejante a insulina.

Igf2r.- Receptor del Igf2.

k.- Rangos asignados a los valores absolutos de las muestras, para realizar el calculo estadistico
de T-Wilcoxon.

Kcngl.- Es un gen que codifica a la subunidad proteica KvLQT]1 de los canales de potasio.
M.Sssl.- CpG metiltransferasa Sssl.

MBD.- Dominio de unioén a sitios CpG metilados (por sus siglas en inglés: methyl-CpG binding
domain).

MeCPL1.- Proteina tipo 1 de unidon a 5-metilcitosina.

MeCP2.- Proteina tipo 2 de unién a 5 metilcitosina.

mes.- Mesonefros.

Mis.- Substancia inhibidora de los tubos Miillerianos (por sus siglas en inglés: Miillerian-
inhibiting substance).

MLL.- Por sus siglas en inglés: Myeloid/Lymphoid Leukemia o Mixed Lineage Leukemia. Es un
gen involucrado en el mantenimiento de la expresion de genes homeoéticos (HOX), es uno de
los que con mayor frecuencia se ven implicados en translocaciones asociadas a leucemias.
MP.- Molaridad de la base en la muestra problema

MRNA.- Acido ribonucleico mensajero.

MS.- Molaridad del estdndar en la mezcla de trabajo.

MTA.- 59-metiltio-59-deoxiadenosina.

Myn.- Por sus siglas en inglés: murine Max.

NAD.- Nicotinamida adenina dinucleotido.

NaOH.- Hidréxido de Sodio

N-CorR.- Receptor nuclear corepresor.

nd.- Ntcleos deformados.

NF-kB.- Por sus siglas en inglés: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells. Es un complejo proteico que acttia como factor de transcripcion.

NurD.- Remodelador y desacetilador del nucleosoma.

O.C.T.- Por sus siglas en inglés: optimum cutting temperature.

ODC.- Ornitina descarboxilasa.

p.- Nivel de significancia (representa la probabilidad de equivocacion al elegir o tomar una
decision estadistica).

p21.- El término p21 se emplea para un gen humano localizado en el cromosoma 6 (ubicacion:
6p21.2), que codifica a un inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina llamado CDKNI1A, por
sus siglas en inglés cyclin-dependent kinase inhibitor 1A4: inhibidor de la cinasa dependiente de
ciclina 1A.

p53.- Gen también llamado el "guardian del genoma", se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 17 (17p13) y codifica una proteina nuclear de 53 KDa, de ahi su nombre

Pb.- Fenil butirato.

PBS.- Buffer de fosfatos

PcG.- Grupo Polycomb.



24

PCML.- Por sus siglas en inglés: pericentriolar material 1. Es un gen humano. La proteina que
es codificada por este gen lleva el mismo nombre y se sefiala sin cursivas.

PDS.- Periodo con Sexo Determinado.

P1.- Periodo con Sexo Indeterminado.
PRb.- Por sus siglas en inglés: retinoblastoma protein: proteina del retinoblastoma, una
proteina supresora de tumores.

PRE.- Del inglés:"Polycomb Response Elements".

PST.- Periodo Sensible a la Temperatura.

gPCR.- Reaccion en cadena de la polimerasa, método cuantitativo.
RARa.- Receptor a del 4cido retinoico.

Rb.- Retinoblastoma.

RC.- Region cortical.

RF.- Factor de retencion del estandar de la mezcla de trabajo.

RNA.- Acido ribonucleico.
SAH.- S-gdenosilhomocitosteina.
SAHA .- Acido Hidroxamico del Suberoylanilide.

SB.- Sal de sodio de acido butirico.

Sir2.- Del inglés: Silent information regulator 2. Es homologo de las proteina del mamifero:
SIRTI1, SIR2L1 o Sir2a. Pertenece a la familia de enzimas desacetilasas/mono-ADP-
ribosiltransferasas denominadas Sirtuins.

Sir3.- Proteina homologa de Sirt3 de humano, perteneciente a la familia de enzimas Sirtuin.
Stock.- Es una voz inglesa que se usa en espafiol con el sentido de existencia o reserva de
alguna cosa disponible para uso futuro.

SUV39HL1.- Del inglés: Suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila). Es una enzima
de humano metiltransferasa de histonas que metila la lisina 9 de la histona H3.

T.- Testosterona.

T.- Timina.

T.-Coeficiente estadistico de T-Wilcoxon calculado.
TA.- Temperatura ambiente.

tAR.- Acido transretinoico

Tb.- Temperatura corporal.

Te.- Telencéfalo.

TF.- Temperatura feminizante.

TM.- Temperatura masculinizante.

TRD.- Dominio represor de la transcripcion.
trxG.- Genes del Grupo Trithorax.

TSA.- Tricostantina A.

U.- Uracilo

UDG.- Gonadas histolégicamente indiferenciadas.
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Resumen

La tortuga Lepidochelys olivacea conocida cominmente como tortuga golfina es un
excelente modelo para estudiar el desarrollo gonadal porque se puede modificar la temperatura de
incubacion y saber de antemano cual sera el sexo del embridn. Estudios recientes establecen que
existe una relacion inversa entre los niveles de metilacion del ADN y la temperatura corporal.
Hasta el momento se sabe que la metilacion del ADN y los patrones de modificaciones post-
traduccionales de histonas controlan la expresion de genes vitales para el desarrollo embrionario
mediante tres mecanismos: 1) La impronta genémica, 2) La inactivacion del cromosoma X y 3)
La regulacion de la expresion tejido-especifica de genes. Estudios previos realizados en el
laboratorio postularon que el mecanismo termosensor que dirige o regula la determinacion y
diferenciacion sexual gonadal puede encontrarse intrinseco en la génada o bien en el cerebro.
Ademas, se ha postulado que durante el proceso de diferenciacion gonadal, las células
mesonefricas hacen una contribucion substancial a la estructura del ovario o del testiculo. Por
todo lo anterior, hemos propuesto la siguiente hipdtesis: “La temperatura de incubacion afecta los
niveles globales de metilacion del ADN y/o acetilacion de histonas en las gonadas, cerebro y
mesonefros de L. olivacea durante el desarrollo embrionario. Los diferentes niveles pueden
influir directa o indirectamente en la determinacion sexual por temperatura regulando la
expresion diferencial de genes responsables del desarrollo de ovarios o testiculos”. Para poner a
prueba esta hipdtesis hemos planteado los siguientes objetivos: 1) Determinar mediante
Cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC) los niveles globales de metilacion del ADN en
las génadas in vitro incubadas a temperatura feminizante (TF: 33°C) 6 masculinizante (TM:
26°C). 2) Determinar los patrones de distribucion de acetilacion de histonas en las gonadas in
vitro incubadas a TF 6 TM mediante inmunofluorescencia utilizando como marcador el
anticuerpo contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (anti-H3K18ac). 3) Mediante
inmunofluorescencia y HPLC determinar el efecto de los inhibidores de remodeladores de la
cromatina 5-azacitidina (5-azaC) y Tricostantina A (TSA) sobre las células de gonadas in vitro
incubadas a TM 6 TF. 4) Mediante HPLC determinar los niveles globales de metilacion del ADN
en las gonadas, mesonefros y cerebro in vivo de embriones incubados TM 6 TF.

Para los objetivos 1, 2 y 3 se efectuaron cultivos de 6rganos. Para los cultivos se disecaron
gonadas de embriones en la etapa 24 correspondiente a la etapa indeterminada. Después de 14
dias de cultivo en presencia o en ausencia de inhibidores de la actividad de ADN
metiltransferasas (5-azaC) o Desacetilasas de Histonas (TSA), las gonadas se analizaron con el
“software IMAGE J” para determinar el efecto de estos inhibidores sobre su tamafo. Para
determinar el efecto de los inhibidores de remodeladores de la cromatina sobre los patrones de
distribucion de la acetilacion de histonas en las gonadas en cultivo se utiliz6 como marcador la
distribucion de la Histona H3 acetilada en la lisina 18 (H3K18ac). Para ello, se analiz6é con
microscopia confocal la distribucion del anticuerpo anti-H3K18ac. Para determinar los niveles
globales de metilacion del ADN en las gonadas en cultivo se utiliz6 cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés: High-performance liquid chromatography).

Se observo un decremento estadisticamente significativo (p<0.05) sobre el tamafo de las
gonadas en cultivo en presencia de 5-azaC con respecto a sus controles, este efecto se observo
tanto en gonadas incubadas a TM como a TF. En contraste, no se observo una diferencia
significativa (p>0.05) entre el tamafio de gonadas cultivadas en presencia de TSA con respecto a
sus controles, este efecto se observa independientemente de la temperatura de incubacion.

El volumen nuclear y la distribucion del anticuerpo anti-H3K18ac en la cromatina se
vieron claramente influenciados por la temperatura de incubacion. En las gonadas de TM los
nucleos fueron mas pequenios y homogéneos, en tanto que en las gonadas de TF los nucleos
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resultaron ser dos 0 mas veces mayores y con una distribucion mas heterogénea de la cromatina.
Después de 14 dias de cultivo en presencia de 5-azaC (20 pg/ml), se encontrd un efecto regional.
Los ntcleos de la corteza mostraron una mayor intensidad en la sefial fluorescente que la de los
nucleos medulares. El efecto del inhibidor de la metilacion del ADN sobre el patron regional de
expresion del anticuerpo anti-H3K18ac fue similar en goénadas incubadas a TM ¢ a TF. La
diferencia en el tamafio de los nucleos debida a la temperatura de incubacion observada en las
gonadas controles, no se vio modificada por la presencia de la 5-azaC en el medio de cultivo. Por
otra parte, el efecto del TSA sobre las células de las gonadas en cultivo resultd severamente
toxico a todas las dosis y a las dos temperaturas de incubacion.

El nivel global de metilacion del ADN de las génadas in vitro a TM en presencia de 5-
azaC disminuye de forma significativa con respecto al que presentan las gonadas in vivo de
embriones incubados a TM. El nivel global de metilacion del ADN de las gonadas in vitro
incubadas a TF en ausencia de 5-azaC aumenta de forma significativa con respecto a las gonadas
in vivo incubadas a TF. El nivel global de metilacion del ADN de las gonadas in vitro incubadas
a TF en presencia de 5-azaC aumenta de forma significativa con respecto al que presentan las
gbnadas in vivo.

Debido a que las diferencias significativas detectadas entre las goénadas aisladas y
cultivadas tanto por efecto de la temperatura como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado
por la condicion experimental en que se mantuvieron, se determinaron mediante HPLC los
niveles globales de metilacion del ADN en las gonadas in vivo del Periodo Sensible a la
Temperatura (PST) y Periodo de Determinacién Sexual (PDS), tanto incubadas a TF como a TM.
Posteriormente, se compararon dichos niveles con los del cerebro y mesonefros de los mismos
periodos de desarrollo y temperaturas de incubacion. Esperabamos que al hacer esta
comparacion, pudiéramos determinar cudl de estos tres 6rganos es el encargado de detectar la
temperatura de incubacion de L. olivacea y regular el efecto de esta sobre la determinacion y
diferenciacion sexual. Nuestra hipotesis de trabajo era que: “En el 6rgano termosensor, el nivel
global de metilacion del ADN difiera entre el 6rgano del PST incubado a TM con respecto al
incubado a TF del mismo periodo. Ademas de que dicha diferencia deberia mantenerse o
aumentar durante el PDS”.

El porcentaje de metilacion del ADN de las gonadas in vivo del PDS (Et27) a TF 6 TM no
difiere de forma estadisticamente significativa al que presentan las gonadas in vivo del PST
(Et24) de TF y TM. El nivel de metilacién del ADN del cerebro embrionario del PDS aumenta
significativamente con respecto al que presenta el cerebro del PST, en embriones incubados tanto
a TF como a TM. El nivel de metilacion del ADN del mesonefros del PDS disminuye
significativamente con respecto al que presenta el mesonefros del PST en embriones incubados a
TF. El nivel de metilacion del ADN del mesonefros del PDS aumenta significativamente con
respecto al que presenta el mesonefros del PST en embriones incubados a TM. El nivel de la
metilacién del ADN del mesonefros del PDS incubado a TM aumenta significativamente con
respecto al mesonefros del PDS incubado a TF.

En conclusion, los experimentos en las génadas cultivadas muestran resultados complejos
respecto al efecto de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina sobre la metilacion del
ADN vy la acetilacion de histonas. La 5-azaC inhibe el crecimiento y afecta el patron de expresion
del anticuerpo anti-H3K 18ac de manera independiente a la temperatura de incubacion. Este
resultado sugiere que la disminucion del nivel de metilacion del ADN afecta indirectamente el
patron de distribucion in situ de 1a modificacion post-traduccional en la histona H3K 18ac.
Ademas, el efecto detectado entre la corteza y la medula indican diferencias en la organizacion de
la cromatina de las células de las dos regiones. Sin embargo, no se encontraron diferencias
regionales ocasionadas por la temperatura de incubacion. Por otro lado, la severa toxicidad de la
TSA descarto la posibilidad de conocer su efecto sobre la cromatina de las génadas en cultivo.
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Los resultados del HPLC muestran que los niveles de metilacion del ADN del cerebro
aumentan en funcion al avance de su desarrollo pero es independiente de la temperatura. El
mesonefros en cambio, mostr6 diferencias tanto dependientes de la edad como de la temperatura
de incubacion del embrion. Sin embargo, la técnica de HPLC no permitié determinar diferencias
significativas en los niveles de metilacion del ADN de las gonadas in vivo en los dos parametros
estudiados. Las diferencias de los niveles de metilacion de ADN de las gonadas in vitro por
efecto de la temperatura como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado por la condicion
experimental en que se mantuvieron.

El mesonefros juega un papel importante en la diferenciacion de las gonadas. El presente
hallazgo que muestra la notable influencia de la temperatura sobre sus niveles de metilacion, hace
razonable postular al mesonefros como el sensor que media el efecto de la temperatura en la
determinacion y/o diferenciacion sexual de L. olivacea.
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1. Introduccidén

La determinacion sexual en la mayoria de los vertebrados, ocurre en una etapa temprana
del desarrollo, a nivel de la gonada morfoldégicamente indiferenciada. Aqui, la regulacion de
varios procesos moleculares anticipan los cambios que llevaran a la formacion de un ovario o un
testiculo y después, a la diferenciacién de una hembra o un macho, respectivamente. (Merchant-
Larios, 2001). Los vertebrados presentan dos diferentes mecanismos de diferenciacion sexual:
determinacion sexual genética (DSG) y la determinacion sexual influenciada por el ambiente
(DSA). La forma mas frecuente de DSA es la determinacion sexual por temperatura (DST) (Bull,
1980). En la tortuga marina Lepidochelys olivacea, 1a temperatura de incubacion del nido
determinara el sexo de las crias. A una temperatura de incubacion de 33°C se promovera el sexo
femenino (temperatura feminizante, TF) mientras que a 26°C se promovera el sexo masculino
(temperatura masculinizante, TM). De acuerdo con Merchant-Larios et al. (1997), en general, la
determinacion sexual durante el desarrollo embrionario de L. olivacea se puede dividir en tres
periodos: Periodo con Sexo Indeterminado (PI), Periodo Sensible a la Temperatura (PST) y
Periodo con Sexo Determinado (PDS) (Merchant et al., 1997).

La tortuga Lepidochelys olivacea conocida cominmente como tortuga golfina es un
excelente modelo para estudiar el desarrollo gonadal porque se puede modificar la temperatura de
incubacion y saber de antemano cual sera el sexo del embrion. Segun Pritchard y Mortimer
(1999) la tortuga marina Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829) presenta las siguientes
caracteristicas taxonémicas: Carapacho: corto y ancho, pero mas angosto y mas alto que en L.
kempii; alta proyeccion vertebral en los juveniles, liso, elevado y ligeramente tectiforme (en
forma de tienda de campana) en adultos (especialmente en el Pacifico oriental); cinco a nueve
pares de escudos costales (cominmente seis a ocho) frecuentemente con una configuracion
asimétrica; escudos del carapacho ligeramente traslapados en inmaduros y sin traslape en adultos;
longitud recta del carapacho (LRC) hasta 72 cm. Cabeza: relativamente grande, ligeramente
triangular; ancho hasta 13 cm; dos pares de escamas prefrontales. Extremidades: dos ufas en
cada aleta (algunos adultos pueden perder la una secundaria en las aletas delanteras). Coloracion:
dorso gris en inmaduros; color verde olivo intermedio a obscuro en adultos; ventralmente blanca
en inmaduros, amarillo crema en adultos. Plastron: con poro pequefo y distintivo cerca del
margen posterior de cada uno de los cuatro escudos inframarginales. Distribucion: aguas
tropicales del Pacifico, indico y Atlantico del Sur. Peso: 35-50 kg. Tipo preferido de playa:
litorales continentales e islas de barrera en regiones tropicales, frecuentemente cerca de bocas de
rios. Tamafio y numero de huevos: diametro promedio de los huevos tipicamente 37-42 mm.
Tamano promedio de nidada tipica 105-120 huevos. Ubicacion geografica de las playas de
anidacion: Pacifico oriental (de Baja California Sur y Sinaloa, México a Colombia), Atlantico
del Sur (Guayana a Brasil y Africa occidental), norte del Océano Indico (particularmente en
Orissa, India) y Pacifico occidental (Malasia y Tailandia). En el Pacifico mexicano se encuentra
en principalmente en las costas de Guerrero, Jalisco y Oaxaca. En estas tltimas la playa que
permanece como la importante para su reproduccion es la de La Escobilla (Oaxaca). Anidaciones
solitarias o en pequefios grupos; pero en algunos sitios de la India, Costa Rica y México ocurren
arribadas donde varios miles de hembras participan en anidaciones masivas simultdneamente
(Pritchard et al, 1983; Pritchard y Mortimer, 1999). Es la especie mas abundante de tortugas
marinas en el Pacifico Oriental. La Convencion Internacional para el Trafico de Especies en
Riesgo (CITES) considera a la tortuga golfina en nuestras costas como una especie amenazada,
pero no en peligro de extincion.

Por otro lado, en diversas especies de vertebrados, la regulacion de la transcripcion durante el
desarrollo puede deberse a factores epigenéticos, es decir a las caracteristicas heredables que no
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pueden explicarse unica y directamente a partir de la secuencia del ADN; ejemplos de factores
epigenéticos son las modificaciones quimicas del ADN e histonas (Neissa y Guerrero, 2004).
Una de las modificaciones quimicas del ADN es la metilacion de citosinas, la cual se asocia con
la represion transcripcional (Bird, 2002). El estado de metilacion de un alelo se encuentra
inevitablemente ligado a los patrones de modificacion de histonas (Richards y Elgin, 2002). El
papel modulador de las histonas en los procesos de duplicacion, transcripcion y recombinacion
depende de sus modificaciones postraduccionales, como la metilacion y la acetilacion de algunos
de sus aminodcidos. En general, se puede afirmar que la metilacion se relaciona, con el
empaquetamiento de los nucleosomas, en términos practicos, con la represion del gen. Mientras
que la acetilacion, se relaciona con el desempaquetamiento y la expresion del gen (Recillas-Targa
y Escamillas-del Arenal, 2004; Neissa y Guerrero, 2004).

Considerando la importancia que tiene la modificacion dindmica de la cromatina en la
regulacion de la expresion del genoma durante el desarrollo, pensamos que es razonable
investigar si la temperatura regula dicho proceso a nivel de la gonada. Si es asi, seria posible
postular que la determinacion sexual por temperatura se regule, en parte, por los niveles de
metilacion del ADN en la gonada.

Antecedentes Generales

1.1 Epigénesis.

El cigoto da origen a un complejo organismo multicelular compuesto de varios tipos celulares
diferenciados. Por ejemplo, existen al menos 200 tipos celulares diferenciados en los mamiferos
basandose en una variedad de criterios fisiologicos y morfolégicos. En general, la diferenciacion
celular ocurre sin que cambie la secuencia del ADN; sin embargo, en pocas excepciones como
durante la diferenciacion de las células linfoides si cambia la secuencia del ADN. El fenotipo
celular puede mantenerse aun después de la mitosis siempre y cuando la célula esté equipada con
mecanismos epigenéticos que permiten que la funcion del gen sea heredada a las generaciones
siguientes (Ohgane et al., 2008). Inicialmente “epigénesis”, palabra que literalmente significa
“fuera de la genética convencional”, se definié como “el estudio de los cambios de la funcién
genética mitdtica y/o meidticamente heredables que no pueden ser explicados por cambios en la
secuencia del ADN (Russo, 1997; Bird, 2002; Jaenisch y Bird, 2003;). Actualmente, epigénesis
se refiere “al estudio de los procesos que producen un fenotipo heredable que no dependen
estrictamente de la secuencia del ADN” (Lieb et al., 2006). Los procesos epigenéticos son
importantes en el desarrollo y diferenciacion. Sin embargo, también se han encontrado en
diversos organismos, entre ellos humanos y ratones adultos, ya sea ocasionados por un proceso
azaroso o por influencia del ambiente (Issa, 2000). Los mecanismos epigenéticos también
protegen a la célula de genomas virales que, de lo contrario, secuestrarian las funciones celulares
para sus propios fines (Jahner ef al., 1982).

Un rasgo epigenético es aquel que es transmitido de forma independiente a la secuencia de
ADN. Esto puede ocurrir a nivel de la division celular — por ejemplo, las células hijas pueden
heredar un patrén de expresion genética a partir de las células parentales (a lo que se le llama
memoria celular). El ejemplo clasico de la herencia epigenética es el fendémeno de impronta
genética, en el cual el estado de la expresion de un gen depende de cudl de los padres se derivo
dicho gen. En los mamiferos, por ejemplo, el gen Igf2 (el cual codifica al factor de crecimiento
tipo Il semejante a la insulina) se expresa solamente a partir de la copia paterna del gen, mientras
que el gen H19 se expresa solamente a partir del alelo materno (Felsenfeld y Groudine, 2003).
Ademas, el mecanismo mediante el cual este patron de herencia se consuma involucra (en parte)
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la metilacion del ADN en el alelo paterno. Esto causa la disociacion de una proteina cromatinica
conocida como CTCF, la cual normalmente bloquea el enhancer (potenciador) que se localiza rio
abajo; como consecuencia, el enhancer es libre de activar la expresion de /gf2 (Bell y Felsenfeld,
2000; Hark et al., 2000).

Se han propuesto dos mecanismos que explican la manera mediante la cual se establece una
interaccion reciproca entre la metilacion del ADN y la modificacion de histonas a fin de regular
la expresion genética. El primer mecanismo establece que los sitios que poseen dinucleo6tidos
CpG (guanina—citosina) metilados cercanos a un gen reclutan proteinas de union al ADN
metilado; las cuales, a su vez, atraen desacetilasas de histonas ocasionando la pérdida de la
acetilacion de histonas y el consecuente silenciamiento de la expresion genética (Felsenfeld y
Groudine, 2003). El segundo mecanismo establece que hay una interaccion reciproca entre las
histonas en la cromatina y el ADN que las rodea. Por ejemplo: parece ser que la metilacion y la
acetilacion de la lisina ubicada en la novena posicidn de la histona 3 (H3K9) son procesos
competitivos (Felsenfeld y Groudine, 2003). Si este residuo es acetilado, la histona se
desestabiliza y puede causar la dispersion del nucleosoma. Por el contrario, si no es acetilado,
puede ser metilado. La metilacion de H3K9 incrementa la estabilidad del nucleosoma,
impidiendo su disociacion o movimiento. Tanto es asi que la modificacion de la cola de la
histona 3 puede actuar como un “interruptor” entre el estado activado (nucleosoma dispersado) e
inactivado (nucleosoma estable) de un gen, este hecho se ve reforzado por el estudio reportado
por Jackson et al. (2002) quienes encontraron que en el hongo Neurospora la metilacion de la
H3K09 es esencial para que ocurra la metilacion del ADN. La histona metilada puede ser capaz de
reclutar de su vecindad las enzimas que metilan al ADN (Rea et al., 2000). Una vez que el ADN
es metilado, éste puede estabilizar al nucleosoma atin mas.

La herencia epigenética involucra el mantenimiento de los patrones de modificacion de
histonas y/o la asociacion de proteinas cromosomales correlacionadas con los estados especificos
de expresion. Los mismos mecanismos encargados de propagar la estructura de la cromatina
(permisiva o represora de la transcripcion) son capaces de preservar el patron de modificacion de
histonas durante la duplicacion del ADN, cuando “el viejo” nucleosoma se distribuye
aleatoriamente en ambos lados de la horquilla de duplicacion, entremezclandolas con las histonas
recién sintetizadas y provenientes del citoplasma (Felsenfeld y Groudine, 2003).

El mantenimiento de los estados transcripcionales activos o represivos representa un
mecanismo efectivo para la diferenciacion celular (Weintraub ef al., 1978). En este modelo,
decisiones fundamentales referentes al encendido o apagado de genes individuales o grupales
necesita hacerse una sola vez. Este principio es ilustrado mas claramente con el grupo de
proteinas Polycomb (PcG) que media la represion de los genes en Drosophila (Francis y
Kingston, 2001). El grupo de genes Polycomb (PcG) codifica para un conjunto de proteinas que
regulan negativamente a los genes homedticos mientras que 7rithorax (trxG) lo hace
positivamente (Pirrotta 1998; Francis y Kingston, 2001; Orlando, 2003). Se ha postulado que
PcG y trxG son parte de los mecanismos que contribuyen a la memoria epigenética. En particular,
las proteinas del grupo PcG son responsables de silenciar no sélo a los genes homeoticos
fomentando una estructura de la cromatina represora evitando asi la incorporacion de factores de
transcripcion y por lo tanto la transcripcion. Uno de los modelos propuestos contempla la
formacion de complejos multipeptidicos que reconocen a las secuencias llamadas PRE (del
inglés:"Polycomb Response Elements"). Proteinas homologas al grupo PcG y trxG han sido
identificadas en diversos organismos incluyendo al humano (Francis y Kingston, 2001; Roberts y
Orkin, 2004). En particular, los miembros del grupo PcG han sido asociados a la regulacion de
genes ligados al control del ciclo celular via la proteina retinoblastoma (Rb; Orlando, 2003). Por
otra parte, la sobre expresion anormal de los miembros de PcG se asocia directamente a la
proliferacion celular relacionado con la progresion del cancer de prostata (Varambally ef al,
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2002). De igual manera mutaciones en los miembros de trxG han mostrado tener relacion con la
aparicion de tumores pediatricos, en particular a través del complejo hBrm que corresponde a un
elemento de remodelaje ATP-dependiente asociado al grupo trxG (Roberts y Orkin, 2004).

1.1.1 Metilacién del ADN. La metilacion del ADN ocurre en la posicion 5 de la
citosina que se encuentra en un patrén dinucleotidico: 5-CG-3" (CpG: C pareada con G) (Bird,
1978, 2002; Gruenbaum et al., 1981). La metilacion de la citosina es la tinica modificacion
quimica del ADN de los mamiferos y la mas comun en las células eucariontes (Fig. 1). El estado
de metilacion de las islas CpGs se mantiene atin después de la duplicacion del ADN mediante la
accion de las ADN metiltransferasas, en particular, la Dnmt1 (Bestor et al., 1988), y por ello esta
sefial epigenética se hereda a las generaciones celulares siguientes. Como se muestra en la Figura
2, la metilacion del ADN generalmente se asocia con la compactacion de la cromatina a través de
histonas modificadas post-traduccionalmente. Es por ello, que la metilacion del ADN y la
modificacion post-traduccional de histonas juegan un papel natural y crucial en el silenciamiento
de genes, estabilizacion de la estructura cromosomica y la supresion de la movilidad de los
retrotransposones (Ohgane ef al., 2008).
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Fig. 1.- Representacion esquematica de la via bioquimica de la metilacion, desmetilacion y mutagénesis de la
citosina y 5-metilcitosina (Figura modificada de Singal y Ginder, 1999).

