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Resumen.

RESUMEN

En 1982, se reporté que cuando se transfiere el cromosoma Y del raton Mus musculus
domesticus (de Tirano, Italia [YT’]) dentro de la cepa C57BL/6J (B6), toda la progenie XY
falla a desarrollar testiculos normales independientemente de la presencia del gen Sry.
Los individuos de esta cepa presentan diversos fenotipos sexuales incluyendo reversion
sexual completa (hembra XY), hermafroditas verdaderos y machos con testiculos
pequenos que son pobremente fértiles. Esta nueva cepa fue designada como B6.YTIR y ha
sido usada como un excelente modelo para el estudio de procesos del desarrollo sexual;
sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares que contribuyen a la reversién
sexual no son claros. El objetivo del presente trabajo fue establecer los eventos del
desarrollo ovarico que posiblemente participan en la reversion sexual del raton B6.YTIE,
El estudio de estos eventos se observé mediante el analisis del patron de expresion de
genes relacionados con la diferenciacién testicular (Sry, Sox9 y Mis) y ovarica (Wnt4,
Rspol y Stra8) en génadas XY del ratén B6.Y™R y las cepas normales CD1 y C57/BL6J
(B6) por medio de inmunofluorescencia y RT-PCR en tiempo real. Se observé que la
expresion de los genes relacionados con la diferenciacién sexual esta alterada en la cepa
B6.YTR, tanto a nivel de transcritos como de proteinas induciendo la diferenciacién de
ovarios y ovotestis pero no de testiculos normales. Los datos mostraron que la expresion
de genes testiculares perece estar siendo inhibida en diferentes niveles permitiendo la
expresion de genes ovaricos como Wnt4, Rspol y Stra8. Sin embargo, la accion de estos
genes no es clara cuando los datos son analizados como un promedio. Ademas, en el
presente trabajo se muestra un analisis de correlacion entre genes que nos permitio
observar la relacién en la expresion de los genes testiculares y ovaricos en la génada en

desarrollo.

La deteccion de 3B-HSD1 se utilizé como marcador testicular; sin embargo, en el presente
trabajo se observo que la enzima se detecta también durante el desarrollo de los ovarios.
Para establecer si las génadas XX son esteroidogénicas, se analizo el patréon de expresion

del mRNA de los genes 33-Hsd1 y P450arom asi como el patrén de expresion de las
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proteinas de 3B-HSD1 y Testosterona en goénadas normales indiferenciadas y
diferenciadas de embriones machos y hembras. Los datos indicaron que la enzima 3[3-
HSD1 se expresa en las gonadas XX durante el periodo de diferenciacién gonadal. Sin
embargo, la Testosterona, que podria indicar actividad esteroidogénica no es producida.
Ademas, la ausencia de P450arom indic6 que no se produce Estradiol. La detecciéon de 33-
HSD1 en estadios tempranos del desarrollo ovarico, asi como la ausencia de Testosterona
sugiere que las génadas XX no son esteroidogénicas y que la enzima puede jugar un

papel diferente al del proceso de esteroidogénesis.
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Abstract.

ABSTRACT

In 1982, it was reported that when the Y chromosome of the Mus musculus
domesticus mice (from Tirano, Italy [YTR]) was introduced into the C57BL/6J (B6)
strain, all XY progeny fail to develop normal testes despite transcription of Sry. The
individuals from this strain show a range of sexual phenotypes, including fully sex
reversed XY females, true hermaphrodites and males; although the males have
small testes and are of poor fertility. This new strain was designed as B6.YTIR and it
have been used as excellent study model for analysis of sex development process but
the molecular mechanisms which contribute to sex reversal are not clear. The aim of
this study was to establish the ovary development events which possibly participate
to sex reversal in the B6.YTR mouse. The study of the pattern of expression of genes
related to testicular (Sry, Sox9 and Mis) and ovarian differentiation (Wnt4, Rspol
and Stra8) in XY gonads of the B6.Y™® mouse and the normal strains CD-1 and
C57/BL6J (B6) was undertaken using immunofluorescence and real time RT-PCR. It
was observed that the expression of genes related to the process of sex
differentiation is altered in the B6.YTIR strain, as much at the transcript level as in
terms of the proteins inducing the differentiation of ovaries and ovotestes, but not
form normal testes. Our results show that the expression of testicular genes seems
to be inhibited at various levels, permitting the expression of ovarian genes such as
Wnt4, Rspol and Stra8. However the activity of these genes is not clear when we
analyzed our data as an average. In addition, in the present work an analysis of
correlation is showed where is observed the relation between testicular and ovarian

genes during the gonad development.

The detection of 33-HSD1 was used as testicular marker. Nevertheless, it was
observed that the expression enzyme was detected also during the ovary
development. To establish if mouse XX gonads are steroidogenic, we analyzed the
mRNA expression pattern of 38-Hsd1l and P450arom as well as protein expression

pattern of 3-HSD1 and Testosterone in normal undifferentiated and differentiated
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gonads from both male and female mice embryo. Our data indicate that there is
expression of 3B-HSD1 enzyme in XX gonads during gonad differentiation period.
However the Testosterone which would indicate steroidogenic activity is not
produced. Besides, the absence of P450arom indicates that the Estradiol is not
produced. The detection of 3f-Hsdl in the early stages of ovarian development, as
well as the absence of Testosterone suggests that XX gonads are not steroidogenic
and that 3B-HSD1 enzyme may play a different role than in the steroidogenesis

process.
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Antecedentes.

% Antecedentes.
1. Determinacién y diferenciacion sexual en mamiferos.

La presencia de sexos separados (gonocorismo) es un fenémeno que sigue
interesando a cientificos de diferentes areas debido a que dicha sexualidad se puede
expresar de diversas formas y en varios niveles. En vertebrados se pueden observar
peculiaridades anatémicas, fisiolégicas y conductuales tipicas de cada sexo. La
presencia de ovarios o testiculos es una de las diferencias principales entre hembras

y machos en especies gonocoricas.

A pesar de que la morfogénesis de las gonadas en vertebrados es muy similar, los
mecanismos que se activan para la determinacién y diferenciacion del sexo varian
considerablemente. El desarrollo del sexo en mamiferos depende de su genotipo, el
cual es un equilibrio entre las dotaciones recibidas de los progenitores durante la
fecundacién. El fenotipo sexual en los adultos es el resultado de una serie de eventos
secuenciales que se llevan a cabo principalmente durante la embriogénesis. Estos

eventos se pueden dividir en tres fases (Merchant-Larios y Diaz-Hernéndez, 2011):

R/

s Determinacién sexual cromosomica o genética, se establece en el momento de la
fertilizacion y depende de la carga cromosémica proporcionada por los progenitores.
En esta fase se adquieren los componentes genéticos necesarios para que el

individuo se desarrolle como macho o hembra.

s Diferenciacién gonadal, en esta fase se activan los procesos celulares y
moleculares involucrados en el desarrollo gonadal y que permiten la diferenciacién

de un ovario o un testiculo, dependiendo del sexo genético adquirido.

*

s Diferenciaciéon sexual somatica, es la etapa en la cual se desarrollan los
caracteres sexuales internos y externos de cada sexo. En este periodo también se

incluye la aparicion de los caracteres sexuales secundarios posnatales.
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Antecedentes.

1.1 Determinacién Sexual y Cromosomas sexuales.

Determinacion sexual se define como el conjunto de eventos genéticos que inducen la
diferenciacién de la génada especifica de macho o de hembra. El sexo puede ser
determinado por varios mecanismos genéticos. En mamiferos el mecanismo de

determinacién sexual es de tipo cromosémico y se denomina XX/XY (Styrna, 1999).

Durante el proceso de fecundacién los gametos masculinos y femeninos se unen
restaurando la composicién diploide de las células. En cada célula, los cromosomas
autosémicos provenientes de cada gameto contienen los mismos genes; sin embargo,
los cromosomas sexuales son diferentes y contienen los genes que determinan el
sexo. Los cromosomas sexuales son denominados X o Y (Styrna, 1999; Puertas,
1999). Ambos sexos contienen un cromosoma X, que es adquirido de los gametos
femeninos. La presencia de un segundo cromosoma X proveniente del gameto
masculino da origen a una hembra homogamética XX, mientras que si en su lugar se
obtiene un cromosoma Y se desarrolla un macho heterogamético XY de manera

normal (Gilbert, 2005; Puertas, 1999; Baccetti y Collodel, 1999).

Cuando hay aneuploidias de los cromosomas sexuales o existen mutaciones en sus
genes, se presentan alteraciones en el desarrollo sexual, las cuales pueden ser
evidentes a diferentes niveles. La presencia de un solo cromosoma Y con dos o mas
cromosomas X da origen a individuos machos con alteraciones morfologicas y
fisiologicas relacionadas con el sexo. Por otro lado, la ausencia del cromosoma Y

dirige el desarrollo del sexo femenino (Styrna, 1999; Parker et al, 1999).

La translocacién del brazo corto del cromosoma Y hacia el X es una de las causas
que explican los casos de reversion sexual en los que individuos con dos cromosomas
X se desarrollan como machos. De manera contraria, la alteracién o ausencia de esta
misma region en organismos con cromosomas XY se desarrollan con un fenotipo

femenino (Gilbert, 2005).
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Antecedentes.

1.2 Génada indiferenciada.

En su origen embrionario, ovarios y testiculos no pueden ser distinguidos como tales
debido a que surgen mediante la formacién de una estructura denominada génada
indiferenciada. Dicha estructura también se conoce como génada bipotencial por que
tiene la capacidad de diferenciarse hacia un ovario o hacia un testiculo dependiendo

de la carga genética (XX o XY) del individuo (Merchant-Larios y Taketo, 1991).

Las génadas se derivan del mesodermo intermedio como engrosamientos pareados
de la superficie ventromedial del mesonefros. La proliferacién celular y la llegada de
las células germinales primordiales son eventos criticos para el establecimiento de la
gonada indiferenciada bipotencial. Las génadas de ambos sexos en esta etapa estan
constituidas esencialmente por células somaticas (de soporte y tejido conectivo) y

germinales primordiales (Capel, 2000; Gilbert, 2005).

Datos experimentales parecen indicar que las células germinales no estan
implicadas en las etapas iniciales de la diferenciacion gonadal, y que el compromiso
de la génada bipotencial a diferenciarse como testiculo u ovario debe ocurrir en el
linaje celular de soporte; es decir, en las células pre-Sertoli o en las células pre-
foliculares, respectivamente (Merchant, 1975). Por otro lado, la interaccién entre las
células somaticas y germinales en el ovario embrionario es de gran importancia para
su adecuado desarrollo. La ausencia de células germinales debido a la pérdida del
patron de senializacion conocido como C-kit / Steel impide la formacion de foliculos y

se observa disgenesia gonadal (Buehr et al, 1993a).

Muchos genes son expresados en la gonada indiferenciada de ambos sexos. Genes
tales como Wtl y Sfl son esenciales en el establecimiento de la goénada
indiferenciada. En ausencia de dichos genes se ha observado que las gonadas entran
en proceso de apoptosis por lo cual los individuos carecen de estas estructuras

(Wagner et al., 2003).
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1.3 Diferenciacién gonadal.

El evento critico de determinacién del sexo depende de la expresién sinérgica o en
cascada de los genes presentes en los cromosomas sexuales y autosémicos antes y
durante la diferenciacién gonadal (Parker et al, 1999). Estos eventos moleculares
desencadenan procesos celulares que estimulan la interaccién entre células
germinales y somaticas que inducen la diferenciacién de un ovario o un testiculo. En

general, en el desarrollo gonadal se involucran las siguientes etapas:

< Migracién y arribo de células germinales primordiales (CGPs). En el ratén, a los
7.5 dias post coitum (dpc), y en humano alrededor del dia 28 de gestacién, las CGPs
marcadas con fosfatasa alcalina pueden ser localizadas migrando hacia las crestas
genitales (MacGregor et al, 1995; Anderson et al, 2000), en donde se establecen y
comienzan a expresar factores como VASA (Mvh, Toyooka et al, 2000) y GCNA1
(Enders y May, 1994).

s Formacion de las crestas genitales. Estas estructuras presentes en ambos sexos
se forman por proliferacién de células del epitelio celémico en la superficie
ventromedia del mesonefros (Capel, 2000). Este evento se lleva a cabo alrededor de

los 9.5 dpcen el ratén y en la quinta semana de gestacion en humano.

R/

% Formaciéon de la gonada indiferenciada. Las CGPs llegan a la cresta genital
entre los 10 y 11 dpc en raton y en la sexta semana de gestaciéon en humanos. Una
vez que arriban, las CGPs interaccionan con células somaticas y forman los cordones

sexuales de la génada indiferenciada (Merchant-Larios y Taketo, 1991).

R/

% Morfogénesis gonadal. La formacion de un ovario o testiculo se lleva a cabo por
proliferacién y diferenciacion de los linajes celulares somaticos dependiendo del sexo
genético (Merchant-Larios y Taketo, 1991; Merchant-Larios et al, 1993). En el
raton, las gonadas pueden ser distinguidas a los 12.5 dpcy en la séptima semana de

gestacion en humanos.
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S1 un embriéon es XY, se activan los genes requeridos para el desarrollo sexual
masculino, estos genes inducen la diferenciacién testicular. En el testiculo se

diferencian cuatro tipos celulares:

% Células de Sertoli. Proporcionan soporte y nutrientes a las CGPs.
% (Células de Leydig. Productoras de hormonas esteroides
% Células Germinales o Espermatogonias. Formaran espermatozoides haploides.

% Células Peritubulares o Mioides. Proveen integridad estructural al testiculo.

El primer signo morfolégico de diferenciacion sexual en la génada masculina es la
apariciéon de una red de cordones testiculares conformados por células de Sertoli y
germinales, los cuales son evidentes por la formacién de una lamina basal
constituida por Laminina y Colagena principalmente (Pelliniemi y Frojdman, 2001).
Esta lamina basal es formada por proteinas que son secretadas por las células de
Sertoli y Mioides. Los cordones testiculares son separados del epitelio celémico
debido a la formacién de vasos sanguineos. Posteriormente las células de Leydig y la
produccion de Testosterona dirigen el desarrollo de los genitales internos y externos

(Merchant-Larios y Taketo, 1991; Merchant-Larios et al, 1993).

Se sugiere que las células de Sertoli del testiculo embrionario producen un factor
inhibidor de la meiosis, por lo que las células germinales que son incluidas en los
cordones testiculares son incapaces de iniciar dicho proceso y permanecen en arresto
mitético (McLaren y Buehr, 1990). En la pubertad las células de Leydig producen los

andrégenos necesarios para inducir el inicio de la mitosis y la espermatogénesis.

Las células de Sertoli y Leydig son importantes en la diferenciaciéon de los genitales
internos. La Hormona Anti-Miilleriana (Amh o Mis) producida por las células de
Sertoli induce la regresién de los conductos de Miiller (Paramesonefricos) evitando la
formacion de los genitales internos femeninos. La Testosterona producida por las
células de Leydig induce la diferenciacién de los conductos de Wolff (Mesonefricos)

para que se forme el epididimo, los conductos deferentes y las vesiculas seminales.
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Cuando el embrion es XX el desarrollo es dirigido hacia un ovario por la regulacion
positiva de genes que promueven la diferenciacién de las células de la Granulosa y la

Teca, asi como la formacion de foliculos.

En las génadas femeninas los cambios no son tan evidentes como en machos y las
diferencias morfolégicas no son tan notables con respecto a la génada indiferenciada.
El principal cambio es un aumento de tamano producido por la continua
proliferacion celular tanto de las células somaticas como germinales. Sin embargo,
después del periodo de diferenciaciéon sexual, los ovarios tan solo son la mitad del
tamano de un testiculo. En la superficie externa se forman cordones sexuales
corticales (ovigeros), los cuales son menos evidentes en comparacién con los cordones
testiculares. Los cordones estan conformados por células germinales interconectadas
por uniones citoplasmicas formando un cisto y por células somadaticas que se

diferenciaran en células de la granulosa y de la teca (Pepling y Spradling, 1998).

Las células germinales en el ovario de ratén inician la meiosis a los 13.5 dpc, poco
después de la etapa de diferenciacién sexual (McLaren, 2003). Entre los 15y 16 dpc
la mayoria de las CGPs han iniciado el proceso de meilosis y entonces se les
denomina ovocitos. Estos ovocitos se encuentran en etapa de Paquiteno (Profase I de
la meiosis), y se pueden observar los complejos sinaptonémicos donde ocurre
intercambio genético entre los cromosomas homologos. Posteriormente, entran a la
etapa de Dipléteno y permanecen quiescentes. En etapas cercanas al nacimiento, se
inicia el proceso de foliculogénesis con la formacion de foliculos primordiales
(Merchant et al, 1991). Al parecer, el inicio de la meiosis est4 controlado por accién
del Acido Retinoico (AR) secretado en el mesonefros. En estudios que involucraron
tratamientos con AR exdgeno e inhibidores de AR se observo que es capaz de inducir
la expresion de marcadores meidticos como Stra8, Scp3 y Dmcl en células
germinales. La inhibicion de AR previene la entrada a meiosis y las células
germinales contintian expresando marcadores de células indiferenciadas como Oct4

(Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006).
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2. Genes involucrados en la diferenciacion sexual.

La morfogénesis gonadal es controlada por la accién de los factores genéticos que se
encuentran localizados principalmente en los cromosomas sexuales; sin embargo, los
procesos de diferenciacion sexual requieren de muchos genes distribuidos tanto en

los cromosomas sexuales como en los autosomas (Baccetti y Collodel, 1999).

