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Resumen

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-3) es una citocina que participa
en la regulacion de diversos procesos celulares como son la proliferacion,
adhesion, migracion y diferenciacion. En el presente trabajo se estudio el
patrén de expresion del TGF- en gonadas de embridn de pollo desde los
seis hasta los diez dias de incubacion (di). Se analizé la expresion del ARNm
y la proteina de TGF-B; asi como la fosforilacion de sus moléculas de
transduccion, las proteinas Smad. Finalmente se determind el efecto que el
TGF-B ejerce sobre el ovario de embridon de pollo en un modelo de cultivo de
organo. Se encontro que el ARNm TGF-B2 es expresado predominantemente
en la corteza del ovario izquierdo a partir de 8 di. De igual manera, la
inmunofluorescencia para la proteina de TGF-B revel6 que ésta se
encontraba distribuida en el espacio extracelular de la médula de ambos
ovarios de embriones de pollo a partir de los 9 di. La presencia de Smad2
fosforilada en el nucleo de células del ovario sugiere que la senalizacion por
TGF-B se encuentra activa en este periodo del desarrollo. Por medio del
cultivo de ovarios en un medio suplementado con TGF-[3, se observé que el
TGF-B es capaz de modificar la estructura del ovario mediante un
desplazamiento de células de la corteza hacia la médula. Estos resultados
corroboran la presencia de TGF- funcional, asi como de sus receptores en
el ovario embrionario de pollo. Estos resultados abren la posibilidad de que el
TGF-B participe en el desarrollo de las gonadas de pollo.



Abstract

Transforming growth factor B (TGF-B) is a cytokine that controls diverse
cellular processes such as cell proliferation, adhesion, migration and
proliferation. In the present work the expression patterns of TGF-B were
studied in the chicken embryo gonad at 6-10 days of incubation (di). The
expression of TGF-f’s mARN and protein, as well as the phosphorylation
state of the Smad proteins were studied. Finally, the effects TGF-3 exerted
over the ovary in an organ culture system were assessed. TGF-2 mARN
was predominantly expressed in the left ovarian cortex at 8 di. In the same
manner, immunofluorescence for TGF-3 protein showed that it was located in
the extracellular space in the cortex of both ovaries. The presence of
phosphorylated Smad2 in the nucleus of ovarian cells suggests that TGF-f
signaling is most likely active at this developmental stage. Culturing ovaries in
a TGF-B supplemented medium revealed that TGF-$ induces a change in
ovarian morphology; a shift of cortical cells towards the medulla was
observed. These results demonstrate the presence of active TGF- and its
receptors in the developing avian gonad. In addition, these findings suggest a
role of TGF- during gonad morphogenesis in the chicken embryo.



Introduccioén

Determinacién sexual y desarrollo gonadal en aves

El desarrollo de la gbénada es notable en el sentido de que es el unico
ejemplo que existe dentro del embrion, en el que el primordio de un 6rgano
tiene dos posibles destinos (ovario o testiculo); dependiendo de el
componente genético del organismo (Fig. 1). Al igual que en mamiferos, en

aves el mecanismo de determinacion sexual es cromosomico. Sin embargo, a
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cromosomas X y Y de mamiferos Fig 1. Esquema de la diferenciacion

(Clinton, 1998). sexual en aves.

Morfogénesis del ovario en pollo

Durante la morfogénesis gonadal, la mayor diferencia entre la mayoria de las
aves y otras clases de vertebrados es el desarrollo asimétrico de las

gonadas. En hembras, solamente el ovario izquierdo se desarrolla



completamente y es funcional. Mientras que en machos, ambos testiculos se
desarrollan siendo el izquierdo ligeramente mayor que el derecho.

Al igual que en mamiferos, el primordio gonadal en el embrion de pollo se
origina a partir del mesodermo intermedio sobre la superficie ventral del
mesonefros, el segundo primordio del rifidn en el embrion. La gonada surge
en un estado bipotencial, en el cual las génadas masculinas y femeninas son

morfolégicamente indistinguibles (DeFalco & Capel, 2009).

A partir de 3.5 dias de desarrollo embrionario, las génadas son érganos
discretos los cuales se expanden hacia la cavidad celémica. La gonada
indiferenciada esta compuesta por una capa epitelial externa, derivada del
epitelio celédmico. Debajo de esta capa externa, se encuentra la médula,
formada por cordones. Los cordones medulares derivan de la proliferacion de
células del epitelio superficial, entre los cordones se encuentra mesénquima

proveniente del blastema urogenital.

En el embrion de pollo, la génada bipotencial comienza el proceso de
diferenciacion sexual a los 6.5 dias de desarrollo. La direccion que tomara
este proceso depende esencialmente de que compartimiento, la médula o la
corteza, proliferara y albergara a las células germinales. En machos, en
ambos testiculos es la médula la que prolifera, los cordones medulares se
engrosan dando lugar a los cordones seminiferos (Smith & Sinclair, 2004). En
hembras ambos ovarios son significativamente diferentes. En el ovario
izquierdo la corteza se engrosa considerablemente, por la proliferacion de
células somaticas y germinales. En la médula, los cordones medulares
forman cavidades conocidas como espacios lacunares (Carlon & Stahl,
1985). En ovario adulto, estos espacios en parte median la reabsorcién del
vitelo de foliculos que pasan por atresia en lugar de ser ovulados (Nili & Kelly,
1996). Por otro lado, en el ovario derecho la corteza falla en desarrollarse y
esta compuesto esencialmente por la médula (Fig. 2).
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Fig. 2 Morfogenesis gonadal en pollo. La génada bipotencial estd dividida en dos
compartimentos: en una corteza y unamédula. Los cordones primarios se convierten en
cordones testiculares en machos (ZZ) y en espacios lacunares en hembras (ZW). Las

hembras solo desarrollan un ovario funcional (el izquierdo), adaptado de DeFalco & Capel,

2009.

A los 9 dias de desarrollo se observa un marcado desarrollo de los cordones
corticales. A partir de este estadio de desarrollo en el ovario izquierdo la
corteza presenta un importante crecimiento por el proceso previamente
mencionado. La corteza contiene un gran numero de células germinales,
estas células se caracterizan por la presencia en su citoplasma de agregados
de organelos membranosos (mitocondrias, reticulo endoplasmatico y aparato
de Golgi, principalmente), conocidos como cuerpo de Balbiani. Ademas, en
ambos ovarios la médula desarrolla cumulos de células productoras de
hormonas esteroideas (Alvarez-Fernandez et al., 1995), asi como
prominentes espacios lacunares (Carlon & Stahl, 1985).



Para el dia 14 de desarrollo embrionario las células germinales en la corteza
entran en profase meidtica. Las células de la granulosa probablemente
derivan de células somaticas corticales que rodean a las células germinales;
una alternativa es que deriven a partir de células medulares que migran hacia
la corteza (Smith & Sinclair, 2004). En ambos ovarios se pueden encontrar
células germinales en la region medular; sin embargo, estas células fallan en

entrar a meiosis y posteriormente degeneran (Ukeshima & Fujimoto, 1991).

La morfologia ovarica caracterizada por un predominio de la corteza sobre la
meédula, contrasta con la gbnada masculina. En testiculos, ambas medulas
desarrollan cordones sexuales con células germinales, los cuales estan
rodeados por estroma. Por otro lado, su corteza no presenta desarrollo; el
epitelio superficial derivado del epitelio celomico experimenta regresion,
quedando como remanente un epitelio simple (Narbaitz & Adler, 1966; Carlon
& Stahl, 1985; DeFalco & Capel, 2009). Recientemente, en el ovario de
embrion de pollo, se ha mostrado la presencia de las moléculas de adhesion
celular de la superfamilia de las Cadherinas. En particular las Cadherinas E y
N, las cuales se expresan en los cordones corticales y en células germinales
respectivamente. Su presencia en la corteza ovarica sugiere que estas
moléculas de adhesidn estan involucradas en la morfogénesis del ovario de

embrion de pollo (Gunter et al., 2011).

Control genético del desarrollo gonadal en aves

En la mayoria de los mamiferos, la determinacion sexual es controlada
genéticamente por la presencia o ausencia del cromosoma Y. El desarrollo
de los caracteres sexuales secundarios; asi como el sistema de conductos
sexuales depende del destino que adquiere la génada. El inicio del desarrollo
testicular inicia con la expresion del gen Sry (region determinante del sexo en
el cromosoma Y). Por otro lado, embriones sin cromosoma Y o con una

delecién del gen Sry desarrollan ovarios (Brennan & Capel, 2004).



Hasta la fecha no se ha encontrado un homologo en aves del gen Sry. Por lo
que se han postulado dos hipdtesis para explicar el mecanismo de la
determinacién sexual en aves. En la primera, el sexo es determinado por la
dosis de uno o mas genes en el cromosoma Z (mayor en machos). La
segunda propone que el sexo es determinado por un gen O genes
determinante(s) de ovario en el cromosoma W. Aunque ninguno de estos
mecanismos ha sido probado definitivamente, la mayoria de la evidencia
apunta hacia la hipotesis de la dosis del cromosoma Z (Chue & Smith, 2011);
en particular el gen DMRT1 localizado en el cromosoma Z es el principal
candidato al gen determinante del sexo en aves (Smith, et al. 2009).

El gen DMRT1 codifica para una proteina rica en cisteinas, que en
vertebrados funciona como factor de transcripcion. Este gen es transcrito en
mayor cantidad en testiculos y su expresion es activa en ambos cromosomas
Z. Esto sugiere que el gen DMRT1 podria funcionar por un mecanismo
dependiente de dosis; en el cual es necesario que este gen alcance un
umbral de dosis a partir del cual se inicia el desarrollo hacia testiculo. Este
umbral podria ser unicamente alcanzado por embriones ZZ; mientras que en
hembras con un complemento cromosémico ZW la génada se desarrolla por

la via de ovario (Graves 2009).

Experimentos de knock-down de DMRT1 usando vectores retrovirales han
mostrado resultados que apoyan esta hipotesis. Gonadas ZZ en las que la
expresion de DMRT1 fue reducida adoptaron una morfologia mas parecida a
la de un ovario que la de un testiculo. Ademas de la diferencia morfologica,
estas gonadas presentaban una expresién de genes marcadores de ovario
(Smith et al. 2009).

Ademas del gen DMRT1 se ha descrito una variedad de genes que presentan
una expresion dimoérfica en ambas gonadas en desarrollo. Estos genes
probablemente funcionen como efectores rio abajo de DMRT1. El gen que

codifica para la hormona anti Mulleriana (AMH) se expresa en la gbnada de



ambos sexos antes y durante la diferenciacion gonadal, con una expresion
mayor en machos que en hembras. El gen Sox9 es especifico de machos y
su expresion inicia después de la aparicion de los ARN de AMH. El gen del
tumor de Wilm (WT7) se expresa altamente en ambas gonadas. Por otro
lado, el gen para SF1 presenta una expresion mayor en ovarios en desarrollo.
De igual manera, transcritos del gen DAX7 se observan en ambos sexos,
pero su expresion en hembras es significativamente mayor (Smith et al.
1999).

Finalmente, existe evidencia que sefala que en el desarrollo del ovario hay
una participacion activa de los estrégenos. La enzima P-450 aromatasa, la
cual participa en el ultimo paso en la produccion de 17p estradiol es
expresada en la médula de ambos ovarios (Villalpando et al., 2000). Por otro
lado, el gen para el receptor a estrégenos (ER) es expresado por la corteza
del ovario izquierdo unicamente (Andrews et al. 1997). Esta expresion
asimétrica del ER podria explicar el desarrollo de la corteza ovarica izquierda
(Andrews et al. 1997; Nakabayashi et al. 1998; Shimada 1998; ). Vaillant et
al. 2001, demostraron la reversion sexual de embriones de pollo ZW tratados
con Fadrozol, un inhibidor de la aromatasa. Estos embriones presentaban un
desarrollo de ambas gonadas; la gonada derecha se transformdé en un
testiculo y la izquierda en un ovotestis. Estos resultados apoyan la nocion de
que los estrogenos por medio del ER participan en el desarrollo de la corteza

ovarica.