1.1.2 Distribucion de citosinas metiladas e islas CpG. Los genomas
eucariontes no se encuentran metilados uniformemente pero contienen regiones metiladas
intercaladas con dominios hipo-metilados. Durante la evolucion, los dinucle6tidos CpG han sido
seleccionados progresivamente del genoma de eucariontes superiores y se presentan en una
frecuencia del 5% al 10% (Antequera y Bird, 1993,; Antequera y Bird, 1993;; Bird, 1995). Se ha
postulado que la perdida de los sitios CpG es causada por la desaminacion de 5-metilcitosina
(5™C) a Timina (Fig. 1). Aproximadamente del 70% al 80% de los sitios CpG se encuentran
metilados en la mayoria de los vertebrados, incluyendo los humanos (Antequera y Bird, 1993,;
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Bird, 1995). Estas regiones metiladas, tipicamente conforman horquillas de cromatina que
reprimen la duplicacion tardia del ADN mediante su asociacion con histonas y su configuracion
nucleosomal. Esta configuracion ocasiona que los factores de transcripcion tengan una relativa
inaccesibilidad a los promotores de los genes (Tazi y Bird, 1990). En contraste con el resto del
genoma, pequeias regiones de ADN, llamadas islas CpG tienen propiedades distintivas. Estas
islas presentan un tamafio que oscila entre 0.5 a 5 kb y se presentan en promedio cada 100 kb.
Estas regiones no se encuentran metiladas, son regiones ricas en GC (60% a 70%), la proporcion
de CpG con respecto a GpC es de al menos 0.6, y por ello la frecuencia de dinucledtidos CpG no
se suprime (Antequera y Bird, 1993,; Cross y Bird, 1995). La cromatina que contiene islas CpG
esta en general altamente acetilada, carece de la histona H1, e incluye una region libre de
nucleosomas (Tazi y Bird, 1990). Esta region con configuracion de cromatina abierta facilita la
interaccion de factores de transcripcion con los promotores de genes (Cross y Bird, 1995).
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Fig. 2.- Cambios que sufre el sistema epigenético (metilacion del ADN y estructura de la cromatina) en células
de mamiferos (Figura modificada de Ohgane et al., 2008).

La metilacion del ADN vy la estructura de la cromatina se coordinan a través de modificaciones de histonas,
incluyendo la acetilacion y metilacion de las mismas. La metilacion del ADN y la compactacion de la cromatina se
asocian con el silenciamiento genético. Una vez establecido el sistema epigenético, en la célula se diferencian los
patrones que se heredaran a las generaciones celulares siguientes (Ohgane et al., 2008).

Dependiendo del patrén de metilacién que presentan, las regiones reguladoras del genoma
se pueden clasificar en dos tipos. Aproximadamente la mitad de todos los genes del raton y del
humano (alrededor de 25,000 genes) contienen islas CpG (Antequera y Bird, 1993,). La mayoria
de dichos genes son “housekeeping” y presentan un patrén de expresion tisular; sin embargo,
aproximadamente el 40% exhiben un patron de expresion tejido-especifico (Cross y Bird, 1995).
En tejidos no cancerigenos, la gran mayoria de las regiones promotoras que contienen islas CpG
se encuentran desmetiladas, independientemente de la actividad transcripcional del gen. Entre las
principales excepciones, se pueden mencionar los genes no transcritos presentes en el cromosoma
X inactivo y genes autosomales que sufren impronta genémica (uno de los alelos parentales se
encuentra metilado) (Baylin, 1997). Por otro lado, algunos genes tejido - especifico que carecen
de islas CpG presentan un estado de metilacion variable, el cual se correlaciona con su patron de
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expresion tejido especifico y se encuentra inversamente correlacionado su estatus transcripcional
(Cedar, 1988; Bird, 1992).

1.1.3 ADN metiltransferasas. El control epigenético de la expresion genética que se
efectua a través de la metilacion de la citosina es facilitado por la actividad de las ADN
metiltransferasas (ADNMTs) (Hitchler y Domann, 2007). A las enzimas que transfieren los
grupos metilo a los anillos de citosina se les llama 5-metiltransferasas o ADN metiltransferasas
(ADNMTs), estas enzimas han sido caracterizadas en una gran cantidad de eucariontes (Bestor,
1994). El sitio blanco de las ADNMTs en el ADN es el dinucleétido palindromico CG
(cominmente referido como CpG, donde “p” denota el grupo fosfato. Las ADNMTs catalizan la
trans-metilacion de la citosina al transferir los grupos metilo presentes en las S-
adenosilmetioninas (AdoMet) al carbono 5 del anillo de la pimidina (Fig. 1). Esta reaccion genera
la 5-metilcitosina (5™C) en el ADN y como residuo de la reaccion se produce el cofactor S-
adenosilhomocitosteina (SAH) (Hitchler y Domann, 2007).

La metilacion de la citosina en los genomas de los mamiferos se efectia,
predominantemente, gracias a la actividad de tres ADNMTs a las cudles se les conoce como:
DNMTI1. DNMT3ay DNMT3b. Dependiendo del substrato con el que trabajan in vivo, estas
enzimas se subdividen en dos clases (Bacolla ef al., 2001). La primera subclase es la encargada
de “mantener la metilaciéon del ADN”, esta reaccion es catalizada por la DNMT]1 y ocurre
inmediatamente después de que se efectua la duplicacion del ADN. Este hecho hace pensar que la
DNMT1 tiene el papel fundamental de transferir la informacion epigenética de las células madre
a las hijas (Kautiainen y Jones, 1985). La actividad de mantenimiento de la metilacion del ADN,
que es ejercido por la DNMT]1, es prescrita gracias a su alta afinidad por el ADN hemi-metilado
(Bolden et al., 1986). La duplicacion del ADN genera ADN hemi-metilado, donde solo la hebra
materna contiene CpGs metiladas. Durante la sintesis del ADN la DNMT1 se incorpora al
complejo de duplicacion a través de interacciones proteina/proteina (Beulieu et al., 2002). Estas
interacciones colocan a DNMT1 en sitios proximos a los dinucledtidos CpG hemi-metilados
recientemente sintetizados.

El primer gen eucaridtico perteneciente a una ADNMT fue clonado hace una década
(Bestor et al., 1988) y fue el gen de la Dnmtl de raton. Este gen se encuentra altamente
conservado dentro de la mayoria de los eucariontes, incluyendo el humano (DNMTI) (Yen et al.,
1992). Interesantemente, los ortdlogos de DnmtI no se han caracterizado en organismos que
carecen de metilacion del ADN, como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y
Drosophila melanogaster (Singal y Ginder, 1999). La metiltransferasa Dnmt1 de mamifero tiene
una alta afinidad por los substratos hemi-metilados pero es capaz de llevar a cabo metilacion de
novo en substratos no metilados in vitro. Se ha demostrado que la actividad de novo de la
metiltransferasa Dnmtl puede ser estimulada por estructuras de ADN aberrantes (Laayoun y
Smith, 1995).

La segunda subclase son las ADNMTs encargadas de la metilacion de novo del ADN,
estas son las responsables de establecer, post-fecundacion, nuevos patrones de metilacion que
influyen en la regulacion de la expresion genética. La metilacion de novo es catalizada por
DNMT3ay DNMT3b. El momento en que se produce la metilacion de novo es desconcertante,
puesto que puede ocurrir en cualquier momento subsecuente a la duplicacion del ADN, e iniciar
nuevos eventos epigenéticos que pueden ser heredados durante divisiones celulares futuras. Estas
metiltransferasas de novo fueron identificadas en 1998 con la clonacion de DNMT3a 'y DNMT3b
por Masaki Okano et al. (Okano et al., 1998; 1999; Xie et al., 1999). DNMT3a y DNMT3b son
codificadas por diferentes genes (Weisenberger ef al., 2002; Liu ef al., 2003). Su caracterizacion
inicial revel6 una diferencia crucial entre sus actividades y las de DNMT1; ya que, DNMT3ay
DNMT?3b no tienen una preferencia por el substrato de ADN hemi-metilado o hipo-metilado.
Esta alta afinidad por dinucleétidos CpG hipo-metilados es critica para su papel como ADNMT
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de metilacion de novo (Okano et al., 1999). Las dos clases de enzimas componen el equipo
enzimatico basico para generar y perpetuar el control epigenético de la expresion genética
durante el desarrollo, la gametogénesis y la impronta genémica.

1.1.4 Inhibidores de la actividad de ADN metiltransferasas. Dependiendo
de sus mecanismos de accion, los inhibidores de la actividad de las ADNMTs pueden dividirse en
cinco grupos (Zing y Jones, 1997).

- Anélogos de los nucledsidos (Grupo 1).- Los analogos de los nucledsidos se
incorporan a la cadena de ADN e inactivan a las ADNMTs interfiriendo con la unién covalente
entre la enzima y el ADN, bloqueando de esta manera la metilacion de las citosinas en la fase S
(Sintesis) del ciclo celular. El inhibidor de las ADNMTs mas estudiado es el 5-azacitidina (5-
aza(), ¢l cual es un analogo de la citosina que se incorpora al ADN en el lugar de la citosina
durante el proceso de la duplicacion e inhibe la actividad de las ADNMTs. (Gabarra y Bhagwat,
1995; Jackson-Grusby et al., 1997). Algunas de las propiedades bioldgicas del 5-azaC son: alterar
estados diferenciados de ciertas células eucarioticas e inducir nuevos fenotipos (Taylor y Jones,
1979), alterar el funcionamiento de células eucarioticas (Doerksen y Trasler, 1996) e inducir
selectivamente la activacion de ciertos genes (Dasari et al., 2002). Debido a que el 5-azaC es muy
inestable, se han sintetizado analogos mucho mas estables como: arabinofuranosil-5-azacitosina,
pseudo-isocitidina, 5-fluorocitidina y dihidro-5-azacitidina. (Zing y Jones, 1997)

- Analogos de S-adenosilmetionina (AdoMet) y S-adenosilhomocisteina (SAH)

(Grupo I1).- Los analogos de AdoMet y SAH como Sinefungin y derivados actian como
inhibidores competitivos de AdoMet e inhiben no solamente a las ADNMTs sino también a
otras enzimas que requieren AdoMet como: AdoMet descarboxilasas y SAH hidrolasas.
Algunos de estos analogos tienen usos potenciales como antifungicos, antiparasitos,
anticancerigenos y agentes antibacteriales (Zing y Jones, 1997).

- Grupo I11.- Los inhibidores que pertenecen a este grupo inhiben la sintesis de
AdoMet mediante la interferencia del metabolismo de la metionina, en este grupo se
encuentran: antifolato del metotrexato - el cual inhibe a la dihidrofalato-reductasa, ademas la
etionina y la L-cis-AMB inhiben a las AdoMet sintetasas (Zing y Jones, 1997).

- Grupo V.- Los inhbidores de este grupo actian mediante impedir la degradacion
de SAH o la sintesis de espermina y espermidina, ocasionando la acumulacion de: SAH,
AdoMet descarboxilasas (dc-AdoMet) y 59-metiltio-59-deoxiadenosina (MTA). Finalmente,
como consecuencia se produce la inhibicion de la metilacion del ADN. Los inhibidores de SAH
hidrolasa ocasionan la acumulacion de SAH; los inhibidores de ornitina descarboxilasa (ODC),
espermidina y espermina sintetasa ocasionan la acumulacion de dc-AdoMet; los inhibidores de
metiltioadenosina fosforilasa ocasionan la acumulacion de MTA (Zing y Jones, 1997).

- Grupo (V).- Este grupo se compone de moléculas que inhiben la metilacion del
ADN a través de varios mecanismos. En este grupo estan péptidos, acido butirico, espermina y
espermidina, algunos carcindgenos, o agentes alcalinos que modifican al ADN que tienen como
sitio blanco o inactivan a las ADNMTs. Otro miembro de este grupo es el mRNA antisentido
del mRNA de las ADNMTs (Zing y Jones, 1997).

1.1.5 La metilacion del ADN vy la represion transcripcional. Desde hace
mucho tiempo se han propuesto hipdtesis que explican el papel que tiene la metilacion del ADN
en la regulacion diferencial de la expresion genética (Riggs, 1975; Holliday, 1975). Varios
estudios han encontrado que la metilacion sitio-especifica de la citosina, dentro o de forma
adyacente a los genes, se correlaciona con la represion transcripcional (McGhee y Ginder, 1979;
Ginder y McGhee, 1981). La relacion inversa entre la metilacion de la citosina y la transcripcion
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ha sido observada en una gran cantidad de genes, aunque no de forma universal (Singal y Ginder,
1999). Razin y Cedar (1991) han descrito la habilidad de la metilacion del ADN sobre el
promotor para inhibir la transcripcion de una variedad de genes en ensayos de transfeccion in
vitro, y en algunos casos, dicha metilacion se relaciona con el estado inactivo de los genes in
Vivo.

Hasta el momento se han descrito al menos cuatro mecanismos mediante los cuales la
metilacion inicia la represion transcripcional, en la figura 3 ilustramos tres de estos mecanismos
(Singal y Ginder, 1999). En el primer mecanismo la metilacion del ADN, que se encuentra sobre
el promotor, interfiere directamente con la union de los factores de transcripcion a sus sitios
blanco. Diversos factores de transcripcion, entre los que se incluyen: AP-2, c-Myc/Myn, el
activador CREB ciclina dependiente de AMP, E2F y NF-kB, reconocen secuencias que contienen
residuos CpG pero la union a estas secuencias se bloquea cuando se encuentran metiladas. Sin
embargo, este mecanismo no es el inico mediante el cual la metilacion regula negativamente la
transcripcion. Esto se puede concluir debido a que existen factores de transcripcion como: Spl 'y
CTCF. Los cuales se unen a los promotores de los genes, cuya transcripcion regulan, aunque
¢éstos se encuentren metilados (Tate y Bird, 1993). Ademas, muchos sitio blanco de factores de
transcripcion no presentan residuos del dinucledtido CpG.

El segundo mecanismo implica la union directa de especificos factores de transcripcion a
los sitios metilados del ADN, se piensa que estos factores transcripcionales actian como
represores de la transcripcion. Se han identificado a dos factores transcripcionales que actuan a
través de este mecanismo y son: MeCP1 y MeCP2 (proteinas tipo 1 y 2 de union a 5-
metilcitosina); se ha demostrado que estas proteinas se unen a dinucledtidos CpG metilados, en
cualquier secuencia contexto. Aunque en vertebrados, se ha visto que la metilacion del ADN
inhibe el inicio de la transcripcion, en Neurospora la metilacion del ADN bloquea la elongacion
de la transcripcion a través de mecanismos que son mediados por MeCP1 y/o MeCP2 (Rountre y
Selker, 1997).

La importancia de MeCP1 en el mecanismo mediante el cual el ADN regula la expresion
genética queda manifiesta debido a que en células en las que esta proteina no se encuentra la
metilacion del ADN regula negativamente la transcripcion de muy pocos genes (Boyes y Bird,
1991). Por otro lado, Boyes y Bird (1991) mencionan que la unién de MeCP1 a genes hiper-
metilados inhibe su transcripcion. La unién de MeCP1 a promotores hipo-metilados forma un
complejo inestable, por lo cual MeCP1 es capaz de bloquear la transcripcion de genes siempre y
cuando su promotor se encuentre hiper-metilado (Boyes y Bird, 1992). Algunos estudios reportan
que al transfectar genes cuyo promotor se encuentra hipo-metilado, estos se expresan ante la
presencia del enhancer SV40 en posicion cis. Sin embargo, no es posible transcribir genes
transfectados cuyo promotor se encuentra hiper-metilado, atin ante la presencia de enhancers
fuertes en posicion cis (Boyes y Bird, 1992).

Recientemente se ha demostrado que un complejo electroforético, con una movilidad
similar al MeCP1, se forma eficientemente con las secuencias hiper-metiladas del promotor del
gen embrionario rho-globina pero no con las secuencias hipo-metiladas (Singal, 1997). Ademas,
este complejo puede ser detectado usando extractos nucleares de las mismas células eritroides
primarias del ave, en las cuales se ha demostrado que la inhibicion de la transcripcion es mediada
por la metilacién (Singal, 1997). Asi mismo, se ha demostrado que la metilacion juega un papel
muy importante en el silenciamiento de la transcripcion in vivo del gen rho-globina en células
eritroides aviares de adulto (Ginder et al., 1984, Burns et al., 1988). Estos resultados sugieren
que el papel de MeCP1, o de un complejo similar, es silenciar al gen rho-globina embrionario
durante la eritropoyesis (Singal y Ginder, 1999).

PCMI1, un componente del complejo MeCP1, tiene un dominio de union ha sitios CpG
metilados (MBD, por sus siglas en inglés: methyl-CpG binding domain) y dos dominios ricos de
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cisteina (CXXC). El dominio CXXC se encuentra también en las ADNMTs de animales y en
proteinas HRX (también conocidas como MLL 6 ALL-1) de mamiferos. Aunque el significado
funcional de los dominios CXXC atn no se conoce, existe evidencia de que es parte del dominio
de represion de la transcripcion (Zeleznik-Le, 1994; Prasad et al., 1995). Se ha demostrado que
PCMI1 reprime la transcripcion in vitro de una forma dependiente a la metilacion (Cross et al.,
1997).

Metilacion del ADN y la Represion Transcripcional

Interferencia directa con la union del factor Represores especificos de la
activador de la transcripcion (TF). transcripcion.
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Fig. 3.- Mecanismos mediante los cuales se propone que la metilacion de la citosina reprime la transcripcion
(Figura modificada de Singal y Ginder, 1999).

MeCP2 es mas abundante que MeCP1 y es capaz de unirse a ADN que contenga, como
minimo, un solo dinucle6tido CpG metilado (Meehan et al., 1992). MeCP2, tal como las
ADNMTs, es imprescindible para la viabilidad de las células madre de origen embrionario, pero
es esencial para el desarrollo del embrion (Tate ef al., 1996). MeCP2 tiene dos dominios: 1) el
dominio de unidn al dinucleotido CpG metilado, el cual es esencial para su localizacion
cromosomal y 2) el dominio represor de la transcripcion (TRD), este dominio tiene la capacidad
de inhibir la transcripcion de un promotor a distancia, hecho que sugiere que MeCP2 interactiia
con la maquinaria de transcripcion o con el complejo de iniciacion (Nan ef al., 1997). Se
demostrd que una region de MeCP2, que se localiza dentro del TRD, se asocia con el complejo
co-represor compuesto por mSin3A y desacetilasas de histonas. El hecho de que la represion
transcripcional in vivo mediada por MeCP2 puede ser revertida por Tricostatina A, un inhibidor
de desacetilasas de histonas, sugiere que dos mecanismos de regulacion genética: la metilacion
del ADN vy la desacetilacion de histonas, actian conjuntamente gracias a la accion de MeCP2
(Nan et al., 1998; Jones et al., 1998). Ademas, aunque en algunos casos se ha demostrado que en
la represion transcripcional, la metilacion del ADN juega un papel dominante sobre la
desacetilacion de histonas (Ginder et al., 1984; Burns et al., 1988). Se ha propuesto que MeCP2
contribuye al ensamblaje y estabilidad de una estructura cromatinica de caracter represivo (Kass
et al., 1997,). Todo lo anterior hace pensar que cuando MeCP2 se une al DNA metilado puede
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estabilizar a los nucleosomas en esta region particular de la cromatina (Nan et al., 1998; Jones et
al., 1998).

En el tercer mecanismo la metilacion media la represion transcripcional alterando la
estructura de la cromatina. Se ha demostrado que el ADN metilado se une preferencialmente a la
Histona H1, la histona que asocia a los nucleosomas en complejos plegados de un orden mayor
(McArthur y Thomas, 1996). De esta manera, el estado inactivo de la cromatina puede ser
propagado a lo largo del ADN. Los resultados de Keshet et al. (1986) apoyan lo anterior, en este
estudio se transfectaron células L de raton con un plasmido portador de una construccion que
contenia el gen f-globina y otros genes eucariontes, esta construccion fue transfectada en dos
condiciones: 1) la construccion fue previamente metilada in vitro y 2) la construccion no fue
metilada in vitro. Keshet et al. (1986) reportaron que después de su integracion y propagacion en
el cultivo celular, las secuencias de ADN presentes en la construccion no metilada in vitro fueron
detectadas en cromatina activa y sensible a la digestion con DNasa [; en contraste las secuencias
de ADN presentes en la construccion metilada in vitro fueron encontradas en cromatina resistente
a la digestion con DNasa I y se encontraban transcripcionalmente inactivas. Asi mismo, en un
estudio en los que se microinyectd en el nucleo ciertas plantillas de genes, metilados e hipo-
metilados, se encontrd que la metilacion inhibe la transcripcion sélo después de que la cromatina
es remodelada a su estado inactivo (Kass et al., 1997,). Un fuerte activador transcripcional
GAL4-VP16, no puede cauterizar el efecto que ejerce la cromatina en su estado inactivo (Kass et
al., 1997y). Para estabilizar el estado inactivo de la cromatina, la metilacion bloquea el acceso de
factores de transcripcion (Kass et al., 1997, v).

Un asunto que se debe considerar, con respecto a la metilaciéon del ADN y el
silenciamiento transcripcional, es determinar si la metilacion es un mecanismo de control
primario o un efecto secundario de la actividad genética. Se ha visto que en algunos genes, cuya
secuencia nucleotidica contiene CpGs, la metilacion ocurre después del silenciamiento
transcripcional; en otros genes, la perdida de la metilacion ocurre después de la activacion
transcripcional (Sullivan ez al., 1989). Asi mismo, se ha demostrado que en algunos sistemas la
transcripcion se encuentra levemente reprimida por la metilacion de CpG, aunque dichos sistemas
presenten las condiciones nucleares Optimas para la transcripcion, incluyendo la cromatina
sensible a la DNasa I (Ginder et al., 1984; Singal et al., 1997). Por lo tanto, parece ser que la
metilacion, particularmente de genes ricos en CpGs, tiene como funcion prevenir la activacion
transcripcional a pesar de que exista un ambiente nuclear 6ptimo; dicha funcion sigue o precede a
otros eventos que encienden o apagan un gen (Singal y Ginder, 1999).

1.1.6 Metilacion del ADN durante la Evolucion Bioldgica. Se han propuesto
dos hipdtesis que establecen el papel evolutivo de la metilacion del ADN. La primera hipdtesis
surgi6 partiendo del hecho de que los genes han incrementado su complejidad bioldgica y
numérica. El tamafio del genoma de los organismos de vida libre se ha incrementado: partiendo
de unos centenares de genes, en los procariontes (por ejemplo: Escherichia coli tiene 4,000
genes), hasta llegar a rangos que van desde los 5,000 a 10,000 genes, en eucariontes
invertebrados, y de los 7,000 a 25,000 genes, en vertebrados (Singal y Ginder, 1999). Bird (1995)
propone que: “debido a que se ha incrementado el nimero de genes tejido-especifico durante la
evolucion, la eficiencia de la represion genética debe de haber aumentado también”. Este
incremento en la eficiencia de la represion genética se ve evidenciado en el hecho de que: la
envoltura nuclear permite que, en las células eucariontes, la traduccion y la transcripcion se
encuentren separadas en tiempo y localizacion. Mientras que en procariotas la traduccion
comienza inclusive antes que la transcripcion haya terminado. Ademas, los genes eucariotas no se
agrupan en operones como los de los procariotas, esto permite que cada gen eucariota se
transcriba separadamente, con un control transcripcional independiente para cada gen. Por otro
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lado, los vertebrados, en contraste con los invertebrados, tienen una mayor cantidad de genes y es
posible que la metilacion del ADN actiie como mecanismo de represion transcripcional adicional
(Bird, 1995). Al comparar el patron de metilacion de los invertebrados con respecto al de los
vertebrados se encuentran diferencias importantes. En los invertebrados, la metilacion de la
citosina en el genoma ocurre en una pequena fraccion de los dinucle6tidos CpG y en algunos
casos, como en Drosophila, la proporcion del ADN que estd metilado es tan baja que no se
detecta (Bird, 1995). Parece ser, que en la mayoria de los eucariontes, la metilacion del ADN
actia como parte de un sistema que minimiza el dafio potencial que puede ser generado por
elementos de ADN como los transposones, genomas virales, etc. Sin embargo, debido a que en
los vertebrados una gran parte del ADN se encuentra metilado, exceptuando las islas CpG. Bird
(1995) propone ademas, que “la metilacion del ADN, en los vertebrados, provee un novedoso
estrato de represion global, reduciendo el ruido transcripcional y permitiendo que el organismo
acumule y utilice genes, extra a los que son cruciales para su desarrollo, de forma selectiva”.

Una teoria alternativa propone que la metilacion de la citosina en mamiferos es un sistema
nuclear de defensa propio del hospedero, este sistema evolucion6 principalmente para
contrarrestar los elementos genéticos moéviles del sistema enddgeno parasitario que representaban
una amenaza (Yoder ef al., 1997). La metilacion de la citosina inactiva al promotor de la mayoria
de los virus y los transposones, incluyendo los elementos Alu, los cuales se encuentran metilados
en el ADN de las células durante el proceso de diferenciacion (Singal y Ginder, 1999). De hecho,
la gran mayoria de las 5™Cs que posee el genoma se encuentran dentro de estos elementos. Se ha
demostrado que drogas desmetilantes activan la transcripcion de transposones endogenos
(Schmid, 1996). Ademas, al transfectar en células humanas elementos L1 hipo-metilados de
humano, estos presentan una alta tasa de transposicion (Moran et al., 1996) excediendo la tasa de
transposicion de elementos enddgenos idénticos que se encuentran metilados. Para un elemento
movil es beneficioso transponerse en aquellos tejidos que le aseguren la transmision vertical a la
siguiente generacion del hospedador. Sin embargo la transposicion en tejidos somaticos
probablemente so6lo resultaria en una pérdida de funcionalidad en el hospedador, sin ninglin
beneficio para el elemento. Se piensa que la transcripcion del elemento L1 de humanos se limita a
células indiferenciadas: células germinales tempranas y células tumorales. Esto puede ser debido
al significativo decremento de metilacion existente en células indiferenciadas (Lopez et al, 1999).
De hecho, se ha sugerido que uno de los propositos de la metilacion de CpG es reducir la
expresion de elementos moviles en células diferenciadas (Yoder ef al., 1997).

1.1.7 La metilacion del ADN en el desarrollo embrionario. La idea de que la
metilacion del ADN controla la expresion genética fue propuesta por primera vez por Robin
Holliday y Hohn Pugh en 1975. Ellos propusieron que la metilacion del ADN tiene el papel de
controlar la actividad de los genes que participan en cada etapa del desarrollo embrionario. Tres
eventos del desarrollo embrionario en los que la metilacion del ADN juega un papel importante
son: 1) La impronta gendmica, 2) La inactivacion del cromosoma X y 3) La regulacion de la
expresion tejido-especifica de genes. A continuacion mencionaremos el papel de la metilacion del
ADN en cada uno de los casos anteriores.

Impronta gendmica.- La impronta genémica es un fendmeno genético por el que ciertos
genes son expresados de un modo especifico que depende del sexo del progenitor. En los
organismos diploides las células somaticas tienen dos copias del genoma. Por lo tanto, cada gen
autosomico esté representado por dos copias o alelos, cada una de ellas heredada de un progenitor
en la fertilizacion. En la gran mayoria de los genes de los autosomas, la expresion de ambos
alelos sucede simultaneamente. Sin embargo, una pequena proporcion de los genes (<1%) esta
"impresa", es decir, que su expresion depende de solo uno de los alelos. En mamiferos, hay por lo
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menos 30 genes conocidos cuya expresion es controlada a través de la impronta gendmica. Esto
significa que una condicion severa o letal surge si el alelo que se expresa sufre una mutacion. Sin
embargo, si la misma mutacion surge en el alelo que no se expresa no perjudicara el desarrollo
del embrion. Esto también significa que los cromosomas maternos y paternos son requeridos para
el desarrollo normal de mamiferos. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario de raton,
unicamente se activa el alelo paterno del gen que codifica al factor de crecimiento semejante a
insulina tipo II (/gf2) localizado sobre el cromosoma 7. Contrariamente, el alelo del gen que
codifica para la proteina que une a este factor de crecimiento (/gf2r) se localiza sobre el
cromosoma transmitido por la madre. La proteina Igf2r une y degrada los excesos de Igf2. Una
cria de ratdon que hereda la supresion del alelo paterno del gen /gf2r es normal, pero si la misma
supresion es heredada de la madre, el feto experimenta un 30% de incremento en el crecimiento y
muere tardiamente durante la gestacion (Barlow ef al., 1991; DeChiara ef al., 1991; Bartolomei y
Tilghman, 1997).