Muchos genes son expresados en las génadas indiferenciadas de ambos sexos y son
importantes en el establecimiento de ésta. Algunos de estos genes son M33 (Katoh-
Fukui et al, 1998), Lhx (Luo et al, 1994), Emx2 (Miyamoto et al, 1997), Wtl
(Wagner et al., 2003) y Sf1 (Jeyasuria et al, 2004). Estos dos tltimos son de interés

debido a que también participan durante el periodo de diferenciacién sexual.

El gen WT1 codifica para un factor de transcripcién que se expresa en el complejo
urogenital de ambos sexos (Wilhelm y Englert, 2002). Se ha observado que
embriones mutantes que carecen de WT1 desarrollan un primordio gonadal, el cual

degenera debido a un incremento en el proceso de apoptosis (Wagner et al., 2003).

El gen Sf1 es importante en el establecimiento de la génada indiferenciada, ya que
los embriones mutantes presentan agenesia gonadal (ausencia de génadas) y
reversién sexual de macho a hembra (Jeyasuria et al, 2004). Por otro lado regula la

expresién de genes involucrados en la diferenciacién masculina (Achermann et al,

2001).

Se han reportado mas de 2000 genes involucrados en el desarrollo gonadal, muchos
de estos genes se expresan en ambos sexos desde etapa de génada indiferenciada;
otros son expresados dimorficamente y son importantes para llevar a cabo la
diferenciacién ovarica o testicular (Nef et al, 2005; Menke y Page, 2002; Beverdam y

Koopman, 2006). Algunos de estos se explican brevemente a continuacién.
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2.1 Genes determinantes del sexo.

En 1990 se dio a conocer la existencia del gen Sry considerado como el factor
determinante testicular (TDF o TDY). Este gen que se localiza en el brazo corto del
cromosoma Y es el responsable de iniciar la cascada de interacciones genéticas y
celulares que inducen el desarrollo de testiculos a partir de la génada indiferenciada
(Sinclair et al, 1990). Se le ha denominado SRY (sex-determining region of the Y
chromosome) en humanos (Berta et al., 1990) y Sry en ratén (Koopman et al., 1990).
Su papel como factor determinante masculino se propuso cuando estudios con
ratones transgénicos demostraron que un fragmento de DNA de 14 mil pares de
bases (pb) fue capaz de inducir diferenciacién masculina en individuos con

cromosomas XX (Koopman et al., 1991).

El gen Sry codifica para un factor de transcripcién que se caracteriza por tener un
dominio de unién a DNA denominado HMG. Su accién es intracelular y controla la
expresién de otros genes relacionados con la diferenciacién testicular (Dubin y
Ostrer, 1994). En el ratén es expresado brevemente por las células de Sertoli entre
los 10.5 y 12.5 dpc y por las células germinales en el testiculo adulto (Albrecht y
Eicher, 2001; Hacker et al, 1995). En humanos se detecta en el nicleo de las células
de Sertoli y células germinales durante la sexta semana de gestacién y continta su
expresién hasta etapas adultas (Hanley et al., 2000; Salas-Cortes et al., 1999; 2001).
Se ha observado que tanto el mRNA (mensajero) como la proteina inician su
produccion en la region central de la cresta genital y posteriormente se extiende
hacia los polos rostral y caudal (Albrecht y Eicher, 2001; Bullejos y Koopman, 2001).
Su expresion induce la proliferaciéon de células somaticas que se diferenciaran en
células epiteliales y de Sertoli (Schmahl et al, 2000). Al parecer la expresién e
interaccion de las proteinas de Gata4 yFog2 es necesaria para la expresion correcta
de Sry, debido a que se ha observado que embriones XY mutantes que carecen de
Fog2 presentan niveles de expresion de Sry reducidos a los 11.5 dpc cuando deberia

alcanzar su pico maximo (Tevosian et al., 2002).
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Se ha propuesto que el gen Sox9 puede ser blanco directo de Sry, ya que estudios
han demostrado que Sry (Kidokoro et al, 2005; Sekido et al, 2004) y Sfl regulan
positivamente la expresién de Sox9 (Sekido y Lovell-Badge, 2008; Park et al, 2011).
Sox9 se ha considerado un factor determinante del sexo masculino, ya que en
ausencia de Sry, su expresion ectopica en gonadas XX y su expresiéon normal en

génadas XY es capaz de inducir diferenciacién testicular (Qin y Bishop, 2005).

Sox9 es un gen autosémico que pertenece a la familia de proteinas HMG y se ubica
en el brazo largo del cromosoma 11 de ratén. Codifica para un factor de
transcripcion que esta involucrado en el desarrollo de los huesos y en la
determinacién del sexo (Foster et al, 1994, Wagner et al., 1994). Estudios a nivel de
proteinas demostraron que en el raton, las gonadas XX no expresan esta proteina y
que en gonadas XY comienza su expresion en la region central de la géonada a los 11
dpc (15 somitas caudales; sc) poco tiempo después del inicio de la expresién de Sry.
Posteriormente a partir de los 11.5 dpc (17-20 sc) se detecta en toda la génada
(Moreno-Mendoza et al, 2003). Recientemente se reporté que la expresién de un
trans-gen de Sry induce la expresion de SOX9 y la morfogénesis testicular en la
region central de la génada, pero no es suficiente para estabilizar la expresién de
SOX9 o la diferenciacién testicular en ambos polos (Hiramatsu et al, 2010). En otros
estudios se mostré que géonadas de ambos sexos expresan el mRNA a los 10.5 dpcy a
los 11.5 dpc se mantiene en los testiculos y desaparece en los ovarios (Kent et al,
1996). De manera similar, en humanos se han detectado los transcritos de Sox9 en

ambos sexos observandose niveles mayores en las génadas XY (Hanley et al., 2000).

La expresion ectopica de Sry en gonadas XX induce la formacion de testiculos si se
expresa durante el periodo de 11.0-11.25 dpc (12-14 sc), lo cual corresponde a una
ventana de 6 horas después del punto de inicio de la expresion de Sry en génadas XY
(Hiramatsu et al., 2009). Sox9 acttia activando y/o regulando otros genes implicados
en el desarrollo testicular y la duplicacién de este gen produce una reversién (XX) de

hembra a macho (Huang et al, 1999; Vilain y McCabe 1998).
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2.2 Genes involucrados en el desarrollo testicular.

El conocimiento sobre los genes que estan involucrados en la diferenciacion sexual
ha avanzado considerablemente desde el descubrimiento del gen Sry. Actualmente
se conocen mas de 2000 genes que estan relacionados con el desarrollo de la génada
(Nef et al, 2005). Algunos de los genes que se ha visto participan activamente en la
diferenciacién sexual masculina y pueden o no estar relacionados al gen Sry son los

siguientes (Bouma et al, 2004; Menke y Page, 2002):
% Sustancia inhibidora de los conductos de Miiller (Mis o Ambh).

Esta glicoproteina es codificada por un gen que pertenece a la familia de Factores de
Crecimiento Transformantes B (TGF B) y estd ubicado en el brazo largo del
cromosoma 10 de ratén y en el 19 de humano. En etapas embrionarias es expresada
por las células de Sertoli (Munsterberg y Lovell-Badge, 1991) y se ha observado que
su expresion inicia 20 horas después del gen Sry, cuando este ultimo esta
alcanzando su pico maximo de expresién (Hacker et al, 1995). Su expresién es
activada por accion de Sox9 y regulada positivamente por la acciéon de los genes
autosémicos Sf1, Wt1 y Gatad (Arango et al, 1999; Marshall y Harley, 2000). Es la
hormona responsable de la regresién (por apoptosis) de los conductos de Miiller
(Roberts et al, 2002). En ratones mutantes que carecen de Mis, no se suprime el
desarrollo de los conductos de Miiller y se presenta pseudohermafroditismo (Arango
et al., 1999). La mutacién de este gen o la insensibilidad a la proteina en humanos,
produce el Sindrome de Conductos Miillerianos Persistentes asociado a criptorquidia
bilateral, que se caracteriza por la falta de descenso testicular (Lang-Muritano et al,
2001). La exposicién de ovarios fetales de rata a esta hormona induce reversién
sexual parcial y desarrollo de ovarios en los que se observa formacion de estructuras
similares a cordones testiculares (Vigier et al, 1987). En el ratén, cuando hay
expresiéon de Mis en hembras se observa ausencia de oviducto y utero (Behringer et
al., 1990) y desarrollo de un ovario en el que se puede llegar a observar bloqueo de la

meiosis y se induce la pérdida de células germinales (Josso et al., 1998).
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% 3B-Hidroxi esteroide Des hidrogenasa (38-HSD1).

En etapas postnatales, las goénadas de los mamiferos producen tres grupos
esenciales de hormonas esteroides (Wilson et al, 1981): las progestinas
(Progesterona), los estrégenos (Estrona y Estradiol) y los andrégenos
(Androstenediona y Testosterona). Dichos metabolitos se producen en la via
esteroidogénica a partir de colesterol, y son sintetizados por la accién de varias
enzimas (Simard et al, 2005). La mayoria de las enzimas esteroidogénicas
participan en multiples pasos y son capaces de sintetizar mas de un metabolito
intermedio (Fig. 1). La enzima 3B-Hsd es importante en la sintesis de Progesterona
y Testosterona (Lorence et al, 1990), y la P450arom participa en la sintesis de
Estrona y Estradiol (Simpson et al, 1994). Estas hormonas esteroides son
importantes en la regulacién de la fisiologia sexual de los mamiferos adultos y en
etapas embrionarias se sabe que la produccion de Testosterona es un evento crucial

en la diferenciacion masculina.

El gen 3B Hsd1 pertenece a la familia de genes 3B-Hsd, en la que se encuentran seis
genes que producen una isoforma (I - VI) de enzima que se expresa en un tejido
especifico (Abbaszade et al, 1997; Bain et al, 1991; 1993). Las isoformas I y VI se
expresan en gonadas y participan en la biosintesis de hormonas esteroides
(Abbaszade et al, 1997) por lo que son requeridas para la produccién de los
andrégenos y estrégenos necesarios para la diferenciacién (Greco y Payne, 1994) y
funcién testicular (Baker et al, 1999). La 3B-Hsd1 comienza a expresarse entre los
13 y 13.5 dpcen las células precursoras de Leydig y se mantiene hasta el nacimiento
(Baker et al, 1999). En humanos la isoforma II es la enzima que se detecta en las
gonadas y glandulas adrenales; la deficiencia en esta enzima provoca hiperplasia
adrenal congénita lo cual altera el proceso de esteroidogénesis en ambos érganos.
Los individuos con este padecimiento presentan un pseudo-hermafroditismo
masculino. La expresiéon de esta enzima parece estar regulada por acciéon de Sf1,

Stat5, Dax1 y Gata4 (Simard et al, 2005).
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Algunos trabajos reportan la sintesis de Estradiol y Progesterona en ovarios
embrionarios de humano (George y Wilson, 1978), conejo (Gondos et al, 1983) y
oveja (Quirke et al, 2001). En ovejas se ha reportado la expresién de enzimas
esteroidogénicas en ovarios embrionarios (Quirke et al, 2001). La expresién maxima
de la enzima 3B-HSD1 se detect6 en el periodo de diferenciacién sexual (alrededor de
los 30 dias de gestacién) y posteriormente su intensidad disminuye (a partir de los
35 dias de gestacién). Una expresién similar se observé para las enzimas P450arom
y P450scc a los 55 dias y 75 dias respectivamente. Por otro lado, el analisis de
contenido de Progesterona, Androstenediona, Testosterona y Estradiol en oveja
mostré6 que las gobénadas tanto femeninas como masculinas tienen actividad

esteroidogénica en el periodo de diferenciacién morfolégica (Quirke et al, 2001).

Por otra parte, en otros modelos de estudio como la rata (Juneau et al, 1993) y el
ratén (Greco y Payne, 1994) se ha considerado que el ovario embrionario no tiene
actividad esteroidogénica. La deteccion esporadica de enzimas esteroidogénicas como
la 3B-Hsd1, P450scc, P450c17 y P450arom en ovarios embrionarios de raton sugiere

que no son capaces de sintetizar hormonas esteroides (Greco y Payne, 1994).

En etapas embrionarias se ha reportado que el proceso de esteroidogénesis en los
testiculos es independiente de la accién de gonadotropinas (O’Shaughnessy et al,
1998) por lo que este proceso es controlado por factores producidos por las génadas
en desarrollo. Sf1 es un factor de transcripcion expresado durante el establecimiento
y diferenciacién de las génadas de ambos sexos (Ikeda et al, 1994) y que regula la
expresién de enzimas (33-Hsd y citocromos P450) y factores (StAR) importantes en

el proceso de esteroidogénesis (Luo et al., 1994, Sugawara et al., 1996).
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Figura 1. Biosintesis de hormonas esteroides. Representacion esquematica de la via de
esteroidogénesis en mamiferos. Se presentan las enzimas participantes y los metabolitos intermedios
que biosintetizan. Cada enzima participa en multiples pasos transformando diferentes metabolitos.
Se observan los sustratos en los que actia la enzima 3B-HSD y los productos que sintetiza. En el
ratéon la isoforma I se expresa en génadas y en humanos es la isoforma II. DHEA-S,
dehidroepiandrosterona sulfato; 3a-HSD, 3a-hisdroxi esteroide deshidrogenasa; 33-HSD, 3B-hidroxi
esteroide deshidrogenasa/ A5-A4 isomerasa; 17B-HSD, 17B-hidroxi esteroide deshidrogenasa;
P450aro, citocromo P450 aromatasa; P450c11, citocromo P450 118 hidroxilasa; P450c17, citocromo
P450 17a-hidroxilasa/17,20-liase; P450c¢18, citocromo P450 esteroide 18-hidroxilasa; P450c21,
citocromo P450 21a-hidroxilasa; P450sce, citocromo P450 de division de la cadena lateral del
colesterol. Imagen tomada de Simard et al, 2005.
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2.3 Genes involucrados en el desarrollo ovarico.

Aunque se ha observado que existen 1223 genes que se sobre expresan en las
génadas XX durante el periodo de diferenciacién sexual (Nef et a/, 2005), ain no se
ha encontrado un gen determinante de diferenciaciéon ovarica. Se han detectado
genes que son importantes en la diferenciacién ovarica sugiriendo que su desarrollo
depende de un mecanismo regulado genéticamente y no solo se produce en ausencia

Sry (Kim et al, 2006a).
< R-spondin 1 (Rspol).

Es un gen que se localiza en el cromosoma 4 de ratéon y que pertenece a la familia de
genes R-spondin (Rspo) que codifican para moléculas de secrecién. Es una familia de
ligandos que interactiian con un complejo receptor denominado Fzd/LRP (Nam et
al., 2006, Wei et al, 2007). En el ratén, entre los 10.5 y 11.0 dpc se detecta en el
epitelio celémico de la cresta genital de ambos sexos sin mostrar diferencias en los
niveles de expresion de mRNA. Posteriormente su patrén de expresién es dimoérfico,
en el ovario se encuentra en todas las células somaticas, mientras que en el testiculo
se localiza en el epitelio celomico. A partir de los 12.5 dpc su expresion incrementa
en las génadas XX, alcanzando un méximo nivel a los 14 dpc (Parma et al, 20086).
Rspol es importante para el desarrollo ovarico y al parecer no es requerido para la
diferenciacion y funcién testicular. Se sugiere que Rspol puede hacer sinergia con
Wnt4 para estabilizar a B-catenina en las génadas XX e inducir el desarrollo ovarico
normal (Kim et al, 2006b). Es un gen que se encuentra alterado en un sindrome
recesivo que se caracteriza por presentar reversiéon sexual completa de tipo XX en
humanos. Los individuos con este padecimiento son 46,XX y Sry negativos,
presentan testiculos funcionales, masculinizacion de los genitales internos y
externos y no tienen derivados del conducto de Miiller. Esta masculinizacion puede
ser inducida por las células de Sertoli y Leydig funcionales en el testiculo, sin
embargo, todos los individuos son estériles, probablemente debido a la presencia de

dos cromosomas X y la ausencia de un cromosoma Y (Parma et al., 2006).
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% Wnt4 [Wingless-type MMTV (murine-mammary-tumour virus) integration

site family, member 4].

Es un gen que codifica para una molécula de sefalizacién (glicoproteina) que es
miembro de la familia Wnt y que se localiza en el cromosoma 4 de ratén. Su
expresion inicia entre los 9.5 y 10.5 dpc en el mesénquima del mesonefros y el
epitelio celéomico de las crestas genitales. A los 11 dpc se expresa en células
mesenquimaticas de las génadas indiferenciadas de ambos sexos y a partir de los
11.5 dpc la expresion en machos comienza a ser regulada negativamente,
manteniéndose en las hembras (Vainio et al, 1999). Se requiere en la formacién de
los conductos de Miiller, en la diferenciacion del linaje de células intersticiales y en
el desarrollo y la permanencia post-meidtica de los ovocitos. Se sugiere que en el
ovario, inhibe la migracion de células endoteliales y la diferenciacién de células

esteroidogénicas.