Mecanismos del desarrollo asimétrico del ovario.

Como ya se menciond previamente, en embriones de pollo las hembras

presentan un desarrollo asimétrico de los ovarios. Este desarrollo asimétrico

de las gonadas de embrion de pollo esta regulado por el factor de

transcripcion Pitx2, éste se localiza
de manera asimétrica en la génada
izquierda. La induccion de su
expresion en la gbnada derecha es
suficiente para rescatarla de
degenerar (Guiolli & Lovell-Badge,
2007). ElI mecanismo de |la
asimetria inducida por Pitx2 es
mediado por acido retinoico (AR).
El AR es producido unicamente en
la corteza de la gonada derecha,
donde reprime la expresion de SF-
1 y del receptor a estrogenos alfa
(ERa). En la gbnada izquierda
(carente de AR), la ciclina D1 es
sobreregulada y estimula la
proliferacion de las células
corticales (Ishimaru et al., 2008)

(Fig. 3).
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Fig. 3 Mecanismo del desarrollo asimétrico del
ovario de embrién de pollo, adaptado de Ishimaru
et al, 2008.

Los estrogenos han sido ligados al desarrollo de la corteza en el ovario

izquierdo. La gonada derecha falla en desarrollar una corteza funcional,

debido a su falta de receptor de estrogenos (ER). La proteina de ER se

encuentra unicamente en la corteza izquierda de hembras (Andrews et al.

1997; Smith et al. 1997). Finalmente, también se ha descrito una expresion

asimétrica de la proteina morfogenética de hueso 7 (BMP7) en la médula del

ovario izquierdo; sin embargo, su posible funcién durante la morfogénesis no

ha sido determinada (Hoshino et al. 2005).



Desarrollo de las células germinales en la gonada embrionaria de pollo

En el embrion de pollo las células germinales primordiales (CGP) se originan
a partir de células del epiblasto y se desarrollan fuera del embridn en una
region conocida como creciente germinal (Eyal-Giladi et al., 1976).
Posteriormente migran hacia la génada en desarrollo por medio del sistema
vascular (Swift, 1914; Ando y Fujimoto, 1983; Kuwana, 1993). Una vez que
han llegado a la gbénada las células germinales (CG) adquieren un patron de
distribucion diferente para cada sexo. Una vez que comienza el desarrollo del
ovario, las CG se distribuyen en ambos compartimientos del mismo (corteza y
médula). Al inicio del desarrollo del ovario, las CG se distribuyen
simétricamente en ambas gonadas. Conforme se va llevando a cabo la
morfogénesis ovarica y la asimetria de la gonada izquierda y derecha se hace
evidente, las CG adquieren una distribucion también asimétrica; existiendo

una mayor densidad en la gdénada izquierda (Zaccanti et al., 1990).

En el ovario izquierdo después de la diferenciacion sexual las CG comienzan
a proliferar rapidamente en la corteza. Las CG corticales comienzan a
agregarse en pequefios grupos y forman uniones intercelulares y se
encuentran en intima asociacion con las células somaticas. Por otro lado, las
CG medulares presentan una menor proliferacion. Ademas, en esta region se
observd un mayor numero de CG en apoptosis comparado con la corteza. En
el ovario derecho, dada la ausencia de una corteza todas las CG tienen una
distribucion medular. Estas CG presentan una mayor incidencia de muerte
celular asi como una falta de asociacion con las células somaticas
(Ukeshuima & Fujimoto, 1991). Las CG medulares de ambos ovarios son
desplazadas hacia los espacios lacunares. Una vez ubicadas en los espacios
lacunares las CG experimentan apoptosis (Ukeshima, 1994).

McCarrey y Abbot (1982), demostraron que en las aves, las CG no son
indispensables para la diferenciacién gonadal; lo cual contradecia el modelo

previo donde se especulaba sobre un posible papel inductor de estas sobre la

10



gonada. Estos autores mostraron que reduciendo el numero de las CG previo
a su migracion hacia la génada (por reseccion de la creciente germinal), no
se impedia el desarrollo de la génada indiferenciada hacia ovario o testiculo.
Ovarios con un numero menor de CG presentaban una morfologia similar a

los controles asi como produccion de 173 estradiol.

Desarrollo de la funcién endocrina del ovario

La conversion de colesterol en hormonas esteroideas involucra varias
enzimas; la expresion de esta enzimas es regulada de manera temporal y
sexo especifica. La diferenciacion morfolégica de las gonadas masculina y
femenina inicia alrededor de los 6.5 dias de incubacién. Al mismo tiempo los
ARNm de varias enzimas esteroidogénicas se pueden observar en las
gonadas. Los ARNm para las enzimas P450scc, 33-HSD, P450 c17 y 17f-
HSD se pueden detectar en la goénada izquierda y derecha de ambos sexos
previo a la diferenciacion sexual (Bruggerman et al. 2002). Como ya se habia
mencionado previamente la expresion de la enzima P450 aromatasa; que
convierte testosterona en 17p-estradiol esta limitada a las hembras. Una
consecuencia de esta expresion de P450 aromatasa es que los niveles
plasmaticos de hormonas esteroideas comienzan a diferir en ambos sexos.
Los niveles de testosterona son mayores en machos, mientras que los

niveles de estradiol son mayores en hembras.

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-8)

La superfamilia del TGF-3, consta de un grupo de proteinas estructuralmente
conservadas pero funcionalmente diversas. Estas proteinas se encuentran
ampliamente distribuidas dentro del cuerpo y funcionan como ligandos
extracelulares; los cuales estan involucrados en numerosos procesos
fisiolégicos durante el desarrollo embrionario y el periodo postnatal. Esta

superfamilia esta compuesta por varias familias de citocinas entre las que se

11



incluyen: los TGF-Bs, activina, inhibina, hormona anti-mulleriana (AMH),
proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs) y miostatina (Piek et al., 1999).

En mamiferos existen tres isoformas de TGF-B: TGF-31, TGF-f2 y TGF-3.
Las 3 isoformas son altamente similares a nivel de secuencia y su actividad in
vitro; sin embargo, difieren en sus patrones de expresion asi como en su
funcion. Por otro lado, ademas de las isoformas previamente mencionadas,
se han encontrado TGF-B4 en aves (Pan & Halper, 2003) y TGF-5 en
anfibios (Kondaiah et al., 1990). Sin embargo, existen reportes que sefalan
que TGF-B4 es el ortdlogo en aves de TGF-31 (Halper et al. 2004).

Estructura, sintesis y activaciéon del TGF-f

La forma bioactiva de la molécula es la de un homodimero de dos péptidos
de 12.5 kDa unidos por un enlace disulfuro, para formar una molécula de 25
kDa (TGF- B 1.1, - B 2.2 o - B 3.3). También es posible la formacién de
heterodimeros (TGF- B 1.2 y - B 2.3) (Clark & Cocker, 1998). Cada
mondémero consta de varias cadenas [ entrelazadas por tres puentes
disulfuro conservados, estos forman una estructura conocida como el nudo

de cisteinas (Sun & Davies, 1995).

Los miembros de la familia del TGF-f son sintetizados como moléculas
precursoras, las cuales son procesadas proteoliticamente en el aparato de
Golgi por endoproteasas de la familia convertasa. Estas cortan el precursor
en dos, el TGF-f maduro y una proteina asociada a latencia (LAP). ElI LAP
permanece unido al TGF- maduro de manera no covalente, de esta manera
inhibiendo su unidn a sus receptores. Dentro del aparato de Golgi el LAP
interactua con proteinas de union a TGF-f latente (LTBP), para formar un
complejo de latencia. Existen cuatro isoformas de LTBP, incluyendo diversas
variantes de “splicing”. Las LTBP tienen la funcion de aumentar la secrecion y
estabilidad del complejo TGF-B/LAP, permitir el plegamiento correcto del
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TGF-f y dirigir el complejo de latencia hacia componentes de matriz
extracelular de ciertos tejidos para su almacenamiento y subsecuente
activacion (Piek et al., 1999; Annes et al., 2003) (Fig. 4).
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Fig. 4 Esquema de la sintesis, procesamiento y secrecidon de TGF-B, adaptado de Cocker
R. & Clark D., 1998.



Diversas proteasas han sido identificadas in vitro como activadores de TGF-f3
latente; entre estas se incluyen proteasas de la familia de proteasas de serina
como la plasmina y miembros de la familia de metaloproteasas como MMP-2
y MMP-9 (Annes et al., 2003).

Receptores para TGF-8 y su activacioén por el ligando

Los miembros de la superfamilia del TGF- sefializan a través de una familia
de receptores de membrana con actividad de cinasas de serinas y treoninas,
conocidos como la familia de receptores a TGF-B. Basado en las
propiedades estructurales y funcionales de los receptores esta familia se ha
dividido en 2 subfamilias: receptores tipo | y tipo Il. Los receptores tipo |
siguen la siguiente nomenclatura: se les denomina cinasas parecidas a
activina (Alk), TGF-B se puede unir tanto a Alk1 como Alk5. Los receptores
tipo Il se les nombra dependiendo del ligando con el que interaccionan, por
ejemplo TGFBRII para el TGF- (Caestecker M, 2004).

Los receptores tipo | y Il son glicoproteinas de entre 500 y 570 aminoacidos,
con un peso molecular de aproximadamente 55 kDa y 70 kDa
respectivamente. Su region extracelular es relativamente corta (150
aminoacidos), la cual contiene 10 o mas cisteinas y es N-glicosilada. Tanto la
region transmembrana como la region citoplasmica adyacente a la membrana
de ambos tipos de receptores no poseen caracteristicas estructurales
notables (Massagué, 1998). En el extremo C-terminal de la region
citoplasmatica de ambos receptores se encuentra un dominio de cinasa de
serinas y treoninas. Una caracteristica notable de los receptores tipo | es una
region de 30 aminoacidos conservados en la porcion anterior al dominio de
cinasa. Esta secuencia de aminoacidos es conocida como el dominio GS por
su secuencia caracteristica de SGSGSG; este dominio es blanco de
fosforilacion por parte del TGFBRII (Massagué, 1998) (Fig.5).
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Tanto TGF-B como activina muestran alta afinidad por receptores de tipo Il y
no interactuan con receptores de tipo | aislados. El ligando se une primero al
dominio extracelular del receptor tipo II; este complejo receptor/ligando se
une de manera cooperativa a el receptor tipo |. La union del dominio
extracelular de ambos receptores induce un acercamiento entre los dominios
de cinasa de ambos tipos de receptores; permitiendo que los receptores tipo
Il fosforilen a los receptores tipo | en el dominio GS. Una vez activados, los
receptores tipo | fosforilan a las proteinas Smad en residuos serina; las
cuales son los efectores intracelulares de la sefalizacion por TGF-$ (Shi &
Massagué, 2003; Groppe et al., 2008) (Fig. 5).

Receptores accesorios para TGF-f3

TGF-B ademas de unirse a los receptores tipo | y Il es capaz de interactuar
con receptores de membrana sin actividad de cinasa. El primero en ser
descrito fue TGFBRIII o betaglicano. Este receptor esta altamente glicosilado,
posee un gran dominio extracelular que se une a TGF-B y un pequefio
dominio intracelular. Una de sus funciones es la de fijar TGF-B en la
membrana, de esta manera promoviendo su unién a los receptores tipo | y I
(Bilandzic et al., 2011).

La endoglina es una proteina dimérica de membrana; ésta es capaz de unirse
con diversos ligandos de la superfamilia del TGF-B como BMP’s, activina y el
mismo TGF-B. Al igual que betaglicano el papel de endoglina es el de regular
el ensamblaje del complejo de TGF-3 con los receptores tipo | y II, mediante
la fijacion de TGF-B en la membrana celular (Caestecker M, 2004).