En seres humanos la pérdida de un segmento particular del brazo largo del
cromosoma 15 resulta en diferentes fenotipos dependiendo si la pérdida esta en el cromosoma
derivado del progenitor masculino o el femenino. Si el cromosoma con el segmento defectuoso o
desaparecido viene del padre, el nifio nacera con el sindrome de Prader-Willi, una enfermedad
asociada con retraso mental leve, obesidad, gonadas pequefias y corta estatura. Si el segmento
defectuoso viene de la madre, el nifio tendra sindrome de Angelman, caracterizado por retraso
mental severo, convulsiones, ausencia de habla y tiene periodos prolongados de risa inmotivada
(Knoll et al., 1989; Nicholls et al., 1998).

En tales casos, las diferencias entre los alelos que se expresan y los que no se expresan en
general involucran la metilacion de residuos de citosina (Arney et al., 2001). En células
germinales primordiales que dan origen al espermatozoide y a los ovocitos, se eliminan casi en su
totalidad todas las diferencias de metilacion del ADN (Monk ef al., 1987; Driscoll y Migeon,
1990). Sin embargo, conforme la célula germinal se desarrolla en espermatozoide u ovocito, sus
genes experimentan una extensa metilacion. Ademas, el patrén de metilacion de un gen dado
puede diferir entre el espermatozoide y el ovocito. Estas diferencias de metilacion especificas de
un gen se conservan en los cromosomas de las células embrionarias (Sanford et al., 1987;
Chaillet ef al., Kafri et al., 1992). La metilacion de una region enhancer cerca del gen de ratéon
Igf2 determina si el gen serd o no expresado, y este enhancer es metilado de modo diferente en el
espermatozoide y en el ovocito. La expresion de los /oci maternos y paternos sobre el cromosoma
15 humano también depende de las diferencias de metilacion en regiones especificas sobre el
cromosoma (Zeschingk et al., 1997; Ferguson-Smith y Surani, 2001). Esta marca de un gen
cuando viene del padre o de la madre es denominada impronta genémica. La impronta genomica
agrega informacion al genoma heredado, informacion que puede regular los patrones espaciales y
temporales de la actividad de un gen.

La inactivacion del cromosoma X.- En Drosophila y en mamiferos, las hembras se
caracterizan por poseer dos cromosomas X por célula, mientras que los machos se caracterizan
por tener un tnico cromosoma X por célula. A diferencia del cromosoma Y, el cromosoma X
contiene miles de genes que son esenciales para la actividad celular. Sin embargo, a pesar de que
las células de las hembras tienen el doble nimero de cromosomas X que los que tienen los
machos, las células de los machos y de las hembras contienen aproximadamente iguales
cantidades de productos génicos codificados por el cromosoma X. Esta igualdad es denominada
compensacion de la dosis.

En mamiferos, la compensacion de la dosis se produce a través de la inactivacion de uno
de los cromosomas X en cada célula de la hembra. Por tanto, cada célula somatica de mamiferos,
si es femenina o masculina, tiene solo un cromosoma X en funcionamiento. Este fendomeno se
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denomina inactivacion del cromosoma X. La cromatina del cromosoma X inactivo es convertida
en heterocromatina. El cromosoma X heterocromatico es conocido como cuerpo de Barr (Barr y
Bertram, 1949). Mediante el monitoreo de la expresion de los genes ligados al cromosoma X,
cuyos productos pueden ser detectados en los embriones de las primeras etapas de desarrollo, se
demostr6 que la inactivacion del cromosoma X se produce casi al inicio del desarrollo. Esta
inactivacion parece ser critica. Tagaki y Abe (1990) reportaron que en un embridn de raton
mutante, en el que ninguno de los dos cromosomas X se inactivan, se detecta muerte de las
células ectodérmicas y ausencia en la formacion de mesodermo, provocando finalmente la muerte
del embriodn a los 10 dias de gestacion. Los mecanismos de inactivacion del cromosoma X
todavia son pobremente entendidos. En 1991, Bown ef al encontraron un transcrito de RNA que
es producido tinicamente a partir del cromosoma X inactivo de seres humanos (Brown, 1991,, ).
Este transcrito, XIST, no codifica una proteina. En su lugar, se localiza dentro del ntcleo e
interactua con la cromatina X inactiva, formando un complejo cuerpo Barr-XIST (Brown et al.,
1992). Una situacion similar existe en el raton, en el que el transcrito del gen Xis¢ cubre al
cromosoma X inactivo (Borsani et al., 1991; Brockdorrf et al., 1992). La expresion de Xist es
necesaria solo para iniciar la inactivacion del cromosoma X, una vez que la inactivacion se
produce, la transcripcion de Xist es prescindible (Brown y Willard, 1994). E1 RNA Xist funciona
solamente en cis, es decir, en el cromosoma que lo hizo. Cuando las células comienzan a
diferenciarse, el RNA Xist se estabiliza sobre uno de los dos cromosomas X (Sheardown et al.,
1997). Una vez que Xist comienza la inactivacion de un cromosoma X, el silenciamiento del
cromosoma se mantiene al menos de dos maneras. El primer modo involucra la metilacion del
ADN. El locus Xist sobre el cromosoma X activo se hiper-metila, mientras que el gen Xist activo
se mantiene hipo-metilado (Norris et al., 1994). Lo que es mds, se sabe que las regiones
promotoras de numerosos genes estan metiladas sobre el cromosoma X inactivo y sin metilar
sobre el cromosoma X activo (Wolf et al., 1984; Keith et al., 1986; Migeon et al., 1991). El
segundo método de mantenimiento de la inactivacion del cromosoma X parece involucrar la
metilacion de un residuo de lisina sobre la Histona H3, esto ocurre casi inmediatamente después
de que el RNA Xist cubre al cromosoma X que sera inactivado. Esta modificacion post-
traduccional se produce antes de que inicie el silenciamiento transcripcional. Poco tiempo
después, la transcripcion se detiene, y se produce otra modificacion post-traduccional de las
histonas asociadas al cromosoma X inactivo, incluyendo la eliminacién de los grupos acetilo de
la histona H4 (Jeppesen y Turner, 1993; Heard et al., 2001; Mermoud et al., 2002).

Expresion tejido-especifica de genes.- Durante el desarrollo embrionario, la expresion de
algunos genes tejido-especifico dentro de un linaje celular esta regulada por la metilacion del
ADN de las regiones promotoras de dichos genes. Este es el caso del promotor del gen Sry (por
sus siglas en inglés: sex-determining region of the Y chromosome). La identificacion del gen SRY
como el FDT fue un gran avance en el campo de la determinacion sexual. Después de aislarlo a
partir de la region determinante del sexo que se encuentra en el cromosoma Y del humano
(Sinclair et al, 1990), se presento evidencia de que mutaciones de novo dentro de este gen llevan
a la reversion sexual XY (Berta et al., 1990; Jager et al., 1990). El ortélogo del raton fue
descubierto poco después. El papel del gen SRY/Sry en la determinacion sexual quedo
evidenciado cuando ratones XX a los que se transfecto un fragmento de 14kb del Sry de raton
desarrollaron fenotipo masculino (Koopman et al., 1991). Nishino ef al. (2004) reportaron que la
metilacion in vitro de la region localizada en el costado 5 no-codificante del gen Sry de raton
suprime su actividad, lo cual implica que la expresion de este gen es regulada negativamente por
la metilacion del ADN. El mapa de restriccion de bisulfito y la secuenciacion con bisulfito de
sodio revelaron que la region localizada en el costado 5 'no-codificante del gen Sry se encuentra
hiper-metilada en las gonadas de embriones de raton de 8.5dpc (dias post-coito), en los cuales el
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gen Sry no se expresa. Ademas, estd region se encuentra hipo-metilada en la génada de
embriones de raton de 11.5 dpc. Asi mismo, el estatus de hiper-metilacion se mantiene en los
tejidos que no expresan el gen Sry. Con estos datos se concluyo que la expresion del gen Sry se
encuentra bajo el control de un mecanismo epigenético mediado por la metilacion del ADN.

1.1.8 El cddigo de histonas. El ADN est4 empaquetado en nucleosomas. El
nucleosoma constituye la unidad basica de la estructura de la cromatina y est4d formado por un
octamero de proteinas histonicas (dos moléculas de cada una de las histonas: H2A, H2B, H3 y
H4), envuelto en dos asas de ADN abarcando 146 pares de bases (Spotswood y Turner, 2002;
Jenuwein y Allis, 2001; Zhang y Reinberg, 2001; Grozinger y Schreiber, 2002; Agalioti et al.,
2002). Ademas de organizar efectivamente al material genético en el nticleo, los nucleosomas
juegan un papel importante en la regulacion de la actividad genética debido a que controlan el
acceso de los factores de transcripcion al material genético. Cuando Karolin Luger ef al. (1997)
descubrieron que estructura del nucleosoma descubrieron que los extremos amino (N) y carboxilo
(C) terminales de las proteinas histonicas sobresalen del eje central del nucleosoma. A estas
protuberancias se les denomino “extremos amino-terminales de histonas”. Debido a que los
extremos amino-terminales de las histonas se proyectan desde la estructura principal de los
nucleosomas, son capaces de modular las interacciones: ADN - nucleosoma y nucleosoma -
nucleosoma. El cambio de las interacciones entre los nucleosomas se efectiia por un complejo
arreglo de modificaciones sobre los extremos amino-terminales de las histonas (Hitchler y
Domann, 2007). Los extremos amino-terminales de las histonas estan sujetas a modificaciones
post-traduccionales como: acetilacion de la lisina, metilacion de la lisina y la arginina,
fosforilacion de la serina y ubiquitinacion de la lisina (Jenuwein y Allis, 2001; Zhang y Reinberg,
2001; Agalioti et al., 2002; Richards y Elgin, 2002).

La hipotesis del codigo de histonas propone que la combinacion de diferentes
modificaciones postraduccionales sobre los extremos amino-terminales de las histonas definen un
codigo de sefializacion, el cual sirve como un lenguaje interfasico entre las histonas y los
mecanismos de modificacion de la cromatina; esta comunicacion asigna a cada dominio de la
cromatina una estructura particular y una funcion especifica (Strahl y Allis, 2000; Turner, 2002).
De hecho, cada histona tiene varios sitios susceptibles a sufrir modificaciones. Asumiendo que
los nticleos de histonas de cada nucleosoma pueden adquirir diferentes modificaciones, su
combinacion en el microambiente multinucleosomal puede crear un codigo epigenético
tremendamente complejo (Govin ef al., 2004). Esta hipdtesis es apoyada por el hecho de que
existen factores que reconocen y se unen a histonas que poseen un conjunto de modificaciones
particulares (Jenuwein y Allis, 2001; Khorasanizadeh, 2004).

1.1.9 Acetilacion y metilacion de histonas. La adicién y remocién de las
modificaciones de histonas es un proceso enzimatico. La acetilacion de histonas es catalizada por
enzimas denominadas acetiltransferasas de histonas (HATs), las cuales utilizan la acetil-CoA
como cofactor (Racey y Byvo ef al., 1971; Noland et al., 1971). Existen diversas HATs en las
células de mamiferos. La acetilacion de histonas ocurre principalmente en los residuos de lisina
de los extremos amino-terminales de las histonas H3 y H4. El reclutamiento de las HATs a los
promotores generalmente se asocia con la activacion de la transcripcion. Por ejemplo, usualmente
las regiones reguladoras de genes que se encuentran transcripcionalmente activos presentan una
gran cantidad de histonas acetiladas en la lisina 9 (H3K9ac). Sin embargo, contrario a la
acetilacion de histonas, la metilacion de histonas puede activar o inhibir la transcripcion,
dependiendo de donde ocurre la modificacion (Hitchler y Domann, 2007).
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La familia de metiltransferasas de histonas (HMTs) se compone de enzimas capaces de
metilar lisinas y argininas ubicadas en los extremos amino-terminales de las histonas. Las HMTs,
al igual que las ADNMTs, utilizan AdoMet como cofactor y producen SAH como residuo de la
reaccion. La metilacion de las HMTs sobre los aminoacidos ubicados en los extremos amino-
terminales de histonas genera un incremento de la complejidad del mecanismo epigenético que
controla la expresion gendmica (Zhang et al., 2003). Para ilustrar esta complejidad citaremos la
dicotomia existente en la metilacion de la histona H3. La dimetilacion de la histona H3 en la
lisina 4 (H3K4me2) esta usualmente asociada con la activacion transcripcional. Mientras que la
trimetilacion de la histona H3 en Ia lisina 9 (H3K9me3) inhibe la transcripcion. Ademas, la
metilacion de ciertas lisinas de la histona H3 pueden bloquear la modificacion de otras lisinas
ubicadas en la misma histona (Wang et al., 2001,). Por otro lado, cuando SUV39 H1 trimetila a
H3K9 (H3K9me3) genera el substrato de la proteina de union a la heterocromatina 1 (HP-1) (Rea
et al., 2000). Una vez que HP-1 se une a H3K9me2, recluta HMTs adicionales facilitando la
formacion de heterocromatina a lo largo del gen (Lachner et al., 2001).

La acetilacion y la metilacion de los extremos amino-terminales de las histonas no son
modificaciones permanentes. Las desacetilasas de histonas (HDACs) y las desmetilasas de
histonas remueven la acetilacién y metilacion, respectivamente; lo cual le da plasticidad al
mecanismo de control epigenético que controla la expresion genémica (Libby, 1970; Hay y
Candido, 1983; Klose et al, 2006). La presencia de HDACs dentro de las regiones reguladoras de
los genes es consistente con el mecanismo de silenciamiento epigenético. Se puede mantener un
estado de silenciamiento epigenético removiendo los grupos acetilo de las histonas. HDACs y
desmetilasas de histonas son capaces de trabajar conjuntamente con las HAT y las HMTs a fin de
silenciar la expresion gendmica. Por ejemplo, cuando las HDACs remueven los grupos acetilo de
H3K9 permiten que, esta misma, sea metilada por las HMTs; lo cual induce la formacion de
heterocromatina (Bartova et al., 2005).

1.1.10 Desacetilasas de histonas (HDAC). Las HDAC también estan
involucradas en la acetilacion reversible de proteinas no histonicas (por ejemplo: p53, tubulina y
varios factores transcripcionales). Muchos tipos de cancer estan asociados con proteinas HAT y/o
HDAC cuya actividad se encuentra alterada (Timmermann et al., 2001; Wang et al., 2001; Jones
y Baylin, 2002).

Las HDACs de mamiferos se han clasificado en tres clases. Las desacetilasas de la clase |
(HDACGs 1, 2, 3 y 8) presentan homologia entre sus sitios cataliticos. Las desacetilasas de la clase
IT son: HDACs 4, 5, 6, 7, 9 y 10 (Grozinger et al., 2001; De Ruijter ef al., 2003). El dominio
catalitico C-terminal y el dominio regulador N-terminal de las HDACs 4, 5, 7 y 9 guardan
homologia entre si (Marks et al., 2003). Algunos residuos conservados presentes en ciertas
regiones del nucleo catalitico de HDAC11 tienen homologia con residuos del sitio catalitico de
enzimas de la clase I y I de mamiferos (Marks et al., 2003). Dos regiones del sitio catalitico de
HDACSs 6 y 10 presentan homologia con las mismas regiones de las enzimas de clase II (Marks et
al., 2003). La tercer clase de HDAC se compone de una familia muy conservada de desacetilasas,
llamada Sir2, dependientes de NAD (nicotinamida adenina dinucleo6tido) (Marks et al., 2003).
Las HDAC 1y II se inhiben en presencia de Tricostatina A (TSA), Acido Hidroxamico del
Suberoylanilide (SAHA) y compuestos relacionados (Marks et al., 2003).

Existe creciente evidencia de que las HDACs tienen una funcion tejido - especifica. Los
niveles de las HDACs 1, 2, 3, 5, 6, 7 y 10 son aproximadamente los mismos en tejido normal; sin
embargo, HDAC 4 se expresa en tejido muscular embrionario de raton pero no en el tejido
muscular adulto (Khochbin et al., 2001; Turner, 2002; De Ruijter et al., 2003). Las HDACs de la
clase I se encuentran casi exclusivamente en el nicleo; mientras que, las HDACs de la clase 11
conectan al ntcleo y al citoplasma a través de ciertas sefiales celulares (Grozinger et al., 2001; De
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Ruijter et al., 2003). Las HDACs 1 y 3 pueden desacetilar cualquier lisina presente en los
extremo amino-terminales de cualquiera de los cuatro tipos de proteinas que componen al
octamero de histonas, aunque con diferentes grados de efectividad (Turner, 2002). La HDAC 6
desacetila preferentemente las lisinas 5 y 8 de los extremo amino-terminales de la histona H4.

Las HDAC:s no se unen directamente al ADN pero son reclutadas a ¢l mediante complejos
proteicos que difieren en su subunidad composicional (Khochbin et al., 2001). Por ejemplo, se ha
reportado que las HDACs 1 y 2 forman un complejo proteico junto con Sir3, NurD (remodelador
y desacetilador del nucleosoma) y N-CorR (receptor nuclear corepresor). Los extremos amino-
terminales de HDACs 4, 5 y 7 interactian con el factor de transcripcion miogénico tipo 2, el cual
estd involucrado en la diferenciacion muscular (Mckinsey ef al., 2001).

1.1.11 Inhibidores de desacetilasas de histonas. Los inhibidores de HDAC se
pueden dividir en las siguientes clases estructurales: hidroxamatos, ciclo péptidos, dcidos
alifaticos, benzamidas y cetonas electrofilicas (Marks et al., 2003).

- Inhibidores de HDAC de la clase de los hidroxamatos.- La Tricostatina A
(TSA) es un hidroxamato, fue el primer producto natural al que se le atribuy¢ la capacidad de
inhibir directamente a HDAC (Yoshida et al., 1990).El Acido Hidroxamico del Suberoylanilide
(SAHA), el cual contiene relativamente menor complejidad estructural, es un inhibidor (a
concentraciones nanomolares) de HDACs parcialmente purificadas (Richon et al., 1998). Se ha
reportado que el CBHA (4cido bis (m-carboxicinamil) hidroxédmico) es un potente inhibidor de
HDAC (Richon et al., 1998). También, se ha reportado que diversos derivados de CBHA,
incluyendo LAQ-824 y 4cidos sulfonamida hidroxdmico (Curtin, 2002; Bouchain et al., 2003;
Lavoie et al., 2001) son inhibidores potentes de HDAC.

- Inhibidores de HDAC de la clase de los ciclo péptidos.- Los ciclo tetrapéptidos
constituyen la clase estructural mas compleja de inhibidores de HDAC, entre ellos se encuentran:
depsipéptido (Furumai et al., 2002), apicidina (Singh et al., 2002) y los CHAPs (péptido ciclico
que contiene acido hidroxdmico) (Furumai et al., 2001). Estos pueden inhibir a las HDACs
estando a concentraciones nanomolares. Aun no han sido probados para el tratamiento de
enfermedades (Marks et al., 2003).

- Inhibidores de HDAC de la clase de los acidos alifaticos.- Los acidos alifaticos,
son la clase de inhibidores de HDAC de menor potencia (activo solamente a niveles milimolares),
entre ellos se puede mencionar al acido calproico y fenil butirato (PB) (Phiel et al., 2001; Boivin
et al., 2002).

- Inhibidores de HDAC de la clase de las benzamidas.- Ejemplos de inhibidores
de la clase benzamida son: MS-275 y CI-994 (Marks et al., 2003). Esta clase de inhibidores son
menos potentes que los hidroxamatos y los tetrapéptidos ciclicos (Prakash ef al., 2001; Saito et
al., 1999). Los CBHA son derivados de benzamidas y tienen la misma potencia (Lavoie et al.,
2001).

- Inhibidores de HDAC de la clase de las cetonas electrofilicas.- Las cetonas
electrofilicas forman una nueva clase de inhibidores de HDAC. Entre estos agentes se encuentran
varios trifluorometil cetonas y a-cetoamidas (Frey et al., 2002). Este tipo de inhibidores, al igual
que las benzamidas, inhiben a las HDACs estando a concentraciones micromolares (Marks et al.,
2003).

1.1.12 Mecanismo de accion de los inhibidores de desacetilasas de

histonas. Los inhibidores de HDAC inducen: la diferenciacion, el arresto del crecimiento y/o
apoptosis. Se ha demostrado que ejercen este efecto sobre un espectro amplio de células:
transformadas, en cultivo y tumores en animales (incluyendo cancer hematico y tumores solidos)
(Marks et al., 2001).
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Para ilustrar lo anterior, a continuacion describiremos el efecto que tiene el SB sobre el
ciclo celular como resultado de su accion como inhibidor de HDAC (Yamamoto et al., 1996). El
SB es una sal de sodio de &cido butirico, tiene una cadena corta de acido graso; y se encuentra en
el plasma y el tracto gastrointestinal de mamiferos (Marks et al., 2003). Se ha demostrado que el
SB inhibe la proliferacion de células cancerigenas del colon (Siavoshian et al., 1997; Archer et
al., 1998), el ovario (Krupitza et al., 1996) y los carcinomas hepatocelulares (Yamamoto et al.,
1998). Ito et al. (2001) reportaron que al suministrar SB a células en cultivo de glioma humano
(T98G, U251MG y U87MG) se inhibio la transicion de la fase G1 a la S del ciclo de division
celular; esta inhibicion se asocié con un incremento en la expresion de p21V*"'y la reduccion de
la fosforilacion de pRb. Para que se efectie adecuadamente la fosforilacion de pRb, y a su vez el
ciclo celular progrese de la fase G1 a la S, se requiere que las cinasas dependientes de ciclinas
(CDK) 4/6 y CDK2 se activen al mismo tiempo que se expresan las ciclinas D y E,
respectivamente (Marks ez al., 2003). p21"¥*"! forma un complejo con la ciclina D y CDK4 o 6
asi como con la ciclina E y CDK2, por ello la reduccion de la actividad de CDK ocasiona la
inhibicion de la transicion de ciclo celular de la fase G1 a la S (Harper et al., 1993).

El mecanismo de accion de los inhibidos de HDAC fue elucidado por Finnin et al. (1999).
En su estudio reportaron los detalles estructurales de dos inhibidores de HDAC (TSA y SAHA) y
su interaccion con HDLP (un homoélogo de las HDACs de mamifero). Este estudio revelo que el
sitio catalitico de ambos inhibidores se conforma por: una bolsillo tubular, un sitio de unién a
Zinc y dos sistemas cargados de Asparagina e Histidina comunicados entre si (Fig. 4). Los
residuos que forman parte del sitio catalitico de los inhibidores son los encargados de unirse al
sitio activo de HDAC impidiendo su union al sustrato, lo cual ocasiona su inhibicion y la
consecuente acumulacion de histonas acetiladas en el nucleo celular (Fig. 4). Los residuos que
conforman el sitio activo de las HDAC y que tienen contacto con los inhibidores se conservan en
toda la familia de las HDAC.
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Fig. 4.- Representacion de la estructura
cristalografica de la interaccion de TSA con el sitio
activo de HDLP (panel superior). Estructura
guimica de TSA (panel inferior). (Figura
) q . modificada de Finnin et al., 1999)
e - El grupo de acido hidroxamico, la mayor parte de la
e W = cadena alifatica y parte del grupo fenil-dimetilamina

| del TSA estan enterrados en el sitio activo de HDLP

SIS GaLE P s]m_' (60% de la cara superficial del TSA). La cavidad
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Tecomocirderto) 144A3 (panel superior). (Finnin et al., 1999)

Se cree que el efecto de los inhibidores de HDAC es causado, en parte, debido a la
acumulacion de proteinas acetiladas, como las histonas, las cuales parecen tener un papel
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fundamental en la regulacion de la transcripcion genética (Jenuwein y Allis, 2001; Zhang y
Reinberg, 2001; Agalioti ef al., 2002).

Se ha propuesto que los inhibidores de HDAC evitan la formacion de tumores a través del
siguiente mecanismo: los inhibidores de HDAC evitan la desacetilacion de histonas, la
acumulacion de histonas acetiladas ocasiona la activacion (o represion) de la transcripcion de un
nimero selecto de genes cuya expresion causa la inhibicion del crecimiento de las células
tumorales (Marks et al., 2003). El perfil de expresion de células en cultivo en presencia de los
inhibidores apoya este modelo. Los estudios demuestran que la expresion de un pequefio numero
de genes (del 2-5%) se altera (activa o reprime) (Butler et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Rogione
et al., 2001; Van Lint et al., 1996). El mecanismo de represion o activacion de genes aun no se
entiende por completo, sin embargo es claro que es resultado de un efecto directo o indirecto de
la acetilacion de histonas o del incremento de la acetilacion de otras proteinas no histonicas
(ejemplo: factores de transcripcion) (Marks et al., 2003).

Uno de los genes cuya expresion cominmente es inducida por inhibidores de HDAC es
p21™VAF! (cinasa inhibidora del ciclo celular) en células de: cancer de colon humano, H1299 del
cancer de pulmén humano, MDA-MB-435 del cancer de mama y A549 del cancer de pulmén
humano (Nakano ef al., 1997; Sambucetti et al., 1999). La expresion de p21, inducida por los
inhibidores de HDAC, se correlaciona con el incremento de la acetilacion de histonas en su
region promotora (Sambucetti et al., 1999; Richon ef al., 2000), sugiriendo que p21“*F! es un
gen blanco directo de los inhibidores de HDAC. Lo que es mas, células madre de origen
embrionario que presentan deficiencia de HDAC]1 presentan tasas de proliferacion muy reducidas
(Lagger et al., 2002). Sin embargo, la induccion de p21™*! no se requiere para el efecto
apoptotico inducido por el inhibidor de HDAC. De hecho, al inhibir la expresién de p21™4"!
inducida por SAHA ocasiona el incremento de la apoptosis (Vrana et al., 1999). Ademas de la
p21VAF! diversos genes son inducidos o reprimidos por los inhibidores de HDAC; estos genes
deben jugar papeles importantes en la respuesta antiproliferativa inducida por el inhibidor de
HDAC (Marks et al., 2003).

Por otro lado, debido a que las HDAC también estan involucradas en la acetilacion
reversible de proteinas no histonicas, sus inhibidores permiten que se incremente la acetilacion de
dichas proteinas. El incremento de esta modificacion post-traduccional en ciertas proteinas altera
la sintesis proteica de las mismas o de aquellas con las cuales se asocian. Por ejemplo, el
depsipéptido causa un incremento en la acetilacion de la proteina chaperona Hsp90, ocasionando
un decremento en la union de sus proteinas cliente y como consecuencia la degradacion de estas
ultimas (Yu et al., 2002). Es por ello, que se puede decir que la combinacion de efectos
transcripcionales y post-traduccionales ocasiona la alteracion de la expresion proteica.