Mutaciones en este gen producen desarrollo de fenotipo masculino en individuos XX
debido a la produccién de Testosterona (Heikkila et al, 2005). Las génadas
mutantes presentan marcadores testiculares como Mis y Dhh lo que sugiere que hay
diferenciacion de células de Sertoli. La sobreexpresion de Wnt4 en las gonadas XY
induce alteraciones en la formacion de vasos sanguineos y en la produccion de
andrégenos (Vainio et al., 1999; Jeays-Ward et al., 2003). La inactivacién de Wnt4 y
Foxl2 induce la diferenciacién de cordones testiculares y espermatogonias en
gonadas XX, implicando que estos genes tienen actividad complementaria en la
morfogénesis ovarica (Ottolenghi et al, 2007). Su expresién parece ser controlada
directa o indirectamente por la accién de Sox9 y Fgf9 en el testiculo (Barrionuevo et
al., 2006), en donde también es necesario para la diferenciacién normal (Jeays-Ward

et al., 2004, Jordan et al., 2003).

En ratones machos transgénicos que sobre expresan el gen Wnt4 se observo que se

inhibe la accién de Sf1 y por lo tanto la sintesis de Testosterona (Jordan et al., 2003).
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Por otro lado, en las gonadas de hembras mutantes que carecen de Wnt4 se observa
expresion de las enzimas 3B-Hsd y P450¢17 y sintesis de Testosterona por lo que se
sugiere que Wnt4 es requerido para reprimir la diferenciacion de células precursoras
de Leydig en el ovario embrionario (Vainio et al, 1999). Por lo tanto la expresién
adecuada de Sfl y Wnt4 en las génadas embrionarias es crucial para la regulacién

del proceso de esteroidogénesis.
% Gen 8 estimulado por Acido Retinoico (Stra8).

Es un gen que pertenece a la familia de Genes sensibles a AR conocidos como Genes
Stra y codifica para una proteina citoplasmica especifica de células germinales pre-
meiodticas. Se localiza en el cromosoma 6 de ratéon y en el cromosoma 7 de humano
(Miyamoto et al, 2002). Es regulado positivamente en células germinales
embrionarias de gonadas XX antes del inicio de la meiosis y no se expresa en células
germinales embrionarias masculinas; su expresion en testiculos es detectada hasta
después del nacimiento. La expresion de Stra8 en células germinales de gonadas XX
se ha observado como una onda antero-posterior de diferenciacion que dura
aproximadamente 4 dias entre los 12.5 y 16 dpc. Este patron de expresion es seguido
por otros marcadores meiéticos tales como Dmecl y Scp3. La sefializacién por AR (un
derivado activo de la vitamina A) es requerida para la expresién de Stra8 y por lo
tanto para el inicio de la meiosis en ovarios embrionarios (Koubova et al, 2006;
Bowles et al., 2006). Tanto hembras como machos que carecen de Stra8 son estériles
en la vida adulta debido a que las células germinales de la hembra no inician la
meiosis manteniendo una morfologia nuclear similar a las células germinales pre-
meidticas por varios dias y mueren cerca del nacimiento. En machos, se observan
espermatocitos pre-meioticos y posteriormente sufren apoptosis. En ambos casos, no
se observa condensaciéon de cromosomas meiodticos, lo que sugiere que las células

germinales deficientes de Stra8 son incapaces de iniciar la Profase de la Meiosis I.
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3. Reversion sexual en mamiferos.

Cuando la diferenciacién de las génadas propias de cada sexo se lleva a cabo de
manera normal, estas producen y secretan las hormonas requeridas para la
diferenciacién de los genitales internos y externos que conforman el sexo fenotipico
Es por lo anterior que se considera que el sexo fenotipico de los individuos es
dependiente del sexo de la génada. Si los caracteres morfologicos observados en un
individuo no corresponden al sexo cromosémico (XX o XY), se dice que se presenta
reversiéon sexual con algin tipo de desorden del desarrollo sexual. Si hay
alteraciones numéricas de los cromosomas sexuales se presentan anormalidades del
desarrollo sexual. Los Sindromes de Klinefelter y Turner en humanos son ejemplos
clasicos de este tipo de alteraciones cromosdémicas, sin embargo, existen casos de
individuos con cromosomas sexuales sin alteraciones en los que la diferenciacién

sexual no se lleva a cabo de manera normal en uno o varios niveles del desarrollo.
3.1 Desarrollo sexual anormal en humanos.

En humanos se ha observado que la ausencia o las mutaciones de SRY provocan
reversién sexual donde los individuos genéticamente machos (XY) se desarrollan
como hembras fenotipicas. De manera contraria, su expresion ectépica en individuos
XX es suficiente para iniciar el desarrollo sexual masculino. Estudios moleculares
realizados en individuos con reversion sexual o hermafroditismo verdadero
revelaron presencia de SRY en machos con cromosomas XX; sin embargo, no se
detecté en hembras XY. Estos resultados sentaron las bases para proponer a Sry
como el factor determinante del sexo masculino y la participacion de otros genes
implicados en la diferenciacién sexual (Copelli et al, 1996). Con el descubrimiento
del gen Sry se pudo explicar la incidencia de reversion sexual en humanos, dando a
conocer que la ausencia o alteracién de dicho gen, especificamente en su dominio de
unién a DNA (regién HMG) es la causa de muchos de los casos de reversién sexual
analizados durante la década de los afios 90 (Harley et al, 1992, Hawkins et al,

1992; Hawkins, 1993; Kolon et. al., 1998).
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No todos los casos de reversion sexual son explicados por mutaciones o alteraciones
en la secuencia del gen Sry, ya que también se han presentado casos de reversién
sexual XX en los que no se han detectado secuencias del cromosoma Y (De la
Chapelle, 1987). Wnt4 es un gen que se propone como posible responsable de
algunos casos de reversion sexual en humanos y se ha observado que la expresiéon de
este gen en células de Sertoli y Leydig regula de manera positiva la expresién de
Dax1, el cual puede antagonizar la accién de Sry dando como resultado un fenotipo

femenino en individuos XY (Jordan et al, 2001).

Los hermafroditas verdaderos son individuos generalmente estériles que forman
tanto tejido ovarico como testicular. Se han observado hermafroditas con diferentes
cariotipos, entre los que se reportan estan 46XY, 46XX/XY (presentando mosaicismo)
y el 46XX, siendo este Gltimo el méas frecuente (Gonzalez et al, 2001). Las génadas

en un hermafrodita pueden ser:

¢ Un ovario y un testiculo contralateral.
% Ovotestis bilaterales
¢ Un ovario y un ovotestis.

¢ Un testiculo y un ovotestis.

Existen casos de hermafroditas verdaderos que no presentan secuencias del gen Sry,
por lo que se han estudiado para detectar alteraciones de otros genes involucrados
en la diferenciacion sexual. Debido a que se propone que Wnt4 suprime la
diferenciaciéon masculina, se ha analizado en estos individuos; sin embargo, no se
han detectado mutaciones que puedan explicar el hermafroditismo presentado en
humanos (Canto et al,, 2004). La existencia de hermafroditas verdaderos 46XX que
son negativos para Sry es de gran interés en lo que se refiere al analisis de genes

relacionados con la diferenciacién sexual.
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3.2 Modelos de reversion sexual en roedores.

Existe una amplia gama de anormalidades del desarrollo sexual en mamiferos. El
estudio del desarrollo sexual anormal en modelos de roedores ha permitido el
descubrimiento de muchas de las causas de alteraciones sexuales presentes en

humanos y otros mamiferos.

Un caso interesante de reversién sexual es el ratén Sxr, el cual produce machos
fenotipicos con componente genético XX cuando se encuentra alterada la regién
denominada como “Sex Reversed” (Sxr). Este fenotipo se debe a una duplicacién de
la region del brazo corto del cromosoma Y que incluye al gen Sry y que es
translocado a la regiéon pseudoautosémica del brazo largo que puede ser transmitido
a la progenie dando como resultado machos XX (Bishop et al, 1988). Los embriones
pueden presentar mosaicismo en la expresion de Sry debido a la inactivaciéon
aleatoria de uno de los cromosomas X (Nagamine et al, 1998). Existen dos variantes
de la regién Sxr, denominadas a y b. Estos se diferencian por que la variante “b”
presenta una delecion en la region que incluye a varios genes como el Zfy2,

1mplicado en el proceso de espermatogénesis.

Los casos que se han reportado de ratones hermafroditas incluyen a individuos con
ovarios y ovotestis o solo ovotestis, y en ocasiones los genitales internos no
corresponden con el sexo de la gonada que se ha desarrollado. Se ha propuesto que la
causa de estos casos de hermafroditismo se debe a la presencia de mosaicismo
cromosomico. Los hermafroditas pueden poseer un componente genético XX, XY o
ser quimeras cromosémicas. El raton B6.YPOM es un buen modelo de estudio del
hermafrodismo ya que de manera espontanea se ha observado el desarrollo de
individuos clasificados como hermafroditas (Houle y Taketo, 1992). En el caso de la
rata también se ha reportado hermafroditismo, en donde se ha observado la
presencia de un ovario y un ovotestis contralateral, asi como un testiculo y un ovario

o dos ovotestis en algunos individuos.
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4. Reversion sexual en el raton B6.YTIR,

Entre las cepas de ratones en las que se han observado alteraciones en el desarrollo
sexual se encuentra la cepa conocida como B6.YPOM ]a cual se caracteriza por
presentar reversién sexual de tipo XY (Eicher et al, 1982). La cepa B6.YPOM ge
produce mediante las cruzas realizadas entre machos portadores del cromosoma Y
del ratén Mus musculus domesticus y hembras de la cepa C57BL/6J (B6). Cuando el
cromosoma Y de estos ratones se introduce en el componente genético de la cepa B6
se presentan alteraciones en el desarrollo sexual y los individuos adultos pueden

presentar (Eicher et al, 1982; Taketo-Hosotani et a/, 1989):

% Hermafroditismo. Los organismos XY, durante la vida fetal desarrollan dos
fenotipos gonadales: ovotestis U ovarios.

% Reversion sexual severa de macho a hembra. Se desarrollan hembras fenotipicas

estériles con cromosomas sexuales XY.

Se han identificado dos poblaciones del raton domestico que son capaces de inducir

reversion sexual macho a hembra:

¢ Machos provenientes de la poblaciéon de Poschiavo en Suiza; la cepa se denomina
B6.YPOS (Eicher et al, 1982).

s Machos provenientes de la poblaciéon de Tirano en Italia; la cepa se denomina

B6.YTR (Eicher y Washburn, 1986).

El origen de esta reversién sexual aun no es claro, pero se propone que una de las
posibles causas sea una incompatibilidad entre los genes autosémicos o ligados al
cromosoma X derivados de la cepa B6 con aquellos genes localizados en el
cromosoma Y aportado por el ratén doméstico (Biddle y Nishioka, 1988; Eicher y
Washburn, 1983; 1986; Eicher et al,, 1982; Nagamine et al., 1987).
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4.1 Caracteristicas generales de la cepa B6.YTIE,

Esta cepa con reversion sexual se originé mediante cruzas de ratones machos
silvestres (Mus musculus domesticus) con hembras de la cepa B6. La progenie F1
resulto ser normal; sin embargo, cuando los machos F1 fueron apareados con
hembras B6 no relacionadas (retrocruza), los individuos XY podian presentar
diferentes grados de reversién sexual (Eicher et al, 1982). Los individuos obtenidos

de estas cruzas se pueden clasificar como: hembras XX, machos XY o hembras XY.
% Hembras XX.

Cuando las hembras XX normales provenientes de la F1 fueron apareadas con
machos normales B6 se observo que su progenie también fue normal desarrollandose
machos y hembras en una proporcion 1:1. Los embriones forman ovarios funcionales
y se diferencian como hembras fértiles normales en todos los aspectos. La progenie
con cromosomas XX de todas las generaciones estudiadas se ha desarrollado de

manera normal (Eicher et a/, 1982).
% Machos XY.

El 26% de la progenie con cromosomas XY se desarrolla como hermafroditas en
etapas embrionarias y como machos o hermafroditas en la vida adulta (Eicher y
Washburn, 2001). Durante el desarrollo embrionario no se forman testiculos
normales y las gonadas se diferencian como ovotestis o como ovarios. Los ovotestis
desarrollan cordones testiculares en la regiéon medular mientras que en las regiones
corticales (craneal y caudal) el tejido se diferencia como ovarico (Merchant-Larios y
Taketo, 1991; Taketo et al, 1991). Los adultos se desarrollan como machos
fenotipicos que llegan a ser fértiles (Eicher et al, 1982). Cuando se analizaron
machos de entre 60 y 180 dias post parto (dpp) se observé que alrededor del 36% de
los individuos presentan testiculos bilaterales, el 60% son hermafroditas verdaderos

y el 4% presentaban disgenesia gonadal mixta (Houle y Taketo, 1992).
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++» Hembras XY o Machos Revertidos.

El 74% de la progenie con cromosomas XY se desarrolla como hembras fenotipicas
(Eicher y Washburn, 2001). En este caso la reversién sexual de los individuos es
completa (Eicher et al, 1982). Las hembras B6.YTR o0 machos revertidos presentan
conducta sexual aparentemente normal y pueden ser apareadas con machos B6
normales (Eicher et al, 1982; Merchant-Larios et al, 1994). Con excepcién de una
hembra XY con ovarios bilaterales se ha observado que estas son infértiles (Eicher et
al., 1982; Taketo-Hosotani et al, 1989) y presentan caracteristicas endécrinas y
ciclos estrales anormales (Villalpando et al, 1993). Al nacimiento los niveles de
Testosterona, Estradiol y Progesterona son normales; sin embargo, se reducen
conforme avanza la edad de las hembras (Villalpando et al, 1993). Las alteraciones
observadas en los ciclos estrales de estas hembras parecen ser restringidas al
funcionamiento del ovario debido a que el tratamiento con gonadotropinas permite
la ovulacion de ovocitos que pueden ser fecundados. Sin embargo, los productos no se
desarrollan después de la formaciéon de dos células tanto in vivo como in vitroy
pocos ovocitos en cultivo alcanzan estadios de entre 4 y 8 células (Merchant-Larios
et al., 1994, Amleh et al, 1996). La realizacién de transplantes ortotépicos apoyan la
propuesta de que los ovarios XY son los responsables de la alteracion en los ciclos
estrales (Marmolejo-Valencia et al, 1999). El estudio de hembras quimeras (con
células B6.Y™R y XX normales) permitié sugerir que la infertilidad de las hembras
B6.YTR se debe a la presencia del cromosoma Y en las células germinales (Amleh y
Taketo, 1998). Mediante experimentos de trasplante nuclear se observo que los
ovocitos de hembras B6.YTIR contienen componentes nucleares y citoplasmicos
defectuosos no determinados que alteran el desarrollo embrionario (Amleh et al,
2000). Durante la segunda divisién meiética los ovocitos tienden a presentar
segregacién anormal o incompleta de las cromdatidas hermanas (Villemure et al,
2007) mientras que el citoplasma es insuficiente para formar el huso en la segunda

metafase de la meiosis (Obata et al, 2008).
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4.2 Desarrollo gonadal en el ratén B6.YTIE,

Durante la etapa embrionaria, las gonadas de los individuos XY se pueden

desarrollar como ovarios y/u ovotestis.
% Ovarios.

Analisis de embriones entre los 14.5 y 16 dpc demostraron que el 75% de las
génadas XY se diferencian como ovarios (Eicher y Washburn, 2001).
Morfolégicamente son iguales a los ovarios XX hasta los 16.5 dpc, cuando se
observan ovocitos en estadio de Cigéteno o Paquiteno de la meiosis. Posteriormente
hay degeneracion masiva en la zona central de la génada antes de que estos
alcancen el estadio de Dipléteno (Morales, 2004; Taketo-Hosotani et al, 1989).
Estudios preliminares demostraron que los ovarios XY de 4 semanas post parto
(spp) son normales y que a las 8 spp existen pocas células germinales debido a una
rapida deplecién de estas (Eicher et al, 1982). A diferencia de los ovarios normales,
los ovarios XY de 10 dpp no forman foliculos en la regién medular pero si
desarrollan foliculos en crecimiento en la regién cortical, lo que explica la reduccién

en el ntmero de foliculos a las 4 spp (Taketo-Hosotani et al., 1989).
% Ovotestis.

El 25% de las génadas XY, en etapas embrionarias (14.4-16 dpc) se desarrollan
como ovotestis (Eicher y Washburn, 2001). Estas se caracterizan por presentar
tejido testicular y ovarico en la misma génada (Merchant-Larios y Taketo, 1991). En
la region medular, la formacién de cordones testiculares es evidente
morfolégicamente (Taketo-Hosotani et al, 1989) y su actividad se ha demostrado
por medio de la expresién de proteinas y factores masculinos (Nagamine et al,
1987; Taketo et al, 1991; Lee y Taketo, 1994). En la regién cortical, la deteccién de
células germinales que se encuentran en la profase meidtica es la caracteristica
morfolégica més evidente de diferenciacién ovarica (Taketo-Hosotani et al, 1989).