Senalizacion canénica de TGF-f

Las proteinas Smad son las reguladoras centrales en la via candnica del

TGF-B, estas fueron identificadas inicialmente como intermediarios de la via
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de senalizacion de decapentaplegic (dpp) en D. melanogaster. Hasta la fecha
se han caracterizado ocho proteinas Smad y estan divididas en 3 subgrupos
funcionales: Smads activadas por receptor (R-Smads), una Smad comun
(Co-Smad) y las Smads inhibitorias (I-Smads). Las R-Smads activadas en
respuesta a TGF-B y activina son Smad2 y Smad3. La unica Co-Smad
identificada hasta ahora es Smad4, la cual asiste la transduccion de sefiales
mediante su oligomerizacion con R-Smads activadas. Las |-Smads son
Smad6 y Smad7, estas actuan como retroalimentacion negativa para inhibir
la activacion de R-Smads mediante la induccién de la degradacién de los
receptores o compitiendo con las R-Smads por el receptor (Chaudhury &
Howe, 2009).

El receptor tipo | activo fosforila a las R-Smads en su porcidn C-terminal, esta
fosforilaciéon les permite formar un complejo con Smad4. ElI complejo
resultante de R-Smad y Co-Smad pasa al nucleo e interactua con factores de
transcripcion para inducir o inhibir la expresiéon de genes blanco (Chaudhury
& Howe, 2009) (Fig.5).

Senalizacion por TGF- independiente de Smads

Para modular diversas funciones celulares TGF-B es capaz de activar
ademas de las proteinas Smad a diversas vias de sefalizacion intracelular.
Los receptores de TGF-B son capaces de regular la funcion de vias que
incluyen a algunas ramas de las cinasas activadas por mitogenos (MAPK),
las GTPasas de la familia Rho y la via de la cinasa del fosfatidil inositol-3
fosfato (PI3K) (Zhang Y, 2009).

16



G,
| Smad activada por \

-
Cinasa @
T&
hE
L0

3
. 5 receptor
= ®
Receptor  Recoptor > Co-Smad
Pe Pe (Smad4)
W
Factor de 7l
transcripcion o
()
‘y/ (R-Smag{ Smad4 )

R (‘? ) —
-Smad) Smad4
\ 73 5 | Gen blanco F J

Fig. 5 Mecanismo de sefializacion de TGF- mediada por Smads. El ligando se une al dominio
extracelular del receptor tipo Il (1); esto ocasiona un cambio conformacional que permite la
union del receptor tipo 1 (2). Esto permite la formacién del complejo ligando/receptores (3),
esto permite la fosforilacidn y activacion del receptor tipo | (4). Una vez activo, el receptor tipo |
fosforila a la Smad activada por receptor (5), permitiéndole a esta asociarse con Smad4 (6) y
ser traslocada al nucleo (7). Una vez dentro del nucleo el complejo de Smads se asocia con
factores de transcripcion (8) y este complejo se une a promotores en genes blanco (9); de esta

manera regulando la transcripcion. Modificado de Massagué, 1998.

Papel del TGF-B durante el desarrollo embrionario

En vertebrados, los ligandos de la superfamilia del TGF- juegan un papel
importante en la morfogénesis de la mayoria de los 6rganos, defectos en su
sefalizacion pueden ocasionar alteraciones congénitas. Los miembros de la
familia del TGF-B son conocidos por su capacidad de inducir la transicion
epitelio mesénquimal (EMT). Este proceso permite a células de una capa
epitelial delaminarse, asumir una conformacion mesénquimal, migrar de su
sitio de origen e invadir tejido circundante. La EMT es esencial para diversos
procesos del desarrollo, un ejemplo de esto es la invasion de los cojinetes
cardiacos por parte de células del endocardio provenientes de los canales
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atrioventriculares; estos cojinetes eventualmente dan lugar a las valvulas
cardiacas (Wu & Hill, 2009) (Tabla 1).

Debido al vasto numero de funciones atribuidas a los miembros de la familia
del TGF-B, ha resultado dificil predecir los fenotipos resultantes por la
disrupcidon de una isoforma especifica. El estudio de ratones knockout para
cada una de las isoformas han brindado informacion referente a la funcién y
la importancia de las fuentes maternas de estas proteinas. Es de especial
interés la existencia de efectos dependientes de la dosis génica; los cuales
han sido revelados mediante el uso de ratones heterocigotos para dichas

mutaciones.
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Tabla 1. Fenotipos causados por la ausencia total o parcial de algunos

componentes de la via candnica de sefalizacion de TGF-B en ratones

transgénicos; adaptado de Kulkarni et al., 2002.

Gen Fenotipos del knockout

TGFBRII | Defectos en la hematopoyesis y vasculogénesis, letal para el dia 10.5 de
desarrollo embrionario.

Endoglina | Letal al dia 11.5 de desarrollo debido a un desarrollo defectuoso de la
vasculatura. Presentan un pobre desarrollo del musculo liso.

Smad2 Letal durante la gastrulaciéon. Defectos en la formacion/induccion del mesodermo
y ectodermo extraembrionarios. Alteraciones del eje anterior-posterior.

Smad3 Muerte en los primeros 10 meses de vida. Los linfocitos presentan defectos en la
respuesta al TGF-B. Defectos 6seos.

Smad4 Letal durante la gastrulacién. Defectos en la formacion/induccion del mesodermo
y ectodermo extraembrionarios. Alteraciones del eje anterior-posterior. Falta de
proliferacion del ectodermo

TGF-p1 En algunas cepas ocasiona la muerte durante la gestacion debido a una
vasculogénesis defectuosa en el saco vitelino, inflamacién y procesos
autoinmunes dependientes de células T. Aumento espontaneo en la produccién
de oxido nitrico, disminucion de la masa ésea, falta de células B productoras de
IgA, niveles elevados de IgE, hepatocitos con nimeros elevados de mitocondrias
y un aparato de Golgi hipertrofiado, cancer de colon.

TGF-B2 Multiples alteraciones durante el desarrollo; incluyendo defectos en
extremidades, cardiacos, pulmonares, craneofaciales, columna vertebral, ojo,
oido interno y urogenitales.

TGF-B3 Defectos en la fusion del paladar, retraso en el desarrollo pulmonar y muerte
dentro de las 20 h de nacimiento.

Fenotipos de la haploinsuficiencia
TGFBRII | Aumento de la tumorigénesis inducida por estrégeno en la pituitaria.
TGF-B1 Arterioesclerosis aumentada en aloinjertos cardiacos en ratones receptores

TGF-B1+", aumento en la tumorogénesis inducida por carcinégenos.
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TGF-B en el desarrollo gonadal

Dado los diversos roles de TGF-B en la regulacion de la diferenciacion y
proliferacion celular, es de esperar que los miembros de la familia del TGF-
contribuyan a regular el desarrollo gonadal asi como eventos reproductivos.
Multiples estudios implican a TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 en la mayoria de los
aspectos reproductivos. Se han generado ratones knockout para cada
isoforma de TGF-. Dado el hecho de que estos ratones mueren durante el
desarrollo embrionario o durante el periodo postnatal, estos no son un
modelo para investigar la funcion gonadal adulta; sin embargo, pueden ser
usados para estudiar el desarrollo gonadal.

Estudios en estos ratones han demostrado que TGF-B2 y TGF-B3 son
expresados tanto en ovarios como en testiculos durante el desarrollo
embrionario; la expresion de TGF-B1 durante el desarrollo embrionario es
minima y queda restringida al periodo postnatal en ambos sexos. Analisis en
los ratones TGF-B”" no mostraron alteraciones morfolégicas significativas en
ambos sexos, unicamente se observd un numero reducido de cordones
testiculares en ratones TGB-B27 y TGB-B2*", este fendmeno se le atribuyo a
un aumento en la apoptosis de células intersticiales. Testiculos de ratones
TGF-B2" como TGF-B3” no mostraron algtin efecto sobre el nimero de CG;
mientras que en ratones TGF-B1” se observd un ligero aumento en el
numero de células germinales en el periodo embrionario mientras que en la
etapa postnatal estas disminuyeron. En ovarios solo se observé un ligero
aumento en el nimero de CG en la etapa postnatal en ratones TGF-p2”
(Memon et al., 2008).

Por otro lado se ha reportado la presencia del sistema TGF-8 en el ovario
humano fetal, el patron de expresién para las isoformas TGF-1 y TGF-p2,
asi como de AIk5 es diferente entre el primer y segundo trimestre de
gestacion. Durante el primer trimestre los ovocitos son positivos para las 3

isoformas asi como para ambos receptores; el tejido adyacente a estos es
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positivo unicamente para TGF-B1, TGF-B2 y Alk5. Durante el segundo
trimestre el patron de tincion es mas intenso y predomina en los ovocitos;
ademas de los ovocitos, la monocapa de células de la granulosa que cubre al
ovocito es positiva para ambos receptores. Estos resultados sugieren la
importancia del sistema TGF-B para el desarrollo de los ovocitos y la
granulosa durante la embriogénesis (Schilling & Yeh, 1999).

En el caso de aves, se ha descrito en pollo que el gen de TGF-B2 es
expresado en gonadas de embridn de pollo de ambos sexos, antes y
después de la diferenciacion sexual (Hattori et al., 2002). Estudios posteriores
de este grupo mostraron que en embriones en un estadio previo a la
diferenciacion sexual (6 di.); el TGF-B2 inducia una disminucion del numero
de células germinales primordiales y células somaticas de la gonada. Esta
reduccion fue observada en un co-cultivo con células estromales de la cresta
germinal. Este efecto fue observado en muestras tanto de hembras como de
machos, lo que sugirié que el TGF-B2 es un regulador de la proliferacion de
células germinales primordiales y somaticas en la gonada de en ambos sexos
(Fujioka et al., 2004)

En un estudio posterior se mostré en un modelo de cultivo organotipico, que
TGF-B1 y TGF-B2 regulan negativamente la proliferacion de células
somaticas sin afectar el numero de ovogonias de ovarios de embrion de pollo
de 9 di. (Mendez et al., 2006). Por otro lado, TGF-B1 indujo un cambio en la
morfologia del ovario; las CG pasaron de tener una localizacion
mayoritariamente cortical a encontrarse distribuidas a lo largo de médula y
corteza (Méndez et al., 2006). Estas observaciones junto a los resultados
obtenidos por Hatttori et al (2002) y Fujioka et al (2004), sugieren que la
familia del TGF-3 es un regulador de la morfogénesis ovarica. Ademas, se ha
mostrado que TGFBRII se encuentra sobreexpresado en el ovario de embridn
de pollo (Carré et al., 2011). Por otro lado, los ovarios de gallinas expresan el

co-receptor para TGFf3, el betaglicano (Lovell et al., 2006).
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TGF-B como regulador de la funcién ovarica

Mamiferos

Los procesos de foliculogénesis y maduracion del ovocito involucran

complejas redes de interacciones entre células; diversos factores de

crecimiento y hormonas actuan como mensajeros para regular la proliferacion

y diferenciacion de los diferentes tipos celulares dentro del ovario. En ratas la

isoforma 2 y 3 de TGF-3 son detectadas en células de la teca y granulosa, su

localizacion cambia durante las diferentes etapas de maduracion de los

foliculos (Levacher et al., 1996). Durante este periodo existe una interaccion

entre hormonas sexuales, gonadotropinas y TGF-(3.
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El TGF-B aumenta varios de los efectos de la hormona foliculo estimulante
(FSH) como la induccién de la actividad de aromatasa en la granulosa,
mediante el aumento de la expresion de receptores para FSH (Adashi et al.,
1996). TGF- también regula el proceso de ovulacion de manera negativa,
previniendo de esta manera una ruptura folicular temprana (Juneja et al.,
1996). Después de la ovulacion TGF-B esta involucrado en regular la
formacion y funcidn del cuerpo luteo (Ingman & Robertson, 2002) (Fig. 6).