1.1.13 Modificaciones post-traduccionales de Histonas en el desarrollo

embrionario. Las modificaciones post-traduccionales de histonas también estan involucradas
en la regulacion de la expresion genética durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo, el
patron de metilacion de histonas cambia durante el desarrollo embrionario. La trimetilacion de
H3K9 y la monometilacion de H4K29 cambian dindmicamente durante la formacion del tubo
neural del raton (Biron et al., 2004). La metilacion de histonas y la maquinaria remodeladora de
la cromatina también juega un papel vital en el control de la expresion de genes mediante la
impronta genémica. Como ya se ha mencionado, la metilacion del ADN es uno de los
mecanismos mediante los cuales la impronta gendmica tiene lugar. Sin embargo, la metilacion de
histonas también puede inducir la impronta gendémica de forma independiente a la metilacion del
ADN. El gen Kcngl sufre impronta genémica en la placenta del raton mediante incrementar la
hipo-metilacion de H3K9 y la trimetilacion de H3K2 (Umlauf et al., 2004).
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1.1.14 Cooperacion entre los procesos epigenéticos. A pesar de que se ha
intentado esclarecer el papel que tienen la metilacion del ADN y/o la modificacion de histonas en
la activacion del mecanismo epigenético que controla la transcripcion; hasta el momento, es
ampliamente aceptado que ambos procesos cooperan entre si para controlar la expresion genética
en mamiferos (Hichler y Domann, 2007). Estudios recientes encontraron que el ADN hiper-
metilado comunmente se encuentra en heterocromatina condensada y transcripcionalmente
inactiva (Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991). Actualmente, se acepta que la metilacion
del ADN y la modificacion de histonas son procesos que pueden activarse mutuamente; sin
embargo, aun es incierto cual de los dos es precursor del otro (Hichler y Domann, 2007). Como
hemos mencionado, se han propuesto varios mecanismos mediante los cuales la metilacion y la
modificacion de histonas actiian cooperativamente controlando la transcripcion, algunos de ellos
dependen de la actividad de las MeCPs y las ADNMTs (Fig. 5). Las MeCPs, después de unirse al
ADN metilado, reclutan a enzimas modificadoras de histonas como: HDACs y HMT; las
modificaciones de histonas definen un cédigo de sefializacidon que activa los procesos de
heterocromatizacion de genes ocasionando su silenciamiento (Boyes y Bird, 1991; Fucks et al.,
2003,). Por otro lado, las ADNMTs reclutan la maquinaria remodeladora de la cromatina, la cual
inicia la represion epigenética de la transcripcion (Bachman et al., 2001; Fucks et al., 2003,).
Ademas, a través de interacciones proteina-proteina, la metilacion del ADN y las modificaciones
de histonas son capaces de generar la formacion de heterocromatina y como consecuencia
silenciar la transcripcion de genes (Hichler y Domann, 2007).
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Fig. 5.- Estructura cromatinica de promotores activos e inactivos (Figura modificada de Grgnbak et al.,
2007).

A)  Cromatina estructuralmente activa en algunos casos se caracteriza por citosinas hipo-metiladas y
acetilacion en los extremos amino-terminales de las histonas. Esta estructura porta una marca de activacion: la
histona H3 se encuentra trimetilada en la lisina 4 (H3K4me3) (Grenbak ef al., 2007).

B) Las MeCP, después de unirse a 5"C, atraen a HDACs, las cuales remueven los grupos acetilo de
los extremos amino-terminales de las histonas, como consecuencia el ADN se compacta en una estructura
heterocromatica. Esta estructura porta una marca de silenciamiento: la histona H3 se trimetilada en la lisina 9
(H3K9me3) (Grenbak et al., 2007).
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1.2 Determinacién sexual en vertebrados.

En vertebrados la gobnada embrionaria pasa por tres fases de desarrollo. La primera fase
consiste en la formacion de una gonada bipotencial o cresta genital, en la cual la gonada se forma
como un tejido mesonefrico ventromedial espeso. Esta cresta genital tiene el potencial de
diferenciarse como ovario o testiculo, sin embargo su destino se establece durante la segunda fase
de desarrollo en la cual se establece el sexo del embridn. En la tercera fase del desarrollo, la
gonada adquiere el fenotipo de ovario o testiculo (Merchant-Larios, 1993).

El término “sexo gonadal” se refiere al proceso de diferenciacion sexual que lleva a cabo la
gbnada indiferenciada para transformarse en testiculo u ovario. Este proceso resulta fundamental
en la fisiologia de la reproduccion, ya que representa la primera manifestacion fenotipica de la
diferenciacion sexual durante el desarrollo embrionario. Dicha diferenciacion fenotipica es tanto
morfologica como fisioldgica, y durante ella la gonada indiferenciada adquiere la capacidad de
sintetizar y secretar algunos factores necesarios para la diferenciacion sexual (Merchant-Larios,
1993).

Es necesario sefalar la diferencia entre determinacion sexual y diferenciacion sexual. La
determinacion sexual es el estadio del desarrollo en el cual se establece el destino sexual;
mientras que la diferenciacion sexual se refiere a las diferencias detectables (camino molecular)
entre los embriones machos y hembras en cualquier estadio de desarrollo. En otras palabras la
determinacion se refiere a la causa y la diferenciacion se refiere al efecto. (Merchant-Larios,
2001).

En los vertebrados existen dos tipos principales de determinacion sexual. La determinacion
sexual genotipica (DSG) se caracteriza porque los factores genéticos determinan el fenotipo
sexual de la gonada inicialmente bipotencial; entre los organismos que exhiben este tipo de
determinacion sexual se encuentran mamiferos, aves y algunos reptiles. Sin embargo, en otros
vertebrados, los factores ambientales dirigen el desarrollo sexual, este es el caso de las especies

con determinacion sexual por temperatura (DST) como los cocodrilos y muchas tortugas (Bull et
al., 1993).

1.2.1 Determinacion sexual por temperatura. En las diferentes especies de reptiles
con determinacion sexual por temperatura (DST) la respuesta a la temperatura de incubacion
define tres patrones distintos. Existe una “temperatura de incubacion pivote™ la cual se define
como el régimen termal de incubacion en el que se presenta un radio sexual 1:1 (Merchant-
Larios, 2001).

A continuacion se enlistan los patrones de DST segun Merchant-Larios (2001):

. Temperatura baja feminizante y temperatura alta masculinizante = FM
1. Temperatura baja masculinizante y temperatura alta feminizante = MF
I1l.  Temperatura baja feminizante, temperatura intermedia masculinizante y temperatura alta
feminizante = FMF
Debido a que el patron de determinacion sexual II1 ocurre en todos los grupos de reptiles
con DST (tortugas, cocodrilos y lagartijas), esto sugiere que FMF debe ser el patron ancestral y
que el patron FM (ausente en tortugas) o MF (presente solo en tortugas) son patrones derivados a
través de la supresion de hembras a bajas o altas temperaturas. Los embriones de reptiles con
DST tienen un periodo termosensible (PST) definido como el periodo minimo de desarrollo
durante el cual la exposicion de una serie de huevos a una temperatura feminizante o
masculinizante resulta en un fenotipo 100% femenino o masculino respectivamente (Merchant-
Larios, 2001).



49

En la tortuga marina Lepidochelys olivacea, la temperatura de incubacion del nido
determinard el sexo de las crias. A una temperatura de incubacion de 32°C se promovera el sexo
femenino (temperatura feminizante, TF) mientras que a 27°C se promovera el sexo masculino
(temperatura masculinizante, TM). De acuerdo con Merchant-Larios et al. (1997), en general, la
determinacion sexual durante el desarrollo embrionario de L. olivacea se puede dividir en tres
periodos: Periodo con Sexo Indeterminado (PI), Periodo Sensible a la Temperatura (PST) y
Periodo con Sexo Determinado (PSD) (Fig. 6).

El Periodo Indeterminado (PI) abarca los dias de incubacién en los que al intercambiar los
embriones incubados a TM a TF e inversamente en estas etapas, menos del 95% responden a la
temperatura de intercambio. El Periodo Sensible a la Temperatura (PST) abarca los dias de
incubacion en los que al intercambiar los embriones incubados a TM a TF e inversamente en
estas etapas, mas del 5% pero menos del 95% responden a la temperatura de intercambio. El
Periodo de Sexo Determinado (PDS) abarca los dias de incubacion en los que al intercambiar los
embriones incubados a TM a TF e inversamente en estas etapas, mas del 95% responde a la
temperatura de intercambio (Merchant-Larios et al., 1997).

Para establecer la duracion del PI, PST y PSD a 33°C (TF) y 26°C (TM) Merchant-Larios et
al. (Datos no publicados) dividieron un nido en 20 lotes de 15 huevos cada uno. Los lotes 1 al 9
se incubaron inicialmente a TF, mientras que los lotes 10 al 20 se incubaron a TM. Los lotes 1 al
9 fueron transferidos a TF a los 19, 26, 27, 28, 31, 32, 34 y 38 dias de incubacién. Mientras que
los lotes 10 al 20 fueron transferidos a TM a los 19, 22, 23, 25, 27 y 28 dias de incubacion. Los
lotes 1 al 9 fueron sacrificados a los 41, 48, 50, 49, 57, 50 y 54 dias de incubacion. Mientras que
los lotes 10 al 20 fueron sacrificados a los 28, 32, 45, 52, 53y 57 dias de incubacion
respectivamente. Se determino la etapa de desarrollo de acuerdo a los criterios establecidos en
Merchant et al. (1997). De cada embrion se diseco el par de gonadas, se fijo con Karnosky pH
7.2, se post-fijaron en una en solucion de tetradxido de osmio 1%, se deshidratd en soluciones de
etanol de concentraciones crecientes y se incluyo en epon 812. Se obtuvieron cortes semifinos de
0.5um de espesor con ultramicrétomo (Reichert Ultracuts, Leica) y se tifieron con azul de
toluidina 0.5%. Los cortes se observaron con un microscopio optico (Zeiss, Alemania) para
determinar el sexo del embrion. En las tablas A y B se detalla el porcentaje de hembras y machos,
asi como la etapa de desarrollo en que se encontraban los embriones de cada lote en el momento
de ser sacrificados.

Tabla A. Lotes de huevos de Lepidochelys olivacea 1 al 9 incubados inicialmente a 26°C y transferidos a 33°C.
Se detalla etapa y porcentaje de hembras y machos en cada lote al momento del sacrificio.

Intercambios de 26 a 33°C
Temperatura | Edad er la que Etapaen I Temperstura Sexo
de incubacion| se efectiio el ﬁyn_ Eday Hembras | Machos | Indefinidos
Lote inical intercambio 4 R Intercambio o Etapa
efectuo el 2da dias] Hembras | Maches | Indefinidos
intercambio
°C) jdias) % ] ]
1 246 19 20121 — 33 4 28 8 0 100 0
2 24 25 21122 e 33 41 (27i28 5 0 100 1]
3 25 27 23 —F 33 48 28 [ 1 75 12.5
4 25 23 23 — 33 50 28 5 0 100 0
5 246 E] 23124 —F 33 49 28 5 9 36 64
6 246 32 23 — 33 57 (28031 0 4 0 100
7 24 32 23124 e 33 50 28 3 5 7.5 62.5
8 24 34 24 e 33 50 28 0 14 0 100
9 246 33 24125 — 33 54 |2B/29 0 9 0 100
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Tabla B Lotes de huevos de Lepidochelys olivacea 10 al 20 incubados inicialmente a 26°C y transferidos a
33°C. Se detalla etapa y porcentaje de hembras y machos en cada lote al momento del sacrificio.

Intercambos de 33 a 26°C
Temperatura Saxo
Temperatura | Edad en laque | Et2p3enta Hembras | Machos | Indefinidas
Lote |de incubacion| se efectic el que se Intercambio Eq’d Etapa
imisial inferoambio .Efectuo ell 2da [dias) Hembras | Machos ndefinidos
intercambio
'C) (dias) % £ £
10 33 19 24 — 26 23 25 [1] 27 [1] 100
11 33 19 24 — 26 45 28 0 £ 0 100
12 33 19 249 — 26 53 Jo 0 ] 0 100
13 33 22 24125 — 26 23 [25126) 1 1 3 20 20 &0
14 33 22 24125 — 26 32 |28727) 1 C 2 33 ] &7
15 33 22 24125 — 26 43 28 3 1 75 25
16 33 23 24125 - 28 53 M 15 C 100 ]
17 33 25 25 — 26 52 a0 14 C 100 0
18 33 26 26 » 26 45 a8 10 C 100 0
19 33 27 25 — 26 &7 5l 9 C 100 0
20 13 28 P2RI2T [— pli 45 il q f 100 1]

Por los datos arrojados en el estudio anterior se concluye que a TF el PST inicia a los 19 dias
de incubacion cuando el embridn se encuentra en la etapa 24 de desarrollo y finaliza a los 25 dias
de incubacion cuando el embridn inicia la etapa 26. Por el contrario, a TM el PST inicia en el dia
25 de incubacion cuando el embrion se encuentra en la etapa 23 y finaliza a los 34 dias de
incubacién cuando el embrion inicia la etapa 25. Por otro lado, el desarrollo histolégico de la
gbnada (distincion entre ovario y testiculo) se hace evidente en la etapa 26 independientemente
de la temperatura y dias de incubacion (Fig. 6). Debido a que el PST a TM finaliza en la etapa 25
y a TF en la etapa 26, es razonable postular que el mecanismo molecular de la determinacion
sexual y el proceso de diferenciacion morfologica de la gonada son eventos disociables. Por lo
tanto, como se observa en la figura 6 durante el desarrollo embrionario de L. olivacea el tiempo
de incubacion y la etapa del desarrollo son independientes.

1.2.2 Genes y la determinacion sexual por temperatura. Ohno (1967) fue el
primero en sugerir que la determinacion sexual ambiental (DSA) debe ser el precursor de la
determinacion sexual genética (DSG). Desde entonces, otros autores han considerado la
posibilidad de que el ancestro reptil de aves y mamiferos debe ser un reptil con DST. Aunque, el
factor inicial determinante del sexo gonadal difiere radicalmente entre DST y DSG, se ha
sugerido que muchos de los genes que estan involucrados en los procesos rio abajo de la
diferenciacion gonadal en organismos con DST son los mismos que en DSG. Sin embargo, se
postula la posibilidad de que los genes involucrados en las fases tempranas de la determinacion
sexual de la gonada bipotencial se expresen de forma dimoérfica antes o al inicio del PST.
Mientras tanto, los genes que tienen una participacion mas integral rio abajo de la via de
diferenciacion del testiculo o del ovario deben de expresarse de una forma dimoérfica después del
PST (Shoemarker et al., 2007).

A continuacion se mencionan algunos genes que estan involucrados en la determinacion y
diferenciacion sexual de la gonada de L. olivacea, una especie con DST.

S0x9. Sox9/S0X9 es un gen autosomal que se expresa en las células somaticas gonadales y
que es necesario para la formacion del testiculo del raton y del humano (Huang et al., 1999). Este
gen codifica una proteina con un motivo de 80 aminoacidos conocido como el dominio HMG
(por sus siglas en inglés: High mobility group). El dominio HMG se encuentra en un gran nimero
de factores de transcripcion que tienen la propiedad de unirse al surco menor del ADN
(Grosschedl ef al., 1994), entre los que se encuentra una familia codificada por los genes
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SOX/Sox (Por sus siglas en inglés Sry-related HMG box) a los que pertenece SOX9/Sox9
(Stevanovic et al., 1993).

Se ha propuesto que el gen Sox9 es un regulador de la formacion del testiculo evolutivamente
conservado, lo cual concuerda con el hecho de que presenta un patron de expresion macho-
especifico en diversas especies de vertebrados, entre las que se pueden mencionar especies con
DST como: la tortuga de agua dulce Trachemys scripta (Spotila et al., 1998), el lagarto
americano Alligator mississippiensis (Western et al., 1999) y la tortuga marina Lepidochelys
olivacea (Moreno-Mendoza et al., 1999).

En L. olivacea la deteccion inmunohistoquimica de la proteina SOX9 se detecta en gonadas
indiferenciadas de la etapa 21 (Et21) a la Et24 tanto a 26°C (TM) como a 33°C (TF). Sin
embargo, cuando la gonada alcanza la Et26 la expresion de SOX9 permanece en la génada
incubada a TM pero no se detecta a TF (Fig. 6) (Moreno-Mendoza ef al., 1999). La deteccion del
mRNA de Sox9 mediante RT-PCR semicuantitativo es positiva en gonadas indiferenciadas de
embriones de la Et23 a la Et25 incubados tanto a 26°C (TM) como a 33°C (TF) (Fig. 6) (Torres-
Maldonado et al., 2001). Sin embargo, al iniciar la diferenciacion morfoloégica sexual de la
gonada en embriones de Et26, SOX9 permanece regulado positivamente en los cordones
medulares de las gdnadas masculinas pero es regulado negativamente en las gonadas femeninas
(Moreno-Mendoza et al., 1999; Torres-Maldonado et al., 2001). Estos datos sugieren que el
mecanismo molecular de determinacion sexual dependiente de la temperatura en L. olivacea se
relaciona con la regulacion de la expresion del gen Sox9.

Moreno-Mendoza et al. (2001) reportan que la deteccion histologica e inmunocitoquimica de
SOXO revela que las gonadas en cultivo de 6rganos y las gonadas in vivo tienen una respuesta
similar cuando su temperatura de incubacion inicial es de 33°C (TF) y se les cambia a una
temperatura de incubacion de 26°C (TM) y viceversa.

Moreno-Mendoza et al. (2001) disecaron y colocaron en cultivo gonadas de embriones de
Et24 durante 19 dias incubados a TF. En estas gonadas la deteccion inmunohistoquimica de la
proteina SOX9 fue positiva en el ntcleo de las células de los cordones medulares; en contraste,
las células del epitelio superficial rara vez presentaron nticleos positivos a SOX9. Después de 4
dias de cultivo, el SOX9 permanece positivo en los cordones medulares de las gonadas incubadas
tanto a TM como a TF. Después de 6 dias de cultivo, en las gonadas in vitro de TF se observé un
drastico descenso en el numero de células positivas a SOX9, mientras que en las gonadas
contralaterales incubadas a TM, SOX9 mantuvo su sintesis en los cordones medulares. Después
de 8 y 10 dias de cultivo las gonadas incubadas a TM mantuvieron la sintesis de SOX9 en los
cordones medulares, mientras que en las gonadas contralaterales incubadas a TF no se detectan
células positivas a SOX9. Es necesario hacer notar, que los patrones de expresion de SOX9 en
gbénadas de embriones completos de TF que permanecieron a esta temperatura o que fueron
intercambiados de TF a TM, a partir de los 19 dias de incubacion estando en la Et24, fueron
similares a los de las gonadas en cultivo de la edad y temperatura correspondiente. En las
gonadas de embriones intercambiados la sefial inmunofluorescente de SOX9 es intensa en el dia
10. En gonadas de embriones mantenidos a TF el numero de células positivas a SOX9 decrece
rapidamente. En éstas ultimas, en el dia 25 el numero de células positivas a SOX9 se redujo y se
les encontraba principalmente en la region medular interna, finalmente en el dia 29 SOX9 es
indetectable. Todos éstos datos se resumen en la Tabla C.

Por otro lado, Moreno-Mendoza et al. (2001) reportan que el patron de expresion de SOX9 de
las gbnadas in vivo incubadas a TM se asemeja al de las goénadas en cultivo incubadas a TM
provenientes de embriones de Et23 incubados durante 27 dias a TM. Sin embargo, la regulacion
negativa de SOX9 sufre un retraso de varios dias en las gonadas incubadas a TF provenientes de
embriones de Et23 incubadas inicialmente durante 27 dias a TM. Es decir, mientras que en
gonadas de embriones incubados inicialmente a TF el SOX9 comienza su regulacion negativa a
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los 6 dias de cultivo a TF, las gonadas provenientes de embriones incubados inicialmente a TM
mantienen un pequefio nimero de células SOX9 positivas a los 10 dias de incubacion en
condiciones de cultivo a TF. No es hasta los 13 dias de cultivo a TF que la region medular de las
gonadas se encuentra desprovista de nucleos positivos a SOX9. Las gonadas in vivo de embriones
de Et 27 cuya temperatura de incubacion fue cambiada de 26°C a 33°C, o aquellos que se
mantuvieron a 26°C, muestran un patron de expresion similar al de las gonadas en cultivo. Estos
datos se presentan en la Tabla C.

Tabla C Deteccion de la proteina SOX9 en génadas in vitro e in vivo de L. olivacea. (Modificada de Moreno-
Mendoza et al 2001).

Goénadas in vitro Gdnadas in vivo
Dias de 26°C 33°C 26°C 33°C
cultivo
Gonadas de embriones incubados a 33°C durante 19 dias (Et24)
4 + (6) + (6) + (B)* + (6)
6 +(6) %(6) +(6)" +(6)
8 +(6) -(6) +(6)* -(6)
10 +(8) -(8) +(8) -(8)

Gdnadas de embriones incubados a 26°C durante 27 dias (Et23)

4 +(4) +(4) +(4) +(d)e Nota: Los Numeros en el parentesis indican el nimero de génadas
6 +(4) +(4) +(4) +(4) analizadas

8 +(4) +(4) +(4) £(4)e * Gonadas que sufrieron intercambio del 33 a 26°C

10 +(4) +(4) +(4) +(4) » Gonadas que sufrieron intercambio de 26 a 33°C

13 +(4) +(4) +(4) -(4)-

Los niveles de expresion del gen Sox9 en las gonadas de embriones de 7. scripta del PST
incubados a TF son similares a los de las gonadas de embriones incubados a TM del mismo
periodo; y solamente durante la diferenciacion dichos niveles se incrementan en el testiculo con
respecto a los del ovario hasta que el transcrito se vuelve testiculo-especifico (Spotila et al.,
1998).

Shoemaker et al. (2007) determinaron, mediante hibridacion in situ (HIS) y la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR), los patrones de expresion de los genes Sox9, Mis'y
Dmrtl en la gonada de embriones de 7. scripta que se encontraban en el periodo de
determinacion y diferenciacion sexual. Ademads, visualizaron y compararon la localizacion de los
patrones de expresion de cada gen durante la formacion de la gonada bipotencial (Et15), a la
mitad y al final del PST (Et17 y Et19), asi como durante dos etapas donde la gonada se esta
diferenciando (Et21 y Et23). Hasta nuestro conocimiento, este es el primera reporte de que en un
organismo con DST Sox9 se expresa de una forma testiculo-especifica en etapas tempranas del
PST, antes del inicio de la expresion testiculo-especifica de Mis [Substancia inhibidora de los
tubos Miillerianos (por sus siglas en inglés Miillerian-inhibiting substance)].

Mediante HIS Shoemaker et al. (2007) encontraron que en 7. scripta la expresion de Sox9
en la gdnada bipotencial (Et15) incubada a TM se concentra en grupos celulares, los cuales
aparentemente son células de Sertoli de los tibulos seminiferos en desarrollo, que rodean células
que no expresan Sox9. Aunque, los niveles de expresion del gen Sox9 en las gonadas incubadas a
TF son similares a los de las incubadas a TM, el patron de expresion del transcrito es difuso a TF.
Parece ser que esta localizacion diferencial corresponde a un dimorfismo funcional que antecede
al PST. Asi mismo, conforme el PST progresa y la temperatura ejerce su efecto, en embriones de
Et17 el nivel de expresion de Sox9 en gonadas incubadas a TM es comparable al de las gonadas
incubadas a TF; sin embargo, en las primeras el patron de expresion de Sox9 continta
concentrandose en determinados grupos celulares, mientras que en las segundas es difuso. Estos
datos se confirmaron con qPCR (Shoemaker et al., 2007). Por otro lado, los resultados de HIS
revelaron que durante las etapas de diferenciacion testicular (Et21 y Et23), en las goénadas
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incubadas a TM aumentan los niveles de expresion de Sox9 y el nimero grupos celulares que lo
expresan. Esto posiblemente es resultado de la expansion de los cordones sexuales primitivos y
su transformacion en tubos seminiferos. Mientras tanto, muy pocas células de las gonadas
incubadas a TF expresan el transcrito. Con gPCR se confirmo que la expresion del gen Sox9 en
gonadas de embriones de Et21 y Et23 incubados a TF es minima comparada con expresion de
dicho gen en gonadas de TM de las mismas etapas. (Shoemaker et al., 2007).

Etapas de Desarrollo de L. olivacea
[Miller, (1985) en Merchant-Larios et al, 1997].

25 2627 28 _30-31

% Periodo Indeterminado (PI)

Periodo Sensible a la Temperatura (PST)

Periodo de Determinacién Sexual (PDS)
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Fig. 6 Representacion esquematica del desarrollo gonadal de L. olivacea y el momento de expresion de los
genes Sox9, Dmrtl y Dax1, asi como la proteina SOXO9.

A. Se muestran las etapas de Desarrollo de L. olivacea (Modificado de Merchant-Larios et al., 1997). B. Se sefiala
graficamente las etapas y dias del desarrollo embrionario de L. olivacea que abarcan los periodos: PI, PST y PD
(Merchant-Larios et al., datos no publicados). Asi mismo, se sefiala que la proteina SOX9 (-) se detecta de la Et21 a
la Et31 en gdénadas incubadas a TM, mientras que en gonadas incubadas a TF se detecta de la Et21 a la Et24. El gen
Sox9 (-) se expresa de la Et23 a la Et31 a TM y de la Et23 a la Et26 a TF. EIl gen Dmrtl (-) se expresa de la Et23 a la
Et31a TMy de la Et23 a la Et26 a TF. El gen Dax1 (-) se expresa de la Et23 a la Et27 a TM y de la Et23 a la Et27 a
TF. Con lineas interrumpidas se sefiala en que etapas disminuye la expresién del gen aunque sigue siendo detectado
(Esquema construido a partir de los datos de: Moreno-Mendoza et al., 1999, Torres-Maldonado et al. 2002).
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Dmrtl. Evidencia sobre la conservacion molecular de los mecanismos de determinacion
sexual entre los fila a llevado al descubrimiento del gen DmrtI (Por sus siglas en inglés:
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1) en mamiferos; el cual posee una funcion
similar al del gen de determinacion sexual mab-3 de nematodos y al gen doublesex de moscas
(Shen y Hodgkin, 1988; Burtis y Baker, 1989). Dmrtl codifica un factor de transcripcion con un
dominio DM, un dominio de uniéon al ADN identificado en los reguladores sexuales de la mosca
de la fruta Drosophila melanogaster (doublé sex) (Erdman y Burtis, 1993) y Caenorhabditis
elegans (mab-3) (Raymond et al, 1998).

En el lagarto americano, la expresion del gen Dmrtl se detecté mediante RT-PCR en el
sistema urogenital de embriones incubados tanto a TM como TF. Posteriormente, la expresion de
este gen aumenta significativamente en las gonadas de machos con respecto a las de hembras
(Smith et al., 1999).

Existe mucha similitud entre la secuencia parcial de aminoacidos de DMRTI, reportada
por Torres-Maldonado ef al. (2002), de L. olivacea con respecto a las reportadas para humano y
raton; sin embargo esa similitud es menor con respecto a las reportadas para pollo, lagarto
americano y tortuga de orejas rojas. La expresion temprana de Dmrtl en las gonadas de
mamiferos, aves y reptiles sugiere que este gen juega un papel importante en la determinacion
sexual (Raymond et al., 1998; Raymond et al., 1999; Nanda et al., 1999; Kettlewell et al., 2000;
Raymond et al., 2000)

En dos especies con DST, el lagarto americano y la tortuga de orejas rojas, la expresion
testiculo-especifica de Dmrtl precede a la expresion de Sox9; lo cual sugiere que Dmyrtl actua rio
arriba de Sox9. Mediante RT-PCR semicuantitativo Torres-Maldonado et al. (2002) determinaron
los niveles de expresion de Dmrtl en gonadas de L. olivacea, sus resultaron muestran que dichos
niveles son menores en las gonadas incubadas a TF con respecto a los de las gonadas incubadas a
TM, estos resultados son similares a los reportados para A. mississipiensis y T. scripta. Debido a
que estos niveles se presentan durante y después del PST, es claro que la expresion de Dmrtl es
regulada por la temperatura en estas tres especies. Como ya se ha mencionado, en L. olivacea la
regulacion negativa de la proteina y del mRNA de Sox9 durante las Et25 y Et26 se correlaciona
con la determinacion sexual femenina. Por el contrario, la gonada se compromete a diferenciarse
como testiculo a partir de la Et24, cuando el mRNA de Sox9 y su proteina presentan el mismo
nivel de expresion tanto en gonadas de TF como de TM (Moreno-Mendoza et al., 1999; Torres-
Maldonado et al., 2001). Por lo tanto, el hecho de que durante el PST el nivel de expresion de
Dmrtl en la gobnada de TM es mayor al que se presenta en la gonada de TF soporta la idea de que
Dmrtl actia rio arriba de Sox9 manteniendo su expresion en las gonadas masculinas (Fig. 6)
(Torres-Maldonado et al., 2002). Los resultados anteriores hacen pensar que en L. olivacea, los
genes Sox9 y Dmrtl se encuentran activamente regulados a TF promoviendo la determinacion
sexual femenina de la goénada (Torres-Maldonado et al., 2002).