Se ha observado un retraso en el desarrollo de los cordones testiculares en ovotestis,
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se calcula que ocurre alrededor de 14 horas después de la diferenciacién morfolégica
en ratones normales (Palmer y Burgoyne, 1991; Taketo et al, 1991). En etapas

postnatales se desarrollan como testiculos pequenos y fértiles.
4.3 Genes analizados en el raton B6.YTIE,

Los individuos XY de esta cepa inician la expresion del gen Sry al mismo tiempo que
lo reportado en cepas normales (10.5 dpc); sin embargo, su deteccién se extiende en
la génada por 36 horas mas (Lee y Taketo, 1994). Andlisis con RT-PCR han
mostrado que los niveles de transcritos de Sry estan disminuidos en las génadas
XYTIR g] igual que en la cepa B6 (Lee y Taketo, 2001). Por otro lado, en estudios con
hibridaciéon in situ se ha observado que el tiempo de expresion de Sry esta retrasado
con respecto a cepas normales. En la cepa B6 la expresion de Sry se inicia a los 16 sc
mientras que en la cepa B6.YTIR ge detectd hasta los 22 sc. Por lo anterior se propone
que Sry puede estar actuando en un periodo critico durante el cual debe activar
genes como Sox9 que inhiban el patrén de diferenciacién ovarico (Bullejos y
Koopman, 2005). Al parecer, la expresién de Sry en las génadas XYTR es capaz de
inducir la expresiéon de Sox9 a los 11.5 dpc sin embargo, este gen puede o no
regularse negativamente a los 13.5 dpc. Con base en lo anterior se propone que
cuando Sox9 se mantiene en las dos génadas del embrién se forman ovotestis
bilaterales (macho), cuando es regulado negativamente se desarrollan dos ovarios
(hembra) y cuando en una génada se mantiene y en la otra se pierde se formara un
hermafrodita con un ovario y un ovotestis (Moreno-Mendoza et al, 2004). Aunado a
esto, se ha sugerido, que al igual que el Sry, la expresion de Sox9 esta
considerablemente retrasada en las goénadas B6.YTR, De tal manera, que la
expresion de Sox9 no asegura la diferenciacion testicular llevando a la formacion de
ovotestis cuando es regulado negativamente en los polos, o al desarrollo de ovarios

XYTR cuando es regulado negativamente en la génada completa (Park et al, 2011).
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Algunas génadas XYTIR clasificadas como ovarios y que expresan Sry, carecen de
marcadores testiculares como Mis, 38-HSD y 17u-Hidroxilasa (Lee y Taketo, 1994),
lo que sugiere que Sry no es suficiente para desencadenar la diferenciacion
masculina. En los ovotestis de 13.5 dpc estos tres marcadores testiculares estan
presentes y se ha observado que la proteina MIS y la Testosterona se localizan en la
regién testicular (Nagamine et al., 1987, Taketo et al, 1991). Algunos de los estudios
realizados con este modelo de reversion sexual se han enfocado a la estructura
(Graves y Erickson, 1995; Albrecht y Eicher, 1997) y el papel (Xian et al, 2001;
Albrecht et al, 2003; Eicher et al, 1995) que Sry juega en la determinacién y
diferenciacién sexual. Sin embargo, se sabe poco a cerca del patron de expresion y/o
funcién de otros genes involucrados en el desarrollo sexual. Recientemente se ha
observado que los niveles de transcritos de Wnt4 no disminuyen en las génadas
B6YTIR como ha sido reportado para las gonadas XY normales B6. Esta falla en la
regulacién negativa de Wnt4 sugiere que el camino hacia la diferenciacion ovarica
pudiera estarse activando en las regiones anterior y posterior de las gonadas B6.YTIR
formando ovotestis, o en su caso en la géonada completa desarrollandose ovarios

XYTR (Park et al, 2011).
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+» Justificacion.

Como se observa en algunos casos de reversion sexual, la presencia del gen Sry por
si solo no es capaz de controlar la diferenciaciéon testicular normal, sino que se
requiere de la expresion de genes autosomicos y/o genes ligados al cromosoma X. Los
modelos de ratones que presentan reversion sexual son de gran interés debido a su
utilidad en el analisis de los mecanismos celulares y moleculares que se llevan a
cabo durante la diferenciaciéon sexual a nivel gonadal. Dichos modelos permiten
dilucidar y/o proponer procesos relacionados con los eventos de determinacién y
diferenciacién sexual que pueden estar ocurriendo de manera normal. El estudio de
genes relacionados con el desarrollo sexual en el raton B6.YPOM puede proveer
informaciéon que permita dilucidar las causas de la reversion sexual. El raton
B6.YTIR representa un modelo biolégico de reversién sexual con caracteristicas
semejantes a ciertas alteraciones sexuales encontradas en humanos tales como
individuos XY con algin grado de reversion a nivel gonadal y en los cuales se ha
observado expresion positiva de SRY. Por lo que, al conocerse los mecanismos
celulares y moleculares de la diferenciacion sexual de los ratones B6.YTIR ge

aportara informacion relevante sobre el desarrollo gonadal normal.

“ Hipotesis.

En el ratén B6.YTIR, el factor determinante de la diferenciacién testicular (Sry) inicia
la cascada de eventos necesaria para inducir la génada indiferenciada bipotencial a
diferenciarse en un testiculo. Sin embargo, genes autosémicos (Mis, Sox9 y 3pB-
HSD1), ya sean regulados o no por Sry "fallan" en completar la ruta testicular, por

lo cual se sigue el camino constitutivo de diferenciacion ovarica.
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% Objetivos.

1. Objetivo general.

7
L X4

Examinar el nivel de diferenciacién celular en un contexto cortical y medular
del desarrollo de ovotestis y ovarios XYTIR con el fin de establecer un
mecanismo de competencia entre las regiones testicular y ovarica durante el

desarrollo de ovotestis.

2. Objetivos particulares.

0

Estudiar la expresién de genes (Sox9, Mis, Wnt4, Rspol y Stra8) relacionados
con los eventos de determinacién y diferenciacién sexual normal y durante el

desarrollo de ovotestis y ovarios en el raton B6.YTIR con reversion sexual.

Analizar el patron de expresion del mRNA y de la proteina de las enzimas 33-
HSD1 y P450arom, asi como de la secrecion de Testosterona durante la

morfogénesis gonadal (11.5-15.5 dpc) en las cepas de ratén CD-1 y B6.YTIR,

Medir cuantitativamente la expresion de Sox9 y Sry, tanto por RT-PCR
convencional como en tiempo real, con el fin de establecer una correlacion
entre su patrén de expresién antes (11.5 dpo) y durante (12.5 y 13.5 dpo la

diferenciaciéon morfolégica de la gobnada B6.YTIR,

Analizar los cambios en los niveles de expresion de genes involucrados en la
determinacién y diferenciacion sexual en el desarrollo gonadal normal y del

ratén B6.YTIR,
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< Estrategias y métodos.
1. Mantenimiento de la cepa B6.YTIE,

El mantenimiento de la cepa se llevd a cabo mediante el seguimiento de las cruzas
de los machos B6.YTIR sementales y la deteccion de los individuos portadores del

cromosoma Y de Mus musculus domesticus (originario de Tirano, Italia).
< Cruzas de ratones B6.YTR y C57BL/6J (B6).

Hembras de la cepa C57BL/6J (B6) se colocan con machos sementales de la cepa
B6.YTIR entre las 17 y 18 horas; a la manana siguiente se retiran las hembras y se
revisa la presencia de tapoén vaginal, senal de que hubo copula. La presencia del
tapon vaginal se considera como 0.5 dpc. Las crias obtenidas portan el cromosoma
YTIR| y presentan diferentes grados de reversiéon sexual. Los machos obtenidos son

utilizados como sementales para mantener la cepa B6.YTIR,
% Sexado por amnios (embriones).

El sexo cromosémico de los embriones se determindé mediante la localizacion del
Corpusculo de Barr, utilizado como indicador de inactivacion de uno de los
cromosomas X en células XX (Palmer y Burgoyne, 1991). La técnica consiste en
aislar el amnios de los embriones y mantenerlo con 1 ml de solucién acido acético-
metanol (1-1) a 4°C. Fijados asi los amnios, se centrifugaron a 3,000 rpm por 5
minutos, se decanté el sobrenadante y se agregaron 2 gotas de 4cido acético (60% en
agua bidestilada) y se homogeneizaron utilizando una varilla de vidrio. Se aforé a 1
ml con acido acético y nuevamente se centrifugaron a 3,000 rpm por 5 minutos. Se
retiro el sobrenadante, se resuspendié el botén celular, se colocdé en un portaobjetos
limpio y se dejé secar al aire. Se tifié con Azul de Toluidina (1% en agua bidestilada);
y se observaron al microscopio de campo claro. Cuando se observaron mas del 80%
de células con Corpusculo de Barr, los embriones fueron clasificados como hembras;

si fue menor el porcentaje, los individuos se consideraron machos genéticos (Fig. 2).
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Figura 2. Sexado por amnios. Identificacion del Corpusculo de Barr
(flechas) en células de amnios provenientes de embriones XY y XX.

< Sexado por PCR convencional (embriones y adultos).

El sexo de los embriones de la cepa B6.YTIR, se identific6 utilizando la técnica de
PCR (Fig. 3). Con esta técnica se detecta la presencia del gen Zfyl (Moreno-Mendoza
et al., 2004) el cual esta ubicado en el cromosoma Y, mediante amplificacién de una
banda de 600 pb. Esto permite establecer el sexo cromosémico e identificar los
individuos que presentan reversion sexual. Como control interno se utilizaron
oligonucleétidos para la amplificaciéon de B-Actina que producen una banda de
aproximadamente 243 pb y sirven como indicadores de presencia de DNA en las
muestras tratadas. En el caso de embriones se utilizan restos del cuerpo para el
sexado y en los ratones postnatales y adultos se toma una muestra de cola o se
utilizan restos corporales en caso de ser sacrificados. El producto de PCR se corre en
un gel de Agarosa (Gibco) al 1.5% en amortiguador Tris/Acido Acético/EDTA (TAE)
1X y Bromuro de Etidio (0.25 mg/ml; Bio-Rad) para visualizar las bandas. Los

oligonucledtidos y las condiciones de PCR utilizadas se muestran en el anexo 1.

Figura 3. Sexado por PCR. Amplificacién de una secuencia de 600 pb correspondiente al gen Zfyl
ubicado en el cromosoma Y. Se muestran las bandas correspondientes a B-Actina (243 pb) de todos los
embriones y las bandas de Zfy1 en los embriones XY. Se utilizé un marcador molecular de 100 bp.
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2. Obtencion de los embriones y diseccion de las génadas.

En el presente trabajo se manejaron dos cepas de ratones normales (CD-1 y B6) y la
cepa con reversion sexual B6.YTIR, Los animales se conservaron en condiciones de
bioterio, bajo el cuidado del personal del Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM. Se mantuvieron en ciclos de luz/ oscuridad de 12 por 12 horas

con alimento y agua disponible.

Se utilizaron hembras gestantes de las tres cepas a los 11.5, 12.5 y 13.5 dpc. Las
hembras se sacrificaron por dislocaciéon cervical y se obtuvieron los embriones. Los
embriones se separaron del utero, se mantuvieron sin membranas embrionarias en
condiciones estériles y se sacrificaron por decapitacién para la diseccién de sus

gonadas, las cuales se obtuvieron por pares.

Las muestras que se usaron para inmunofluorescencia se extrajeron con mesonefros
y se fijaron en Paraformaldehido (PFA; Sigma) al 4% en amortiguador salino de
fosfatos (PBS; Gibco). Las génadas que se usaron para el anélisis de RT-PCR se
aislaron del mesonefros y se almacenaron inmediatamente con Trizol (Invitrogen) a -

70°C hasta ser procesadas.

Las caracteristicas morfologicas de las gonadas de los embriones CD-1 y B6 a los
12.5 y 13.5 dpc permiten conocer su sexo por identificacién directa. Los machos
presentan testiculos en los que se pueden distinguir los cordones testiculares. Las
hembras presentan una morfologia homogénea. Los embriones de 11.5 dpc se

sexaron por la técnica de amnios y PCR antes descritas.

3. Inmunofluorescencias.

Se manejo la técnica de inmunofluorescencia para la deteccion de la proteina de los
genes de interés en los linajes celulares previamente reportados en ovarios y

testiculos de ratones normales.
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+»+ Protocolo General.

Se disectaron génadas por pares de embriones de 11.5, 12.5 y 13.5 dpc y se fijaron
en PFA durante 15 minutos, se lavaron rapidamente con PBS y se incubaron con
Sacarosa (Sigma) al 30% en PBS a 4°C por toda la noche. Las génadas se incluyeron
en medio OCT (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA) y se congelaron a —70°C
para obtener cortes seriados de tejido de 20 pm de grosor. Los cortes se lavaron con
PBS, después se permeabilizaron con Tritén X100 (Sigma) al 1% en PBS,
nuevamente se lavaron con PBS y se dejaron incubando por dos horas con albumina
bovina (Sigma) al 1% en PBS. Los cortes se incubaron con los anticuerpos primarios
especificos a 4 °C por toda la noche. Las secciones se lavaron con PBS y se incubaron
con el anticuerpo secundario correspondiente por una hora a temperatura ambiente.
Finalmente se lavaron los cortes con PBS y se montaron con solucién DAKO (Medio
de montar fluorescente; Dako Cytomation) para su posterior observacién en el

microscopio confocal.

Como control negativo de los experimentos se trabajaron muestras de cortes que
fueron incubadas sin el anticuerpo primario y con el anticuerpo secundario
correspondiente. Este procedimiento se siguié para cada uno de los anticuerpos
primarios de interés y se realizé la técnica para la deteccion de dos y tres

anticuerpos de manera simultanea.
% Anticuerpos y Diluciones.

En la técnica de inmunofluorescencia se usaron los siguientes anticuerpos primarios

y secundarios diluidos en albumina bovina:

1. Anti-SOX9 de humano, policlonal hecho en conejo donado por el Dr. V. Harley:;
especifico de células de Sertoli (ntcleo). Dilucién 1:250.

2. Anti-MIS (C20), policlonal hecho en cabra de Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA (sc6886); especifico de células de Sertoli (citoplasma). Dilucién 1:250.

3. Anti-DDX4/MVH (VASA), policlonal hecho en conejo de Abcam MA, USA

(ab13840); especifico de células de la linea germinal (citoplasma). Dilucién 1:500.
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4. Anti-HSD3B1, monoclonal hecho en ratén de Abcam MA, USA (ab55268);
especifico de células esteroidogenicas o de Leydig (citoplasma). Dilucién 1:500.

5. Anti-Laminina, policlonal hecho en conejo de Sigma, Missouri, USA (1L9393);
especifico de células productoras y sitios de almacenamiento de la proteina.
Diluciéon 1:500.

6. Anti-Testosterona, policlonal hecho en conejo de Abcam MA, USA (ab8557);
marcador de células esteroidogénicas y sitios de almacenamiento de la hormona.
Dilucién 1:50.

7. Anti-Wnt4, policlonal hecho en cabra de Abcam MA, USA (ab15699), marcador
de células somaticas principalmente femeninas. Dilucién 1:250.

8. Anti-Conejo producido en cabra IgG CyTMS5 conjugado de Zymed, San Francisco,
Cal. USA (81-6116). Dilucién 1:100.

9. Anti-Cabra producido en conejo IgG FITC conjugado de Calbiochem, La Jolla,
CA. USA (401514). Dilucién 1:100.

10.Anti-Conejo producido en cabra IgG Rodamina conjugado de Calbiochem, La
Jolla, CA. USA (401321). Dilucién 1:100.

11.Anti-Ratén producido en conejo IgG FITC conjugado de Zymed, San Francisco,
Cal. USA (61-6511). Dilucién 1:100.

% Analisis de imagenes por microscopia confocal.

Los cortes tratados por inmunofluorescencia se analizaron con un microscopio
confocal de la marca Zeiss modelo LSM 5 (Carl Zeiss, Inc) equipado con laser de
Argon-Kripton y Helio-Neon y usando los filtros BP 459-490 y 546/12. Los
fluorégenos Cyb5, Fluoresceina y/o Rodamina en inmunotinciones dobles o triples
fueron detectados de manera simultanea, designandoles un color diferente a cada

uno (azul, verde o rojo respectivamente). Las imagenes adquiridas se guardaron en

formato LSM.
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+» Cuantificacion de fluorescencia.

Las imagenes adquiridas por microscopia confocal fueron obtenidas bajo las mismas
condiciones, cuidando que la senal maxima de fluorescencia no se saturara. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia se llevo a cabo con el programa Start
LSM Image Browser. Para medir la intensidad de fluorescencia, se marcaron lineas
de prueba aleatorias sobre secciones de las géonadas y se obtuvo el valor absoluto de
intensidad (Fig. 4). Cada valor de intensidad fue determinado como el promedio de
los valores de intensidad de todos los puntos dentro de la linea de prueba. Se
marcaron un minimo de cinco lineas de prueba para cada una de las secciones

examinadas. Para cada una de las génadas se analizaron al menos dos secciones.

Figura 4. Cuantificacién de fluorescencia. Inmunofluorescencia triple con una linea de prueba sobre
la seccién mostrando la intensidad de fluorescencia de los tres marcadores (A). Grafica de intensidad
de fluorescencia para cada uno de los marcadores detectados (B).

«» Analisis estadistico.

Los datos de cuantificacion de la fluorescencia fueron obtenidos de al menos tres
muestras provenientes de experimentos separados. Los resultados se presentaron
como valores promedio de los diferentes experimentos + su desviacion estandar. Las
diferencias significativas se obtuvieron realizando un analisis multivariado de una
via (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey con un intervalo de confianza del
95%. Para la realizacion del andlisis se utilizé el programa estadistico Stat Plus

2007 Professional (Statistical Analysis Software).
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4. Extracciéon de RNA total y RT-PCR.
+ Extraccién de RNA total.

Las gonadas disectadas para analisis de RNA mensajero se recolectaron por pares,
se congelaron inmediatamente con 50 ul de Trizol (Invitrogen) en hielo seco y se
almacenaron a —70°C hasta ser procesadas. La extraccion de RNA total se realizo
mediante la técnica de Trizol-Cloroformo. Las géonadas se homogeneizaron con Trizol
y se dejaron incubando con Cloroformo (J. T. Baker) a 4°C por 5 minutos. El tiempo
de precipitacién de RNA en Isopropanol (J. T. Baker) fue de toda la noche para
optimizar la extracciéon. El RNA se obtuvo por centrifugacién a 14 000 rpm durante
30 minutos, el botén de RNA se lavo con Etanol (J. T. Baker) 80% en agua tratada
con Di Etil Pirocarbonato (DEPC; Sigma). Se dejé evaporar el etanol a temperatura

ambiente por 10 minutos y el RNA se resuspendié en agua de DEPC.