Aves

En pollo se ha reportado la expresion de las tres isoformas de TGF- en el
ovario adulto; tanto en la teca como en la granulosa de foliculos en desarrollo
(Law et al., 1995). Se observo que la teca expresa mas TGF-2 y TGF-B3
que la granulosa; por otro lado, ambas poblaciones celulares expresan
niveles similares de TGF-B1. Estudios recientes en codorniz revelaron la
inmunolocalizacion de TGF-B1 y TGF-32 en foliculos preovulatorios, la tincion
predomina en la teca con niveles menores en la granulosa y en el ovocito. La
distribucion temporal indica que TGF-1 disminuye en la granulosa conforme
el foliculo madura (Van Nassauw et al., 1996). Sundaresan et al. (2007)
mostraron que el TGF-f2 se expresa en el ovario y oviductos de gallinas
adultas. Esta expresion de TGFf se ve aumentada durante el proceso de
regresion de las tubas uterinas durante la remodelacion del tracto

reproductor.
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Planteamiento del problema

El TGF-B es una citocina que participa en la regulacion de diversos procesos
celulares como lo son la proliferacion, adhesion, migracion y diferenciacion;
tanto en la vida adulta como durante el desarrollo embrionario. Existen
algunos reportes tanto en ratones como en humanos; que muestran que el
TGF-B es expresado en la gonada durante su desarrollo. Mas alla de su
presencia en el ovario embrionario, se sabe poco acerca de la funciéon que
desempenfia en este periodo. La mayor parte de reportes sobre la funcion del
TGF-B en el ovario son sobre organismos adultos; donde el TGF-f3 participa

en la regulacion de la foliculogénesis y secrecién de hormonas.

Por otro lado, en aves existen pocos indicios sobre su patron de expresion,
asi como el posible papel que desempefia en la morfogénesis del ovario
embrionario. Al igual que en mamiferos, la mayoria de la informacion sobre la
expresion y funcién del TGF- en el ovario de pollo se centra en la etapa
postnatal. Dado el papel que el TGF- desempefia en los procesos celulares
previamente mencionados; en este trabajo buscamos obtener informacion

sobre la expresion y funcion del TGF-3 en el ovario embrionario de pollo.
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Hipotesis

Durante el desarrollo de la génada de embrion de pollo el TGF-B es
expresado diferencialmente los dos compartimientos de la génada. En el
ovario del embrion de pollo, el TGF- asi como sus receptores son
biolégicamente activos y la sefalizacion por esta citocina esta encargada de
mediar aspectos del desarrollo ovarico.

Objetivos

Objetivo general:

Determinar la expresion y distribucion del TGF-f3 en el ovario embrionario de

pollo; asi como el efecto que éste ejerce “in vitro” sobre el ovario.

Objetivos especificos:

* Analizar la expresion del ARNm de TGF- en la génada embrionaria

de embrién de pollo.

* Determinar si el ARNm esta siendo traducido a proteina durante el

desarrollo embrionario de la gonada.

* Estudiar la distribucién de la proteina Smad2 fosforilada, efector
intracelular del TGF-(, durante este periodo.

* Analizar los efectos que tiene el TGF-3 sobre la morfologia del ovario

en un modelo in vitro.
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Materiales y métodos

Animales

Se obtuvieron huevos fertilizados de pollo de la cepa White Leghorn (Gallus
gallus) de Aves Libres de Patdégenos Especificos S.A de C.V en Tehuacan,
Puebla. Los huevos fueron incubados en un incubador con corriente de aire
forzada (Jamesway, Canada) a 37.8° C y 80% de humedad relativa. Los
estadios de desarrollo fueron definidos de acuerdo a Hamburger & Hamilton,
1951 (HH). Los procedimientos fueron aprobados por el comité de bioética de

la Facultad de Medicina.

Sintesis de las sondas para hibridacién in situ

Los plasmidos que contienen las clonas de cDNA de pollo para TGF-32
(numero de acceso NM_001031045.1) y TGF-f3 (numero de acceso
NM_205454.1) fueron amablemente proporcionados por la Dra. Elisa Marti
(Instituto de Biologia Molecular de Barcelona, Espaia). Los plasmidos fueron
linearizados por digestiébn con enzimas de restriccion y fueron usados como
templado para transcripcion con las ARN polimerasas T3 o T7 (Promega,
EU). Las reacciones in vitro generaron las ribosondas sentido (control
negativo) y antisentido. Las sondas fueron marcadas con mezcla de
digoxigenina-UTP (Boehringer-Ingelheim, Alemania). La identidad del
fragmento de cDNA fue verificada mediante secuenciacion.

Hibridacién in situ en montaje completo (mcHIS)

Los complejos urogenitales (génadas, con su respectivo mesonefros) de
embriones de pollo de embriones de 6 a 9 dias de incubacién (di) fueron
fijados en paraformaldehido al 4% (PFA 4%) en solucion amortiguada de
fosfatos (PBS) a 4° C toda la noche. El tejido fue entonces deshidratado en
series de metanol al 25%. 50% 75% y 100% (v/v) en PBS/0.1% Tween 20
(PBST). En este punto las muestras se almacenaron hasta 7 dias a -20° C.

Antes de la hibridacion las muestras fueron rehidratadas con metanol/PBST

26



75%, 50%, 25% y finalmente PBST 5 min cada uno a temperatura ambiente
(TA). Para permeabilizar el tejido las muestras fueron tratadas con proteinasa
K (10 mg/ml) durante 9 min a TA. Para detener la digestion con proteinasa K
el tejido fue pos-fijado en PFA 4%/PBST durante 20 min. Después de este,
tratamiento, el tejido fue lavado en PBST y prehibridado a 65° C por al menos
6 h; posteriormente se hibridd con las sondas sentido y antisentido (1 mg/ml)
toda la noche.

Al siguiente dia, las muestras fueron lavadas 4 veces en mezcla de
hibridacién durante 30 min y después en amortiguador de acido maleico con
0.1% de Tween20 (MABT). El tejido fue bloqueado en solucion de bloqueo
(Roche, Alemania) 4 h y posteriormente fue incubado con el anticuerpo anti-
digoxigenina (Roche, Alemania) a 4° C una noche. Al dia siguiente, el tejido
fue lavado en amortiguador para fosfatasa alcalina (NTMT) 2 veces durante
10 min c/u; para después revelar la reaccidon con el sustrato para la fosfatasa
alcalina, BM Purple (Roche, Alemania). Al alcanzar la tincidon optima, la
reaccion se detuvo con PBST,; para reducir el fondo las muestras se
deshidrataron/hidrataron con metanol/PBST. El tejido fue observado y
fotografiado con un microscopio estereoscopico Nikon SMZ1500 acoplado a
una camara digital. Los controles negativos (sonda sentido) se realizaron en

paralelo para demostrar la especificidad de la reaccién.

Hibridacion in situ en cortes por congelacién (ccHIS)

Los complejos urogenitales de hembras de 9 di. (HH35) fueron fijados en
PFA 4% a 4° C wuna noche. Posteriormente fueron lavados en
concentraciones ascendentes de sacarosa (10%, 20% y 30%), compuesto
OCT/30% sacarosa (1:1). Las muestras fueron incluidas en compuesto OCT,
congeladas en hielo seco y almacenadas a -70° C. Previo a la hibridacion el
tejido fue cortado en secciones de 12 ym y después prehibridado en mezcla
de hibridacion durante 1 h a 55° C. Las muestras fueron entonces hibridadas
con las sondas marcadas a 58° C una noche, lavadas y bloqueadas con 15%

suero de cabra, 2% BSA en PBS. Las sondas fueron detectadas usando el
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anticuerpo anti-digoxigenina (Roche, Alemania) y revelado con el compuesto
BM Purple (Roche, Alemania) . Los controles negativos (sonda sentido) se
realizaron en paralelo para demostrar la especificidad de la reaccion.

Inmunofluorescencia

Complejos urogenitales de hembras fueron fijados y procesados para cortes
de congelacion como se describidé previamente. Secciones de 12 ym fueron
lavadas con series ascendentes y descendentes de etanol/PBS para remover
lipidos. Se realiz6 recuperacion de antigenos hirviendo las laminillas en el
amortiguador Diva (BiocareMedical, USA) por 45 min. Las laminillas fueron
permeabilizadas con PBS/ Triton100X durante 10 min. Para bloquear marcaje
inespecifico, las laminillas fueron tratadas con suero de caballo 5% en PBT
durante 30 min a TA; posteriormente fueron incubados con el anticuerpo
primario una noche a 4° C. Para la deteccion de Smad2 fosforilada se uso el
anticuerpo anti-Smad phospho-specific (Ser 465/467) (AB3849; Millipore, EU)
diluido 1:250. Posteriormente las laminillas fueron incubadas en anticuerpo
secundario Cy3 anti-conejo de cabra (Chemicon, EU) 1 h a TA en una
dilucion 1:250. El anticuerpo secundario fue lavado y posteriormente se
bloqueo en suero de caballo 1%/PBS 1 h e incubado una noche con el
anticuerpo anti-N-cadherin de raton (Invitrogen, Mexico). Las laminillas fueron
lavadas e incubadas con el anticuerpo secundario Alexa fluor anti-ratén de
burro (Molecular probes) diluido 1:100 1 h a TA.

Las imagenes fueron adquiridas usando un microscopio confocal TCS SP5
de Leica microsystems (Alemania); con la ayuda del software Advanced
Fluorescence Lite. Para la deteccién de TGF- se uso un anti-TGFf policonal
de conejo (SC-146; Santa Cruz Biotechnology, EU) en una dilucion 1:200.
Las citoqueratinas fueron detectadas usando un anticuerpo pan-citoqueranina
(AE1/AE3) (CM011C; Biocare Medical, EU) en una dilucion 1:200
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Cultivo de ovarios de embriéon de pollo

Los ovarios de embriones de pollo de 9 di. (HH35) fueron colectados bajo un
microscopio estereoscopico en condiciones estériles. Los ovarios fueron
cultivados sobre membranas de policarbonato (Nucleopore, Reino Unido),
flotando en medio DMEM libre de suero suplementado con: 0.1% Albumax,
100 U/ml de penicilina, 50mg/ml de estreptomicina (Gibco-BRL, México). Se
suplementé el medio con TGF-f1 humano recombinante (R&D Systems,
México) a una concentracion de 10 ng/ml. Después del cultivo, los ovarios
fueron lavados en PBS vy fijados en PFA 4%/PBS una noche a 4° C.
Posteriormente el tejido se incubd y fue infiltrado con sacarosa 30%/OCT
(1:1). Finalmente las muestras fueron incluidas en OCT, congeladas y

procesadas para inmunofluorescencia.
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Resultados

La expresion de las tres isoformas de TGF-B presentes en pollo (TGF- 1,2y
3) se estudid por medio hibridacion in situ. Mediante secuenciacion se
determiné la identidad de cada una de las sondas; se pudo corroborar la
identidad de TGF-B2 y TGF-3 (Fig. 7a). Se realizo la transcripcion in vitro de
las sondas sentido (control negativo) y antisentido para ambas isoformas.