Dax1. La proteina Dax1 (por sus siglas en inglés: dosage-sensitive sex reversal, adrenal
hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1) se ha clasificado como un miembro atipico
de la familia de receptores nucleares hormonales debido a que contiene un dominio de union a
ligando pero carece del domino de dedos de Zinc de unidon al ADN que se encuentra en otros
miembros de la familia (Zanaria et al, 1994). Dax1, como las proteinas con caja HMG, se pueden
unir al surco menor del ADN y a las estructuras del ADN en forma de bucle (Young et al, 1992).
En raton la proteina Dax1 actiia como un regulador negativo de la transcripcion mediando la
actividad del acido retinoico. Esta proteina evita la diferenciacion testicular actuando
antagénicamente a la proteina SRY (Goodfellow y Camerino, 1999).

Torres-Maldonado ef al. (2002) utilizaron RT-PCR semicuantitativo para determinar el nivel
de expresion del mRNA del gen Dax/ en las gonadas de L. olivacea, sus resultados coinciden con
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los reportados para el lagarto americano A. mississippiensis; es necesario hacer mencion de que
estas dos especies tienen diferentes patrones de DST (Western et al., 2000). En L. olivacea la
expresion de Dax/ fue detectada durante el PST tanto en goénadas incubadas a TM como a TF. De
la Et23 a la Et26 el mRNA de Dax/ presentan un patrén de expresion similar en gonadas
incubadas tanto a TM como a TF (Fig. 6) (Torres-Maldonado et al., 2002). Durante la Et27 (uno
o dos etapas posteriores a la determinacion sexual de hembra o macho, respectivamente) se
detectaron diferencias significativas entre las gonadas incubadas a TF y las incubadas a TM (Fig.
6) (Merchant-Larios ef al., 1997). Asumiendo que: durante el PST los niveles sexo-especificos de
la expresion del gen estan directamente relacionados con la determinacidn sexual; se propone que
las diferencias significativas de la expresion de Dax1, que se presentan después del PST, no estan
involucradas con la DST de estas especies (Torres-Maldonado et al., 2002). Asi mismo, podria
especularse que en L. olivacea Dax1 posee algin papel relacionado con las diferencias
funcionales entre ovarios y testiculos, tal como se ha sugerido en otras especies (Yu et al., 1998;
Torres-Maldonado ef al., 2002).

1.2.2 La temperatura afecta la expresion genética y la estructura de la

cromatina. La temperatura corporal (Tb) es uno de los factores que afectan en gran medida la
vida de los organismos poiquilotérmicos. En particular, tiene un gran impacto en la expresion
genética. Gracey et al. (2004) reportan que la Tb afecta el nivel de transcripcion de 252 genes
presentes en distintos 6rganos de carpa (Cyprinus carpio). En dicho estudio los autores formaron
4 grupos de carpas, cada grupo fue colocado en un estanque de agua con distinta temperatura (23,
27,10°C y 30°C) y se les dejo alli durante 22 dias. El grupo control se encontraba en el estanque
que tenia 30°C. Finalmente, con ayuda de microarreglos se analizé el nivel de expresion de los
genes presentes en: rifion, cerebro, corazon, musculo, higado, intestino y branquias.

La “hipdtesis de termoestabilidad” propuesta por Bernardi y Bernardi (1986) postula que la
Tb afecta el nivel de expresion de genes, asi como la estructura y composicion del genoma. Esta
hipotesis se enuncia de la siguiente manera “la evolucion de organismos de sangre caliente a
partir de organismos de sangre fria genero un incremento de GC (GC es la fraccion molar de
guanina y citosina en el ADN), lo cual proporciond estabilidad térmica al ADN, RNA y proteinas
de los primeros”.

Jabbari et al. (1997) utilizando HPLC determinaron el nivel de 5"C del ADN de diversos
organos de 42 vertebrados. Utilizando sus datos e incluyendo datos de la literatura compilaron
una tabla en la que registraron los niveles de 5"C y GC de 87 especies de todas las clases de
vertebrados. Al analizar sus registros observaron que: el porcentaje promedio de metilacion del
ADN de peces (1.7%) y anfibios (1.98%) es mayor que el de mamiferos (0.88%), aves (1.02%) y
reptiles (1.00%), incluso lo duplica. Es mas, considerando que aproximadamente el 42.5% del
genoma de las cinco clases de vertebrados lo constituyen dominios conformados por el
dinucleodtido GC, es factible decir que: el 9% de las citosinas que constituyen el genoma de peces
y anfibios se encuentran metiladas; mientras que el 4.5% de las citosinas que componen el
genoma de mamiferos, aves y reptiles estdn metiladas. En base a los resultados anteriores y en la
capacidad de desaminacion de 5"C a Timina Shen et al. (1994) y Jabbari et al. (1997) proponen
que los organismos cuya Tb es alta (mamiferos, aves y reptiles) presentan una tasa de
desaminacion de 5™C a Timina que supera a la de organismos cuya Tb es baja (peces y anfibios),
lo cual ocasiona que la frecuencia del dinucledtido GC y el nivel global de metilacion del ADN
sea menor en los primeros con respecto a los segundos.

Por otro lado, recientemente, Varriale y Bernardi (2006), utilizaron HPLC para analizar los
niveles de metilacion del genoma de peces que viven en zonas cuya temperatura ambiental difiere
entre si. Sus resultados indican que los peces polares exhiben niveles de metilacion del ADN
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mayores a los de los peces tropicales y de zonas templadas, lo cual sugiere que existe una
relacion inversa entre los niveles de metilacion y la temperatura corporal. Asimismo, los mismos
autores utilizaron HPLC para analizar los niveles de metilacion de 43 reptiles, los cuales
representan cuatro ordenes y 20 familias. Sus resultados mostraron que las serpientes y las
lagartijas exhiben niveles de metilacion semejantes a los que presentan los peces tropicales;
mientras que las tortugas y los cocodrilos, presentan niveles de metilacion muy semejantes a los
mamiferos.

1.3 Diferenciacion sexual gonadal de Lepidochelys olivacea.

Merchant-Larios et al. (1989) describieron el desarrollo de la gonada de L. olivacea,
empleando técnicas citoquimicas y de microscopia electronica. Encontraron que las Células
Germinales Primordiales (CGP) siguen un camino migratorio semejante al de las CGP de los
mamiferos. Se detectan primero en el endodermo del saco vitelino, después pasan al mesenterio
del intestino posterior y finalmente llegan a la region urogenital. Las gonadas indiferenciadas se
forman por la proliferacion de las células del mesotelio y del mesénquima en las crestas genitales.
Ambos tipos celulares forman los cordones epiteliales medulares. Las génadas de embriones
incubados a TF son las primeras en diferenciarse. Sin embargo, las células germinales no inician
la profase de la primera division meiotica ni forman foliculos sino has 84 dias después de la
eclosion. Las gonadas de embriones incubados a TM muestran caracteristicas estructurales
similares a las de las gonadas indiferenciadas. Es decir, poseen claros cordones medulares
asociados al epitelio cortical, en el cual se encuentran la mayoria de las CGP. La deteccion
histoquimica de tejido esteroidogénico fue positiva en las glandulas adrenales, pero negativa en
las gonadas de ambos sexos. Finalmente encontraron que los conductos Miillerianos persisten en
los machos después de la eclosion. En L. olivacea, la diferenciacion de la gonada es todavia
incipiente en el momento de la eclosion.

El embridn se desarrolla mas rapido a temperatura feminizante que a temperatura
masculinizante. En correlacion con lo anterior, las gonadas crecen mas rdpido a la temperatura
feminizante (Torres-Maldonado, 2001).

Torres-Maldonado (2001) describi¢ el desarrollo gonadal de embriones incubados a 33°C
(TF) de la siguiente manera:

- En las etapas 21-23 las células mesenquimaticas se condensan en grupos cerca del epitelio

celémico de la cresta genital.

- Enlas etapas 23-24 la gdnada se encuentra en estado indiferenciado con cordones
sexuales no desarrollados. La corteza esta compuesta de células epiteliales cuboidales y
células germinales.

- En las etapas 25-26 se forman los cordones sexuales y permanecen continuos con la
superficie del epitelio en algunas regiones.

- En las etapas 27-28 se nota una diferencia histoldgica al compararlas con las de 26°C, el
epitelio superficial aumenta de espesor y contiene muchas de las células germinales, los
cordones medulares todavia son evidentes.

- Enlaetapa 29 los cordones medulares aparecen fragmentados.

- Enlos ovarios de las crias se aprecia una corteza desarrollada y se aprecia la
fragmentacion de los cordones sexuales medulares.

Torres-Maldonado (2001) describi6 el desarrollo gonadal de embriones incubados a 26°C

(TF) de la siguiente manera:
- A 26°C el desarrollo gonadal es semejante al de 33°C en las primeras etapas.
- Enla etapa 23-24 se encuentra en estado diferenciado, similar al encontrado a 33°C.
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- Enla etapa 25-26 se distinguen los cordones sexuales rodeados de tejido estromatico y
permanecen continuos con el epitelio superficial en algunas regiones.

- Enla etapa 28 se distinguen los cordones sexuales en la médula y el epitelio superficial se
ve delgado sin células germinales.

- Enlos testiculos de las crias son notables los cordones testiculares en la region medular y
estan separados del epitelio celémico por tejido estromatico.

1.3.1 El cerebro contribuye a la diferenciacion sexual gonadal. Se ha
hipotetizado que la temperatura de incubacion puede regular la capacidad de la gonada
indiferenciada de aromatizar los derivados C-19 de esteroides (por ejemplo testosterona) a
estrogenos (Pieau et al., 1982; Crews et al, 1994; Spotila ef al., 1994; Rhen y Lang, 1994;
Wibbels et al., 1994; Crews, 1995; 1996; Lance, 1997; Merchant-Larios et al., 1997). En este
escenario, la TF puede incrementar la conversion local de testosterona a estrogeno mediante
aumentar la concentracion y actividad del gen aromatasa p450 en las gonadas (Lance y Bogart,
1991; Desvages et al., 1993; Dorizzi et al., 1994). Debido a que los estrogenos tienen un efecto
feminizante en los embriones en desarrollo (Dorizzi et al., 1991; Bull et al., 1998), el incremento
de la produccion del estrogeno gonadal puede disparar el programa de diferenciacion ovarica
(Wibbels et al., 1993). En contraste, la TM debe inhibir la expresion del gen aromatasa p450,
ocasionando que se reduzca la concentracion de estrogeno en la gonada. Las concentraciones
bajas de estrogeno en la génada son incapaces de interrumpir la actividad de la enzima
testosterona reductasa (Crews et al, 1994), una enzima responsable de convertir la testosterona en
dihidrotestosterona (ejemplo de hormona masculinizante) (Wibbels et al., 1992). En el
mecanismo antes descrito, la temperatura y la concentracion local de estrogenos ejercen un efecto
sinérgico en la determinacion del fenotipo gonadal (Crews, 1996; Wibbels et al., 1991). En
efecto, mientras la temperatura de incubacion compromete a la gonada a adquirir un fenotipo
particular, la presencia o ausencia de estrégenos consolida dicho compromiso.

Mientras el mecanismo descrito anteriormente brinda una explicaciéon de como la
diferenciacion sexual por temperatura procede, poco se conoce acerca del proceso celular
responsable de activar dicha cascada de eventos. Spotila et al. (1994) proponen que la
temperatura de incubacion debe regular directamente la expresion de genes gonadales (como el
gen aromatasa p450), lo cual sugiere que existe un mecanismo termosensor intrinseco en la
gonada. Lo que es mas, Moreno-Mendoza et al. (2001) demostraron que la deteccion histologica
e inmunocitoquimica de SOX9 revela que las gonadas en cultivo de 6rganos y las gonadas in vivo
tienen una respuesta similar cuando su temperatura de incubacion inicial es de 33°C (TF) y se les
cambia a una temperatura de incubacion de 26°C (TM) y viceversa.

Sin embargo, también hay evidencias que sugieren que el cerebro posee un mecanismo
termosensor que dictamina la determinacion sexual gonadal de Lepidochelys olivacea. Mechant-
Larios et al. (1989) realizaron un estudio de alta resolucion sobre el desarrollo gonadal de L.
olivacea, en el cual encontraron que la gonada indiferenciada posee terminales nerviosas, las
cuales no estan presentes en mamiferos, por lo que propusieron que el sistema neuroendocrino
juega un papel importante en la determinacion sexual de Lepidochelys olivacea (Merchant-Larios
et al., 1989). En este sentido, es necesario mencionar que la evolucion de los vertebrados ha
creado sofisticados sistemas neuronales para monitorear la temperatura ambiental a través de
cambios en la temperatura corporal (Hensel, 1973; Satinoff, 1978; Nelson et al., 1984). En lineas
generales, este sistema transporta la informacion sobre el calor y el frio, capturada por los
termosensores, desde la superficie del cuerpo hasta las estructuras del sistema nervioso central.
Después de recibir e integrar la informacion térmica, las estructuras del sistema nervioso central
(médula espinal, tallo cerebral y el diencéfalo) mandan una serie de respuestas efectoras
especificas cuyo objetivo final es regular la temperatura de un segmento o el organismo completo
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(Hensel, 1973; Jessen y Mayer, 1971; Jessen et al., 1972; Mercer y Simon, 1984; Nelson et al.,
1984). Por lo tanto, es posible que las estructuras del sistema nervioso censen la temperatura de
incubacion, la traduzcan y disparen o modulen la diferenciacion sexual en las especies de reptiles
(Gutiérrez-Ospina, 1999).

La hipotesis de que durante el desarrollo embrionario de los reptiles el cerebro es capaz de
responder a cambios en la temperatura de incubacion ha sido puesta a prueba por Coomber ef al.
(1997) y Salame-Méndez et al. (1998). Estos dos grupos reportaron, respectivamente, que en
diferentes regiones del hipotdlamo de la lagartija y la tortuga marina la temperatura de incubacioén
regula el metabolismo oxidativo y la aromatizacion de la testosterona, esta regulacion es
independiente a los niveles circulantes de las hormonas sexuales. Salame-Méndez et al. (1998)
analizaron los niveles de testosterona (T) y estradiol (E2) en las gonadas, dos regiones del
cerebro —telencéfalo (Te) y diencéfalo/mesencéfalo (Di)- y suero sanguineo de embriones en
desarrollo de L. olivacea incubados a TM o TF. Asi mismo, se estudio la conversion de
pregnenolona (P5) a Ty T a E2 en gonadas y cerebro. Los andlisis se efectuaron durante tres
periodos: el PST, génadas histologicamente indiferenciadas (UDG) y génadas diferenciadas
(DQ). En las gonadas, suero sanguineo y cerebro, las concentraciones de T fueron mayores a TF
durante los tres periodos, mientras que en las géonadas y el suero sanguineo, los niveles de E2
fueron similares a TF y TM. En el Di, la concentracion de E2 fue significativamente mayor a
TM. La Biotransformacion de P5 a T en los tejidos gonadales fue significativamente mayor a TF
en PST y se incrementa durante UDG y DG. Sin embargo, la conversion de T a E2, fue similar a
las dos temperaturas durante los tres periodos. En el cerebro, Di mostro una mayor eficiencia en
la transformacion de T a E2 a TF. En este estudio Salame-Méndez ef al. (1998) proponen que el
Di es la region del cerebro que censa la temperatura durante la determinacion sexual.

Gutiérrez-Ospina et al. (1999) evaluaron la posible participacion del sistema nervioso en
la DST mediante mostrar la existencia y origen de fibras nerviosas positivas a acetilcolinaesterasa
(AchE) en gonadas indiferenciadas de embriones masculinos y femeninos de Lepidochelys
olivacea de las Et20 a la Et27. Las fibras nerviosas positivas a AchE se visualizaron a partir de la
Et24. Las inyecciones de Dil (1,1',dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianina perclorato) y
las imagenes tomadas con ayuda del confocal mostraron que algunos de estos nervios gonadales
surgen de la parte inferior del torax y la region superior de las vertebras lumbares de la columna
vertebral (donde se aloja la médula espinal). Debido a que la médula espinal es capaz de integrar
por si misma respuestas termoreguladoras sin la intervencion de estructuras pertenecientes a los
niveles superiores del sistema nervioso central, Gutiérrez-Ospina et al. (1999) evaluaron la
maduracion de la médula espinal durante la Et20 a la Et27. La maduracion de la médula espinal
avanza mas rapido en embriones femeninos que en masculinos, cuando la determinacion sexual
se esta efectuando para cada sexo; este proceso inicia y finaliza antes en el embrion femenino que
en el masculino. Estas observaciones abren la posibilidad de que la médula espinal y las
inervaciones que se derivan de ésta participan en dirigir o modular los procesos que determinan
y/o diferencian sexualmente a la gonada de forma dependiente a la temperatura, particularmente
en embriones femeninos de L. olivacea (Gutiérrez-Ospina et al., 1999).

1.3.2 El mesonefros contribuye a la diferenciacion sexual de la génada. Al

iniciar el desarrollo gonadal, en el embrion del raton, las gonadas tanto de machos como de
hembras se establecen en la cara interna del mesonefros, un rifion rudimentario que corre
paralelamente a la gonada diferenciada adjunto a cada lado del mesenterio dorsal.
Posteriormente, cuando la gonada masculina se diferencia en testiculo, los ductos mesonéfricos
dan origen a los conductos de Wolff, asi mismo se piensa que estos contribuyen a la formacion de
la rete testis, en machos, y a la refe ovarii (vestigial), en las hembras. Muchos trabajos han
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sugerido que, durante el proceso de la diferenciacion gonadal, las células mesonefricas hacen una
contribucion substancial a la estructura del ovario o del testiculo mismo, y se han hecho diversos
estudios descriptivos que soportan esta idea (Upadhyay et al., 1979, 1981; Wartenberg, 1981;
Zamboni y Upadhyay, 1982). Wartenberg ef al. (1991) con ayuda de microscopia de luz y
electronica describieron la migracion celular a partir del mesonefros y del epitelio celémico a los
testiculos en desarrollo. Estos autores postularon que las células de Sertoli, intersticiales, mioides
peritubulares y de Leydig tienen un origen mesonefrico. Aunque el desarrollo gonadal y la
diferenciacion sexual puedan tener lugar en ausencia del mesonefros (Merchant-Larios et al.,
1984; Rodemer et al., 1986), Rodemer et al. (1986) demostraron experimentalmente que en
quimeras de pollo el mesonefros proporciona células al estroma gonadal. Buer et al. (1993)
colocaron en cultivo testiculos de 11.5dpc, con o sin mesonefros, durante 7 dias. En los testiculos
sin mesonefros la diferenciacion de los cordones testiculares fallo, sin embargo, cuando se
cultivaron en presencia de un mesonefros proveniente de un embridon masculino o femenino, los
testiculos desarrollaron cordones aparentemente normales. Los testiculos cultivados cerca de un
mesonefros pero separados por un filtro permeable, no desarrollaron cordones. Asi mismo, tanto
Buer et al. (1993) como Merchat-Larios et al. (1993) demostraron, mediante experimentos en los
que injertaron gonadas en el mesonefros, que a los 11.5dpc las células estromales provenientes
del mesonefros invaden a la gonada masculina. Merchat-Larios et al. (1993) postulan que las
interacciones que se establecen entre las células estromales de origen mesonefrico y las células de
soporte, que se encuentran en la cresta genital, son necesarias para la formacion de los cordones
seminiferos. Tres tipos de células estromales de origen mesonefrico invaden la génada masculina
y son: las células endoteliales, mioides y las células del fibroblasto (Merchat-Larios et al. 1993).
Mechant y Moreno-Mendoza (1998) reconstruyeron crestas urogenitales en cultivo de 6rganos
mediante injertar crestas genitales masculinas morfologicamente indiferenciadas de embriones
CD-1 al mesonefros (XX y XY) de embriones transgénicos ROSA26 cuyas células expresan [3-
galactosidasa bacterial. Con una técnica mejorada para la deteccion de la actividad de la enzima
[-galactosidasa en electromicrografia, Mechant y Moreno-Mendoza (1998) estudiaron la
migracion celular y la diferenciacion de las células mesonefricas. Se encontro, que
adicionalmente a su diferenciacion como células mioides y conectivas, algunas de las células
mesonefricas adquieren caracteristicas ultraestructurales de células esteroidogénicas de Leydig.
Varias de las células positivas a -galactosidasa se diferenciaron como células de Leydig en
gonadas injertadas en mesonefros masculinos o femeninos. Estos resultados sugieren que las
células mesonefricas responden a sefiales putativas producidas en la gonada masculina y
participan en la morfogénesis y la diferenciacion celular del testiculo fetal.

Li y Kim (2004) han caracterizado el efecto inhibidor del 4cido retinoico (AR) sobre las
gbnadas de rata XY en desarrollo. Ademads, investigaron los eventos celulares que se requieren
para el desarrollo gonadal XY, incluyendo la migracion celular desde el mesonefros a la gonada,
la diferenciacion de las células de Sertoli y la sobrevivencia de gonadocitos. Colocaron gonadas
XY de embriones de rata de 13 dpc en cultivo de 6rganos en ausencia y presencia del acido
transretinoico (tRA). Encontraron que tRA inhibe la migracion de las células del mesonefros a la
gonada. Lo que es mas, el tratamiento con tRA decrece la expresion de la substancia inhibidora
de los conductos Miillerianos (Mis) en las células de Sertoli y reduce dramaticamente el numero
de gonadocitos. Se dect6 un incremento de la apoptosis en la gonadas XY cultivadas en presencia
de tRA, sugiriendo que la perdida de gonadocitos pueden incrementar la apoptosis.
Adicionalmente, Am580, un compuesto sintético que exhibe propiedades agonistas especificas
del receptor a del acido retinoico (RARa), disminuyd los efectos inhibidores del tRA en la
gonada XY en desarrollo incluyendo la migracion de las células mesonefricas y la sobrevivencia
de gonadocitos. Por el contrario, Ro 41-5253, un antagonista selectivo de RARa suprimio la
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habilidad inhibidora de tRA en las gonadas en desarrollo. Estos resultados sugieren que el acido
retinoico actua a través del RARa afectando negativamente la diferenciacion de las células de
Sertoli, la sobrevivencia de los gonadocitos y bloquea la migracion de las células mesonefricas,
lo cual lleva a la inhibicién de las gonadas XY en desarrollo.
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2. Justificaciéon

En general, la importancia de la epigénesis durante el desarrollo embrionario y la posibilidad
de que factores ambientales como la temperatura modulen la expresion genética en la gonada,
hacen relevante intentar correlacionar los niveles globales de metilacion del ADN con la
determinacion sexual por temperatura en Lepidochelys olivacea .
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3. Hipotesis

La temperatura de incubacion afecta los niveles globales de metilacion del ADN y/o
acetilacion de histonas en las gonadas, cerebro y mesonefros de Lepidochelys olivacea durante el
desarrollo embrionario. Los diferentes niveles pueden influir directa o indirectamente en la
determinacion sexual por temperatura regulando la expresion diferencial de genes responsables
del desarrollo de ovarios o testiculos.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Determinar los niveles globales de metilacion del ADN en la gonada, mesonefros y cerebro
de embriones de la tortuga marina L. olivacea antes y después de la determinacion sexual por
temperatura.

4.2 Objetivos Particulares

1.-Determinar mediante HPLC los niveles globales de metilacion del ADN en las gonadas in
vitro incubadas a temperatura feminizante (TF: 33°C) 6 masculinizante (TM: 26°C).

2.- Determinar los patrones de distribucion de la acetilacion de histonas en las gonadas in vitro
incubadas a TF 6 TM mediante inmunofluorescencia, utilizando como marcador el anticuerpo
contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (anti-H3K18ac).

3.- Mediante inmunofluorescencia y HPLC determinar el efecto de los inhibidores de
remodeladores de la cromatina 5-azacitidina (5-azaC) y Tricostantina A (TSA) sobre las células
de gonadas in vitro incubadas a TM 6 TF.

4.- Mediante HPLC determinar los niveles globales de metilacion del ADN en las gonadas,
mesonefros y cerebro in vivo de embriones incubados a TM 6 TF.
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5. Material y Metodos

5.1 Material bioldgico.

Se utilizaron huevos de la tortuga marina L. olivacea de nidos de reciente ovoposicion,
colectados en la playa Escobilla (92°27°16"'L.O; 15°40°46"" L.N.) ubicada en la costa central
del estado de Oaxaca, México. Las colectas se realizaron en diferentes meses de tres afios
consecutivos (2005 - 2008). Los huevos colectados se colocaron en cajas de poliestireno
expandido con vermiculita himeda estéril. Se trasladaron a la Ciudad de México por via aérea.
En el laboratorio los huevos se ubicaron en cajas de pléstico y fueron cubiertos con vermiculita
estéril humeda. Las cajas con huevos se introdujeron en incubadoras de temperatura controlada
de 26 = 0.5°C (masculinizante, TM) y 33 £ 0.5°C (feminizante, TF). Diariamente se registro la
temperatura mediante termometros colocados en el interior de las incubadoras. Las temperaturas
de incubacioén se colocaron con base en los reportado por Merchant-Larios et al. (1997). Los
huevos utilizados provenian de los nidos enlistados en la tabla D.

Tabla D.- Se enlistan los Nidos de L. olivacea colectados de Septiembre de 2005 a Mayo de 2008, asi como la
fecha de colecta y el nimero de huevos por nido.

Nidos colectados de Septiembre de 2005 a Mayo de 2008 I
Nide | Fecha de Colecta Numero de. huevos por

nido

| 30 de Septiembre de 2005 aj I

2 30 de Septiembre de 2005 110

3 22 de Febrero de 2006 a7

4 22 de Febrero de 2006 103

5 22 de Febrero de 2006 92

6 22 de Febrero de 2006 108

7 15 de Mayo de 2006 96

8 15 de Mayo de 2006 104

9 15 de Mayo de 2006 100

10 15 de Mayo de 2006 100

11 8 de Mayo de 2007 95

12 8 de Mayo de 2007 105

13 29 de Julio de 2007 107

14 20 de Agosto de 2007 110

15 20 de Agosto de 2007 a0

16 15 de Enero de 2008 106

17 15 de Enero de 2008 94

18 6 de Febrero de 2008 08

19 6 de Febrero de 2008 102

20 9 de Mayo de 2008 106

21 9 de Mayo de 2008 94

- Se utilizaron génadas, mesonefros y cerebros de embriones del PST de Et24
durante 34 dias incubados a TM (26°C) y durante 19 dias incubados a TF (33°C), en ambos casos
durante esta etapa la génada se encuentra morfologicamente indiferenciada. Asi mismo, se
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utilizaron estos mismos 6rganos de embriones del PDS de Et27 incubados durante 33 dias a TF y
durante 59 dias incubados a TM, en ambos casos la génada se encuentra morfologicamente
diferenciada.

En la tabla E se muestra la comparacion entre el desarrollo de los embriones incubados a
26°C (TM) y los incubados a 33°C (TF). En los antecedentes se explica el analisis que se efectiio
para determinar qué etapas y dias de incubacion comprenden los PI, PST y PDS en funcién de la
temperatura de incubacion. Asi mismo, en la figura 6 y en las tablas A y B se muestran los datos
resultantes de dicho analisis. Ademas, para construir la tabla E se utilizaron datos reportados por
Torres-Maldonado (2001).