«» Cuantificaciéon del RNA.

La concentracién (ug/ul) de RNA total se cuantificé con un espectrofotémetro
(BioPhotometer, Eppendorf) usando una dilucién de 1:100 de RNA en agua de
DEPC. Se realizaron lecturas de absorbancia a 260 y 280 nanometros (nm) para
obtener la concentracién y pureza. El valor minimo de pureza fue de 1.5, (obtenido
del cociente de 260 y 280 nm), y el optimo de 2 (dos partes de RNA por una de
proteinas). Si la concentracién de RNA de las génadas embrionarias lo permitié, se
corrieron 2 pl de RNA en un gel de agarosa al 2 % en TAE 1X y Bromuro de Etidio
(0.25 mg/ml; Bio-Rad) para observar la integridad del RNA (Fig. 5).

Figura 5. Integridad de RNA total. Gel representativo mostrando las bandas caracteristicas
de muestras conteniendo RNA total de génadas de embriones CD-1 de 13 dpec.
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+» Tratamiento del RNA total con DNasa I.

Para eliminar contaminacién por DNA en las muestras y prevenir la amplificacién
de este en la técnica de RT-PCR se realizé un tratamiento con la enzima Des-
oxyrribonucleasa I (DNasa I; Invitrogen). Se incubé 1 pg de RNA total con 1 ul de
DNasa I (1 U/ul) y 1 ul de Amortiguador 10X (Reaction Buffer) a 37°C por 30
minutos, posteriormente la enzima se inactivé con 1 ul de EDTA (25 mM, pH 8.0,
Sigma) a 65°C por 10 minutos. Este tratamiento se realiz6é antes de llevarse a cabo

la técnica de RT-PCR para prevenir contaminacion con DNA.

«» RT-PCR convencional.

Se utilizaron 150 ng de RNA total tratado con DNasa I para la amplificaciéon por
medio de la técnica de RT-PCR de un solo paso. Se trabajé con el Kit Super Script
One Step RT-PCR (Invitrogen) para la amplificacién de los fragmentos de interés. El
volumen final de cada reaccién fue de 20 ul. Cada reaccién consistié de una mezcla
que contuvo el RNA, 10 pl de amortiguador de reaccién (2X Reaction Mix), 2 ul de
oligonucleétidos especificos (10 pM) y 0.5 ul de la enzima RT/Platinum Taq Mix.

Las condiciones de RT-PCR para los oligonucleétidos utilizados se estandarizaron
segun los reportes previos para cada gen (Anexo 2). Sry, Mis, 38-Hsd1 (Bouma et al,
2004), Sox9 (Moreno-Mendoza et al, 2004), Wnt4 (Mohamed et al, 2004), Stra8
(Koubova et al., 2006), Rspol (Nam et al,, 2007) y Cyp19al (Stromstedt et al, 1996).
La amplificacién de B-Actina se usé como control interno (Moreno-Mendoza et al,

2004). Las secuencias de los oligonucleétidos se presentan en el Anexo 3.

Para confirmar la amplificacion de los fragmentos correspondientes, el producto de
RT-PCR se corrié en un gel de Agarosa (Gibco) al 1% en TAE 1X y Bromuro de
Etidio. Los geles se observaron con un trans-iluminador ultravioleta y se

fotografiaron. Los tamanos de los fragmentos reportados son los siguientes:
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Sry presenta una banda de 124 pb, Mis una de 117 pb, Sox9 de 310 pb, Wnt4 de 345
pb, Stra8 de 151 pb, Rspol de 346 pb, 33-Hsd1 de 129 pb, Cyp19al de 579 pb y de B-
Actina una banda de 243 pb.

% RT-PCR en Tiempo Real.

Para cuantificar la expresion relativa de cada uno de los genes de interés se adiciond
el reactivo Syber Green I (Amresco) a la reaccién de RT-PCR convencional
previamente estandarizada. El reactivo Syber Green I es un marcador intercalante
que permite detectar los fragmentos de doble cadena amplificados durante la
reaccién de RT-PCR (Ponchel et al, 2003). Cuando dicho reactivo se une a
fragmentos de doble cadena se produce fluorescencia que puede ser detectada (Fig.
6). El reactivo Syber Green I se trabajé como una dilucién de 1: 10 000 en agua libre
de RNAsas (Gibco). La deteccién de la amplificacién se llevé a cabo utilizando el
equipo Rotor Gene Thermocycler (RG-300, Corbett-Research) y el programa ABI
Prism 7000 Sequence Detection System ubicados en la Unidad de Biomedicina
(UBIMED) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. La expresién
relativa de cada gen fue normalizada con los valores de expresion de B-Actina y el

andlisis de los datos se realizé usando el método 2 PP/CT (Livak y Schmittgen, 2001).

Figura 6. RT-PCR en tiempo real. Grafica de cuantificacién de fluorescencia (Syber Green I) obtenida
por RT-PCR en tiempo real. Amplificacién de secuencias especificas para los genes Sry, Sox9, Mis,
Wnt4, Stra8, Rspol y B-Actina como control interno.
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+» Analisis estadistico.

Los valores de expresion relativa para cada gen se presentan como los promedios de
cinco determinaciones independientes + su desviacion estandar. Se usé el programa
estadistico Stat Plus 2007 Professional para evaluar las diferencias significativas. Se
realizé6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba de
comparacion multiple de Tukey con un intervalo de confianza del 95%. Para conocer
el grado de relacién en la dinamica de expresién entre los genes dentro de las
génadas embrionarias, se obtuvo el coeficiente de correlacién (R de Pearson)

mediante un analisis de correlacién para datos continuos e independientes.

*»+ Secuenciacion.

Se llevo a cabo la purificacién y secuenciacién de las bandas observadas para cada
producto de RT-PCR con el fin de conocer la especificidad de los oligonucleétidos. Se
corrieron los productos de RT-PCR en un gel de agarosa al 1% para visualizar las
bandas correspondientes. Cada una de las bandas se aislé del gel de agarosa y se
almacenaron a 4°C hasta ser procesadas. La purificacién se realiz6 utilizando el Kit
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). Los fragmentos purificados se secuenciaron en
la Unidad de Secuenciacion del Instituto de investigaciones Biomédicas, UNAM. Los
productos obtenidos se compararon con los reportes del Banco de Genes y se obtuvo
su porcentaje de similitud. Los fragmentos para cada gen y su porcentaje de

similitud se muestran en el Anexo 4.
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% Resultados.
1. Deteccién de proteinas y analisis morfolégico.

Cada uno de los anticuerpos utilizados en las inmunofluorescencias result6 ser
especifico para un tipo celular dentro de la géonada embrionaria en los estadios
estudiados (Fig. 7). La localizacién celular de cada uno de los genes es la siguiente:

% SOX9 se encontré en el nacleo de células de Sertoli.

R

% MIS se observé en el citoplasma de células de Sertoli.

L)

X/
o

VASA se detectd en el citoplasma de las células germinales.

o

3B-HSD1 se localizé en el citoplasma de células esteroidogénicas.

7/
o

Laminina marcé los sitios de almacenamiento de dicha proteina.

Las técnicas de doble y triple inmunofluorescencia permitieron identificar las
proteinas de manera simultanea, lo cual es de gran importancia cuando se utilizan
muestras pequenas como en el caso de las gonadas embrionarias. Se realizaron
inmunofluorescencias triples (Fig. 7, A-D) contra las proteinas de SOX9, MIS y
VASA y dobles para 3-HSD1 y Laminina (Fig. 7, E-G), en génadas de embriones de
las cepas CD-1, B6 y B6.YTIR en edades de 11.5, 12.5y 13.5 dpc.

Figura 7. Localizacién de proteinas especificas. Inmunofluorescencias dobles y triples mostrando la
deteccién de las proteinas MIS (A), SOX9 (B), VASA (C), 38-HSD1 (E) y Laminina (F) en cortes
testiculares de un embrién B6 macho de 13.5 dpc. Deteccién simultanea de dos (G) y tres (D)
proteinas. Barra = 50 pm.
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% Cepa CD-1.

El analisis por inmunofluorescencia de las gonadas de embriones de la cepa CD-1
mostré una clara diferencia entre hembras (génadas XX) y machos (génadas XY) en

las edades estudiadas (11.5, 12.5 y 13.5 dpo).

En las inmunofluorescencias triples la expresiéon de la proteina VASA se detectd
tanto en génadas XX como en XY evidenciando a las células germinales (Fig. 8). Las
génadas XY expresaron las proteinas SOX9 y MIS (caracteristicas de testiculo) a
partir de los 11.5 dpc (Fig. 8, D-F). Estas proteinas no se detectaron en génadas XX
en ninguna de las edades analizadas (Fig. 8, A-C). Los cordones testiculares son
evidentes a los 12.5 y 13.5 dpc observandose a las células de Sertoli (marcadas con
SOX9 y MIS) rodeando a las células germinales (Fig. 8, E-F). A los 11.5 dpc no se
encontraron cordones testiculares; sin embargo, si se detectaron las proteinas SOX9

y MIS producidas por las células de Sertoli diferenciadas (Fig. 8, D).

Las inmunofluorescencias dobles mostraron que tanto goénadas XX como XY
contienen sitios de almacenamiento de la proteina Laminina, los cuales se
distribuyen de manera diferente entre los dos sexos conforme avanza la edad (Fig.
8). En génadas XX la proteina Laminina se observé formando pequefios cordones
sexuales (Fig. 8, G-1). En génadas XY, los cordones sexuales se observaron a los 11.5
dpe, v a los 12.5 y 13.5 dpc la Laminina evidencia la formaciéon de los cordones
testiculares que contienen a las células germinales y de Sertoli (Fig. 8, J-L). La
proteina 3B3-HSD1 se detect6 tanto en génadas XX como en XY; sin embargo, su
distribucién cambié conforme la edad y el sexo de las géonadas. En las géonadas XX, a
los 11.5 dpc la proteina se observd distribuida ampliamente, a los 12.5 dpc la
expresion de la proteina se redujo a pequenos grupos celulares y a los 13.5 dpcno se
detect6 (Fig. 8, G-I). Las génadas XY expresaron la proteina 3-HSD1 ampliamente
a los 11.5 dpc sin embargo, a los 12.5 y 13.5 dpc su expresion se detecté en grupos

celulares ubicados por fuera de los cordones testiculares (Fig. 8, J-L).
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Figura 8. Deteccién de proteinas en la cepa CD-1. Inmunofluorescencias dobles y triples en génadas
de embriones CD-1 de 11.5, 12.5 y 13.5 dpc. Se observa la expresién de la proteina VASA (rojo) en
génadas XX (A-C), la expresién de las proteinas SOX9 (azul), MIS (verde) y VASA (rojo) en génadas
XY (D-F), la expresién de la proteina 38-HSD1 (azul) y Laminina (rojo) tanto en génadas XX como en
las XY (G-L). Barra = 50 pm.
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< Cepa C57BL/6J (B6).

En las génadas de embriones B6 se observé un patréon de expresion similar al
encontrado en la cepa CD-1. La proteina VASA se localiz6 en las células germinales
de todas las génadas analizadas. Las génadas XX (B6) tampoco expresaron los
marcadores SOX9 y MIS (Fig. 9, A-C). A diferencia de la cepa CD-1, las génadas XY
de la cepa B6 expresaron la proteina MIS a partir de los 12.5 dpc, por lo que a los
11.5 dpc solo se observd la expresion de SOX9 como marcador testicular. Los

cordones testiculares fueron evidentes a partir de los 12.5 dpc (Fig. 9, D-F).

La distribucién de las proteinas 33-HSD1 y Laminina en génadas B6 es similar al
observado en la cepa CD-1 (Fig. 9, G-L). La expresién de 3B-HSD1 se detecté a los
11.5y 12.5 dpc en gonadas XX y su pérdida se observo a los 13.5 dpe. En gonadas XY
la proteina 3B-HSD1 se localizé en grupos celulares de la regiéon intersticial. La
formacién de los cordones testiculares, evidenciado por la Laminina también se

observo a partir de los 12.5 dpc.

% Cepa B6.YTIR,

Las gonadas XX de la cepa B6.YTIR, al igual que en las génadas XX de las cepas CD-
1 y B6, expresaron unicamente la proteina de VASA en el citoplasma de las células
germinales (Fig. 10, A-C). Considerando los marcadores testiculares SOX9 y MIS,
las génadas XY de la cepa B6.YTIR mostraron diferentes fenotipos (Fig. 9, D-K). A los
11.5 dpc fueron de dos tipos, en algunas no se detecté ninguno de los marcadores
como en el caso de las gonadas XX. En otras solo se observo la expresiéon de SOX9
como las gonadas B6 en la misma edad. A los 12.5 y 13.5 dpc ademas de los dos
fenotipos antes mencionados se observd un tercer fenotipo en el que se detectd la
expresion de SOX9 y MIS. Los cordones testiculares fueron observados en algunas
de las gonadas que expresaron SOX9 y MIS. Otras de las génadas que expresaron
ambos marcadores no mostraron diferenciacion de cordones testiculares, este

fenotipo es similar al observado en las génadas XY de 11.5 dpc de la cepa CD-1.
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Figura 9. Deteccion de proteinas en la cepa B6. Inmunofluorescencias dobles y triples en génadas de
embriones B6 de 11.5, 12.5y 13.5 dpc. Se observa la expresién de la proteina VASA (rojo) en todas las
génadas y la expresién de SOX9 (azul, D-F) y MIS (verde, E-F) es detectada en las génadas XY. La
expresiéon de las proteinas 38-HSD1 (azul) y Laminina (rojo) se detecta tanto en génadas XX como en
XY (G-L). Barra = 50 pm.
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Figura 10. Deteccién de proteinas en la cepa B6.YTIR, Inmunofluorescencia triple en génadas de la
cepa B6.YTIR a los 11.5, 12.5 y 13.5 dpc. Se muestran las células germinales con la marca para VASA
(rojo) y se observan los diferentes fenotipos gonadales considerando la expresién de los marcadores
testiculares SOX9 (azul) y MIS (verde). En las génadas XX (A-C) solo se detecta la proteina de VASA
y en las génadas XY (D-K) se observan los marcadores testiculares SOX9 y MIS.
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Todas las gonadas B6.YTIR mostraron una distribucién de Laminina homogénea, la
cual permitié notar los cordones sexuales (Fig. 11). A diferencia de las cepas CD-1y
B6, en la cepa B6.YTIR no se observaron cordones testiculares delimitados por
Laminina. En las génadas XX, el patréon de expresiéon de la proteina 33-HSD1 fue
similar al observado en las cepas CD-1 y B6, perdiéndose su expresion a los 13.5 dpce
(Fig. 11, A-C). A los 11.5 y 12.5 dpc, todas las génadas XY expresaron 3-HSD1; sin
embargo, a los 13.5 dpc se encontraron génadas que no expresaron la proteina,

mostrando un fenotipo semejante a las génadas XX de la misma edad (Fig. 11, D-G).

Figura 11. Deteccién de proteinas en la cepa B6.YTIR, Inmunofluorescencia doble en génadas de
embriones B6.YTR de 11.5, 12.5y 13.5 dpc. Se observa la expresién de la proteina 3-HSD1 (azul) y
Laminina (rojo). La proteina 3B-HSD1 se detecta a los 11.5 y 12.5 dpc en ambos sexos. A los 13 dpc
desaparece en las génadas XX mientras que en las gébnadas XY es detectada solo en algunos casos.
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+» Diferenciacién Gonadal.

En embriones XY (Fig. 12 y 13) se observaron cuatro tipos de génadas con diferentes
niveles de diferenciacién en comparacion con testiculos de embriones de las cepas
CD-1y B6 alos 13.5 dpc.

1. No expresan SOX9, MIS o 38-HSD1 (Fig. 12 C).

2. Solo expresan SOX9 en la regién medular (Fig. 12 D).

3. Expresan SOX9y MIS (Fig. 12 E).

4. Expresan SOX9, MIS y 38-HSD1 (Fig. 12 F).

Figura 12. Fenotipos gonadales en la cepa B6.YTIR, Inmunofluorescencias dobles y triples en génadas
XY de las cepas CD-1 (A), B6 (B) y B6.YTR (C-F), mostrando los niveles de diferenciacién gonadal a
los 13.5 dpc. Imagenes de lado izquierdo muestran la deteccién de SOX9 (azul), MIS (verde) y VASA
(rojo); en el lado derecho se muestra la localizacién de 38-HSD1 (azul) y Laminina (rojo).
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A los 13.5 dpc las gonadas XY de embriones CD-1 y B6 ya se han diferenciado en
testiculos (Fig. 13, A y B). La formacién de cordones testiculares se evidencia por la
acumulacion de Laminina en la membrana basal. Las células de Sertoli son
marcadas con SOX9 y MIS y las células de Leydig con la proteina 3-HSD1. Las
gonadas XY de la cepa B6.YTIR a los 13.5 dpc no presentan la morfologia observada
en las cepas normales (Fig. 13, C-F). La morfologia que puede distinguirse segtn la
expresion de los marcadores testiculares muestra que las génadas XY de la cepa
B6.YTIR g los 13.5 dpc no forma testiculos normales. Solo aquellas géonadas que
expresan SOX9 y MIS llegan a formar cordones testiculares que se localizan en la
region medular y pueden o no estar expresando la 3B-HSD1. En la region medular se
encuentran células expresando SOX9 y MIS pero en la region cortical las células

sométicas solo expresan SOX9 o ninguno de los dos marcadores (Fig. 13, Ey F).