Seq_1 961 CCCACCGTTGTCGTTCGTGGTTAAAGTCACTCTTTTTTCGGGGGGCGCTGTATTTAAGCA 1020

SALLLLLLLLL L ELELELLELLLLLLLELETELELLLLL

Seq 2 66 - ———————mm————————e TTAAAGTCACTCTTTTTTCGGGGGGCGCTGTATTTAAGC 107

Seq_1 1021 CTTAAGATGCACTGCTATCTCCTGAGCGTGTTCCTCACCCTGGATCTGGCCGCCGTGGCT 1080

CLLCLELLCE DL L LD LU L L]

Seq 2 108 CTTAAGATGCACTGCTATCTCCTGAGCGTGTTCCTCACCCTGGATCTGGCCGCCGTGGCT 167

Seq 1 108l CTCAGCCTGTCTACCTGCAGCACCCTCGACATGGATCAGTTCATGCGCAAGAGGATCGAG 1140

COCEUCELEEEEECEEEUEE LU EEEE T ECELELEE P DL

Seq_2 168 CTCAGCCTGTCTACCTGCAGCACCCTCGACATGGATCAGTTCATGCGCAAGAGGATCGAG 227

Seq_1 1141 GCGATCCGGGGGCAGATCCTGAGCAAGCTGAAGCTCACCAGCCCCCCGGACGAGTACCCC 1200

\I\I||II\|\I\I|||I\I\\I\II\II\I\I|||I||\I\\IIII\II\I[IIIIIII

Seq 2 228  GCGATCCGGGGGCAGATCCTGAGCAAG GCTCACCAGCCCCCCGGACGAGTACCCC 287

Seq 1 1201 CCCGGAGGTCATCTCCATCTACAACAGCACCAGGGACCTG 1260
\|\|||||I|\|\|||||\|\\|\||\||\l\|||||||\|\\|l||\||\1\|||||||

Seq 2 288 347

Seq 1 1261 ACAGAGCTGCCACTTGCGAGAGGGAGCGGAGCGACGAGGAGTAC 1320
\|\|||||\|\|\|||||\|\\|\||\||\|\|||||||\|\\|[||\||\1\|||||||

Seq 2 348 ACAGAGCTGCCACTTGCGAGAGGGAGCGGAGCGACGAGGAGTAC 407

Segq_1 1321 TACGCCAAAGAAGTTTACAAAATAGACATGCAGCCTTTTTACCCCGAAAATGCCATCCCA 1380

\I\IIIIIII\I\IIIII\I\\I\II\II\I\IIIIIII\I\\IIII\II\IIIIIIIII

Seq 2 408 GACATGCAGCCTTTTTACCCC 467

Seq 1 1381 CTTTACTTCAGAATTGTTAGATTTGACGTCTCGGCGATGGAGARA 1440
\|\|||||\l\|\|||||\|\\|\||\||\|\|||||||\|\\|\||\||\1\|||||||

Seq 2 468 TACTTCAGAATTGTTAGATTTGACGTCTCGGCGATGGAGAARR 527

Seq_1 1441 AATGCGTCCAACTTGGTGAAGGCTGAGTTCAGGGTCTTCCGCCTGCAGAACTCAAAGGCG 1500

\I\|||II\I\I\I||||\I\\I\||\II\I\IIIIIII\I\\IIII\II\I[IIIIIII

Seq 2 528 GTCCAACTTGGTGAAGGCTGAGTTCAGGGTCTTCCGCCTGCAGAA 587

Seq_1 1501 CGGGTCTCGGAGCAGCGGATAGAGCTGTACCAGGTTCTGAAATCCAAAGAATTATCATCA 1560

CEVEEEEEEEELEE LU LT

Seq_2 588 CGGGTCTCGGAGCAGCGGATAGAGCTGTACCAGGTTCTGAAATCCAAAGAATTATCATCA 647

Seq_1 1561 CCAGGACAGCGTTACATTGACAGCAAAGTGGTTAAAACAAGAGCTGAAGGAGAATGGTTG 1620

Seq_2 648 (e} 648

Fig. 7. Alineamiento local de secuencia que confirma la identidad de la identidad de la
sonda (secuencia inferior) con la secuencia de TGF-32 NM_001031045.1 (secuencia
superior).
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Para determinar los patrones de expresion de TGF-B2 y TGF-3, se realizaron
hibridaciones in situ de montaje completo (mcHIS) en complejos urogenitales
(gébnadas con su respectivo mesonefros). Se estudiaron embriones desde los
6 di., durante la etapa de génada indiferenciada hasta los 9 di, cuando el
proceso de diferenciacién sexual se ha llevado a cabo. La expresion de TGF-
B2 se detectd en complejos urogenitales a partir de los 8 di (HH34) en
hembras (Fig. 8a); mientras que su expresion en machos fue
comparativamente menor (Fig. 8b). En hembras la tincion para TGF-B2 fue

mayor en el ovario izquierdo, comparado con el derecho (Fig. 8a).

A partir de los 8 di (HH34), comienzan a ser evidentes las diferencias
morfologicas entre machos y hembras; en particular por la marcada asimetria
entre los dos ovarios (Fig. 8a). Para el resto de los experimentos se
emplearon embriones de 9 di (HH 35). En este estadio de desarrollo la
gonada comienza a mostrar las caracteristicas definitivas de machos y
hembras; ademas, la determinacion del sexo de los embriones fue posible

mediante la asimetria de ambas gonadas.

Fig 8. mcHIS para TGF-B2 en complejos urogenitales de hembras (a) y machos (b).
Mesonefros (M), gébnada izquierda (1), génada derecha (D).
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Se estudio la morfologia de los ovarios de embridn de pollo a los 9 di (HH35);
en este periodo del desarrollo la asimetria de los dos ovarios es clara (Fig.
9a). El ovario izquierdo ha iniciado su diferenciacion hacia un ovario funcional
(Fig. 9b). Presenta una corteza derivada del epitelio germinal, se observa un
crecimiento de los cordones corticales, los cuales contienen cumulos de
células germinales rodeadas de células somaticas. El ovario derecho
comienza a involucionar quedando como un vestigio; carece de una corteza
definida (Fig. 9c). Esta constituido por una médula cubierta con un epitelio
cubico simple. En ambos ovarios la porcion interior de la génada (la médula)

presenta espacios lacunares y vasos sanguineos (Fig. 9b, c).

Fig. 9. Tincién HE de un complejo urogenital de un embridon hembra de 9di. Comparacion del
desarrollo del ovario izquierdo (l) y derecho (D) (10X) (a). Acercamiento del ovario izquierdo
(b) (20X). Acercamiento del ovario derecho (c) (20X). Mesonefros (Me), corteza (C), médula
(M), epitelio superficial (E), espacios lacunares (L). La linea punteada delimita la corteza de la
médula.
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Por medio de mcHIS de determin6é que TGF-B2 es expresado por embriones
de 9 di (Fig. 10a); dicha expresion es especifica y no se debe a artefactos de
la técnica tal como lo muestra la hibridacién con la sonda sentido (Fig. 10b).
TGF-B2 se encuentra presente a lo largo de ambos ovarios siendo

ligeramente mayor su expresion en el ovario izquierdo (Fig. 10a).
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Fig. 10. mcHIS para TGF-B2 del complejo urogenital de un embrién hembra de 9di. La
reaccion con la sonda antisentido muestra marcaje de TGF-B2 en ambos ovarios (a). El
control negativo realizado con la sonda sentido no muestra marcaje (b). Ovario izquierdo (1),
ovario derecho (D), mesonefros (me). La linea punteada indica la posicion de ambos ovarios
en el control negativo. La barra negra representa 100 ym.

Para ninguno de los estadios estudiados, se observé expresion de TGF-33
(no mostrado); como control positivo para esta reaccion se us6 un embrién de

pollo de 84 h, en estos embriones TGF-B3 es expresado en los somitas (Fig.

11). ‘ .

]

Fig. 11. mcHIS para TGF-B3 en embriones de 84 h. La reaccion con la sonda antisentido muestra
marcaje de TGF-B3 en los somitas (b). El control negativo realizado con la sonda sentido no
muestra marcaje (a). Somitas (S).
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Para un analisis histolégico mas detallado de la distribucion del ARNm de
TGF-B2 y para eliminar posibles artefactos por la falta de penetracion de la
sonda se realizaron hibridaciones in situ en cortes por congelacion (ccHIS).
Se encontré marcaje positivo para TGF-2 a lo largo de la medula de ambas
gonadas (Fig. 12a). En el ovario izquierdo, el cual presenta una corteza bien
formada se presentaba un marcaje de mayor intensidad (Fig. 12d)
comparado con el epitelio superficial del ovario derecho (Fig. 12c). La
expresion de TGF-B2 en la corteza del ovario izquierdo aparentemente se da
tanto en células somaticas como germinales (Fig. 12d). La hibridacion con la

sonda sentido indicd la especificidad de la reaccion (Fig. 12 b).

Fig. 12. ccHIS para TGF-B2 del complejo urogenital de un embrién hembra de 9 di. Vista
panoramica del marcaje de TGF-$2 en ambos ovarios (a). Hibridacion con la sonda sentido
(b). Acercamiento del ovario derecho (c). Acercamiento del ovario izquierdo (d). Ovario
izquierdo (l), ovario derecho (D), mesonefros (me), corteza (c), epitelio (E), médula (M). La
linea punteada en (d) indica el limite de la corteza y la médula.
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Para determinar si el ARNm de TGF-f3 esta siendo traducido y si la proteina
tenia una distribucion similar a la de su mensajero; se llevd a cabo una
reaccion de inmunofluorescencia en cortes por congelacién de ovarios de 9
di. La proteina de TGF-[3 se identifico usando un anticuerpo que detecta a las
isoformas TGF-B1 y TGF-32, tanto el precursor como la forma madura. En el
ovario izquierdo el TGF-B se encontré en la periferia de los cordones
sexuales en la corteza; ademas, se detectaron pequenas cantidades en la
meédula profunda (Fig. 12a, g). En el ovario derecho, el cual esta compuesto
esencialmente por una médula, el TGF-f3 se encontro a lo largo de la gonada
(Fig. 13 b, h).

Ovario lzquierdo Ovario Derecho Control Negativo

TGF-8

DAPI

Merge

Fig. 13. Inmunodeteccion de la proteina TGF-f en ovarios de 9 di. Inmunofluorescencia en
cortes por congelacién con un anticuerpo anti-TGF-B (verde) y DAPI (azul). La linea
punteada indica el limite entre la corteza y la médula. La barra de escala representa 50
pm.
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La inmunofluorescencia fue complementada con una inmunohistoquimica
(Fig. 14). Esta técnica fue hecha en una colaboracién con la Dra. Annie Pardo
de la Facultad de Ciencias. Se observé un marcaje a lo largo de ambos
ovarios (Fig. 14 a, b). Al igual que en las inmunofluorescencias, se obtuvo
una tincion tenue alrededor de los cordones corticales (Fig. 14e); asi como a
lo largo de la médula profunda al rededor de los espacios lacunares (Fig.
14f).

Ovario lzquierdo Ovario Derecho

TGF-8

Control Negativo

Fig. 14. Inmunohistoquimica de la proteina TGF-B en ovarios de 9 di. Los recuadros
indican los acercamientos en (e) y (f).
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Para identificar la corteza con mayor precisibn en ambos ovarios, se usé un
marcaje contra la proteina de adhesion celular N-cadherina, sobre la cual se
ha mostrado que se localiza en la corteza ovarica. La inmunofluorescencia
para N-cadherina reveld tincion alrededor de las células del epitelio
superficial; asi como de los cordones corticales entre las células germinales y
somaticas (Fig. 15a, b). Se observd una corteza desarrollada en el ovario
izquierdo (Fig. 15a, e) comparada con la ausencia de la misma en el ovario
derecho (Fig. 15D, f).