Tabla E.- Se muestra las etapas de desarrollo y dias de incubacién que abarcan los Pl, PST y PDS en
embriones de L. olivacea incubados a 33°C (TF) y 26°C (TM).

Etapas de
Desarrollo

Periodos para TF

Dias de
Incubacion a 33°C
(TF)

Dias de
Incubacion a 26°C
(TM)

Periodos para TF

5.2 Cultivo de gbnadas.

Para los cultivos de érganos se emplearon gonadas de embriones en el PST de Et24
incubados durante 19 dias a TF. Las condiciones de cultivo se han reportado previamente por
Moreno-Mendoza et al. (2001). En condiciones estériles se aislo el par de gonadas, cada gonada
se coloco de forma individual sobre un filtro Millipore de poro con didmetro 0.4 pm (No. Cat.
PICMO3050) (previamente esterilizado durante 5 minutos en etanol al 70%). A su vez, dicho
filtro fue suspendido sobre 600 ul de medio de cultivo suplementado. Se emple6 medio de cultivo
L-15 suplementado con: 10% de suero de tortuga inactivado (el suero de tortuga se prepard en
nuestro laboratorio a partir de la sangre de tortugas adultas del Centro Mexicano de la Tortuga
Marina en Oaxaca), 0.16% de NaCl, 20 pl de antibioticos (penicilina/estreptomicina) por cada 10
ml de L-15.

Las gonadas sobre los filtros suspendidos en el medio de cultivo se colocaron en cajas de
cultivo de 24 pozos dentro de microcamaras de cultivo. Una génada, de cada embrion, se cultivo
a TF y la contralateral a TM. El cultivo duro 14 dias.

Las goénadas en cultivo se dividieron en seis grupos: dos grupos control cuyo medio de
cultivo suplementado carecia de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina (un grupo
fue incubado a TF y otro a TM), dos grupos a cuyo medio de cultivo suplementado se le agregd
5-azaC (un grupo fue incubado a TF y otro a TM) y dos grupos a cuyo medio de cultivo se le
agreg6 TSA (un grupo fue incubado a TF y otro a TM). La 5-azaC (Sigma-Aldrich) fue utilizada
en las siguientes concentraciones: 10 y 20 pug/ml (Skreb ef al., 1993). Mientras que TSA (Sigma-
Aldrich) fue utilizada en las siguientes concentraciones: 50, 100, 200, 400 y 800 ng/ml (Sawa et
al., 2001; Mizukami et al., 2004). El medio de cultivo suplementado, de todos los grupos, se
renovo a los 4, 8 y 12 dias de cultivo.
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Al concluir los 14 dias de cultivo, se captur6 la imagen de cada gonada con ayuda de un
microscopio estereoscopico Nikon (Modelo SMZ 15000) al que se le adaptd una camara Zeiss
Axio Cam MRC. Posteriormente, una génada de cada grupo se proces6 para microscopia de
inmunofluorescencia y el resto se congeld con nitrégeno liquido a -70°C para, posteriormente, ser
procesadas para su analisis con HPLC.

5.3 Medicion del area de las génadas en cultivo.

Se capturo la imagen de todas las gonadas procesadas para cultivo con ayuda de un
microscopio estereoscopico Nikon (Modelo SMZ 15000) al que se le adaptd una camara Zeiss
Axio Cam MRC. Estas imagenes fueron utilizadas para medir el area de las gonadas en cultivo
con ayuda del software IMAGE J. Los datos fueron estadisticamente evaluados mediante las
pruebas estadisticas: Kruskall-Wallis y de rangos multiples.

5.4 Histologia.

Se procesaron complejos urogenitales de embriones incubados a TF y TM de la Et24 y Et 23,
respectivamente, asi como de la Et27 de ambas temperaturas. Se fijaron en buffer de Karnosky
pH 7.2 durante 1 hora. Posteriormente, se dejaron 1 hora en buffer de cocodilato de sodio 0.1 M.
Se post-fijaron en una en solucion de tetradxido de osmio 1% durante 1 hora (Zetterqvist, 1956).
El tejido se deshidratd en etanol (en concentraciones crecientes: 70, 80, 90, 95 y100% durante 15
minutos en cada uno). Se dejaron en 6xido de propileno (dos cambios de 20 minutos cada uno),
se pre-incluyeron en una mezcla de 6xido de propileno y epon 812 en proporcion 1:1 (1 hora),
después en una mezcla igual pero en proporcion 1:2 (1 hora). Se dejaron en una mezcla de epon a
temperatura ambiente durante 24 horas. Se incluyeron en Epon 812 durante 24 horas. Se
obtuvieron cortes semifinos de 0.5 pm de espesor con ultramicrétomo (Reichert Ultracuts, Leica)
y se tifieron con azul de toluidina 0.5%. Los cortes se observaron con un microscopio optico
(Zeiss, Alemania). Las imagenes se capturaron con ayuda del microscopio confocal (Pascal,
Zeiss).

5.5 Inmunofluorescencia.

Una gonada de cada grupo de cultivo fue procesada para inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (anti-H3K18ac) como anticuerpo
primario. Asi mismo, se procesaron (como control de cultivo) géonadas de embriones incubados
durante 33 dias a TM y TF, asi como gonadas de embriones de intercambio (incubados durante
19 dias a TF después de los cuales durante 14 dias se incubaron a TM). Todos los anteriores
pertenecian al mismo nido del cual fueron tomados los embriones cuyas gonadas estuvieron en
cultivo.

Las gonadas se fijaron durante 15 minutos a temperatura ambiente (TA) en una solucion de
paraformaldehido (PFA) al 4% preparada en PBS pH 7.4. Se lavaron Sminutos en PBS pH 7.4 y
se incubaron toda la noche a 4°C en sacarosa al 30% preparada en Buffer de fosfatos (PBS) de
pH7.4. Posteriormente, los tejidos se lavaron rapidamente en PBS pH7.4 y se incluyeron en
medio “Tissue-Tek® O.C.T™ Compound” dentro de capsulas Beem, evitando la presencia de
PBS pH 7.4 y de burbujas, una vez orientados dentro de las capsulas se congelaron lentamente
con Hexano (colocado sobre una cama de hielo seco). Los tejidos incluidos se sacaron del hexano
y se colocan a -20°C durante 30 minutos. A -20°C se realizaron cortes de diferentes zonas del
mismo tejido de 10 um de espesor con ayuda del criostato (Leica), y se montaron en portaobjetos
cubiertos con Poly-L-Lisina (SIGMA). Los cortes se delimitaron con un lapiz hidrofébico para
inmunohistoquimica (DAKO). Las laminillas con los cortes se introdujeron en una campana de
vacio durante 1 hora a TA. Las laminillas se colocaron dentro de una camara humeda, una vez ahi
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se les lavd con PBS pH 7.4 durante 10 minutos a TA para eliminar el “Tissue-Tek® O.C.T™
Compound”. El tejido se permeabiliz6 con Triton X-100 al 0.2% disuelto en PBS durante 30
minutos a TA (cambiando la solucién cada 10 minutos). En seguida se hicieron tres lavados de
10 minutos a TA con Tween-20 0.05% disuelto en PBS pH 7.4. Se bloqueo con albimina de
suero bovino (SIGMA) al 1% disuelta en una solucién de Tween-20 al 0.05% en PBS durante 2
horas a TA. Las laminillas se incubaron con el anticuerpo primario policlonal hecho en conejo
contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (Abcam) a una concentracién de 1:500 (diluido en la
solucion de bloqueo) durante toda la noche a 4°C. Se hicieron 5 lavados a TA de 5 minutos cada
uno con una solucion de Tween-20 al 0.05% en PBS pH 7.4. Las laminillas se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado con CyTMS5 contra conejo hecho en cabra (CHEMICON)
disuelto en la solucidon de bloqueo a una concentracion de 1:100 durante 1 hora a TA. Las
laminillas se lavaron 5 veces durante S5min (cada ocasion) a TA con Tween 0.05% disuelto en
PBS pH 7.4. Al finalizar, las laminillas se montaron con medio para montar fluorescente
(DakoCytomation). Se monitorearon en el microscopio de fluorescencia y se analizaron con
ayuda del microscopio confocal (Pascal, Zeiss).

5.6 Extraccion de ADN.

Se extrajo ADN de génadas de los grupos de cultivo: control y tratadas con 5-azaC, tanto de
los incubados a TF como a TM. Ademas, se extrajo ADN de cerebro, gonada y mesonefros de
embriones en el PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Los embriones en el PDS eran de la Et27
de 33 dias de incubacion a TF y de Et27 de 59 dias de incubacion a TM. Los del PST eran de la
Et24 de 34 dias de incubacion a TM y de la Et24 de 19 dias de incubacion a TF. Asi mismo, se
extrajo ADN (como control de los grupos de cultivo) de gonadas de embriones de intercambio
(incubados durante 19 dias a TF, después de los cuales durante 14 dias se incubaron a TM) y de
gonadas de embriones incubados durante 33 dias a TM y TF. Estas tiltimas, son gonadas de
embriones pertenecientes al mismo nido del que se tomaron los embriones cuyas gonadas
estuvieron en cultivo. Para realizar la extraccion del ADN de estos tejidos se utilizo DNAzol
(Invitrogen Cat. No. 10503-027).

Se maceraron de 25 a 50 mg de tejido en 1 ml de DNAzol con ayuda de micropistilos
(Eppendorf Cat. N0.0030120973) previamente tratados con DEPC y esterilizados. El tejido
macerado en el DNAzol se incubo por 10 minutos a TA, posteriormente se centrifugd durante 10
minutos a 14,000 rpm a 4°C y el sobrenadante viscoso se transfiri6 a un tubo nuevo. Al
sobrenadante se le adiciond 500 pl de etanol absoluto para precipitar el ADN, esta mezcla se
incubd a TA durante 3min. Después, se centrifugdé 15minutos a 14,000 rpm a 4°C y el
sobrenadante se decant6. Posteriormente, al pellet se le agregaron 800 pl de Etanol al 80% y se
centrifugd por 5 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante se decantd y se dejo que el pellet secard a
TA durante 20 minutos. El pellet (ADN) se disolvié en 300 pl de agua de ampolleta y se incub6 a
50° C durante 10 minutos.

El ADN que se extrajo con DNAzol fue tratado con RNasa A de pancreas bovino (Roche
Applied Science, Cat. No. 1010109142001). Al ADN se le agregé RNasa A, esta ultima quedo a
una concentracion final de 10 pg/ml. Se incubd durante 1 hora a 50° C. Posteriormente, se agregd
un volumen fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1, v/v) (Invitrogen) pH 8. La mezcla
anterior se centrifugd 3 minutos a 14,000 rpm a 4°C. Con ayuda de una punta de 200 ul se
removio la fase acuosa y se transfiri6 a un tubo nuevo. A esta tltima se le adicion6 Acetato de
Sodio pH 5.2 3M en una proporcion equivalente a 1/10 de volumen total (de la fase acuosa), a
esta mezcla se le adicionaron 2.5 volumenes (de la fase acuosa anterior mas el Acetato de Sodio)
de Etanol Absoluto. Se dejo incubando a -20°C toda la noche. Al siguiente dia, se centrifugod
durante 15 minutos a 14,000 rpm a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y al pellet se le agregaron
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800 pl de Etanol al 80%, se centrifugo6 a 14,000 rmp durante Smin a 4°C y el pellet se dejo secar a
TM durante 20 minutos. El pellet (ADN) se disolvié en 18 ul de agua de ampolleta. Se determino
la concentracion del ADN registrando su absorbancia a 260 y 280 nm con ayuda del nanodrop
(ND-1000). Se calcul¢ la pureza del ADN con la formula:

IPypy = AbS, 00 > 1.8

Donde: IPapn: Indice de Pureza del ADN
Absyeo: Lectura de Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 280 nm.
ADbsygo: Lectura de Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 260 nm.

Nota: Para la hidrolisis solamente se utilizaron las muestras que registraban un [Papy = 1.8.

Para calcular la concentracion del ADN se utiliz6 la siguiente formula:

[ADN] s AbSC X Ab5260
Donde: [ADN]: Concentracion de ADN en la muestra.
Absc: Constante de unidad de absorbancia: 50 pug/ml.

Nota: E1 ADN se guard6 a -20° C hasta el dia que fue utilizado para ser hidrolizado.

5.7 Hidralisis del ADN.

Para la hidrdlisis se utilizé 1 pl de acido perclérico (HCI04) al 70% (Sigma) por cada 0.9 pg
de ADN y se incub6 a 100°C durante 1 hora (cuidando que la temperatura permaneciera
constante). Para calcular la cantidad de Hidréxido de Sodio (NaOH) 10 N que se necesitaba para
neutralizar el HC104 al 70% se utiliz6 la siguiente formula:

V _ (NAcido X VAcido)

Base
N

Base

Donde: V: Volumen
N: Normalidad

Nota: La muestra hidrolizada se ajusto a pH 6 agregando 1 pul de HCIO4 1 N y/o NaOH 1 N.

La muestra hidrolizada se pasoé a través de filtros para jeringa de Nylon de 4 mm de 0.2 um de
poro Nalgene (Cat. No. 176-0020). Las muestras se inyectaron en el equipo para HPLC antes de
que transcurrieran 5 horas, a partir del momento en que se ajust6 el pH, mientras tanto se dejaron
a 4°C y se cubrieron de la luz.

5.8 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en ingles:

High-performance liquid chromatography).

Para determinar los tiempos de elucion de las bases nitrogenadas que componen al ADN de
las muestras problema, se utilizaron como estandares de referencia: citosina (C), 5-metilcitosina
(5™C), uracilo (U), guanina (G), timina (T) y adenina (A); proporcionadas por Sigma.

Como controles del método de HPLC puesto a punto en el presente estudio se utiliz6 ADN de
la linea celular CaSki no metilado y metilado in vitro con la enzima CpG Metiltransferasa Sssl
(M.Sssl) (New England BioLabs) donado por el Dr. Alfonso Duenas Gonzalez y el Dr. Erick de
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la Cruz Hernandez de la Unidad de Investigacion Biomédica en Cancer del Instituto Nacional de
Cancerologia y del [IBM, UNAM.

5.8.1 Preparacion de Estandares. Se preparo un stock de cada estandar como se describe a

continuacion:

- Citosina 26.3 mM.- 0.292 mg de citosina se disolvieron en 40 ul de HCI 1 Ny 960
Ml de H,0.
Del stock anterior se tomaron 285 ul y se diluyeron en 715 ul de H,0, para dejarlo a una
concentracion final de 7.5 mM.

- 5-metilcitosina 12.7 mM.- 0.3 g de 5-metilcitosina se disolvieron en 40 ul de HCI
1 Ny 960 ul de H>O.
Del stock anterior se tomaron 24 ul y se diluyeron en 976 ul de H,O, para dejarlo a una
concentracion final de 300 uM.

- Uracilo 16.95 mM.- 1.9 mg de Uracilo se disolvieron en 40 ul de Etanol absoluto,
40 pul de NaOH 1 Ny 920 ul de H,O.
Del stock anterior se tomaron 442 pl y se diluyeron en 558 pl de H,O, para dejarlo a una
concentracion final de 7.5 mM.

- Guanina 8.34 mM.- 1.26 mg se disolvieron en 200 ul de NaOH 1 Ny 800 pl de
H,O.
Del stock anterior se tomaron 900 ul y se diluyeron con 100 pl de H,O para dejarlo a una
concentracion final de 7.5 mM.

- Timina 10 mM.- 2.88 mg de Timina se disolvieron en 200 pl de HCIO 1 Ny 800
Ml de H,O.

- Adenina 11.7 mM.- 1.59 mg se disolvieron en 200 pul HCI 1 N y 800ul de H,O.
Del stock anterior se tomaron 855 ul y se diluyeron en 145 ul de H,0 para dejarlos a una
concentracion final de 10 mM.

La mezcla stock de estandares fue preparada mezclando: 10 ul de citosina 7.5 mM, 10 pl
de 5-metilcitosina 0.3 mM, 5 ul de uracilo 7.5 mM, 5 pl de timina 10.0 mM, 10 pl de guanina 7.0
mM y 5 pl de adenina 10.0 mM; finalmente estd mezcla se diluy6 en 180 pl de HC1O4 pH 6.
150ul de la mezcla stock de estandares, descrita anteriormente, fue diluida en 450 pl

HCIO4 pH 6. A esta ultima solucion le llamaremos “mezcla de trabajo” y contiene los estandares
en las siguientes concentraciones: Citosina (C) 0.083 mM, 5-metilcitosina (5"C) 0.003 puM,
Uracilo (U) 0.456 mM, Guanina (G) 0.077 mM, Timina (T) 0.055 mM y Adenina (A) 0.055 mM.
Esta solucion se paso6 a través de filtros para jeringa de Nylon de 4 mm de poro 0.2 um de
Nalgene (Cat. No. 176-0020), se guardo a 4°C y se protegio de la luz.

5.8.2 Elucion de las muestras y los estandares. Para la separacion, identificacion y
cuantificacion de las bases nitrogenadas se utilizd una columna de fase inversa Ultrasphere C18
de 4.6 mm de diametro interno (DI), 150 mm de longitud y 5 pm de diametro de particula,
ademas de una pre-columna Ultrasphere ODS de 4.6 mm DI, 45 mm de longitud y 5 mm de
diametro de particula, para proteger la columna analitica. La fase modvil consiste de una solucion
amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 3.7 y metanol 99.5 : 0.5 (v/v), la cual conforma la fase
movil débil y como fase movil fuerte se utilizé el amortiguador de fosfatos 10 mM pH 3.7 mas
metanol en una relacion 90 : 10 (v/v). La elucion fue por gradiente como se muestra en la Figura
7. El flujo de la fase movil fue de 0.8ml/min.

La deteccion se realizé a una longitud de onda de 280 nm con una sensibilidad de 0.25
a.u.f.s. El andlisis se realizoé a TA en 30 min. La columna fue re-equilibrada durante 15 min, con
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la fase débil. Después de terminar de hacer las corridas cromatograficas fue necesario lavar
durante 20 min con agua grado HPLC. La identificacion de los picos se realizé comparando los
tiempos de retencion de los estandares con respecto a los tiempos de retencion de los picos
presentes en el cromatograma de las muestras problema (ver Fig. 8 y 9). La solucion estandar se
inyect6 cada 5 corridas de las muestras hidrolizadas. El volumen de inyeccion fue de 10 ul. La
concentracion minima inyectada de ADN hidrolizado de las muestras problema fue de 0.04

ug/ul.

Elucién enforma de gradiente

120
100 A

a0
60

—— Buffer de Elucidn A

Buffer de Elucidn B

40 4
20 1

30 35 45

Tiempo (minutos)

Porcentaje de Buffer de eluci on

| Fig. 7.- Gréfica que muestra el gradiente de elusidn utilizado para el HPCL. |

El porcentaje de 5-metilcitosina (5™C) se calculd, utilizando las areas bajo la curva de los
picos presentes en el cromatograma que indican el tiempo de retencidén de 5™C y C, de acuerdo a
la siguiente formula reportada por Corvetta et al. (1991):

%5™C
%5"C=|, '» %100
(wsmc+C)
Ademas, también se calculd el porcentaje de 5™C substituyendo en la formula anterior las
concentraciones Molares de la 5™C y C (Loennechen et al., 1989). La concentracion Molar de
5™C y C en la muestra problema se calcul6 con la siguiente formula:

RF * ABCP = MP
Donde: ABCP: Area bajo la curva del pico presente en el cromatograma que indica el
tiempo de retencion de la base en la muestra problema.
MP: Molaridad de la base en la muestra problema
RF: Factor de retencion del estandar de la mezcla de trabajo.

El RF se calcul6 con la siguiente formula:
MS

Donde: MS: Molaridad del estandar en la mezcla de trabajo.
ABC: Area bajo la curva del pico presente en el cromatograma que indica el
tiempo de retencion del estandar de la mezcla de trabajo.

Los resultados fueron analizados con ayuda del programa estadistico Statgraphics Plus
Version 5, aplicando las pruebas estadisticas de Kruskall-Wallis y T-Wilcoxon, segun fuera
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necesario. Ademas, a los grupos de analisis a los que se les aplico la prueba de Kruskall-Wallis se
les analiz6 adicionalmente con la prueba de rangos multiples.
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Fig. 8.- Cromatograma que muestra los tiempos de

elusion de los estandares.

Fig. 9.- Cromatograma que muestra los tiempos de
elusién de las bases nitrogenadas de ADN
hidrolizado de un pool de génadas de L. olivacea de
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6. Resultados

6.1 Las gonadas de L. olivacea de etapas 23 y 24 se encuentran
morfologicamente indiferenciadas, pero las gonadas de etapa 27 (Et27)
muestran caracteristicas de ovario o testiculo.

A fin de describir la morfologia de las gonadas in vivo en el periodo indeterminado (PI) y en
el periodo de determinacion sexual (PDS) de embriones incubados a temperatura masculinizante
y feminizante se empleo microscopia confocal. En las etapas 23 y 24 de embriones incubados a
26°C (temperatura masculinizante: TM) y 33°C (temperatura feminizante: TF), respectivamente,
las gbnadas estan morfologicamente indiferenciadas (Figs. 10 y 11). Estudios previos
demostraron que al intercambiar los embriones incubados de TM a TF e inversamente en estas
etapas, mas del 95% responden a la temperatura de intercambio, por lo que se considerd que se
encontraban en el periodo de sexo indeterminado (PI). Sin embargo, en la Et27 es posible
distinguir testiculos (Fig. 12) y ovarios (Fig. 13) en los embriones incubados a TM y TF,
respectivamente. En esta etapa, al hacer intercambios de temperatura ningin embridn respondi6 a
la segunda temperatura por lo que se considero que se encontraban en el periodo de
determinacion sexual (PDS).

Como puede apreciarse en las Figs. 10y 11, las crestas genitales de embriones incubados a
TM o TF presentan la region medular ocupada por los cordones medulares (cm) y la region
cortical (RC) opuesta al mesonefros (mes), esta tltima se forma por células epiteliales (E) que
envuelven a numerosas células germinales (CG).



Fig. 10.-_ Etapa 23 a 26°C (TM)

Fig. 11.- Etapa 24 a 33°C (TF)

Las crestas genitales de embriones incubados a TM y TF presentan la region medular (M) ocupada por los
cordones medulares (cm) y la region cortical (RC) opuesta al mesonefros (mes), esta tltima se forma por células
epiteliales (E) que envuelven a numerosas células germinales (CG).

Fig. 12.- Etapa 27 a 26°C (TM)

En la Et27 es posible distinguir testiculos en los
embriones incubados a TM. Las génadas de
embriones incubados a TM muestran caracteristicas
estructurales similares a las de las gonadas
indiferenciadas. Es decir, poseen claros cordones
medulares rodeados de tejido estomatico y asociados
al epitelio cortical, en el cual se encuentran la
mayoria de las células germinales. Cordones
medulares (cm), Region cortical (RC), Mesonefros
(mes), Células epiteliales (E), Células germinales
(CG) y Region medular (M)

Fig. 13.- Etapa 27 a 33°C (TF)

En la Et27 es posible distinguir ovarios en los
embriones incubados a TF. El epitelio cortical
aumenta de espesor y contiene muchas de las células
germinales, los cordones medulares todavia son
evidentes.

Cordones medulares (cm), Region cortical (RC),
Mesonefros (mes), Células epiteliales (E), Células
germinales (CG) y Region Medular (M)
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6.2 Para el cultivo de érganos se emplearon gonadas de embriones en el
Periodo Indeterminado (PI1) de la Et24 incubados a temperatura feminizante
durante 19 dias.

Para el cultivo de 6rganos se emplearon gonadas de embriones de Et24 incubados durante
19 dias a 33°C (TF) del PI, debido a que como se muestra en la tabla B el 100% de los embriones
incubados a TF durante los primeros 19 dias de incubacion responden a la temperatura cuando
son transferidos a 26°C (TM) lo cual nos da la seguridad de que todas las gonadas que se incuben
a TM responderan al cambio de temperatura. Ademas, las gonadas de Et24 a TF tienen un
tamafo razonable como para que la diseccion se realice de forma rapida, lo cual no compromete
la viabilidad de la gonada y permite que ésta llegue al cultivo en las mejores condiciones
posibles. Por otro lado, como se muestra en la tabla A para estar seguros de que el 100% de las
gonadas incubadas inicialmente a TM al ser transferidas a TF respondan al cambio de
temperatura necesitariamos iniciar el cultivo con gonadas de Et22 lo cual es practicamente
imposible puesto que la gonada es muy pequeila como para ser disecada.

Segun lo reportado por Moreno-Mendoza et al. (2001) la deteccion histologica e
inmunocitoquimica de SOX9 revela que las gonadas en cultivo de 6rganos y las gonadas in vivo
tienen una respuesta similar cuando su temperatura de incubacion inicial es de 33°C (TF) y se les
cambia a una temperatura de incubacion de 26°C (TM). Esto nos hace suponer que el camino
molecular de DTS no se altera bajo condiciones de cultivo. Por esta razon, esperabamos que:

- Las gonadas de Et24 incubadas 19 dias a 33°C después de ser colocadas en cultivo
durante 14 dias tuvieran caracteristicas morfoldgicas, histoldgicas y moleculares
semejantes a las de las gonadas de embriones intercambiados de TF a TM de 33 dias (19
dias a TF + 14 dias a TM).

- Las gonadas de Et24 incubadas 19 dias a 33°C después de ser colocadas en cultivo
durante 14 dias a TM se encontraran en la Et26 tal como sucede con las gonadas
intercambiadas de TF a TM (ver tabla B).

- Las gonadas de Et24 incubadas 19 dias a 33°C después de ser colocadas en cultivo
durante 14 dias a TF se encontraran en la Et27 tal como sucede con las gonadas incubadas
durante 33 dias a de TF.

- Tanto las gonadas in vitro incubadas a TM y TF se encontrarian dentro del PDS (ver Fig.
0).

Por lo tanto, esperdbamos que si todo lo anterior es cierto “al concluir los 14 dias de cultivo el
nivel de metilacion del ADN de las gonadas in vitro incubadas a TM se asemejarian al de las
gbnadas provenientes de embriones intercambiados de TF a TM de 33 dias (19 dias a TF + 14
dias a TM), mientras que el nivel de metilacion de las gonadas in vitro incubadas a TF se
asemejarian a las de las gonadas provenientes de embriones incubados durante 33 dias a TF”.
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6.2.1 El tamafio de las gonadas en cultivo tratadas con 5-azacitidina (5-azaC)
presenta un decremento significativo con respecto al de las no tratadas.

Se midi¢ el area de las gonadas en cultivo a fin de determinar si el tratamiento con 5-azaC
afecta su crecimiento. Se observo un decremento estadisticamente significativo (p<0.05) en el
tamarfio de las gonadas, incubadas a TM o TF, tratadas con 10 y 20 pg/ml de 5-azaC con respecto
a las no tratadas con 5-azaC (Figs. 14 y 15).

Area de gdénadas en cultivo tratadas y no tratadas con
20 pg/ml de 5-azaC
(H=8.56579, gl=3, p<0.05)

Area (mm?)
oo

4 - Y A

2 [ e A

fa TM Control = TM 5-azaC =TF Control » TF 5-azaC

Fig. 14.- Gréfica donde se muestra el area (mm?) de las génadas de L. olivacea en cultivo en presencia 'y
ausencia de 20 pg/ml de 5-azaC.

El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que hay una diferencia estadistica significativa (H=8.56579, gl=3
p<0.05) entre algunos de los 4 grupos analizados que se muestran en la grafica. Con los simbolos: W y A se sefiala
entre que grupos, segun la prueba de rangos multiples, existe una diferencia estadisticamente significativa. Los
grupos sefialados con un mismo simbolo presentan una diferencia significativa entre si

TM Control TM 5-azaC TF Control TF 5-azac

. . 1mm Tmi

Fig. 15 Gdnadas de L. olivacea de Et24 de 19 dias de incubacion a TM después de 14 dias de estar en cultivo de
6rganos en presencia y en ausencia de 20 pg/ml de 5-azaC.
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6.2.2 El tamafio de las gbnadas en cultivo tratadas con Tricostantina A (TSA) no
presenta un decremento significativo con respecto al de las no tratadas.