Figura 13. Fenotipos gonadales en la cepa B6.YTR, Inmunofluorescencias dobles y triples en génadas
XY de las cepas CD-1 (A), B6 (B) y B6.YT® (C-F), mostrando a detalle una comparacién entre los
fenotipos gonadales de la cepa B6.YTIR con la diferenciacién gonadal de las cepas normales CD-1 y B6
a los 13.5 dpc. Imagenes de lado izquierdo muestran la deteccién de SOX9 (azul), MIS (verde) y VASA
(rojo); en el lado derecho se muestra la localizacién de 38-HSD1 (azul) y Laminina (rojo).
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Se realizaron cortes histolégicos que abarcaron complejos urogenitales, lo que
permitié un mejor manejo de las muestras. En la cepa B6.YTIR a los 12.5 dpc se
evidencié la génada por el marcaje de Laminina (Fig. 14, A y D) y se detect6 la
proteina VASA dentro de la génada. Estos cortes del complejo urogenital
permitieron detectar fluorescencia de la proteina VASA en las regiones del
mesenterio adyacente a la gonada. Lo que sugiere que en esta cepa las células
germinales a los 12.5 dpc continian migrando y no han terminado de colonizar la

génada embrionaria (Fig. 14, B, C, E).

Figura 14. Inmunofluorescencias en complejos urogenitales. Deteccién de Laminina y VASA en la
cepa B6.YTR, Se localiz6 la proteina de VASA dentro y fuera de la génada (B, C, E) a los 12.5 dpc. Se
detect6 el mesonefros (M), el mesenterio (m) y la génada (g) evidenciados con la fluorescencia de la
proteina Laminina (A, D).
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% Dimorfismo Sexual en gonadas CD-1 normales.

Las inmunofluorescencias dobles realizadas con los anticuerpos para 33-HSDI1 y
Laminina (Fig. 15) mostraron que la enzima se expresa tanto en hembras como en
machos en un patréon dimoérfico. Las goénadas XY expresan la proteina 33-HSD1
desde los 11.5 dpcy contintia su expresion hasta los 15.5 dpe. A partir de los 12.5
dpc se localiza especificamente en la regién intersticial marcando a las células de
Leydig. La deteccién de Laminina hace evidentes los cordones testiculares que se
han diferenciado a partir de los 12.5 dpc. Las génadas XX a los 11.5 y 12.5 dpc
también expresaron 33-HSD1, aunque a los 13.5 y 14.5 dpc la marca se detectd en
pocas células (Fig. 16, A, B). A los 11.5 dpcla fluorescencia se detecta distribuida en
toda la génada de forma similar a las génadas XY. Sin embargo a los 12.5 dpc la
marca se observa en grupos celulares reduciendo el area de expresiéon. A los 15.5 dpc
no se observdé marca para la proteina. En general, a partir de los 13.5 dpc las
gonadas XX no expresan la enzima y la localizacién de Laminina permite observar la

formacion de cordones ovaricos.

La deteccion de 3B-HSD1 se utilizo como marcador testicular, sin embargo se
observé que la enzima se detecta en ovarios. Con el objetivo de establecer si el ovario
es esteroidogénico se realizaron inmunofluorescencias para detectar la hormona
Testosterona y el regulador ovarico WNT4. Se realizaron inmunofluorescencias
dobles para la deteccién de Testosterona y VASA (Fig. 17). Los cordones testiculares
fueron evidenciados por la deteccion de la proteina VASA en las células germinales.
Las gonadas XY muestran sintesis de Testosterona a partir de los 12.5 dpc y se
localiza distribuida en la regiéon intersticial donde se localizan las células de Leydig.
En las gonadas XX se detectaron algunas células con marca de Testosterona a los
13.5 y 14.5 dpc, antes y después de estas edades no se detecté la proteina. Las
marcas de Testosterona detectadas en ovarios se localizaron en células somaticas
que se encontraron rodeando a cordones ovaricos de manera similar a su

distribucién en las génadas XY (Fig. 16, C, D).
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Figura 15. Deteccién de 3B3-HSD1 y Laminina. Inmunofluorescencia doble marcando la proteina de
3B-HSD1 (azul) y Laminina (rojo) en génadas XX (Panel izquierdo) y génadas XY (Panel derecho)
provenientes de embriones de la cepa CD-1. Las génadas XY expresan la proteina de 33-HSD1 en
todos los estadios analizados y en las génadas XX se detecté a los 11.5 y 12.5 dpc. Los cordones
ovaricos y testiculares fueron evidenciados por la detecciéon de Laminina en las membranas basales.
Barra = 50 pm.
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Figura 16. Deteccién de 3B-HSD1 y Testosterona. Inmunoflurescencias de 3B-HSDS1 (Azul) y
Testosterona (Rojo). Se muestra la deteccién de la enzima en algunas células (flechas) dentro de las
génadas XX a los 13.5 (A) y 14.5 (B) dpc. Barra = 50 micras. La Testosterona se detecté en génadas
XX (C) a los 14.5 dpc en células localizadas en un patrén similar al observado en las génadas XY (D).
Barra = 20 micras.

Se analiz6 el patréon de expresion del factor de senalizacion WNT4. La proteina de
WNT4 se detecté en las gonadas de ambos sexos en todas las edades analizadas. En
la inmunofluorescencia doble para WNT4 / 33-HSD1 (Fig. 18) se observé que estas
dos proteinas se expresan en los mismos linajes celulares a los 11.5 y 12.5 dpc. La
3B-HSD1 se localiza en la region citoplasmica y WNT4 en la membrana plasmatica.
De los 13.5 a los 15.5 dpc la enzima desaparece en las géonadas XX y WNT4 parece
ser expresado principalmente en las células germinales siendo mas evidente en el
caso de los machos donde la marca se detecta dentro de los cordones testiculares. En
las gonadas XX se localiza distribuida ampliamente y no se observa regionalizacién

como ocurre en el caso de los machos.
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Figura 17. Deteccién de Testosterona y VASA. Inmunofluorescencias de Testosterona (Azul) y VASA
(Rojo). Se muestra el patrén de expresién dimérfico sexual de la hormona Testosterona. Los machos
sintetizan la hormona a partir de los 12.5 dpc (Panel derecho) y las hembras la producen a los 13.5 y
14.5 dpc (Panel izquierdo). La deteccién de VASA permite observar la morfologia de las génadas.
Barra = 50 pm.
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Figura 18. Deteccién de 38-HSD1 y WNT4. Inmunofluorescencias de las proteinas 38-HSD1 (Azul) y
WNT4 (Rojo). Se muestra el patrén de expresién de la proteina Wnt4; en los machos su distribucién
se restringe al interior de los cordones testiculares (Panel derecho) y en las hembras se detecta en
toda la génada (Panel izquierdo). La proteina 38-HSD1 se detecta a los 11.5 y 12.5 dpc en hembras y
en todas las edades en machos. Barra = 50 micras.
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2. Cuantificacion de la fluorescencia.

Se realiz6é la cuantificacion de la fluorescencia detectada en las inmunotinciones
para obtener una aproximacién de la expresion de la proteina correspondiente. Los

datos de cada proteina se compararon por edades y por cepas (Fig. 19).
% Cuantificacion de VASA.

No se observaron diferencias significativas entre las gonadas XX y las XY de las
mismas edades (Fig. 19, A). En la cepa CD-1 no hay diferencias entre las edades
analizadas, manteniéndose los niveles de fluorescencia constantes. En las cepas B6 y
B6.YTIR ge obtuvieron diferencias significativas que demostraron que a los 11.5 dpc

los niveles de fluorescencia son menores que a los 12.5y 13.5 dpc.
% Cuantificacién de SOX9.

El anélisis de fluorescencia de SOX9 (Fig. 19, B) se realizé tinicamente para las
gonadas XY debido a que en las gonadas XX no se detectdé expresion de esta
proteina. Aunque los niveles de intensidad de fluorescencia que se obtuvieron en la
cepa B6 parecen ser ligeramente menores que en la cepa CD-1, entre estas dos cepas
no se encontraron diferencias significativas. La cepa B6.YTIR mostré diferencias con
las cepas normales. Los niveles de fluorescencia fueron menores en la cepa B6.YTIR

que en las cepas CD-1 y B6.
% Cuantificacion de MIS.

En las génadas XX tampoco se detectdé expresion de la proteina MIS. El analisis de
fluorescencia que se realizé para las génadas XY (Fig. 19, C) mostré que en las cepas
CD-1 y B6 se hay un aumento en la expresion conforme avanza la edad,
encontrandose diferencias significativas entre los 11.5 y 13.5 dpc. En la cepa B6 a
los 11.5 dpc la proteina de MIS no se detecté6 por lo que los valores presentados
corresponden a la fluorescencia basal. Esta fluorescencia basal se detecté también

en las muestras de los controles negativos. Se observaron diferencias significativas
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entre la cepa B6 y CD-1 a los 11.5 dpc. En la cepa B6.YTIR los niveles de
fluorescencia a los 11.5 dpc fueron basales ya que no se detecté expresion de la
proteina. A los 12.5 y 13.5 dpc los niveles de fluorescencia aumentan pero no
alcanzan los valores observados en la cepa CD-1 o B6 y se obtuvieron diferencias

significativas.
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Figura 19. Graficas de cuantificacion de fluorescencia. Intensidad de fluorescencia de las proteinas
VASA (A), SOX9 (B) y MIS (C) en génadas de embriones de 11.5, 12.5 y 13.5 dpc. Comparaciones
entre las cepas CD-1, B6 y B6.YTIR, Se muestran las diferencias significativas entre las tres cepas
estudiadas (*) y las diferencias significativas entre edades en cada cepa (**).
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3. Expresion de genes y analisis molecular.

La expresion relativa de los genes Sry, Sox9, Mis, Wnt4, Stra8 y Rspol relacionados
con la diferenciacion sexual se obtuvo mediante la amplificacién por RT-PCR de los
transcritos correspondientes. Se encontraron diferencias significativas entre las
cepas CD-1, B6 y B6.YTIR y se observé que existen diferencias en el patréon de

expresion de estos genes entre las gonadas XX y las XY.
% Gonadas XX.

Las gonadas XX de las tres cepas mostraron un patrén de expresion similar en todos
los genes analizados por RT-PCR. Considerando las mismas edades, el analisis
estadistico no mostré diferencias significativas entre las tres cepas. Los transcritos
de los genes Sry y Mis no se detectaron en ninguna de las edades y cepas estudiadas.
Los valores detectados para el gen Sox9 fueron bajos comparados con las génadas
XY. Los valores obtenidos para Wnt4, Stra8 y Rspol muestran que estos genes se
expresan en ambos sexos; sin embargo, las gonadas XX presentan mayor expresion
que las gonadas XY. Los tres genes presentan menores niveles de expresion a los
11.5 dpc en las tres cepas y estos aumentan conforme avanza la edad. El gen Wnt4
mostr6 diferencias significativas a los 11.5 dpc, observandose niveles de expresion

menores que a los 12.5y 13.5 dpc (Fig. 20).
% Goénadas XY.

Las génadas XY de las cepas CD-1 y B6 presentan patrones de expresién similares,
mostrando que en la mayoria de los genes no se presentan diferencias significativas.
Sin embargo, las gonadas XY de la cepa B6.YTIR presentan variabilidad en la
expresion de los genes por lo que se obtuvieron diferencias significativas en varios
casos al ser comparados con las cepas normales (Fig. 21 y 22). Se observé expresién
de todos los genes analizados. La expresion de Sox9 fue mayor que en las gonadas

XX. Wnt4, Stra8 y Rspol mostraron expresiéon menor que en las géonadas XX.
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Figura 20. Expresién relativa de mRNA en génadas XX. Grafica mostrando la expresién relativa de
los genes Sry, Sox9, Mis, Wnt4, Stra8 y Rspol en génadas XX de las cepas CD-1, B6 y B6.YTIR a los
11.5, 12.5 y 13.5 dpc. No se detectd expresién de Sry y Mis. Sox9 presentd niveles de expresion bajos.
Wnt4 mostrd diferencias significativas a los 11.5 dpc con respecto a los 12.5 y 13.5 dpc en las tres
cepas. En los genes Stra8 y Rspol no se detectaron diferencias significativas.

7

% Expresion del gen Sry.

En las génadas XY de CD-1 y B6 se observé expresién del gen Sry (Fig. 21, A) a los
11.5 y 12.5 dpc. En ambos casos la mayor expresion se detectd a los 11.5 dpe. No se
observaron diferencias significativas entre estas dos cepas pero si hubo diferencias
con la cepa B6.YTIR en las tres edades. Las géonadas B6.YTIR presentaron niveles
variables de expresion a los 11.5, 12.5 y 13.5 dpc, los cuales no alcanzan los niveles

detectados en las cepas CD-1 y B6.

7

% Expresion del gen Sox9.

El gen Sox9 (Fig. 21, B), en las cepas CD-1 y B6 mostr6 diferencias significativas a
los 11.5 dpc con respecto a los 12.5 y 13.5 dpc. En las gonadas B6.YTIR a los 12.5 y
13.5 dpc detectaron niveles de expresiéon menores a los observados en las cepas CD-1
y B6, mostrando diferencias significativas con estas. A los 11.5 dpc no se observaron

diferencias con las cepas normales.
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% Expresion del gen Mis.
El patrén de expresién del gen Mis (Fig.21, C) en génadas XY es similar al de Sox9,
observandose un aumento en los niveles conforme avanza la edad de los embriones
de las cepas CD-1 y B6. No hay diferencias significativas entre estas dos cepas, sin
embargo si se tienen diferencias con la cepa B6.YTIR a los 12.5 y 13.5 dpc. Los niveles
de expresion detectados en la cepa B6.YTIR gson bajos y no alcanzan los valores
encontrados en las cepas CD-1 y B6.

R

% Expresion del gen Wnt4.

El patron de expresion del gen Wnt4 es similar entre las gonadas XY de las tres
cepas (Fig. 22, A). No se encontraron diferencias significativas. En la cepa CD-1 y B6
se observa un ligero aumento en la expresion conforme avanza la edad. Los valores

presentes en la cepa B6.YTIR son similares que en las cepas normales.

% Expresion del gen Stra8.

La expresion del gen Stra8 no mostrd diferencias significativas entre las cepas CD-1
y B6 en ninguna de las edades estudiadas (Fig. 22, B). Se encontraron diferencias
significativas entre la cepa B6.YTIR y las cepas normales. La cepa B6.YTIR presento
niveles de expresién mayores en las tres edades analizadas. Sin embargo, estos
valores no alcanzan a los que se observan en las géonadas XX, en las que este gen
presenta los niveles de expresion mayores.

/7

% Expresion del gen Rspol.

No se observaron diferencias significativas en la expresion del gen Rspol en ninguna
de las edades de las tres cepas (Fig. 22, C). Sin embargo, los niveles de expresién
encontrados en la cepa B6.YTIR son ligeramente mayores que los de las cepas CD-1y

B6 pero estos tampoco alcanzan los valores detectados en las génadas XX.
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Figura 21. Expresién relativa de mRNA en génadas XY. Graficas que muestran la expresion relativa
de los genes Sry (A), Sox9 (B) y Mis (C) en génadas XY de las cepas CD-1, B6 y B6.YTIR a los 11.5,
12.5 y 13.5 dpc. En las géonadas XY se detectd expresion de todos los genes analizados. Se muestran
las diferencias significativas entre las tres cepas estudiadas (*) y las diferencias significativas entre
edades en cada cepa (**).
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Figura 22. Expresion relativa de mRNA en génadas XY. Graficas que muestran la expresion relativa
de los genes Wnt4 (A), Stra8 (B) y Rspol (C) en génadas XY de las cepas CD-1, B6 y B6.YTIR a los
11.5, 12.5 y 13.5 dpc. En las gbénadas XY se detecté expresién de todos los genes analizados. Se
muestran las diferencias significativas entre las tres cepas estudiadas (*). Los niveles de expresién de
Wnt4 y Rspol no presentaron diferencias significativas.
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% Analisis de correlacién entre genes.

En cada cepa se realiz6 un analisis de correlaciéon entre genes y se obtuvo el
resumen estadistico de cada variable. En este resumen estadistico se incluyen
medidas de tendencia central, de variabilidad y de distribucion. Se presentan los
valores de Asimetria (“Skewness”) y Curtosis estdndar que pueden ser usados para
determinar si las muestras vienen de una distribuciéon normal. Los valores de estos
estadisticos por fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la
normalidad, que pueden tender a invalidar muchos de los procedimientos

estadisticos normalmente aplicados a los datos.

En la Tabla 1 se muestra un resumen estadistico para cada una de las variables
analizadas en la cepa CD-1. En esta cepa ninguna de las variables mostr6 valores de

Asimetria o Curtosis estandar por fuera del rango esperado.

Tabla 1. Resumen estadistico de la cepa CD1.

Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8  Rspol
Numero de datos 15 15 15 15 15 15
Promedio 0.935 6.934 4.063 3.556 0.093 1.685
Desviacion estandar 1.372 2.143 2.900 0.948 0.044 0.794
Coeficiente de variacién 146.72 30.91 71.38 26.67 47.83 47.12
Minimo 3.8E-10 3.434 0.441 2.297 0.032 0.758
Maéaximo 3.811 10.778 8.694 5.540 0.174 3.555
Rango 3.811 7.344 8.253 3.243 0.142 2.798
Asimetria estandar 1.620 -0.090 -0.171 0.985 0.762 1.548
Curtosis estandar -0.501 -0.5617 -1.226 -0.023 -0.657 0.547

Ninguna de las variables presento valores de Asimetria o Curtosis fuera del rango
esperado.

El resumen estadistico para los genes analizados en la cepa B6 se muestra en la
Tabla 2. Los valores obtenidos en la cepa B6 son semejantes a los observados en la
cepa CD-1, con excepcién del gen Sry, el cual mostré valores de Asimetria estandar

por fuera del rango esperado.
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Tabla 2. Resumen estadistico de la cepa B6.

Sry Sox9 Mis Wnt4  Stra8  Rspol
Numero de datos 15 15 15 15 15 15
Promedio 0.826 7.062 4.718 3.567 0.102 1.183
Desviacion estandar 1.230 2.069 3.368 1.418 0.047 0.423
Coeficiente de variacion 148.93 29.30 71.39 39.76 46.35 35.77
Minimo 2.E-10 3.5631 0.361 1.729 0.028 0.578
Méaximo 3.681 11.236 10.056 6.320 0.184 2.099
Rango 3.681 7.705 9.695 4.591 0.157 1.521
Asimetria estandar 2.088 * 0.225 0.170 1.055 -0.145 0.560
Curtosis estandar 0.439 -0.064 -0.993 -0.338 -0.652 0.020

* Sry presento valores de Asimetria o Curtosis fuera del rango esperado.

El resumen estadistico para la cepa B6.YTIR se muestra en la Tabla 3. Con excepcion
de Sry, los coeficientes de variacién obtenidos en esta cepa presentan valores
mayores a los obtenidos en las cepas normales. Lo que indica que en esta cepa la
expresion de cada gen es mas variable en comparaciéon con la cepa CD-1 y B6.
Ninguna de las variables mostré valores de Asimetria o Curtosis estandar por fuera

del rango esperado.

Tabla 3. Resumen estadistico de la cepa B6.YTIR,

Sry Sox9 Mis Wnt4  Stra8  Rspol
Numero de datos 15 15 15 15 15 15
Promedio 0.721 1.451 1.949 3.752 1.120 2.613
Desviacion estandar 0.780 1.626 1.739 1.942 0.986 1.606
Coeficiente de variacion  108.11 112.09 89.24 51.76 87.98 61.45
Minimo 4.E-10 0.002 6.89E-8 1.347 0.016 0.521
Maéaximo 1.972 5.242 5.090 6.543 3.053 5.352
Rango 1.972 5.240 5.090 5.196 3.037 4.830
Asimetria estandar 0.767 1.457 0.854 0.534 0.971 0.837
Curtosis estandar -1.193 0.214 -0.707 -1.220 -0.804 -0.905

Ninguna de las variables presento valores de Asimetria o Curtosis fuera del rango
esperado.

Los coeficientes de correlacion se obtuvieron para conocer la dinamica de expresion
de los genes en cada una de las cepas. En la Tabla 4 se muestra el producto de las

correlaciones de Pearson entre cada par de variables analizadas en la cepa CD1.
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Los valores de coeficientes de correlaciéon se encuentran en el rango de -1 a +1 y
miden la fuerza de las relaciones lineares entre las variables. Se muestra el valor de
P que prueba la significancia estadistica de las correlaciones estimadas. Un valor de
P por debajo de 0.05 indica que existe correlacion estadisticamente significativa con
95% de nivel de confianza. Para el andalisis de correlaciéon se usaron 15 pares de
datos por cada variable. Los coeficientes de correlacion de Pearson obtenidos para

las cepas B6 y B6.YTIR ge presentan en las Tablas 5 y 6 respectivamente.

Tabla 4. Coeficientes de correlacién en la cepa CD-1.

Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8 Rspol
Sry 1
Sox9 -0.8056 1
(0.0003)*
Mis -0.8578 0.8015 1
(0.0000)*  (0.0003)*
Wnt4 -0.4207 0.1672 0.4444 1
(0.1184)  (0.5514)  (0.0970)
Stra8 -0.2992 0.0163 0.1297 0.2362 1
(0.2786)  (0.9541)  (0.6449)  (0.3966)
Rspol 0.2046 -0.1124 -0.1724 -0.3856 -0.1663 1

(0.4644)  (0.6901)  (0.5390)  (0.1557)  (0.5536)

Se muestran los coeficientes de correlaciéon obtenidos para cada par de genes en la
cepa CD-1. En paréntesis se muestra el valor de P para cada par de variables.
* P < 0.05 indica correlacién estadisticamente significativa.

La correlacién entre los genes ovaricos (Wnt4, Stra8 y Rspol) y testiculares (Sry,
Sox9 y Mis) en las cepas CD-1 y B6 es menor o igual a 0.6 y en algunos casos la
relaciéon es negativa. La comparaciéon entre los genes ovaricos en ambas cepas
mostro una relaciéon menor a 0.5 y no presentaron correlacion estadisticamente
significativa. Con excepcion de Wnt4, los coeficientes de correlaciéon entre genes
testiculares y ovaricos en las cepas CD-1 y B6 no son estadisticamente significativos.
En la cepa CD-1 se observd que la relaciéon entre los genes testiculares es mayor a
0.8, observandose correlacién estadisticamente significativa. La relaciéon entre Sry
con Sox9 y Mis es negativa indicando que la expresiéon de Sry disminuye mientras

Sox9 y Mis aumentan su expresion y la relacién entre Sox9 y Mis es positiva.
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En la cepa B6 la relacion entre los genes testiculares difiere con la observada en la
cepa CD-1. Los coeficientes de correlacion de Sry/Sox9 y Sox9/Mis son menores a 0.5
indicando que la relacion entre estos genes es menor a la observada en la cepa CD-1.

Sin embargo, en este caso la correlacion no fue estadisticamente significativa.

Los coeficientes de correlacion entre Sry y Mis son similares en ambas cepas y son
estadisticamente significativos. En la cepa B6 se obtienen valores de correlacién de
0.527 y 0.597 entre los genes testiculares (Sox9 y Mis) y Wnt4 que son
estadisticamente significativos. Lo anterior indica que la expresion de los genes Sox9

y Mis aumenta con respecto a Wnt4.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion en la cepa B6.

Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8 Rspol
Sry 1
Sox9 -0.4323 1
(0.1075)
Mis -0.7973 0.4413 1
(0.0004)*  (0.0996)
Wnt4 -0.5039 0.5276 0.5971 1
(0.0555)  (0.0432)* (0.0188)*
Stra8 0.3423 -0.1309 -0.1818 -0.2306 1
(0.2117)  (0.6418)  (0.5168)  (0.4084)
Rspol -0.0917 0.0658 0.1115 -0.1602 -0.4527 1

(0.7451)  (0.8159)  (0.6923)  (0.5684)  (0.0902)

Se muestran los coeficientes de correlaciéon obtenidos para cada par de genes en la
cepa B6. En paréntesis se muestra el valor de P para cada par de variables.
* P < 0.05 indica correlacion estadisticamente significativa.

En la cepa B6.YTIR se observo correlacion estadisticamente significativa en varios
casos. Los valores del coeficiente de correlacién entre los genes testiculares (Sry y
Sox9) y ovaricos (Rspol y Stra8) fueron negativos indicando que mientras un gen
aumenta su expresion, el otro la disminuye. Con respecto a los genes testiculares se
observa que Sry presenta coeficientes de correlacion positivos con respecto a Sox9 y
Mis indicando que estos genes aumentan su expresion conforme aumenta la
expresion de Sry. Este patron difiere al observado en las cepas normales en donde la

relacion entre estos genes es negativa. Sox9 presento correlaciéon estadisticamente
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significativa con respecto a Mis, Stra8 y Rspol. En el caso de Stra8 y Rspol la
relacion fue negativa con respecto a Sox9. Wnt4, Stra8 y Rspol dentro de las
gonadas B6.YTIR mostraron coeficientes de correlacién mayores a los encontrados en

las cepas normales y presentaron correlacion estadisticamente significativa.

Tabla 6. Coeficientes de correlacion en la cepa B6.YTIR,

Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8 Rspol
Sry 1
Sox9 0.8370 1
(0.0001)*
Mis 0.7571 0.5468 1
(0.0011D)*  (0.0349)*
Wnt4 -0.5882 -0.4640 -0.3081 1
(0.0211)* (0.08149)  (0.2639)
Stra8 -0.7830 -0.6969 -0.3889 0.7695 1
(0.0006)*  (0.0039)* (0.1520)  (0.0008)*
Rspol -0.8455 -0.7061 -0.4803 0.7441 0.9182 1

(0.0001)* 0.0033)*  (0.0700) (0.0015)*  (0.0000)*

Se muestran los coeficientes de correlaciéon obtenidos para cada par de genes en la
cepa B6.YTIR, En paréntesis se muestra el valor de P para cada par de variables.
* P < 0.05 indica correlacién estadisticamente significativa.

% Expresion de los genes 38-Hsd1, P450 arom y Wnt4 en la cepa CD-1.

Se analizé el patrén de expresién de las enzimas 3B-Hsd1 y P450arom (participantes
en la esteroidogénesis) y de la molécula de sefalizacién Wnt4 (relacionada con la
inhibicién de la esteroidogénesis) en génadas de ambos sexos de embriones de 11.5 a
15.5 dpc provenientes de la cepa CD-1 (Fig. 22). Su expresién se analizé por
densitometria de los productos obtenidos por RT-PCR. Los transcritos de la enzima
P450arom no se detectaron en etapas embrionarias de ningin sexo. La expresion de
esta enzima se detecto Uinicamente en ovarios y testiculos adultos (Fig. 22 B). Tanto
la 3B-Hsd1 como Wnt4 se expresan en todas las edades trabajadas de ambos sexos y
se observo que la expresion de estos dos genes aumenta ligeramente conforme
aumenta la edad (Fig. 22, D, E). El andlisis estadistico mostro que no existen

diferencias significativas en los niveles de expresion detectados en ambos genes.
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En el caso de la enzima 3B-Hsd1l las gonadas XY presentan niveles de expresion
mayores a los detectados en las géonadas XX en todas las edades analizadas; sin

embargo, no se presentan diferencias significativas entre los dos sexos.

Los niveles de expresion de Wnt4 son similares entre hembras y machos en la
mayoria de la edades, excepto a los 13.5 dpc cuando se observé que lo niveles de
expresion son mayores en hembras. Sin embargo, estas diferencias no son

significativas estadisticamente.

Figura 23. Expresion de los genes 3B-Hsd1, Cyp19al y Wnt4. Génadas XX y XY de embriones CD-1
de los 11.5 a los 15.5 dpc. Geles representativos tefiidos con bromuro de etidio mostrando la expresion
de los transcritos de 38-Hsd1 (A; 129 pb), Cyp19al (B; 579 pb) y Wnt4 (C; 345 pb) con sus respectivos
normaleses para B-Actina (254 pb). Las graficas muestran la expresién relativa de los genes 3p-Hsd1
(D) y Wnt4 (F). No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los casos analizados.
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% Discusién.
% Expresion de marcadores testiculares.

El raton B6.YTIR ha sido utilizado como un excelente modelo de estudio por varios
laboratorios para conocer eventos del desarrollo sexual. En este trabajo, se
analizaron genes relacionados con el desarrollo ovarico y testicular con el objetivo de
conocer eventos involucrados con el fendémeno de reversién del ratéon B6.YTIR, Los
resultados mostraron que la expresiéon de los genes relacionados con el proceso de
diferenciacién sexual esta alterada en la cepa B6.YTIR, tanto a nivel de transcritos

como de proteinas cuando se compara su expresiéon con las cepas normales CD-1 y

B6.

El analisis de proteinas permitié observar la presencia de cuatro fenotipos gonadales
en la cepa B6.YTIR, los cuales presentan un nivel de diferenciacién retrasado con
respecto a las gonadas CD-1 y B6. Estos resultados apoyan los trabajos de Taketo et
al. (1991) quienes demostraron que el periodo de diferenciacién morfolégico del
testiculo ocurre 24 horas después que en cepas normales. La ausencia de marcadores
testiculares como SOX9, MIS y 38-HSD1 y la variabilidad en el analisis por RT-PCR
de las gonadas B6.YTIR sugiere que Sry no es producido o que no es capaz de activar
a Sox9 y, por lo tanto, la cascada de diferenciacion testicular para que estas géonadas

se desarrollen como un ovario.

La localizaciéon de SOX9 en la regiéon medular de las gonadas B6.YTIR concuerda con
el patrén de expresién observado previamente por Moreno-Mendoza et al (2004)
quienes sugieren que estas gonadas pueden llegar a formar ovotestis si Sox9 es
regulado positivamente o formar ovarios si este es inhibido. El analisis de las
gonadas con otros marcadores, como MIS y 33-HSD1, muestra que la propuesta
anterior puede estarse llevando a cabo debido a que s6lo aquellas génadas que
expresan SOX9 pueden expresar MIS. La localizaciéon de este gen también es
medular y se observo que sélo aquellas células que expresan SOX9 expresan MIS.

Sin embargo, en las células con SOX9 que se encuentran hacia la region cortical
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parece no ser suficiente para inducir la producciéon de MIS y probablemente otros
factores testiculares. Lo anterior sugiere que dentro de la gonada las células
somaticas requieren que Sox9 se exprese por encima de cierto umbral para poder
producir MIS. Por otro lado, los niveles de diferenciacion observados sugieren la
existencia de un mecanismo de competencia entre la region cortical y medular

dentro de la génada B6.YTIR,

En la cepa B6.YTIR no se forman testiculos normales en etapas adultas, este proceso
se explica por la formacién de ovotestis en etapas embrionarias (Eicher y Washburn,
2001), en los cuales la regién ovarica degenera y se desarrollan testiculos pequefios.
En el presente trabajo, la formacién de ovotestis es evidente por la distribuciéon de

los marcadores testiculares Sox9, Mis y 33-Hsd1 en la regiéon medular de la géonada.

La existencia de los diferentes fenotipos gonadales se ve reflejado en el analisis por
RT-PCR en el cual se encontrdé que los niveles de expresion de genes testiculares
estan reducidos y los niveles de genes ovaricos estan ligeramente aumentados. Lo
anterior sugiere que estan siendo regulados positivamente en toda la génada para
formar un ovario o en la regién cortical en donde inhiben la expresién de factores
testiculares, como Sox9, Mis y 33-Hsd1, y permiten la formacion de un ovotestis.
Esta hipotesis podria ser apoyada con un estudio de la localizaciéon de factores
ovaricos dentro de la gonada B6.YTIR, En general, estos datos muestran que la
expresion de genes testiculares esta siendo inhibida a diferentes niveles,
permitiendo la expresion de genes ovaricos que alteran la diferenciaciéon de un

testiculo normal.

La expresion de las proteinas de SOX9, MIS y 33-HSD1 varia entre cada cepa.
Considerando a la cepa CD-1 como nuestra cepa de comparacion, se observo que el
patron de expresion de estas proteinas se encuentra alterado tanto en la cepa B6

(considerada normal) como en la cepa B6.YTIR (con reversién sexual).
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A los 13.5 dpc las gonadas XY de embriones CD-1 y B6 ya se han diferenciado en
testiculos. Las inmunofluorescencias en estos casos muestran la formaciéon de
cordones testiculares bien definidos, evidenciados por la acumulacién de la proteina
Laminina en la membrana basal. Las células de Sertoli son marcadas con SOX9 y
MIS y las células de Leydig con la proteina 3p-HSD1. Las génadas XY de la cepa
B6.YTIR g los 13.5 dpe no presentan la morfologia observada en las cepas normales.
La morfologia que puede distinguirse segin la expresion de los marcadores
testiculares muestra que las gonadas XY de la cepa B6.YTIR a los 13.5 dpc no forma
testiculos normales. Sélo aquellas gonadas que expresan SOX9 y MIS llegan a
formar cordones testiculares que se localizan en la regiéon medular y pueden o no
estar expresando la 33-HSD1. También se puede observar que en la regiéon medular
se encuentran células expresando SOX9 y MIS, pero en la region cortical las células

somaticas solo expresan SOX9 o ninguno de los dos marcadores testiculares.

Las gonadas B6.YTIR presentaron niveles variables de expresion a los 11.5, 12.5 y
13.5 dpc, lo cual concuerda con datos reportados por Lee y Taketo en 1994, quienes
encontraron que el periodo de expresion de Sry en la cepa B6.YTIR gse encuentra
extendido 36 horas mas comparado con cepas normales como la B6 o CD-1. Ademas
los valores observados en la cepa B6.YTIR en las tres edades no alcanzan los niveles

detectados en las cepas CD-1y B6 a los 11.5 dpc.

Trabajos previos han reportado la expresion de 33-Hsd1 a partir de los 13.5 dpc en
cepas normales (Greco y Payne, 1994; Lee y Taketo, 1994). Sin embargo, en este
estudio se observé que la proteina de 33-Hsd1 es expresada a partir de los 11.5 dpe,
lo que puede indicar que la linea celular esteroidogénica se puede determinar
temprano en el desarrollo gonadal y que su mantenimiento depende de la
diferenciaciéon del linaje celular de soporte indicado por la expresion de factores

testiculares como Sox9 y Mis.
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% Expresion de marcadores ovaricos.