Ovario Izquierdo ~ Ovario derecho

N-cadherina

DAPI

Sobreposicion

Fig. 15. Inmunofluorescencia para N-cadherina en ovarios de embriones de 9 di. Se
observo marcaje positivo (rojo) en la superficie (corteza) del ovario izquierdo (a, e). Por
otro lado, en el ovario derecho se observé un marcaje mas disperso y una ausencia de
corteza (b, f). La linea punteada indica el limite entre la corteza y la médula, la barra de
escala representa 50 ym.
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Dado que la sefializacién por TGF-B depende de la fosforilacion de las
proteinas Smad por medio de los receptores activados. El estado de la via de
sefalizacion se evaludé por medio de la deteccion de la proteina Smad2
fosforilada (pSmad2) en el nucleo de las células del ovario. En estas
preparaciones se realizd el marcaje con N-cadherina para distinguir entre la
corteza de la médula (Fig. 16g, h). En ambos ovarios la marca de pSmad2 se
detectd en los nucleos (Fig. 16a, b). En el ovario izquierdo se detectd un
fuerte marcaje para pSmad2 en el nucleo de las células del epitelio superficial
al igual que en la médula profunda (Fig. 16i, j). En el ovario derecho, pSmad2
también se encontrd presente a lo largo del epitelio superficial y de la médula
(Fig. 16k, I).
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Ovario Izquierdo Ovario Derecho
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Fig. 16. Deteccion de Smad2 fosforilada en embriones de pollo de 9 di
Inmunofluorescencia de pSmad2 (verde), N-cadherina (rojo) y DAPI (azul). Los paneles
(i) y (I) son amplificaciones (2.5X) de regiones marcadas con el recuadro de (a) y (b)
respectivamente. La barra de escala representa 50 pm.
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El efecto que el TGF-(3 ejerce sobre el ovario fue evaluado en un modelo de
cultivo de dérgano, en un medio libre de suero suplementado con TGF-.
Posteriormente se realizd la inmunofluorescencia para N-cadherina y
citoqueratinas. La deteccion de ambas proteinas permitié identificar a las
estructuras corticales. Después de 72 h de cultivo en un medio libre de suero,
el ovario izquierdo de un embridn de 9 di mantiene una estructura similar al
de un ovario sin cultivar (Fig. 17 a, c). Es decir, mantiene la presencia de N-
cadherina (Fig. 17a) y citoqueratinas (Fig. 17c) en la corteza. Por otro lado,
ovarios tratados con TGF-3 por 72 h fueron mas pequefios que los controles.
Ademas de esta diferencia de tamaro, estos ovarios no tenian una corteza
bien estructurada. El marcaje de N-cadherina (Fig. 17b) y citoqueratinas (Fig.
17d) mostro que las estructuras corticales ahora se encontraban en el interior
del ovario. En el ovario derecho, el tratamiento con TGF- no causé cambios
morfoldgicos significativos (Fig. 17f) comparado con el control (Fig. 17e) mas

alla de la reducciéon de tamano.
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Control Tratamiento con TGF-f3

N-cadherina

Ovario izquierdo

Ovario derecho
N-cadherina

Fig. 17. Efecto del TGF- sobre la morfologia del ovario cultivado. Inmunofluorescencia
para N-cadherina (rojo) y citoqueratinas (verde) y DAPI en azul. Ovarios izquierdos sin
tratamiento (a & ¢) mantienen una corteza mientras que en los tratados con TGF-8 la
corteza se desplaza al interior de la gonada (b & d). Los ovarios derechos no mostraban
una corteza bien desarrollada (e) mientras que el tratamiento con TGF-§ (f) no alter6 de
manera significativa la morfologia. La barra de escala representa 50 um.
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Discusion

En el presente estudio, por medio de HIS se describid la expresiéon del ARNm
de TGF-32 en el ovario de embridon de pollo. La presencia de la proteina de
TGF-B y de Smad2 fosforilada (pSmad2) fue evaluada por medio de
inmunofluorescencia. Finalmente se determiné el efecto que el TGF-3 induce

en el ovario en un sistema in vitro.

Por medio de HIS se detecto el TGF-32 en el ovario embrionario a los 8 y 9 di
(HH34, 35). Por medio de esta técnica, no se pudo detectar una expresion
mas temprana de este ARNm. Estos resultados concuerdan con lo
previamente reportado por medio de PCR de punto final (Hattori et al., 2002).
Este reporte muestra una “prominente expresiéon” de TGF-B2 en tejido
gonadal (ovario y testiculo) en estadios tan tempranos como 7 di. Esta
discrepancia de un dia, puede atribuirsele a la mayor sensibilidad del PCR
comparado a HIS. En dicho trabajo no detectan una diferencia en la
expresion de TGF-B2 entre la gonada derecha e izquierda; contrario a lo
observado en nuestros resultados, donde se detecta una mayor tincion en la
corteza de la gbnada izquierda comparada con la derecha. Esta simetria en
la expresion que ellos reportan, puede ser un artefacto de la técnica usada; el
uso de una técnica mas exacta como PCR en tiempo real revelaria de
manera mas precisa cualquier diferencia en la expresion de TGF-32 entre
ambos ovarios. Esta isoforma del TGF- también ha sido descrita en etapa
embrionaria en ovario humano (Schilling & Yeh., 1999), ovario de rata
(Levacher et al., 1996) y en testiculo de rata (Cupp et al., 1999). Es
importante notar que la expresion del TGF-32 comienza después del inicio de
la diferenciacion gonadal (a los 6 di.). Esto sugiere que mas que participar en
el proceso de diferenciacion sexual, el TGF-f3 intervendria en el desarrollo y

maduracioén del ovario.
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En nuestros experimentos no se detectd por HIS a la isoforma TGF-33 en
ninguno de los estadios estudiados (6-10 di); se us6 como control positivo un
embrion de 72 h de incubacién, el cual se ha demostrado la expresién de
esta isoforma (Aramaki et al., 2005; Mecha et al., 2008). En el caso de la
sonda obtenida para TGF-B1, no se pudo corroborar su identidad por medio

de secuenciacion por lo que no se estudié su patron de expresion.

Las observaciones de inmunofluorescencia demostraron que la proteina, al
igual que el ARNm, es expresada en ambos ovarios. El anticuerpo que se
uso detecta tanto el precursor como la forma madura del TGF-B. De igual
manera, este anticuerpo detecta a las isoformas TGF-1 y TGF-B2 en una
amplia variedad de especies; por lo que no fue posible discernir entre ambas
isoformas. En el ovario izquierdo, el TGF- se localiza tanto en la médula
interna como en el espacio que rodea a los cordones corticales. En el ovario
derecho, el cual esta esencialmente formado por la médula, el TGF- se
encuentra a lo largo de todo el 6rgano. Estos resultados indican que el ARNm
de TGF-B esta siendo traducido. Existen antecedentes que muestran que la
proteina de TGF-f1 y TGF-B2 estan presentes en células epiteliales del
estroma del ovario en embriones de rata de 14.5 dias (Levacher et al., 1996).
De igual manera, la proteina de TGF-32 también esta presente en ovarios
embrionarios de humano. A diferencia de lo reportado en ratas, en el ovario
de humano la proteina de TGF-B1 y 2 se localiza en las células germinales
en lugar de las células somaticas (Schilling & Yeh., 1999).

El TGF-B ocupa como efectores intracelulares a las proteinas Smad, las
cuales son fosforiladas por el receptor unido al TGF-B. Para determinar si la
proteina de TGF-B tiene una funcion biologica se buscd la presencia de
pSmad2 en ovarios de embridn de pollo. La presencia de pSmad en el nucleo
de las células ya ha sido usada para evaluar el estado de la via de
sefializacion de la familia del TGF-B en pollos (Schmierer et al., 2003). La
presencia de Smad2 fosforilada en los nucleos de células del ovario sugiere
que in vivo la via de sefalizacion se encuentra activa en este estadio de

desarrollo. Esta conclusion es apoyada por el hecho de previamente ha sido
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descrito que el receptor Il para TGF-B (TGFBRII) esta sobreexpresado en el
ovario de embrion de pollo (Carré et al., 2011).

En un modelo de cultivo de o6rgano in vitro, se determiné que el TGF-
inducia una reduccién del tamano de los explantes. Este resultado es similar
al observado en testiculos de embrion de rata; testiculos cultivados en un
medio suplementado con TGF-B1 durante 3 dias mostraron una reduccién de
tamano (Cupp et al., 1999). Estudios previos mostraron que en el mismo
modelo de cultivo de 6rgano TGF-B1 y TGF-B2 reducen el numero de células
somaticas sin afectar el numero de células germinales en ovarios de embrion
de pollo (Méndez et al., 2006). Este efecto se debe a una reduccion en la
proliferacion mas que a un aumento en la apoptosis, evaluados por la
incorporacion de BrdU y la técnica de TUNEL, respectivamente. Esta
inhibicion sobre la proliferaciéon de células del ovario embrionario de pollo
inducida por el TGF-B2, también ha sido observada en un modelo de cultivo
celular (Fujioka et al., 2004). Estas evidencias sugieren que TGF-1 y TGF-
B2 podrian controlar la proliferacion de las células somaticas, durante el
desarrollo de la gonada en mamiferos y aves.

Otros autores han descrito un efecto del TGF- sobre el numero de células
germinales. En modelo murino se ha observado que el TGF-§ tiene la
capacidad de inhibir la proliferacion de las células germinales primordiales
(Godin & Wylie., 1991). Fujioka, et al (2004) observaron que TGF-B puede
reducir el numero de células germinales en muestras de embriones de 6di.
En trabajos previos de nuestro grupo, se observd que en ovarios de embrion
de pollo de 9 di., TGF-B1 disminuye el numero de células somaticas sin
afectar el numero de ovogonias. Esta discrepancia puede ser atribuida a el
uso de células germinales en estadios mas tempranos de desarrollo;
asimismo, a una concentracion mayor de TGF-B1 en el medio de cultivo 25
ng/ul (Godin & Wylie., 1991) y 100 ng/ pl (Fujioka et al., 2004).
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Ademas de una reduccion en el tamano del ovario, el TGF-f alter6 la
morfologia del ovario izquierdo. Mediante la inmunodeteccion de
citoqueratinas y N-cadherina, se observo un desplazamiento de estructuras
de la corteza (cordones corticales y células germinales) de la region mas
externa del ovario hacia la médula. Ambas proteinas, citoqueratinas (Ishimaru
et al., 2008) y N-cadherina (Gunter et al., 2011) han sido utilizadas para el
marcaje de la corteza del ovario en desarrollo. Una posible explicacion al
efecto del TGF-B observado en cultivo es el de una quimiotaxis inducida por
el tratamiento. Existen estudios previos que han demostrado que el TGF- es
capaz de inducir una quimiotaxis sobre las células germinales primordiales de
raton in vitro (Godin & Wylie, 1991). La posibilidad de una quimiotaxis
inducida por TGF- sobre las células germinales de embrién de pollo fue
evaluada mediante el uso de una camara de Boyden; sin embargo, estos
experimentos resultaron negativos. Es posible que este cambio en la
morfologia del ovario no sea debido a un efecto directo del TGF-B; sino que
esos cambios se deban a proteinas de matriz extracelular secretados en
respuesta al TGF-B3. Experimentos en ratén, han mostrado que en embriones
deficientes para ALKS (TGFBRI) sus células germinales presentan una
migracion deficiente hacia la génada (Chuva de Sousa Lopez et al., 2005).
Este efecto observado, no es debido a una quimiotaxis sino a cambios en la
deposicion de moléculas de matriz extracelular; en particular colagena-l vy
fibronectina. Es posible que el desplazamiento observado de estructuras
corticales hacia la médula sea debido a un efecto del TGF-B sobre estos

componentes de matriz extracelular.

Cabe destacar que este efecto sobre la morfologia del ovario no fue
observado en el ovario derecho. En ambos ovarios se observo la presencia
de pSmad2 en el nuacleo. Sin embargo, ambos ovarios presentan morfologias
claramente distintas y tienen diferentes respuestas al tratamiento con TGF-.
Esta diferencia en respuesta al TGF-B1 puede atribuirsele a las diferencias
en tipos celulares presentes en cada ovario. En especifico, el ovario izquierdo
a diferencia una corteza formada por células foliculares originadas por
proliferacion del epitelio celédmico. En los experimentos de cultivo de 6rgano,
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es esta poblaciéon celular la que se desplaza al interior del ovario en
respuesta al estimulo de TGF-B1. El ovario derecho al carecer de esta
estructura no produce el mismo cambio morfolégico. Alternativamente,
existen antecedentes que sefalan que la funcion in vivo de TGF-B1 puede
ser modulada localmente por medio de las integrinas (Munger et al., 1999).
De igual manera la presencia de los co-receptores para TGF-3, endoglinay 8
glicano, es capaz de modificar la respuesta celular al TGF-$ (Letamendia et
al., 1998).

Law et al. (1995) han demostrado que tanto TGF-B1 como TGF-B2 son
expresados en las células de la teca y de la granulosa en gallinas. Siendo las
células de teca los principales productores de TGF-B2 en el ovario. En
células de la granulosa en cultivo, el TGF-3 induce la expresion del receptor
para la hormona luteinizante. Ademas, en combinacion con la hormona
estimulante del foliculo el TGF-f promueve la sintesis de las enzimas
P450scc y StAR (Johnson et al., 2004); ambas enzimas participan en la
biosintesis de estradiol. El ovario embrionario de pollo es activo en la
produccion y secrecion de hormonas esteroideas (Tanabe et al., 1986;
Villalpando et al., 2000). Estas enzimas son necesarias para el desarrollo del
ovario en el embrion de pollo; en particular en permitir el desarrollo de la
corteza del ovario izquierdo y establecer el crecimiento asimétrico de la
gonada. Un posible papel del TGF- en regular la produccién y la secrecion
de hormonas esteroideas durante el desarrollo embrionario no puede ser

descartado.