Se midi¢ el area de las gonadas en cultivo a fin de determinar si el tratamiento con TSA
afecta su crecimiento. No se observo un decremento estadisticamente significativo (p<0.05) en el
tamafio de las gonadas, incubadas a TM o TF, tratadas con 400 y 800 ng/ml de TSA con respecto
a las no tratadas con TSA (Figs. 16y 17).

Area de goénadas en cultivo tratadas y no tratadas con
800 ng/ml de TSA
(H=5.71105 , gI=3, p>0.05)

Area (mm?2)
[s=]

i / &"'@S

i TM Control wT =TF Control STFTSA

Fig. 16.- Gréfica donde se muestra el &rea (mm?) de las génadas de L. olivacea en cultivo de 6rganos en

presencia y ausencia de 800 ng/ml de TSA.
El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que no hay una diferencia estadistica significativa entre los 4
grupos analizados que se muestran en la grafica (H=5.71105, gl=3, p> 0.05).

TM Control TM TSA TF Control TF TSA

Fig. 17 Génadas de L. olivacea de Et24 de 19 dias de incubacion a TF después de estar 14 dias en cultivo de
organos en presencia y en ausencia de 800 ng/ml de TSA.

":]
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6.3 Efecto de la temperatura sobre la distribucion in situ de la modificacion
post-traduccional en la histona H3 acetilada en la lisina 18 (H3K18ac).

Como hemos mencionado, la acetilacion de histonas generalmente se asocia a un estado
transcripcionalmente activo de la cromatina. Por lo anterior, decidimos evaluar el efecto de la
temperatura sobre los patrones de distribucion de la acetilacion de histonas, para lo cual
utilizamos como marcador el patron de distribucion in situ de la modificacion post-traduccional
en la histona H3 acetilada en la lisina 18 (H3K18ac) detectado con al anticuerpo anti-H3K18ac.
Con este fin, se disecaron gonadas de embriones de Et24 de 19 dias de incubacion a TF, las
cuales se colocaron en cultivo de 6rganos tratdndolos o no con los inhibidores de los
remodeladores de la cromatina 5-azaC o TSA. Después de 14 dias de cultivo, las gonadas fueron
procesadas para inmunofluorescencia utilizando como anticuerpo primario: anti-H3K18ac.

6.3.1 La temperatura afecta el volumen nuclear y la distribucion in situ de la
modificacion post-traduccional en la histona H3K18ac.

Se utilizé un anticuerpo anti-H3K18ac para evaluar la distribucion de la modificacion post-
traduccional en la histona H3K18ac en los nucleos de las células de las gonadas cultivadas en
ausencia de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina durante 14 dias a TM y TF,
respectivamente (Figs. 18 y 19). El volumen nuclear y la distribucién del anticuerpo anti-
H3K18ac en la cromatina se ven claramente influenciados por la temperatura de incubacion. En
TM los nucleos son mas pequeiios y homogéneos (Fig. 18) en tanto que en TF los nticleos son
dos 0 mas veces mayores y presentan una distribucion heterogénea de la cromatina (Fig. 19).
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Fig. 18.- TM

En la figura 18 se observa la distribucion del anticuerpo
anti-H3K 18ac en los nucleos de las células de las
gonadas cultivadas durante 14 dias a TM. El volumen
nuclear y la distribucion del anticuerpo anti-H3K18ac en
la cromatina se ven claramente influenciados por la
temperatura de incubacion. En TM los nticleos son
pequeiios y homogéneos. Cordones medulares (cm),
Region cortical (RC), Células epiteliales (E) y Region
Medular (M)

Fig. 19.- TE

En la figura 18 se observa la distribucion del anticuerpo
anti-H3K18ac en los niicleos de las células de las
gobnadas cultivadas durante 14 dias a TF. Los nucleos
son dos 0 mas veces mayores con respecto a los de TM
y presentan una distribucion heterogénea de la
cromatina. Cordones medulares (cm), Region cortical
(RC), Células epiteliales (E) y Region Medular (M)
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6.3.2 La distribucion del anticuerpo anti-H3K18ac en los nucleos de la corteza de las
gonadas in vitro tratadas con 5-azaC genera una sefial de mayor intensidad que la que
genera en los nucleos medulares.

A fin de determinar si el efecto de la temperatura sobre el volumen nuclear y la
distribucion in situ de la modificacion post-traduccional en la histona H3K 18ac depende de la
actividad de las ADNMTs, se determind la distribucion de esta modificacion post-traduccional
con el anticuerpo anti- H3K 18ac en génadas en cultivo tratadas con 5-azacitidina (5aza-C), un
inhibidor de la actividad de las ADNMTs. Las gonadas en cultivo se trataron con 5-azaC en las
siguientes concentraciones: 10 y 20 ug/ml. Después de 14 dias de cultivo en presencia de Saza-C
(20 pg/ml), se encontrd una distribucion regional diferente sobre el patron de distribucion del
anticuerpo anti-H3K18ac en los nucleos de las células medulares y corticales. Este mismo patron
de distribucion del anticuerpo anti-H3K 18ac se observd en los nucleos de las células medulares y
corticales de las gonadas en cultivo tratadas con 10 pg/ml de 5-azaC (resultados no mostrados).
Los nucleos de la corteza muestran en general una mayor intensidad que la de los nticleos
medulares (Figs. 20 y 21). El efecto del inhibidor de la metilacion del ADN sobre el patron de
expresion del anticuerpo anti-H3K 18ac fue similar en las gonadas incubadas a TM y a TF. La
diferencia en el tamafio de los ntcleos debida a la temperatura de incubacion, no se vio
modificada por la presencia de la 5aza-C en el medio de cultivo. Por lo tanto, parece ser que el
patron de distribucion de la modificacion pos-traduccional H3K18ac no parece depender de la
actividad de las ADNMTs.

[

10 um

Fig. 20.- TM+5-azaC (20 pg/ml) Fig. 21.- TE+5-azaC (20 pg/ml)

La distribucion del anticuerpo anti-H3K18ac en la cromatina de los nticleos de la corteza de las gonadas en
cultivo incubadas a TM y TF tratadas con 5-azaC (20 pg/ml) muestra en general una mayor intensidad que la de
los nucleos medulares. Cordones medulares (cm), Region cortical (RC), Células epiteliales (E), Células
germinales (CG) y Region Medular (M). Para ver controles remitirse a Figs. 18 y 19.
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6.3.3 TSA tienen un efecto tdxico sobre las gonadas en cultivo incubadas a
Temperatura Masculinizante (TM) y Feminizante (TF).

A fin de determinar si el efecto de la temperatura sobre el volumen nuclear y la
distribucion in situ de la modificacion post-traduccional en la histona H3K 18ac depende de la
actividad de las acetilasas de histonas (HDAC), se determind la distribucién de esta modificacion
post-traduccional con el anticuerpo anti- H3K18ac en gonadas en cultivo tratadas con
Tricostantina A (TSA), un inhibidor de la actividad de las HDACs (50, 100, 200, 400 y 800
ng/ml).

El efecto de TSA sobre las células de las génadas en cultivo resulté severamente toxico a
todas las dosis y a las dos temperaturas. Aunque algunos nucleos parecen resistir el efecto toxico,
la gran mayoria de ellos fueron deformados y numerosos grumos pignoticos detectados con el
anticuerpo anti-H3K18ac aparecieron dispersos en las gonadas en cultivo (Figs. 19 y 20).

Fig. 22.- TM+TSA (50 ng/ml) Fig. 23- TF+TSA (50 ng/ml)

El efecto de TSA sobre las células de las gonadas en cultivo resultod severamente toxico a todas las dosis y a las dos
temperaturas. Aunque algunos nticleos parecen resistir el efecto toxico, la gran mayoria de ellos fueron deformados y
numerosos grumos pignoéticos detectados con el anticuerpo contra la aH3K 18 aparecieron dispersos en las gonadas
en cultivo. Region medular (M), grumos pignoticos (gm), nicleos deformados (nd), nucleos que parecen resistir el
efecto toxico de TSA (nr). Para ver controles remitirse a Figs. 18 y 19.
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6.4 Mediante HPLC se evaluo el efecto de la temperatura sobre la
metilacion del ADN en gonadas en cultivo de érganos

Para determinar los niveles globales de metilacion del ADN en las gonadas in vitro tratadas y
no tratadas con 5-azaC incubadas a TM o TF, se utilizo la técnica de HPLC previamente descrita
y los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de Kruskall-Wallis.

6.4.1 El nivel global de metilacion del ADN de la linea celular CaSki tratado con CpG
metiltransferasa Sssl (M.Sssl) aumenta con respecto al del no tratado.

La confiabilidad de la técnica de HPLC se comprob6 mediante analizar el porcentaje de
metilacion del ADN de la linea celular CaSki no metilado y metilado in vitro con la enzima CpG
metiltransferasa SssI (M.SssI) (New England BioLabs). Al analizar los porcentajes de metilacion
de las muestras anteriores con la prueba estadistica T-Wilcoxon se demostrd que hay diferencia
estadistica entre ambas muestras (T=-13.52, k=3, p<0.05) (Fig. 24).

Mediante HPLC encontramos que en el ADN de CaSki metilado in vitro con M.Sssl el 5.2%
de las Citosinas se encuentran metiladas. Mientras que en el ADN de CaSki no metilado in vitro
el 2.2% de las Citosinas se encuentran metiladas. Estos resultados muestran que la técnica de
HPLC que utilizamos en este estudio nos permiti¢ detectar el aumento del porcentaje de citosinas
metiladas generadas por metilar in vitro con M.Sssl el ADN de CaSki. No esperabamos que el
100% de las Citosinas del ADN de CaSki metilado in vitro se encontraran metiladas, debido a
que esta enzima solo metila los residuos de Citosina que se encuentran dentro del dinucleétido
CpG de la doble cadena del ADN. Sin embargo, si esperabamos que al comparar el porcentaje de
citosinas metiladas del ADN metilado in vitro de CaSki fuera mayor con respecto al del no
metilado in vitro, lo cual si sucedié como se puede observar en la Fig. 24. Esto nos ayuda a
comprobar que esta técnica arroja resultados confiables.
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Nivel global de metilacion del ADN de la Linea Celular
CaSki.
(T=-13.52, k=3, p<0.05)
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Fig. 24.- Gréfica en la que se representa el porcentaje de metilacion del ADN de la linea celular CaSki no
metilado y metilado in vitro con la CpG metiltransferasa Sssl (M.Sssl).

El analisis con la prueba estadistica T-Wilcoxon muestra que hay un diferencia estadistica significativa entre los dos
grupos analizados (T=13.52, k=3, p<0.05).
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6.4.2 El nivel global de metilacion del ADN de las génadas in vitro a TM tratadas con 5-
azaC disminuye con respecto al de las gonadas in vivo incubadas a TM.

Se compard el porcentaje de metilacion del ADN de gonadas cultivadas durante 14 dias a
TM en presencia o en ausencia del inhibidor 5-azaC, con el porcentaje de metilacion de gonadas
in vivo de embriones del mismo nido mantenidos a TM o cambiados de TF a TM durante 14 dias.
La edad de las gonadas analizadas in vivo fue de 33 dias, equivalente a las gonadas en cultivo. Es
decir, la edad de las gonadas en cultivo fue de 19+14=33 dias (se disecaron en el dia 19 para
colocarlas en cultivo + 14 dias de cultivo) (Fig. 25). El andlisis estadistico mostr6é que entre
algunos de estos 4 grupos existe una diferencia estadistica significativa (H=8.2, gl=3, p<0.5) (Fig.
25). La prueba de rangos multiples reporto que:

- No existe una diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el porcentaje de
metilacion del ADN de gonadas in vivo incubadas a TM con respecto al que presentan las
gbnadas in vivo cuya temperatura de incubacion se cambid de TF a TM.

- No se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre el porcentaje
de metilacion del ADN de las gonadas in vivo cuya temperatura de incubacion se cambio de TF a
TM con respecto al que presentan las goénadas in vitro (en cultivo de 6rganos) a TM en ausencia
de 5-azaC.

- No se encontr6 diferencia significativa (p>0.05) entre el nivel de metilacion de las
gbnadas in vivo incubadas a TM con respecto al que presenta las gonadas in vitro en ausencia de
5-azaC a TM.

- El nivel de metilacién del ADN de las gonadas in vitro a TM en presencia de 20 pg/ml 5-
azaC disminuye de forma estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto al que presentan
las gonadas in vivo incubadas a TM.

- No se registré una diferencia significativa (p>0.05) entre el nivel de metilacion del ADN
de las génadas in vitro en ausencia de 5-azaC a TM con respecto al que presentan las gonadas in
vitro en presencia de 20 png/ml de 5-azaC.

Como se describid anteriormente, contrario a nuestras expectativas no existié un decremento
significativo en los niveles de metilacion del ADN de las gonadas en cultivo incubadas a TM en
presencia del inhibidor de las ADNMTs 5-azaC con respecto a las que no fueron tratadas con
dicho inhibidor. Sin embargo, si existié un decremento significativo del nivel de metilacion del
ADN de las gonadas en cultivo incubadas a TM en presencia del inhibidor con respecto a las
gonadas in vivo incubadas durante 33 dias a TM. Lo cual parece indicar que la inhibicion de las
ADNMTs disminuye el nivel de metilacion del ADN de las gonadas incubadas a TM.

Por otro lado, parece ser (aunque esta diferencia no es significativa estadisticamente) que el
nivel de metilacion de las gonadas en cultivo a TM en ausencia del inhibidor disminuye con
respecto al de los controles in vivo. Parece ser que esta disminucion en el nivel de metilacion del
ADN de las gonadas in vitro se genera como una respuesta ante las condiciones experimentales
en las que se encontraban. Debido a que la hipo-metilacion del ADN generalmente se relaciona
con la activacion transcripcional de genes (Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991), esta
diminucién en los niveles de metilacion del ADN en las gonadas in vitro pudiera indicar que, en
estas condiciones, las génadas activan la expresion de una serie de genes que normalmente no se
activarian si las gonadas continuaran su desarrollo en el embrion. Es posible que estos genes
participen en ayudar a la sobrevivencia de la gonada en condiciones de cultivo. Se ha
demostrado, que ante condiciones de estrés que ponen en peligro al organismo se activan una
serie de genes que protegen al organismo ante tales circunstancias (Gracey ef al., 2004; Gilbert et
al., 2007).
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Nivel global de metilacion del ADN de gonadas en
cultivo de organos a TM y sus respectivos controles.
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Fig. 25.- Grafica en la que se representa el porcentaje de metilacion del ADN de génadas incubadas a TM: In
vivo [aisladas de embriones de: Et24 incubados durante 33 dias a TM y de Et26 de Intercambio (Incubados
por 19 dias a TF y los 14 dias posteriores incubados a TM)] e In vitro en ausencia y en presencia de 20 pg/ml

de 5-azaC.

El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que hay una diferencia estadistica significativa (H=8.2, gl=3,
p<0.05) entre algunos de los cuatro grupos analizados. Con el simbolo: @se sefiala entre qué grupos, segun la
prueba de rangos miultiples, existe una diferencia estadisticamente significativa.
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6.4.3 El nivel global de metilacion del ADN de las génadas in vitro a TF tratadas y no
tratadas con 5-azaC aumenta con respecto al que presentan las génadas in vivo incubadas a
TF.

En la Figura 26 se comparan los niveles de metilacion del ADN global entre gonadas in vivo
e in vitro de TF. El andlisis estadistico encontrd que entre estos 3 grupos existe una diferencia
estadistica significativa (H=7.1, gl=2, p<0.05) (Fig. 26). La prueba de rangos multiples reportd
que existe:

- El nivel global de metilacion del ADN de las gonadas in vitro incubadas a TF en ausencia
de 5-azaC aumenta de forma estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto al que
presentan las gonadas in vivo incubadas a TF.

- El nivel global de metilacion del ADN de las gonadas in vitro incubadas a TF en
presencia de 20 pg/ml 5-azaC aumenta de forma estadisticamente significativa (p<0.05) con
respecto al que presentan las gonadas in vivo incubadas a TF.

- No se encontro una diferencia significativa (p>0.05) entre los niveles globales de
metilacion del ADN de las gonadas in vitro incubadas a TF en ausencia y presencia de 5-azaC.

Como se describi6 anteriormente, contrario a nuestras expectativas no existio un decremento
significativo en los niveles de metilacion del ADN de las gonadas en cultivo incubadas a TF en
presencia del inhibidor de las ADNMTs 5-azaC con respecto a las que no fueron tratadas con
dicho inhibidor.

Por oto lado, el nivel de metilacion de las génadas en cultivo a TF en ausencia y presencia
del inhibidor aumenta con respecto al de los controles in vivo. Parece ser que este aumento en el
nivel de metilacion del ADN de las gonadas in vitro se genera como una respuesta ante las
condiciones experimentales en las que se encontraban. Debido a que la hiper-metilacion del ADN
generalmente se relaciona con la represion transcripcional de genes (Antequera ef al., 1989;
Boyes y Bird, 1991), este aumento en los niveles de metilacion del ADN en las génadas in vitro
pudiera indicar que, en estas condiciones, las génadas reprimen la expresion de una serie de
genes que pudieran afectar la viabilidad de la gonada en condiciones de cultivo. Se ha
demostrado que ante condiciones de estrés que ponen en peligro al organismo cambian los
niveles de expresion de una serie de genes, lo cual protege al organismo de tales circunstancias
(Gracey et al., 2004; Gilbert et al., 2007).
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Nivel global de metilacion del ADN de gonadas en
cultivo de érganos a TF y sus respectivos controles.
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Fig. 26.- Grafica en la que se representa el porcentaje de metilacion del ADN de gonadas incubadas a TF: In
vivo (aisladas de embriones de L. olivacea en la Et27 33 dias de incubacidn) e In vitro en ausenciay en
presencia de 20 ug/ml de 5-azaC.

El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que hay un diferencia estadistica significativa (H=7.1, gl=2,
p<0.05) entre los cuatro grupos analizados. Con los simbolos: ‘y % se sefiala entre que grupos, seglin la prueba de
rangos multiples, existe una diferencia estadisticamente significativa. Los grupos sefialados con un mismo simbolo
presentan una diferencia significativa entre si.
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6.5 Mediante HPLC se evaluo el efecto de la temperatura sobre la
metilacion del ADN en gonadas in vivo de embriones de L. olivacea.

Debido a que las diferencias significativas detectadas entre las gonadas aisladas y
cultivadas tanto por efecto de la temperatura como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado
por la condicioén experimental en que se mantuvieron, se determinaron los niveles globales de
metilacion del ADN en las gonadas in vivo mediante HPLC y los resultados fueron analizados
con la prueba estadistica de Kruskall-Wallis.

6.5.1 El nivel global de metilacién del ADN de las génadas in vivo en el Perido Sensible
a la Temperatura (PST) no difiere al de las génadas en el Periodo de Determinacién Sexual
(PDS), incubadasa TF o TM.

En la Figura 27 se muestra el nivel global de metilacion del ADN de las gonadas de
embriones en el PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Las gonadas de embriones en el PDS son
de Et27 de 33 dias de incubacion a TF y de Et27 de 59 dias de incubacion a TM. Los del PST son
de Et24 de 34 dias de incubacion a TM y de Et24 de 19 dias de incubacion a TF. El anélisis
estadistico de Kruskall-Wallis encontr6 que entre algunos de estos 4 grupos no existe una
diferencia estadistica significativa (H=2.06, gl=3, p>0.05). La prueba de rangos multiples reporto
que:

- No existe una diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el porcentaje de
metilacion del ADN de las gonadas en el PDS con respecto al que presentan las gonadas en el
PST, ambas provenientes de embriones incubados a TF.

- No existe diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el porcentaje de metilacion del
ADN de las gonadas en el PDS con respecto al que presentan las génadas en el PST, ambas
provenientes de embriones incubados a TM.

- No existe una diferencia estadistica significativa (p>0.0.5) entre el nivel global de
metilacion del ADN de las gonadas de embriones en el PST incubados a TF con respecto al que
presentan las gonadas de embriones en el PST incubados a TM.

- No existe diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el nivel global de metilacién
del ADN de las goénadas de embriones en el PDS incubados a TF con respecto al que presentan
las génadas de embriones incubados a TM en el PDS.

A pesar de nuestras expectativas, no detectamos diferencias significativas en las gonadas ni
en funcion de la etapa de desarrollo ni en relacion a la temperatura de incubacion. El resultado
resulté sorprendente ya que en las gonadas de L. olivacea la expresion de varios genes como:
Sox9, Dmrtl -relevantes en la determinacion sexual- y Dax/-revelantes en la diferenciacion
sexual- difieren dependiendo de la etapa de desarrollo entre las gonadas incubadas a TM y TF
(Torres-Maldonado et al., 2002). Por lo cual, dependiendo de la temperatura de incubacién y la
etapa de desarrollo es posible que existan diferencias especificas en los niveles de metilacion de
los elementos reguladores de dichos genes que no son posibles de detectar mediante esté4 técnica.
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Nivel global de metilacién del ADN de la génada de
embriones de L. olivacea.
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Fig. 27.- Gréfica en la que se representa el porcentaje de metilacion del ADN de génadas in vivo aisladas de
embriones de L. olivacea del Periodo Sensible a la Temperatura (PST) y Periodo de Determinacion Sexual
(PDS) incubadosa TFy TM.

El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que no hay una diferencia estadistica significativa (H=2.06, gl=3,
p>0.05) entre los 4 grupos analizados.
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6.6 Mediante HPL.C se evaluo el efecto de la temperatura sobre la
metilacion del ADN del cerebro de embriones del Pl y PDS de L. olivacea.

Merchant-Larios et al. (1989) han propuesto que el sistema neuroendocrino tiene un papel
importante en la determinacion sexual en la tortuga L. olivacea; debido a que han encontrado que
en las gonadas indiferenciadas existen terminales nerviosas que no estan presentes en mamiferos.
Gutiérrez-Ospina et al. (1999) encontraron fibras nerviosas en el parénquima durante el PST.
Estas fibras se identificaron claramente en las etapas 24-27, etapas en las que se determina el
ovario a TF. Ademas, reportan que estas fibras se originan de la médula espinal. Por lo tanto,
proponen que la médula espinal y las inervaciones que se derivan de ésta participan en dirigir o
modular los procesos que determinan y/o diferencian sexual a la gébnada de forma dependiente a
la temperatura, particularmente en embriones femeninos de L. olivacea. Coomber et al. (1997) y
Salame-Méndez et al. (1998) reportaron, respectivamente, que en diferentes regiones del
hipotadlamo de la lagartija y la tortuga marina L. olivacea la temperatura de incubacion regula el
metabolismo oxidativo y la aromatizacion de la testosterona (T) regulando asi la transformacion
de T a estradiol (E2), esta regulacion es independiente a los niveles circulantes de las hormonas
sexuales. En este escenario, la TF puede incrementar la conversion local de testosterona a
estrogeno mediante aumentar la concentracion y actividad del gen aromatasa p450 (Desvages et
al., 1993; Dorizzi et al., 1994; Lance y Bogart, 1991). Debido a que los estrogenos tienen un
efecto feminizante en los embriones en desarrollo (Bull et al., 1998; Dorizzi et al., 1991), el
incremento de la produccién del estrogeno puede disparar el programa de diferenciacioén ovarica
(Wibbels et al., 1993). A partir de estos datos se ha propuesto que el cerebro actua como sensor
de la temperatura de incubacion, de tal forma que ante una TF aumenta la tasa de transformacion
de T a E2 en el cerebro, de esta manera al elevarse la concentracion de E2 se activan los eventos
moleculares encargados de activar o regular la determinacion sexual femenina (Salame-Méndez
et al., 1998). Debido a esto, nosotros esperabamos que “‘el nivel de metilacion del ADN del
cerebro in vivo del PST incubado a TM difiriera al que presenta el cerebro del mismo periodo
incubado a TF. Ademas de que dicha diferencia se mantuviera o aumentara durante el PDS”. Para
poner a prueba esta hipdtesis determinamos los niveles globales de metilacion del ADN en el
cerebro in vivo mediante HPLC.

6.6.1 El nivel global de metilacion del ADN del cerebro de embriones en el PST
aumenta con respecto al del cerebro de embriones en el PDS, incubados tanto a TF como a
TM.

En la Figura 28 se muestra el nivel global de metilaciéon del ADN de cerebros de embriones
en el PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Las gonadas de embriones en el PDS son de Et27 de
33 dias de incubacion a TF y de Et27 de 59 dias de incubacién a TM. Los del PST son de Et24 de
34 dias de incubacion a TM y de Et24 de 19 dias de incubacion a TF. El analisis estadistico de
Kruskall-Wallis encontré que entre algunos de estos 4 grupos existe una diferencia estadistica
significativa (H=22.1, gl=3, p<0.05). La prueba de rangos multiples reportd que:

- El nivel de metilacion del ADN del cerebro embrionario en el PDS aumenta
significativamente (p<0.05) con respecto al que presenta el cerebro en el PST, en embriones
incubados tanto a TF como a TM.

- No existe una diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el nivel global de
metilacion del ADN del cerebro de embriones en el PST incubados a TF con respecto al del
cerebro de embriones incubados a TM en el PST.



93

- No existe diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el nivel global de metilacion
del ADN del cerebro de embriones incubados a TF en el PDS con respecto al que presenta el
cerebro de embriones incubados a TM en el PDS.

Tawa et al (1990) reportan que los niveles de metilacion del cerebro del raton incrementan
paulatinamente conforme avanza su desarrollo. De acuerdo con los presentes resultados, se
observa este mismo patrén en el cerebro de L. olivacea puesto que los niveles de metilacion del
ADN del cerebro de Et27 son mayores a los de la Et24. Esto puede atribuirse al hecho de que los
niveles de metilacion del ADN se incrementan en funcion de la estabilizacion de las células
diferenciadas.

Estudios previos de nuestro grupo mostraron que existen diferencias significativas en la
actividad esteroidogénica durante el desarrollo del cerebro de L. olivacea dependiendo de la etapa
y la temperatura de incubacion (Salame-Méndez et al., 1998). Salame et al. (1998) reportan
diferentes concentraciones de estradiol en el cerebro posterior de L. olivacea. En el cerebro de
embriones incubados a TF se report6 una concentracion de estradiol de 40 pg/mg de proteina,
mientras que en embriones incubados a TM la concentracion reportada fue de 5 pg/mg de
proteina. Debido a estos resultados, nosotros esperabamos encontrar diferencias entre los niveles
de metilacion del ADN del cerebro de embriones de la misma etapa incubados a distinta
temperatura. Sin embargo, esto no sucedid. Por otro lado, Torres-Maldonado (2001) evalu¢ el
nivel de expresion del mRNA de los genes Sox9 y aromatasa p450 en la region anterior y
posterior del cerebro de embriones de Et23 a la Et27 incubados a TM y TF. En dicho estudio se
reporta que el mensajero del gen Sox9 estd presente en ambas regiones del cerebro de ambas
temperaturas y en todas las etapas que evaluaron, por lo cual sugieren que aunque en el cerebro
este gen regule su desarrollo no est4 relacionado con la determinacion del sexo de L. olivacea. En
cuanto a la expresion del gen aromatasa P450 en cerebro anterior y posterior no observaron
diferencias entre las dos temperaturas en ninguna de las etapas evaluadas, por lo cual sugieren
que la regulacion de la expresion de este gen puede darse a nivel post-transcripcional. Nuestros
resultados aparentemente coinciden con esto tltimo, sin embargo no podemos afirmarlo
tajantemente puesto que la técnica de HPLC que utilizamos no detecta cambios en el nivel de
metilacion de los elementos reguladores de genes especificos, en este caso aquellos relacionados
con la regulacion de las vias esteroidogénicas.
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Nivel global de metilacion del ADN del cerebro de
embriones de L. olivacea.
(H=22.1, gl=3, p<0.05)
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Fig. 28.- Gréfica en la que se representa el porcentaje de metilacion del ADN de cerebros aislados de
embriones de L. olivacea en el PST y PDS incubadosa TM y TF.

El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que hay un diferencia estadistica significativa (H=22.1, gl=3,
p<0.05) entre algunos de los 4 grupos de muestras representados en esta grafica. Con los simbolos: +y A s
sefiala entre qué grupos, segun la prueba de rangos multiples, existe una diferencia estadisticamente significativa.
Los grupos sefialados con un mismo simbolo presentan una diferencia significativa entre si
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6.7 Mediante HPLC se evaluo el efecto de la temperatura sobre la
metilacion del ADN del mesonefros de embriones en PST y PDS de L. olivacea

Buehr et al. (1993) y Merchant-Larios et al. (1993) han demostrado que en condiciones in
vitro se requiere la presencia del mesonefros para la formacion de los cordones seminiferos de la
gonada fetal de raton. Por lo cual, postulamos que el mesonefros debe tener un papel importante
en la determinacion sexual por temperatura de la gonada de L. olivacea, si esto es cierto
esperamos que los niveles globales de metilacion del ADN en el mesonefros in vivo del PST
incubado a TM difiera del incubado a TF, ademas de que esta diferencia se mantenga o aumente
durante el PDS. Para probar esta hipotesis determinamos los niveles globales de metilacion del
ADN en el mesonefros in vivo mediante HPLC.

6.7.1 Los niveles globales de metilacion del ADN del mesonefros del PDSa TM
aumentan con respecto a los de TF.

En la Figura 29 se muestra el porcentaje de metilacion del ADN de mesonefros de embriones en el
PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Las gonadas de embriones en el PDS son de Et27 de 33
dias de incubacion a TF y de Et27 de 59 dias de incubacion a TM. Los del PST son de Et24 de 34
dias de incubacion a TM y de Et24 de 19 dias de incubacion a TF. El analisis estadistico de
Kruskall-Wallis encontré que entre algunos de estos 4 grupos existe una diferencia estadistica
significativa (H=19.1, gl=3, p<0.05).La prueba de rangos multiples report6d que:

- El nivel de metilacion del ADN del mesonefros en el PDS disminuye significativamente
(p<0.05) con respecto al que presenta el mesonefros en el PST, ambos provenientes de embriones
incubados a TF.

- El nivel de metilacién del ADN del mesonefros embrionario en el PDS aumenta
significativamente (p<0.05) con respecto al que presenta el mesonefros en el PST en embriones
incubados a TM.

- No existe una diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre el nivel global de
metilacion del ADN del mesonefros de embriones en el PST incubados a TF con respecto al del
mesonefros de embriones en el PST incubados a TM.

- El nivel de metilacion del ADN del mesonefros embrionario en el PDS incubados a TM
aumenta significativamente (p<0.05) con respecto al que presenta el mesonefros en el PDS
incubados a TF.

Como se describio anteriormente, el nivel de metilacion del mesonefros del PDS de Et27 de
TM es mayor que el de TF del mismo periodo y etapa, esto parece indicar que en la Et27 las
células del mesonefros muestran una gran sensibilidad a la temperatura reflejada en los niveles de
metilacion del ADN. El significativo incremento en la metilacion del mesonefros a TM en la
Et27, permite especular sobre un probable rol de las células mesonefricas en la consolidacion y
diferenciacion de los cordones seminiferos de L. olivacea. Debido a que generalmente la
metilacion del ADN se correlaciona con la regulacion negativa de la expresion genética
(Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991) es posible que en el mesonefros de Et27 de TM
tenga mayor nimero de genes regulados negativamente que el mesonefros de Et27 de TF. Como
la Et27 corresponde al periodo en que el sexo ya esta determinado y la gonada ha iniciado su
diferenciacion morfoldgica, podemos suponer que los genes regulados en forma diferencial se
encuentran relacionados con la via de determinacion y diferenciacion sexual femenina.

Estudios en el raton demostraron el importante papel del mesonefros para la morfogénesis de
los cordones seminiferos en el testiculo embrionario (Buehr et al., 1993; Merchant-Larios ef al.,
1993). Abundantes vasos sanguineos, cé¢lulas mesenquimaticas precursoras de células mioides y
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de Leydig penetran a la génada desde la region mesonefrica. Ademas, Li y Kim (2004) sugieren
que el &cido retinoico actia a través del receptor a del acido retinoico (RARa) afectando
negativamente la diferenciacion de las células de Sertoli, la sobrevivencia de los gonadocitos y
bloquea la migracion de las células mesonefricas, lo cual ocasiona a la inhibicion de la
diferenciacion de las gonadas XY de rata. Por lo tanto, podriamos especular que algunos genes
cuya expresion se regula positivamente mediante la metilacion del ADN en el mesonefros de
Et27 de TF son aquellos que se activan ante la presencia del acido retinoico y son responsables de
afectar negativamente la diferenciacion de las células de Sertoli y bloquear la migracion de las
células mesonefricas. Sin embargo, debido a que la técnica de HPLC empleada no permite
detectar diferencias en elementos reguladores de genes especificos, queda por investigarse el
posible mecanismo molecular por medio del cual el mesonefros pudiera participar en la
determinacion y/o diferenciacion de la gonada.

Nivel global de metilacion del ADN del mesonefros de
embriones de L. olivacea.
(H=19.1, gl=3, p<0.05)
16.0 ]
A
14.0 .
c 1
~Q
‘5 120
0
k7
g 100
2
o 80
£
P
T A
£ o : t
j_ |
20
0.0 3 : ;
m Et24 19 dias TF Et24 34 dias TM Et27 59 dias TM
PST PDS

Fig. 29.- Gréfica en la que se representa el porcentaje de metilacion del ADN de mesonefros aislados de
embriones de L. olivacea del PST y PDS incubadosa TMy TF.

El analisis estadistico de Kruskall-Wallis muestra que hay un diferencia estadistica significativa (H=19.1, gl=3,
p<0.05) entre algunos de los 4 grupos de muestras representados en estd grafica. Con los simbolos: + , Iy Ase
sefiala entre qué grupos, segun la prueba de rangos multiples, existe una diferencia estadisticamente significativa.
Los grupos sefialados con un mismo simbolo presentan una diferencia significativa entre si.
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6.8 En Lepidochelys olivacea el patron del nivel global de metilacion
difiere dependiendo del érgano y etapa de desarrollo.

Las figuras 30 y 31 muestran que los niveles globales de metilacion en los embriones de
la tortuga marina Lepidochelys olivacea difieren dependiendo del 6rgano analizado y de la etapa
de desarrollo. Los niveles globales de metilacién encontrados en los tres 6rganos analizados
muestran patrones diferentes. En el cerebro el nivel global de metilacion aumenta del PST al PDS
tanto a TF como a TM. En el mesonefros el nivel global de metilacién disminuye del PST al PDS
a TF, mientras que a TM aumenta del PST al PDS. Sin embargo, en la gonada in vivo el nivel
global de metilacion no cambia del PST al PDS tanto a TF como a TM.

Comparacion de los patrones de metilacion global del
ADN gendmico de diferentes tejidos
de L. olivacea de TF
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Fig. 30.- Comparacion de los patrones de metilacion del ADN del cerebro, génada y mesonefros en el Periodo
Sensible a la Temperatura (PST) y Periodo de Determinacion Sexual (PDS) incubados a TF.
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Comparacion de los patrones de metilacion global del
ADN genémico de diferentes tejidos
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Fig. 31.- Comparacion de los patrones de metilacion del ADN del cerebro, gonada y mesonefros en el Periodo
Sensible a la Temperatura (PST) y Periodo de Determinacion Sexual (PDS) incubados a TM.
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7. Discusion

Los niveles globales de metilacion del ADN son variables entre los diferentes grupos de
vertebrados. Utilizando HPLC, Jabbari et al. (1997) determinaron los niveles de 5-metilcitosina
(5™C) en el ADN en un extenso niimero de diversos vertebrados. Los autores reportaron que
existe una evidente correlacion evolutiva entre peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos. El
porcentaje de metilacion es mayor en peces y mamiferos y menor en aves y mamiferos. Los
reptiles aparecen como el grupo mas heterogéneo de vertebrados cubriendo un amplio rango entre
los vertebrados con mayor y menor nivel de metilacion. Varriale y Bernardi (2006) encontraron
que las serpientes y lagartijas poseen niveles de metilacion cercanas a los peces en tanto que
tortugas y cocodrilos se aproximan a los mamiferos.

Ademas de los estudios con fines comparativos desde un punto de vista filogenético, la
determinacion de los niveles globales de metilacién del ADN se han correlacionado con la
evolucion de la capacidad para regular la temperatura. El hecho que las tortugas marinas posean
una temperatura 1 a 3°C superior a la del agua del mar, sugiere que han adquirido una incipiente
regulacion de su temperatura interna (Mrosovsky y Pritchard, 1971), lo cual las ubica, junto con
los cocodrilos, cerca de los vertebrados homeotérmicos (aves y mamiferos).

Aunque Varriale y Bernardi (2006) reportaron que aproximadamente el 0.98% del
genoma de Caretta caretta 'y Chelonia mydas (ambas son tortugas marinas) se compone de 5"C,
su estudio fue hecho sobre el ADN extraido de tejidos adultos. Hasta donde sabemos, no existen
reportes en la literatura, donde se hayan estudiado los niveles globales de metilacion del ADN
durante el desarrollo embrionario en ninguna especie de reptil. Nuestros actuales resultados
muestran que los niveles globales de metilacion en los embriones de la tortuga marina
Lepidochelys olivacea difieren dependiendo del 6érgano analizado y de la etapa de desarrollo. Las
diferencias encontradas en los tres 6rganos analizados muestran patrones diferentes, lo cual
resultd algo sorprendente considerando el papel atribuido a la metilacion del ADN.

Si los niveles de metilacion se incrementaran en funcion de la estabilizacion de la
cromatina en células diferenciadas, era de esperarse un incremento en los niveles en la Et27
comparado con la Et24 en el cerebro, mesonefros y gonadas de L. olivacea. Sin embargo, tal
expectativa se cumple solamente en el cerebro. Estudios previos de nuestro grupo mostraron que
existen diferencias significativas en la actividad esteroidogénica durante el desarrollo del cerebro
de esta especie dependiendo de la etapa y la temperatura de incubacion (Salame-Méndez et al.,
1998). El haber detectado diferencias entre etapas y no haberlas encontrado en relacion con la
temperatura de incubacion puede tener al menos dos posibles explicaciones: 1) Los elementos
reguladores de los genes involucrados en la biotransformacion de las hormonas esteroides no
dependen de la metilacion diferencial del ADN ni de cambios fisicos en la cromatina. 2) La
técnica de HPLC utilizada no detecta cambios en el nivel de metilacion de los elementos
reguladores de genes especificos, en este caso aquellos relacionados con la regulacion de las vias
esteroidogénicas.

Por otro lado, en el caso del mesonefros se encontraron diferencias significativas en los
niveles de metilacion entre las etapas 24 y 27, el patron resultd muy diferente al del cerebro. A
temperatura masculinizante (TM) el incremento en la metilacion del ADN fue dramatico en la
Et27 comparado con el registrado en la Et24. Aunque el incremento en el cerebro resulté menor,
la tendencia fue similar. Sin embargo, en contraste con el cerebro, el mesonefros de los
embriones incubados a temperatura feminizante (TF) registraron una disminucion en los niveles
de metilacion en la Et27. Es claro entonces que en la Et27, las células del mesonefros muestran
una gran sensibilidad a la temperatura reflejada en los niveles de metilacion del ADN. No
obstante, comparando los niveles a una y otra temperatura no se encontraron diferencias
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significativas en la Et24. Como esta etapa corresponde al periodo sensible a la temperatura (PST)
en el que los embriones responden a un cambio determinando su sexo de acuerdo con la segunda
temperatura de incubacion (TF a TM= macho 6 TM a TF= hembra), quedan aun por estudiar los
niveles en las etapas 25 y 26 para conocer si las diferencias detectadas en la Et27 son graduales.

A pesar de nuestras expectativas, no detectamos diferencias significativas en las gonadas
ni en funcidn de la etapa de desarrollo ni en relacion a la temperatura de incubacion. El resultado
fue sorprendente ya que en las gonadas de L. olivacea la expresion de varios genes como: Sox9,
Dmrtl -relevantes en la determinacion sexual- y Dax/-revelantes en la diferenciacion sexual-
difieren dependiendo de la etapa de desarrollo entre las gonadas incubadas a TM y TF (Torres-
Maldonado et al., 2002). Debido a que Torres-Maldonado ef al. (2002) reportaron que genes
como Sox9 y Dmrtl presentan una expresion diferencial macho-especifica en gonadas in vivo del
PDS, esperabamos encontrar diferencias en el nivel de metilacion del ADN de las gonadas del
PDS incubadas a TF con respecto a las incubadas a TM; pero no detectamos tales diferencias.
Estos resultados nos hace suponer que el patrén de expresion de los genes con distribucion
macho-especifica como Sox9 y Dmrtl estudiados por Torres-Maldonado et al. (2002) no son
regulados por la metilacion del ADN. Sin embargo, es posible que la técnica de HPLC del ADN
global, empleada en el presente estudio no nos permita detectar diferencias especificas del patron
de metilacion de elementos reguladores de genes de la via de expresion de Sox9 o genes
implicados en la via de determinacion y diferenciacion testicular de L. olivacea.

Los resultados de las gonadas en cultivo organotipico mostraron diferencias considerables en
los niveles de metilacion en funcion con la temperatura de incubacion y los inhibidores de
remodeladores de la cromatina 5-azaC y TSA. Las diferencias detectadas sugieren que la accion
inhibidora afecta los niveles de metilacion del ADN dependiendo de la temperatura. No obstante,
en contraste con las gonadas in vivo, donde los niveles de metilacién del ADN no difieren de
forma dependiente a la temperatura de incubacion ni a la etapa de desarrollo, en las gonadas
cultivadas se detectaron diferencias significativas atin en ausencia de los inhibidores de
remodeladores de la cromatina. De manera que los resultados in vitro, no pueden ser
interpretados en términos de su importancia para la determinacion sexual por temperatura (DST).
El hecho de que con la misma técnica de HPLC no se hayan detectado diferencias significativas
en los niveles globales de metilacion del ADN en las gbnadas in vivo, indica que las notables
diferencias encontradas en las gonadas in vitro parecen ser un efecto ocasionado por las
condiciones de cultivo. Debido a que generalmente, la hiper-metilacion y la hipo-metilacion del
ADN se correlacionan con la represion y activacion transcripcional de genes, respectivamente
(Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991). Es posible que en las gonadas in vitro incubadas a
TF y a TM la expresion de una serie de genes, de los cuales depende la viabilidad de la gonada,
se reprima y active, respectivamente. Se ha demostrado que ante condiciones de estrés que ponen
en peligro al organismo cambian los niveles de expresion de varios genes, lo cual protege al
organismo de tales circunstancias adversas (Gracey et al., 2004; Gilbert et al., 2007).

No suponemos que entre los genes afectados por los niveles de metilacion de las gonadas in
vitro se encuentren genes relacionados con el control de la proliferacion celular, debido a que los
resultados de la medicion del tamaio de las gonadas in vitro del presente estudio muestran que
las condiciones de cultivo no afectaron su tamafo en funcion de la temperatura a pesar de las
diferencias detectadas en el nivel global de metilacion del ADN. Sin embargo, es posible que el
método empleado para medir el tamafio de las gonadas, no distinga entre el numero de células y
el espacio ocupado por la matriz extracelular en las gonadas cultivadas. Por lo tanto, queda
pendiente para una futura investigacion conocer si alguno de estos dos procesos involucrados en
el crecimiento de las gonadas refleja las diferencias detectadas en el nivel global de metilacion
del ADN.
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En el presente estudio el cultivo de las gonadas se inicid en la etapa 24 aisladas de
embriones incubados a TF. Moreno-Mendoza ef al. (1999) reportaron que en esta etapa las
gonadas morfologicamente indiferenciadas (ver Figs. 9 y 10 del presente estudio) responden en
cultivo a las temperaturas TF 6 TM inhibiendo 6 manteniendo la expresion de la proteina SOX9,
respectivamente, tal como ocurre in vivo. Debido a estos resultados, en nuestro estudio
esperabamos encontrar diferencias en el nivel de metilacion y de distribucion del anticuerpo anti-
H3K18ac en las gonadas in vitro incubadas a TM con respecto a las incubadas a TF.
Esperdbamos que estas diferencias fueran un indicativo de la regulacion epigenética de la
expresion macho-especifica de genes como Sox9. Sin embargo; debido a que las diferencias
significativas detectadas entre las gbnadas in vivo e in vitro tanto por efecto de la temperatura
como por la 5-azaC parece ser un efecto exagerado por la condicion experimental en que se
mantuvieron; no podemos relacionar estos resultados con la expresion macho-especifica de genes
como Sox9.

Por otra parte, los efectos de la 5-azaC sobre las gonadas aportan datos interesantes para
el modelo in vitro. El tamano de las gonadas se redujo significativamente por la presencia del
inhibidor en las gonadas cultivadas a TM con respecto a las gonadas cultivadas control. Esta
diferencia también se observo en las goénadas cultivadas con 5-azaC cuando las génadas fueron
cultivadas en TF. Por lo tanto, concluimos que la 5-azaC afecta el tamafio de las gonadas en
cultivo de manera independiente a la temperatura de incubacién. Asimismo, el patrén de
distribucion del anticuerpo anti-H3K18ac difiere entre las células de la corteza y la médula de la
gonada. Las células de la corteza mostraron una distribucion compacta y una mayor intensidad en
la sefial fluorescente del anticuerpo anti-H3K18ac en tanto que las medulares tienen una
distribucion granular con una sefial de menor intensidad. De manera sorprendente, las diferencias
regionales no se vieron modificadas por la temperatura a pesar del efecto “termo-dependiente”
del inhibidor sobre el tamafo de las génadas cultivadas.

El efecto de la Tricostatina A (TSA) sobre las desacetilasas de histonas (HDAC) resultd
altamente toxico en las gonadas analizadas después de 14 dias de cultivo. Se encontr6é una muerte
masiva en las células medulares a las dos temperaturas y con las dos dosis utilizadas. No
obstante, al no detectarse diferencias significativas en el tamafio de las génadas en presencia y
ausencia del inhibidor, la muerte celular detectada a los 14 dias parece ser un efecto acumulativo
que no afecto el crecimiento inicial de las gonadas en cultivo. Queda por establecerse entonces si
el efecto de la TSA sobre la expresion de genes clave para el desarrollo de la gonada puede
estudiarse empleando dosis mas bajas en cultivos de menor duracion.

El presente estudio aporta resultados preliminares interesantes para empezar a entender el
papel epigenético de la metilacion del genoma en un organismo con determinacion sexual por
temperatura. Hasta nuestro conocimiento, este estudio es el primero en analizar los niveles
globales de metilacién del ADN en diferentes 6érganos durante el desarrollo de un reptil. Los
resultados revelan importantes diferencias entre el cerebro, mesonefros y gonadas, las cuales
deberan ser tomadas en consideracion para realizar estudios comparativos encaminados a
establecer correlaciones filogenéticas basadas en la evolucion epigenética.

Por otra parte, el estudio cultivando las gonadas de L. olivacea revela la gran
susceptibilidad de los mecanismos epigenéticos a las condiciones de manipulacion experimental.
En comparacion con las gonadas in vivo, las gonadas cultivadas 14 dias a TM 6 TF disminuyen 6
incrementan, respectivamente, sus niveles de metilacion. El no haber encontrado diferencias a
una u otra temperatura en las gonadas in vivo, sugiere un efecto “protector” del organismo para
evitar cambios drasticos en los niveles de metilacion de las gonadas.

El dramatico efecto de la temperatura sobre el mesonefros encontrado en el presente
estudio, coloca a este 6rgano como el principal “sensor” de temperatura entre los tres 6rganos
estudiados. Estudios en el raton demostraron el importante papel del mesonefros para la
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morfogénesis de los cordones seminiferos en el testiculo embrionario (Buehr et al., 1993;
Merchant-Larios et al., 1993). Abundantes vasos sanguineos, células mesenquimaticas
precursoras de células mioides y de Leydig penetran a la gonada desde la regién mesonefrica. El
significativo incremento en la metilacién del mesonefros a TM en la Et27, permite especular
sobre un probable rol de las células mesonefricas en la consolidacion y diferenciacion de los
cordones seminiferos de L. olivacea. Li y Kim (2004) sugieren que el acido retinoico actlia a
través del RARa afectando negativamente la diferenciacion de las células de Sertoli, la
sobrevivencia de los gonadocitos y bloquea la migracion de las células mesonefricas, lo cual lleva
a la inhibicidn de la diferenciacion de las génadas XY de rata. Debido a que generalmente la
metilacion del ADN se correlaciona con la regulacion negativa de la expresion genética
(Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991) se puede especular que el mesonefros de Et27 de
TM tiene mayor cantidad de genes regulados negativamente que el mesonefros de Et27 de TF.
Por lo tanto, podriamos suponer que algunos genes cuya expresion se regula positivamente
mediante la metilacion del ADN en el mesonefros de Et27 de TF son aquellos que se activan ante
la presencia del 4cido retinoico y afectan negativamente la diferenciacion de las células de Sertoli
y bloquean la migracion de las células mesonefricas. Sin embargo, debido a que la técnica de
HPLC empleada no permite detectar diferencias en elementos reguladores de genes especificos,
queda por investigarse el posible mecanismo molecular por medio del cual el mesonefros pudiera
participar en la determinacion y/o diferenciacion de la gonada.
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8. Conclusiones

Los experimentos en las gonadas cultivadas muestran resultados complejos respecto al
efecto de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina sobre la metilacion del ADN ¢ la
acetilacion de histonas. La 5-azaC inhibe el crecimiento y afecta el patron de distribucion del
anticuerpo anti-H3K 18ac de manera independiente a la temperatura de incubacion. Este resultado
sugiere que la disminucion del nivel de metilacion del ADN afecta indirectamente el patron de
distribucion in situ de la modificacion post-traduccional en la histona H3K 18ac. Ademas, el
diferente efecto detectado entre la corteza y la medula parecen indicar que existen diferencias en
la organizacion de la cromatina de las células de las dos regiones. Sin embargo, no se encontraron
diferencias regionales ocasionadas por la temperatura de incubacion. Por otro lado, la severa
toxicidad de la TSA descart6 la posibilidad de conocer su efecto sobre la cromatina de las
gbénadas en cultivo.

Los resultados del HPLC muestran que los niveles de metilacion del cerebro aumentan en
funcion al avance de su desarrollo pero es independiente de la temperatura. El mesonefros en
cambio, mostro diferencias tanto dependientes de la edad como de la temperatura de incubacion
del embrion. Sin embargo, la técnica de HPLC no detectd diferencias significativas en los niveles
globales de metilacion de las gonadas in vivo en los dos parametros estudiados. Las diferencias
significativas detectadas entre las génadas aisladas y cultivadas tanto por efecto de la temperatura
como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado por la condicion experimental en que se
mantuvieron.

El mesonefros juega un papel importante en la diferenciacion de las gonadas. El presente
hallazgo que muestra la notable influencia de la temperatura sobre sus niveles de metilacion, hace
razonable postular al mesonefros como el sensor que media el efecto de la temperatura en la
determinacion y/o diferenciacion sexual de L. olivacea.
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9. Perspectivas

En este trabajo se aportan evidencias de que la remodelacion de la cromatina tiene un papel
importante en la determinacion sexual por temperatura de Lepidochelys olivacea. Incluso,
proponemos que el mesonefros es el érgano sensor de la temperatura de incubacion que media el
efecto de la temperatura sobre la determinacion y/o diferenciacion sexual. Suponemos que la
temperatura de incubacion influye directa o indirectamente en la remodelacion de la estructura de
la cromatina de las células mesonefricas durante la determinacion y/o diferenciacion sexual de L.
olivacea. Esto, a su vez, regula la expresion diferencial de genes que participan en la
diferenciacion de las células de Sertoli y la migracion de las células mesonefricas hacia la
gbénada. Sin embargo, para probar esta hipotesis se propone:

- Determinar los niveles globales de metilacion del ADN de génadas, cerebro y mesonefros
del PST y PDS incubadas a TM y TF, a fin de corroborar nuestros datos. Para lo cual sugerimos
realizar digestiones de ADN con las enzimas de restriccion Hpall (sensible a la metilacion) y
Mspl segun la técnica descrita por Wahlfors et al. (1992).

- Determinar los patrones de distribucion de modificaciones post-traduccionales de las
histonas de las células gonadales, cerebrales y del mesonefros de L. olivacea del PST y PDS
incubadas a TM y TF. Para esto se propone utilizar como marcadores modificaciones
postraduccionales de las histonas H3K4me2 y H3K9me3, las cuales en otros organismos se sabe
que favorecen la formacion de eucromatina y heterocromatina, respectivamente. Ademas, se
sugiere determinar la relacion de los patrones de distribucion de dichas modificaciones post-
traduccionales de histonas con la metilacion del ADN y la temperatura de incubacion.

- Debido a que la técnica de HPLC que utilizamos no permite detectar cambios en los
niveles de metilacion de secuencias reguladoras de genes especificos, ain queda mucho por
hacer. Entre otras cosas, es necesario establecer si existen cambios en los niveles de metilacion de
las secuencias reguladoras de genes como: Sox9, Dmrtl, Wntl, Sfl1 (Diaz-Hernandez et al., 2008) y
Dax1 (en la gbnada) y aromatasa P450 (en el cerebro). Asi mismo, es necesario establecer si la
expresion de dichos genes estd asociada con cambios en los patrones de distribucion de
especificas modificaciones post-traduccionales de histonas.

- En el mesonefros de L. olivacea es necesario establecer el posible mecanismo molecular
por medio del cual este 6rgano pudiera participar en la determinacion y/o diferenciacion de la
gbénada. Para esto sugerimos investigar el efecto del acido retinoico sobre la migracion de las
células mesonefricas a la génada de L. olivacea. Ademas, de investigar qué genes participan en
regular la migraciéon y diferenciacion de las células mesonefricas en la gonada de L. olivacea. Asi
mismo, determinar si la temperatura regula la expresion de dichos genes a través de patrones
especificos del nivel global de metilacion en sus elementos reguladores y modificaciones post-
traduccionales de histonas.

- Determinar cuales ADNMTs y HDAC, de las que se han identificado en otros
vertebrados, estdn conservadas en L. olivacea y establecer si se distribuyen en cerebro,
mesonefros y gonada de forma dependiente a la temperatura de incubacion y la etapa de
desarrollo.

- Con el objeto de establecer si las ADNMTs y HDAC remodelan la cromatina de forma
dependiente a la temperatura de incubacién y la etapa de desarrollo en las células gonadales,
cerebrales y del mesonefros de L. olivacea, tratar a embriones de L. olivacea con inhibidores de
remodeladores de cromatina como TSA y 5-azaC para determinar sus efectos en dichos drganos.

Finalmente, como hemos mencionado la tortuga Lepidochelys olivacea conocida
comuinmente como tortuga golfina es un excelente modelo para estudiar el desarrollo gonadal
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porque se puede modificar la temperatura de incubacion y saber de antemano cual sera el sexo
del embrion. Este trabajo aporta nuevos conocimientos sobre la termodeterminacion sexual de la
tortuga marina L. olivacea. Esta informacion no solo permite conocer mejor la determinacion
sexual de una de las especies mas abundantes del Pacifico Oriental, lo cual ayuda a optimizar los
trabajos de conservacion que se llevan a cabo en diferentes lugares del pais y el mundo. Sino que
también, permite consolidar a esta especie como modelo bioldgico para el estudio del desarrollo
embrionario, determinacion y diferenciacion sexual. Esto ultimo da un motivo mas para impulsar
los programas de conservacion de esta especie.
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