En resumen, este trabajo ha demostrado por primera vez la expresion del
ARNmM y proteina del TGF-3 en el ovario de embrion de pollo a los 9 di. El
TGF-B2 comienza su expresion en la gonada después de la diferenciacion
sexual. Los resultados obtenidos en este estudio en conjunto con lo
observado en otros estudios, sugieren que el TGF-32 esta involucrado en el
desarrollo del ovario mediante la regulacion de la proliferacion celular y el
modelado de la génada.
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Conclusiones

En el presente trabajo observamos:

El ARNm de TGF-B2 es expresado en el ovario de embrion de pollo a
partir de los 8 di; es decir, después de la diferenciacién sexual. El
ARNmM se encuentra localizado en la médula de ambos ovarios y

predominantemente en la corteza del ovario izquierdo.

La proteina de TGF-B tiene una distribucién similar a la de su ARNm.
Se encuentra en la médula de ambos ovarios y alrededor de los

cordones corticales en el ovario izquierdo.

La presencia de Smad2 fosforilada en el nucleo de células del ovario
indica que la sefalizacién por TGF-B se encuentra activa en este
periodo del desarrollo.

El marcaje de N-cadherina y citoqueratinas indica que en el ovario
izquierdo, el tratamiento con TGF-B induce un desplazamiento de
estructuras de la corteza ovarica hacia la médula. Este fendbmeno no

se observa en el ovario derecho.
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Perspectivas

El TGF-B2 se expresa en ambos ovarios a partir de los 8 di. Sin
embargo, la posibilidad de detectarlo en estadios anteriores por
técnicas mas sensibles abriria la posibilidad de su participacién en la
diferenciacion gonadal. De igual manera el uso de métodos
cuantitativos (PCR en tiempo real) permitira evaluar las diferencias en
la expresion de TGF-B entre el ovario izquierdo y derecho; lo cual
podria relacionar la asimetria de los ovarios con una expresion
asimétrica de TGF-32.

Se asume la presencia de los receptores para TGF-B en el ovario
embrionario; sin embargo, se desconocen sus niveles de expresion asi
como su distribucion. Conocer la expresion de los receptores y co-
receptores para TGF-B revelara mas informacidon sobre su

participacion en la morfogénesis del ovario.

El conocer el mecanismo mediante el cual TGF-§3 induce el cambio en
la morfologia del ovario in vitro, aportara informacion sobre el papel
que el TGF-B juega en el desarrollo del ovario. En este sentido, se
buscaria estudiar los cambios en la expresién de componentes de
matriz extracelular en el ovario en respuesta a un estimulo por TGF-.
De particular importancia seria estudiar la expresion de colagena-l,
fibronectina y laminina; junto con las moléculas usadas para identificar

a la corteza, N-cadherina y citoqueratina.
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Abstract

The expression pattern of transforming growth factor bera (TGFf) isoforms in chicken embryo gonads was studied at 6—10 days
of incubation. TGFB2 mRNA was expressed predominantly in the cortex of the left ovary from day 8 of incubation onwards.
TGFB3 mRNA was not detected at any of the stages studied. Similarly, immunofluorescence for the TGFf protein revealed
that at day 9 it was located throughout the cortex of the left ovary and in the medulla of both the left and right ovaries. The
presence of phosphorylated Smad?2 in the nuclei of these regions suggests that TGFf3 signaling is most likely active at this
developmental stage. Culturing the left ovary in a TGFB1-supplemented medium induced a shift of cortical structures toward
the medulla, suggesting a role for TGFf in the morphogenesis of the female gonad in chickens.

Keywords: Chicken embryo gonad, ovarian morphogenesis, transforming growth factor 3

Introduction

In birds, as in mammals, the gonad arises as a
bipotential organ whose ultimate fate is determined by
ZZ sex chromosomes in males versus ZW in females
(Smith and Sinclair 2001). In chicken embryos, the
gonad originates as a thickening on the ventral face of
the mesonephros at 3.5 days of incubation (E3.5).
Before sexual differentiation, prospective male and
female gonads are morphologically indistinguishable.
During this bipotential phase, the gonads are
composed of a cortex of somatic and germ cells and
a medulla of primitive sex cords and mesenchymal
cells (Smith and Sinclair 2004).

In chicken embryos, gonadal differentiation can be
recognized by E6.5 (HH30) (Carlon and Stahl 1985).
In most birds, the development of the ovary is
characterized by asymmetric growth; only the left
gonad develops into a functional ovary. The left ovary
is characterized by an extensive growth of the cortex.

The innermost region of the ovary, the medulla,
consists of medullary cords, lacunae, and steroido-
genic cells (Narbaitz and Adler 1966; DeFalco and
Capel 2009). In contrast, the right ovary is signi-
ficantly smaller and is formed by a medulla surrounded
by a simple squamous epithelium (Ukeshima and
Fujimoto 1991). Aside from these morphological
differences, the ovaries display an asymmetric distri-
bution of germ cells that are more abundant in the left
gonad (Zaccanti et al. 1990). Estrogens have been
linked to the development of the cortex in the left
ovary. Due to the lack of estrogen receptors, the right
gonad fails to develop a proper cortex and hence
comprises only a medulla (Andrews et al. 1997; Smith
et al. 1997).

Transforming growth factor beta (TGFR) is a
member of the TGFf superfamily of growth factors.
To date, five isoforms have been identified. TGFB1,
TGFB2, and TGFB3 are present in mammals,
whereas TGF[35 is found only in amphibians (Vempati
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and Kondaiah 1998). TGFR4 is found only in birds
(Pan and Halper 2003), although there are reports
that TGFB4 is actually the ortholog for TGFR1 in
birds (Halper et al. 2004). The TGFB family of
growth factors activates its signaling pathway by
binding to membrane receptors. This binding triggers
the serine/threonine kinase activity in the receptor’s
cytoplasmic domain. The active receptors phosphor-
ylate Smad proteins. This phosphorylation mediates
the translocation of Smad proteins to the nucleus,
where they control the transcription of target genes
(Shi and Massagué 2003). TGFp signaling regulates
several activities in cells such as apoptosis, prolifer-
ation, differentiation, migration, and adhesion (Wu
and Hill 2009). In rodents, gonads from TGFp-null
embryos do not exhibit any major morphological
defects, probably due to compensations from other
TGEFR isoforms (Memon et al. 2008).

However, TGFPB participates in the process of
folliculogenesis in the chicken ovary, either alone or
through interaction with gonadotropic hormones
(Johnson et al. 2004; Woods and Johnson 2005).
TGFR2 is prominently expressed in the embryonic
gonad of both sexes (Hattori et al. 2002). Moreover, it
has been demonstrated that in cultured ovaries of E9
chicken embryos, TGFB1 and TGFR2 reduce the
number of somatic cells without affecting the number
of germ cells (Méndez et al. 2006). There is little
evidence for TGFp being involved in the embryonic
development of the avian gonad. In the present study,
the expression pattern of TGFp isoforms during the
morphogenesis of the female gonad in chicken
embryos was evaluated. In addition, the effect that
TGFB exerts n wvitro over the morphology of the
embryonic ovary in culture was assessed.

Materials and methods
Animals

Fertilized eggs of White Leghorn chicken (Gallus
gallus) were obtained from a local farm. The eggs were
incubated in a forced-draft incubator (Jamesway,
Cambridge, ON, Canada) at 37.8°C and 80% relative
humidity. The developmental stages of the chicken
embryos were defined according to Hamburger and
Hamilton (1951). All procedures were approved by the
Animal Care Committee of the School of Medicine at
UNAM and were in accordance to NIH guidelines.

Probe synthesis

Plasmids containing cDNA clones of chicken TGFB2
and TGFB3 were kindly provided by Dr. E. Marti
(Instituto de Biologia Molecular de Barcelona, CSIC,
Barcelona, Spain). Plasmids containing the chicken
probes were linearized by restriction digestion and
used as templates for either T3 or T7 RNA polymerase

(Promega, Madison, WI, USA). In wvirro reactions
generated antisense and sense riboprobes, and these
were labeled with digoxigenin-UTP DIG RNA
labeling mix (Boehringen, Ingelheim, Germany).
Fragment identity and insertion orientation were
verified by sequencing. A 56-h chicken embryo was
used as a positive control for TGFf33.

Whole-mount in situ hybridization

Whole-mount # sizu hybridization (ISH) was per-
formed as follows. Both left and right gonads with
accompanying mesonephros from 160 chicken
embryos (E6—-E9) were fixed in 4% paraformaldehyde
(PFA) in phosphate-buffered solution (PBS) at 4°C
overnight. The tissue was dehydrated with 25%, 50%,
75%, and 100% methanol [v/2 in PBS with 0.1%
Tween 20 (PBST)]. Before hybridization, the samples
were rehydrated with 75%, 50%, 25% metha-
nol/PBST, and twice in PBST, each for 5min at
room temperature (RT). Subsequently, the samples
were treated with proteinase K digestion (10 pg/ml in
PBST) for 9 min at RT. After proteinase K treatment,
the tissue was post-fixed in 4% PFA/PBST. Following
fixation, the samples were washed with PBST,
prehybridized at 65°C for at least 6h, and then
hybridized with the corresponding RNA probes
overnight. On the second day, the samples were
washed four times in hybridization mix for 30 min and
twice in maleic acid buffer containing 0.1% Tween 20
(MABT) for 15 min. The tissue was then blocked for
4h and incubated with anti-digoxigenin antibody
coupled with alkaline phosphatase (Roche, Mexico
City, Mexico) at 4°C overnight. On the third day, the
samples were thoroughly washed in MABT four times
during 1 h at RT and then were kept overnight at 4°C.
On the fourth day, the samples were washed in
NTMT buffer twice for 10 min and then developed
with BM Purple AP Substrate precipitating (Roche).
After optimal staining was reached, development was
stopped with PBST, and the stained samples were
subjected to graded dehydration—hydration steps in
methanol/PBST to reduce background. The stained
tissue was observed and photographed with a
stereomicroscope (SMZ1500, Nikon Instruments
Inc., Mexico City, Mexico) coupled with a digital
camera. Negative controls for each gene were carried
out using the sense probe at an equal concentration.

Frozen section ISH

Urogenital systems from eight female chicken
embryos at E9 (HH35) were fixed overnight in cold
4% PFA in PBS, washed in increasing sucrose
concentrations (10%, 20%, and 30%) and in Optimal
Cutting Temperature (OCT) compound/30% sucrose
1:1 at 4°C. Samples were embedded in OCT, frozen in
dry ice, and stored at —70°C. ISH was performed as
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previously reported (Diaz-Hernandez et al. 2008).
Briefly, 12-pum frozen sections were washed and
prehybridized for 1 h at 55°C in hybridization solution
(50% formamide, 1.3% SSC, pH 7, 5mM EDTA,
pH 8, 0.2% Tween 20, 0.5% CHAPS, 100 pg/ml
heparin, and 50 pg/ml yeast RNA). Test or control
samples were hybridized with antisense or sense
riboprobes, respectively. Riboprobes were added and
hybridized overnight at 55°C, washed and blocked
with 15% goat serum, 2% BSA in PBS. The signal was
immunologically detected using preabsorbed anti-
body anti-digoxigenin-AP Fab fragment (Boehringen
Mannheim, Mexico City, Mexico) and stained with
BM Purple AP Substrate precipitating (Roche,
Mexico City, Mexico). Samples were photographed
using a Nikon E600 microscope.

Immunofluorescence

Fixed urogenital complexes from eight female chicken
embryos at E9 (HH35) were washed in PBS and
immersed in 30% sucrose overnight followed by 1:1
30% sucrose:OCT compound (Tissue Tek, Torrance,
CA, USA). To remove lipids, slides were washed with
ascending and descending series of ethanol in PBS.
Antigens were retrieved by boiling slides in Buffer Diva
1 X (Biocare Medical, Concord, CA, USA) for 45 min.
Slides were washed with PBS and then permeabilized
with 0.5% Triton 100 X /PBS for 10 min. To block
unspecific staining, the sections were treated with 5%
horse serum in PBT (0.5% Triton 100 X /PBS) for
30min at RT and subsequently incubated overnight
with primary rabbit anti-Smad, phosho-specific (Ser
465/467) antibody (AB3849 Millipore, Billerica, MA,
USA), diluted 1:250 at RT. The sections were
incubated in secondary goat Cy3 anti-rabbit antibody
(Chemicon International Inc., Billerica, MA, USA),
diluted 1:250 for 1h at RT and washed with PBS,
sequentially blocked with 1% horse serum in PBS
for 1h and incubated overnight with mouse anti-
N-cadherin (Invitrogen, Mexico city, Mexico). The
slides were washed and incubated in Alexa fluor 647
donkey anti-mouse secondary antibody (Molecular
Probes, Invitrogen), diluted 1:100 for 1 h at RT.

Images were acquired with a confocal microscope
(TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
with the aid of Advanced Fluorescence Lite (Leica
Microsystems) imaging software. For TGFp detec-
tion, a rabbit polyclonal antibody was used (1:200,
SC-146 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA), diluted 1:200; cytokeratins were detected using
a pan cytokeratin (AE1/AE3) antibody (CMO011C,
Biocare Medical), diluted 1:200.

Organ culture of embryonic ovaries

Ovaries from 80 chicken embryos at E9 (HH35)
were dissected under a stereoscopic microscope.
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The ovaries were cultured on polycarbonate mem-
branes (Nuclepore, Whatman, Maidstone, UK)
floating on serum-free culture medium (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, DMEM supplemented with
0.1% Albumax, 100 U/ml penicillin, 50 pg/ml strep-
tomycin, Gibco-BRL, Mexico City, Mexico). Recom-
binant human TGFB1 (R&D Systems, Mexico City,
Mexico) was added to the medium at the beginning of
the culture at a final concentration of 10 ng/ml. The
ovaries were cultured for 72 h to assess the effect of
TGFR. After culture, the ovaries were washed in PBS
and fixed in 4% PFA/PBS overnight, before being
incubated in 30% sucrose overnight. The tissue was
then infiltrated with 1:1 30% sucrose:OCT compound,
embedded in OCT compound, frozen, and processed
for histological analysis.

Results

Expression of TGFB2 mRNA during early gonad
development

TGFB2 mRNA was detected by ISH in the
differentiated ovary as early as E8 (HH34)

Figure 1. Whole-mount ISH of embryonic gonads for TGFB2
(A)—(C). TGFB2 begins to be expressed at HH34, predominantly in
the left ovary while in the right ovary it was not detected (A). At
HH35, TGFB2 is also expressed in the male gonad (B). At HH35,
the left and right ovaries continue to express TGFB2 (C, left). The
negative control with the sense probe is displayed (C, right). ISH in
the frozen sections shows that TGFB2 is expressed in both the
ovaries (D). Amplifications of the right (E) and left (F) ovaries are
shown. Dotted line indicates the cortex—medulla boundary; L, left
side; R, right side; M, mesonephros; C, cortex; Me, medulla. Bar
represents 1 mm.
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(Figure 1A); earlier expression (E6 and E7) was not
detected by ISH. TGFB2 was also expressed in testes
of E9 (HH35) embryos (Figure 1B). TGFB2
expression was maintained in the embryonic ovary at
E9 (Figure 1C) and E10 (not shown). In the female
gonad, TGFB2 was present throughout the gonad, but
predominantly in the left ovarian cortex (Figure 1D),
whereas on the male gonads TGFB2 was observed
in the sex cords (not shown). TGFB3 was not found
by ISH in either the male or female gonad at any of
the stages examined (not shown).

In chickens, development of the ovary is character-
ized by the asymmetric growth of the left ovary. This
anatomical asymmetry became evident at E§ (HH34)
(Figure 1A), at which point female gonads could be
distinguished from male gonads by their size. At E9
(HH35), the surface of the left ovary displayed a well-
developed cortex that comprised a thick surface
epithelium and clusters of germ cells surrounded by
somatic cells. The expression of 7GFf2 in this region
apparently occurred in germ cells, somatic cells, or
both. The subcortical medulla directly underneath the
cortex contained small lacunae and epithelial medul-
lary cords (Figure 1D,F). The innermost medulla was
composed of large veins and lacunae lined by a
squamous epithelium. The structure of the right ovary
was similar to that of the inner medulla of the left
gonad, in that it lacked a cortex and was covered by a
squamous epithelium (Figure 1D,E). TGFB2 was
detected in the medulla of right and left ovaries,
although, at lower levels compared with those seen in
the cortex of the left ovary (Figure 1D).

Owvarian expression of TGF protein

To determine if the TGFB protein had a similar
distribution as its mRNA, immunostaining was

TGF-8

Right ovary

Left ovary
..

|

carried out on frozen sections of E9 (HH35)
gonads. TGFB was identified by immunofluo-
rescence with an antibody that detects precursor
and mature TFGR1 and TGFR2. TGFR protein
occurred in extracellular space. In the left ovary,
TGFB surrounded the sex cords in the cortex
(Figure 2A,C), and small amounts were observed in
the inner medulla. In the right gonad that contains
only a medulla, TGFB was present in the entire
organ (Figure 2D,F).

Phosphorylated Smad2 in the developing avian ovary

As TGFp signaling relies on the phosphorylation of
Smad proteins by activated receptors, TGFR acti-
vation was assessed by the presence of phospho-
Smad2 in nuclei. In such preparations, the cortical
region of the developing gonad was also visualized
with an anti-N-cadherin antibody, which revealed a
significantly thicker cortex in the left versus right ovary
(Figure 3B,F). In the left ovary, strong phospho-
Smad2 (p-Smad?2) staining occurred in the nuclei
cortical cells as well as in the inner medulla
(Figure 3A). This pattern was similar to that of
TGEFR protein. In the right gonad, p-Smad2 was also
present in the nuclei of the surface epithelium and the
medulla (Figure 3E).

Exogenous TGFB1 induces a shift of cortical structures on
cultured ovaries

The effect TGFR exerts over the left ovary was
assessed in organ culture, followed by immuno-
fluorescence of N-cadherin and cytokeratin to
highlight the ovarian cortex. After 72h of culture
in a serum-free medium, the left ovary retained
staining for N-cadherin (Figure 4A) and cytokeratin

DAPI Merge

Figure 2. Presence of TGF protein in E9 (HH35) chicken embryo ovary. Immunofluorescence in ovary cryosections with anti-TGFf
antibody (green) and 4,6-diamidino-2-phenylindole nuclear stain DAPI (blue). Dotted line indicates the cortex—medulla boundary. Bar

represents 50 pm.
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Right ovary
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Figure 3. Phosphorylated Smad2 in E9 (HH35) chicken embryo ovary. Immunofluorescence in ovary cryosections, phosphorylated Smad2
(green), N-cadherin (red), and DAPI (blue). Inserts were 2.5 X . Bar represents 50 pm.

in the cortex (Figure 4D). However, ovaries treated
for 72h with TGFB1 showed a shift of cortical
structures toward the medulla of the gonad
(Figure 4B,E). In addition, TGFp-treated ovaries
were smaller than those in controls. Unlike the left
ovary, the right ovary did not have a proper cortex
as shown by staining for N-cadherin (Figure 4C).
In the right ovary, TGFB treatment did not cause
any significant morphological changes compared
with the controls (Figure 4C,F), other than a
reduction in ovary size.

Discussion

In this study, the expression of TGF(2 mRNA and its
protein in the chicken embryo ovary was described by
ISH. The presence of TGF protein was assessed by
immunofluorescence, and the state of TGFf signaling
was determined by the detection of phosphorylated
Smad2. Moreover, TGFB treatment in cultured
ovaries reduced the size of both the left and the right
ovaries. Besides the change in size, this treatment
induced a displacement of cortical cells to the medulla.

Control TGF-6 treated Control

N-cadherin

Left ovary

Cytokeratin

.

TGF-8 treated

Right ovary

Figure 4. Effect of TGFp over the ovarian cortex. Immunofluorescence in ovary cryosections, cytokeratin (green), N-cadherin (red), and
DAPI (blue). A left ovary cultured for 72 h in a growth factor-free medium (control) displays a thick cortex positive for N-cadherin (A) and
cytokeratin (D). Upon TGFB1 treatment, cortical structures were shifted toward the medulla (B and E). Right ovaries in control medium (C)
do not display a well-developed cortex; this morphology was not altered by TGFB1 treatment (F). Bar represents 50 pm.
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TGFB2 mRNA was expressed in the differentiated
ovaries at E8 (HH34) and E9 (HH35). TGFpB
expression could not be detected at earlier stages by
ISH. These findings are in accordance with previous
evidence obtained by RT-PCR (Hattori et al. 2002),
which showed TGFB2 expression in the embryonic
gonads in both males and females after sex differen-
tiation as early as E7 (HH33). The higher sensitivity of
RT-PCR than that of ISH could account for an earlier
detection of TGFB2 mRNA. Given the fact that the
testis is morphologically distinguishable from the
ovary at E6.5 (HH30) (Carlon and Stahl 1985) and
that TGFRB2 is expressed only after this stage, TGFp
may not be involved in early aspects of gonad
differentiation but rather might participate in mor-
phogenesis of the differentiated gonad.

As revealed by immunofluorescence, TGFf protein
is present in both the ovaries. The antibody used in the
present work detects precursor and mature TGFB1
and TGFR2. Therefore, a distinction between the two
isoforms could not be made. In the left ovary, TGFp is
localized in the inner medulla and around the cortical
cords. In the right ovary, TGF is found in the entire
organ. The presence of phosphorylated Smad2
suggests that TGF signaling is active in cells at this
developmental stage.

In response to exogenous TGFB1, ovaries show a
reduction in the size of the explants and an altered
morphology. Cortical structures (cortical cords and
germ cells) are shifted from the outermost layer
toward the medulla. This change in morphology was
evidenced by the immunolocalization of cytokeratins
and N-cadherin, two proteins known to be present in
the ovarian cortex (Ishimaru et al. 2008; Gunther et al.
2011). Previous studies have demonstrated that in
organ culture both TGFB1 and TGFR2 reduced the
number of ovarian somatic cells without affecting the
number of germ cells. This effect was due to a
reduction in cell proliferation rather than increasing
apoptosis, assessed by BrdU incorporation and
TUNEL, respectively (Méndez et al. 2006). The
inhibitory effect of TGFB2 over somatic cells in the
chicken embryo ovary has also been reported by
Fujioka et al. (2004). This effect over somatic cells
may account for the reduced size observed in the
explants. Therefore, TGF3 might play a role in
controlling cell proliferation during embryonic devel-
opment of the chicken embryo.

The shift of cortical structures induced by TGFp
could be due to changes in the deposition of
extracellular matrix or an induced migration, both of
which are known effects of TGFB (Wu and Hill 2009).
We hypothesize that TGFB may participate in the
compartmentalization of the ovary during develop-
ment. The fact that the cultured ovaries respond to
exogenous TGFB suggests that the receptors for
TGFR (TGFBR) are expressed at this developmental
stage. In addition, TGFBRII has been shown to be

upregulated in the chicken embryo ovary (Carré
et al. 2011).

Law et al. (1995) has demonstrated the expression
of TGFB2 and TGFp1 in the granulosa and theca
of adult hens. In particular, thecal cells are the main
producers of TGFB2 in the ovary. In cultured hen
granulosa cells, TGFB induces the expression of
luteinizing hormone receptor (LHR). In addition,
when combined with follicle stimulating hormone
(FSH), TGFB promotes P450scc and StAR
expression plus progesterone production following
LHR induction (Johnson et al. 2004). The chicken
embryonic ovary is active in the production and
secretion of steroid hormones (Tanabe et al. 1986;
Villalpando et al. 2000), which are required for the
development of the chicken embryo ovary (Andrews
et al. 1997). A possible role of TGFp in regulating
hormone secretion during embryonic development
cannot be excluded and requires further research.
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