Cuando se analizo la expresiéon de genes ovaricos como un promedio, no se
observaron niveles de expresiéon con diferencias significativas. Sin embargo, la
expresion de los genes ovaricos Wnt4 y Rspol se incrementa en las gonadas B6.YTIR
independientes, por lo tanto, esos genes parecen jugar un papel importante en el
desarrollo de los ovarios XY y ovotestis. Actualmente, el nimero de genes que se
conoce que participan el desarrollo ovarico va en aumento, por lo que la
participacién de otros genes que inhiban la diferenciacién testicular no se puede

descartar.

Se ha observado que la expresion de Rspol es requerida en las gonadas XX normales
para regular positivamente a Wnt4 y por lo tanto activar la via de senalizacion de (-
Catenina e inducir la diferenciacién de un ovario (Chassot et al, 2008). Los datos
obtenidos muestran un ligero aumento en la expresiéon de estos dos genes en las
gonadas B6.YTIR sugiriendo que la via de diferenciacién ovarica se esta activando en

ausencia o disminucion de los factores de diferenciacién testicular.

En este trabajo mostramos que los niveles de expresion de Sry Sox9 y Mis son
menores a los encontrados en cepas normales y que la expresion de Stra8 y Rspol es
ligeramente mayor indicando que la via de diferenciacién ovarica puede estar siendo
activada. Estos resultados apoyan la propuesta que ha sugerido que dentro de cada
célula se requiere que Sry se exprese por encima de cierto umbral para que se active
Sox9, de no sobrepasar este umbral, se inhibe la via de diferenciacion testicular y se
activa la via de diferenciacién ovarica (Wilhelm et al, 2009). Los coeficientes de
correlaciéon obtenidos confirman que en las gonadas B6.YTIR ]la expresion de Sry,
Sox9 y Mis disminuye, mientras que la expresiéon de Stra8 y Rspol aumenta. Este
patron de expresion es contrario al observado en las cepas B6 y CD-1. Por lo tanto,
nuestros datos sugieren que en las gonadas B6.YTIR gse activa el mecanismo de

diferenciacién ovarica en relacién a la disminucion de genes testiculares.

Antonio-Rubio N. R. § 69§



Discusién.

Trabajos previos han reportado que todas las génadas B6.YTIR expresan Sry, sin
importar que sean clasificadas como ovarios u ovotestis (Lee y Taketo, 1994). La
presencia de gonadas XY que no expresan marcadores testiculares sugiere que en
algunos casos, Sry no es capaz de activar a Sox9 y en consecuencia la via de
diferenciaciéon testicular, lo que permite la formacién de un ovario y la diferenciacion

de una hembra fenotipica con cromosomas XY.

Recientemente se reportdé que dentro de las gonadas B6.YPOS se detecta expresion de
Foxl2 en regiones ovaricas y testiculares; dentro de la regién testicular, células que
expresan Foxl2 no expresan Sox9 sugiriendo que se activa la via de diferenciacién
ovarica en aquellas células que fallan para activar a Sox9 (Wilhelm et al, 2009). En
el presente trabajo se observdo un aumento en la expresion de Rspol en las géonadas
B6.YTIR ]o sugiere que la via de diferenciacién ovarica puede estar siendo activada,

apoyando la propuesta anterior.

¢ (Células germinales y diferenciacién meiética.
y

Estudios previos han demostrado que la expresion de Sry es importante para la
migracién de las células del mesonefros hacia la cresta genital (Capel et al, 1999) y
para la formacién de los cordones testiculares (Tilman y Capel, 1999; Buehr et al,
1993b). Estos dos procesos inducidos por accién de Sry estan alterados en la cepa
B6.YPOM (Albrecht et al, 2000). Un evento importante en el establecimiento de la
gonada indiferenciada, y que se lleva a cabo antes de la migracion de las células del
mesonefros, es el arribo de las células germinales primordiales (Tooyuka et al,
2000). En todas las génadas analizadas de las cepas CD-1, B6 y B6.YTR, la proteina
VASA fue detectada en el citoplasma de las células germinales. Sin embargo, en la
cepa B6.YTIR ]a marca de esta proteina también fue detectada en células que se
localizaron fuera de la géonada a los 12.5 dpc, lo cual muestra que en esta cepa las
células germinales siguen arribando hacia la gonada cuando en otras cepas como, la
CD-1, ya se han establecido. Este fendmeno indica que no sélo el patron de expresion

de genes como Sry (Lee y Taketo, 1994), Sox9 (Moreno-Mendoza et al, 2004) y Mis
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(Taketo et al., 1991) est4 alterado en esta cepa sino que eventos que son importantes
para el establecimiento de la génada como la llegada de las células germinales

también se encuentra alterado.

El analisis de fluorescencia para VASA mostré que en las cepas B6 y B6.YTIR ge
presenta un aumento de células germinales. Estos datos son consistentes con
estudios que han reportado que entre los 11.5 y 12.5 dpc se presenta un incremento
en el nimero de células germinales positivas a VASA dentro de las génadas de

ambos sexos (Tooyuka et al, 2000).

Las células germinales juegan un papel importante en la via de diferenciacién
sexual. Se ha reportado que en las gonadas del ratéon 129; B6Dax1-/Y con reversion
sexual se expresa el gen Stra8 a los 13.5 dpc, cuando su expresion no esta presente
en las génadas XY normales (Park et al, 2008). Los resultados obtenidos son
consistentes con esos datos y muestran activaciéon de Stra8 en gonadas B6.YTIR

sugiriendo que la via de diferenciacién ovarica puede estar actuando.

Trabajos previos han propuesto que Rspol participa en la sobrevivencia de células
germinales meidticas mediante la regulacion positiva de la via de senalizacion de
Wnt4 (Tomizuka et al, 2008) y que participa en la pérdida de las uniones
adherentes de las células germinales femeninas antes de que inicie la meiosis
(Chassot et al., 2008). Por lo tanto, si Rspol regula estos dos procesos en las génadas
XX normales, se puede explicar el ligero aumento en los niveles de expresion de

Stra8 cuando Rspol también es regulado positivamente en las génadas B6.YTIR,

El analisis de expresion de Stra8 sugiere que las células germinales B6.YTIR se han
activado para iniciar el proceso de meiosis debido a la disminuciéon o ausencia de
factores testiculares. Estos datos apoyan las propuestas surgidas de estudios
realizados con cultivos celulares que llevaron a sugerir que las células germinales de
ambos sexos tienen el potencial de iniciar la meiosis y que la cresta genital
masculina produce un factor que inhibe el inicio de la meiosis de las células

germinales (McLaren y Southee, 1997). A los 11.5 dpc las células germinales son
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sensibles a factores que inhiban o promuevan el inicio de la meiosis (Adams y
McLaren, 2002). En los tltimos afios, se han reportado varios factores que
participan en la diferenciacién sexual de las células germinales. Se ha observado que
acido retinoico producido en el mesonefros induce el inicio de la meiosis en las CGP
de las hembras mediante la activacién de Stra8 (Bowles et al, 2006; Koubova et al.,
2006). En los machos la enzima CYP26B1 degrada el 4cido retinoico inhibiendo la
meiosis (Bowles et al, 2006; Li et al. 2009). Aunado a lo anterior, se ha reportado
que otros factores como Nanos2, FGF9 (Barrios et al, 2010) y DMRT1 (Krentz et al,
2011) participan en la via de diferenciacién de las CGPs. En el presente trabajo se
observo que en la cepa B6.YTIR el gen Stra8 es activado desde los 11.5 dpc en las
gonadas XY, por lo que la expresiéon de los factores antes mencionados también
puede estar siendo alterada. En este sentido, la producciéon de acido retinoico y
CYP26B1 puede ser similar a las gonadas XX. FGF9 y DMRT1 participan en la
diferenciaciéon testicular por lo que resultan ser de interés para el entendimiento del

proceso de reversion sexual presente en el modelo estudiado en el presente trabajo.

La expresion de Stra8 en goénadas B6.YTIR muestra la presencia de células
germinales premeiodticas XY, por lo que estan preparadas para iniciar dicho proceso.
Estos resultados son consistentes con datos que reportan que la primera division
meiodtica se lleva cabo de manera aparentemente normal, observandose alteraciones
durante la segunda division meidtica probablemente debido a la presencia del
cromosoma Y (Villemure et al., 2007). Dado que el aumento en la expresién de Stra8,
el cual es un factor importante para que se lleve a cabo la meiosis en el ovario,
futuros estudios podrian estar enfocados a buscar factores que participen en este

fenémeno propio de la gonada femenina.

La expresion de los genes testiculares Sry, Sox9, Mis y 3p-Hsdl parece estar
inhibida permitiendo la expresion de genes ovaricos como Stra8. Sin embargo, el
estudio de otros genes involucrados en la diferenciaciéon del ovario permitira
establecer las causas por las que se lleva a cabo el fendmeno de reversion sexual en

el raton B6.YTIR,
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s Esteroidogénesis en la gobnada embrionaria del ratén normal.

En el presente trabajo se analiz6 la expresion de factores involucrados con el proceso
de esteroidogénesis en goénadas femeninas en etapas embrionarias. Nuestros
resultados mostraron que la enzima 3B3-Hsd1 se detecta en las células intersticiales
del testiculo en desarrollo donde se diferencian las células de Leydig, principales
productoras de la Testosterona requerida para la masculinizacién del embrién. La
deteccion de la enzima observada en testiculos embrionarios coincide con su
localizacién en testiculos postnatales (Baker et al, 1999; Dong et al, 2007).

Lo anterior muestra que el anticuerpo utilizado es especifico para la deteccién de la
isoforma I de la 3B-Hsd que es expresada en génadas y glandulas adrenales (Bain et
al, 1991). En génadas XX se expresa antes y durante el periodo de diferenciacién
sexual (11.5 y 125. dpod lo cual indica que en estas etapas hay células
esteroidogénicas que pueden estar produciendo otro de los metabdlitos intermedios
catalizados por la enzima. La deteccion de esta enzima importante en la sintesis de
Progesterona y Testosterona sugiere que alguno de estos metabdlitos se esta
produciendo; sin embargo, el analisis inmunohistoquimico para la deteccion de
Testosterona mostré que la hormona no se produce a los 11.5 y 12.5 dpc cuando se
detecta la 3B3-Hsd1. Lo que sugiere que la Testosterona no es el metabdlito principal

que sintetiza la enzima.

En los ovarios embrionarios de oveja se observd que la Progesterona y el Estradiol
son las hormonas que se producen en mayores niveles (Quike et al, 2001) por lo que
el analisis de estos metabdlitos o de otros como la Androstenediona debe ser
considerado. La localizacion de la Testosterona en génadas XY coincide con la
ubicacion intersticial de la enzima 3B3-Hsdl en células esteroidogénicas, lo que

permite confirmar la especificidad del anticuerpo utilizado contra Testosterona.

Greco y Payne (1994) mostraron que en el 28% de los ovarios de ratén a los 13 dpcy
en el 50% a los 15 dpc se detecté la expresion del gen 3B-Hsdl a diferencia de

nuestros resultados en donde se encontré que el 100% (n = 6) de las muestras
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analizadas expresan los transcritos de la enzima. Las diferencias de nuestros
resultados a cerca de la expresion de la enzima 3B-Hsd1 con los datos reportados por
Greco y Payne (1994) pueden deberse a la sensibilidad de las técnicas utilizadas. La
deteccién de la 3B-Hsd1 en etapas tempranas del desarrollo ovarico y la ausencia de
Testosterona sugieren que esta enzima puede tener un papel diferente,
probablemente puede estar participando en la especificacion de la linea somatica
que en etapas post-natales producira hormonas esteroides. Por otra parte la
deteccién de pocas células marcadas con Testosterona sugiere que la enzima 3[-
Hsd1l es funcional y puede estar catalizando en mayor cantidad algin otro

metabdlito intermedio como la Progesterona.

El periodo de desarrollo embrionario entre los 10.5 y 13.5 dpc en el raton es crucial
debido a que durante esta etapa se ha observado que las células somaticas de las
goénadas sobre-expresan una gran cantidad de genes dependiendo de su sexo; en
hembras se sobre-expresan 1223 genes durante este periodo (Nef et al, 2005), por lo
que la expresion de 3B-Hsd1l puede estar siendo regulada negativamente por uno o
mas de dichos genes. Aunado a lo anterior, la ausencia de la proteina y la presencia
de los transcritos de 3B-HSD1 observados en el presente estudio permiten proponer
trabajos encaminados al analisis de factores que tengan como funcién la regulacién

de la expresion a nivel de traduccion de proteinas.

La enzima 3B-Hsd1 controla reacciones esteroidogénicas criticas en la biosintesis de
hormonas esteroides, participando en la formacion de glucocorticoides,
mineralocorticoides, Progesterona, andrégenos y estréogenos en varios tejidos. El
ovario post-natal consta de foliculos y cuerpos lateos, los cuales tienen funciones
especificas que dependen de la expresion diferencial de las enzimas esteroidogénicas
resultando en la produccién selectiva de hormonas. En este sentido, la regulacién de
la expresion de las enzimas esteroidogénicas como la 33-Hsd1 es de gran interés, por
lo que, la participacién de las hormonas foliculoestimulante (FSH) y luteinizante
(LH) en la regulacién de la expresién de 3B-Hsdl ha sido evidenciada en varios

trabajos (O’Shaughnessy et al, 1998; Simard et al, 2005). Sin embargo, en etapas
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embrionarias, la induccién de esteroidogénesis en el testiculo se lleva a cabo en
ausencia de FSH y LH, por lo que la expresion de las enzimas esteroidogénicas se
encuentra bajo el control de factores gonadales como Sfl, Star (Dong et al, 2007),
Dax1 y miembros de la familia GATA (LaVoie y King, 2009). De manera similar, en
el ovario embrionario, la expresion de enzimas esteroidogénicas debe ser controlado

por factores intragonadales.

De manera general, se analizan los niveles de expresion de los trascritos de un gen
especifico y se utilizan como una aproximaciéon de los niveles de expresion que se
pueden estar produciendo; sin embargo, en este trabajo se observo que la expresion
de los transcritos de la enzima 3B8-Hsd1 no coincide con la expresion de la proteina
detectada por inmunofluorescencia. Actualmente se conocen varios procesos que
regulan la expresién de un gen a nivel post-transcripcional. Entre los procesos mas
conocidos se encuentran el control del “splicing” y la estabilidad, traduccién y
localizacion de los transcritos de mRNA. Trabajos recientes han mostrado nuevos
mecanismos de regulacién post-transcripcional tales como los microRNAs (miRNAs)
y la presencia de proteinas con dominios de reconocimiento de RNA (RRM) y
proteinas de unién a RNA (RBPs) que regulan eventos post-transcripcionales
(Keene, 2007). Se ha observado que en el testiculo adulto de ratén, se encuentra un
grupo de miRNAs que se encuentran asociados a polisomas, sugiriendo que juegan
un papel importante en el proceso de traduccién (Grivna et al, 2006). En el ovario de
rata, también se ha reportado la presencia de regulacién post-transcripcional del
receptor para LH. En este caso participa una proteina de uniéon a mRNA, la cual se
une a la region codificante del mRNA del receptor a LH induciendo su degradacion
(Menon et al, 2007; Nair et al, 2002). Recientemente se reporté un andlisis global
del proteoma de la gonada del raton durante el periodo de determinacién sexual
(11.5 y 12.0 dpc) en donde se identificaron proteinas cuyas funciones principales son
1) la modificacién y transporte post-transcripcional del RNA, 2) el plegamiento y
sintesis de proteinas y 3) la modificacién post-traduccional (Ewen et al, 2009). El

grupo de proteinas cuya funcién es la modificacion post-transcripcional de RNA
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incluye 31 genes que pueden ser de gran interés en la regulaciéon de genes como la
3B-Hsd, la cual ha mostrado ser regulada de manera post-transcripcional en el
presente estudio. Sin embargo, la regulacion de la enzima por accién de miRNAs no
debe descartarse debido a que dicho proceso ya ha sido observado en testiculos de

ratén adultos (Grivna et al, 2006).

El anélisis de RT-PCR para detectar los transcritos del gen Cypl19al (P450arom)
mostré que la enzima no se esta produciendo en génadas embrionarias de raton.
Estos resultados concuerdan con el anélisis de Greco y Payne (1994) realizado en
gonadas de 13 y 15 dpc de raton. A diferencia del ovario de oveja, conejo o humano,
la ausencia de la enzima P450arom y de Testosterona indica que no se produce

Estradiol en los ovarios embrionarios de raton.

Se ha propuesto que, en especies en las que la meiosis inicia de manera retrasada,
los estréogenos pueden ser importantes en la proliferaciéon de las células germinales
(Pailhoux et al,, 2002) y en la formacién de los cordones ovaricos (Quike et al., 2001),
mientras que en especies con meiosis inmediata la producciéon de estréogenos no es
requerida. Esta propuesta es apoyada por los resultados presentados, en los que la

diferenciacién ovarica se lleva a cabo de manera normal en ausencia de estrogenos.

Dax1 es un gen que se expresa en génadas XX, es regulado por Wnt4 (Mizusaki et
al., 2003) y puede bloquear la sintesis de esteroides in vitro mediante la inhibicién
de P450sce, 38-Hsd y StAR (Lalli et al,, 1998) por lo que es un buen candidato en la
regulacion negativa de esteroidogénesis en el ovario embrionario de ratéon. Ademas,
junto con Dax1, el gen Wnt4 inhibe la actividad de P450arom mediante Sf1 (Gurates
et al., 2003), siendo otro candidato para la regulacién negativa de esteroidogénesis
en el embrion de raton. Por otro lado, se ha reportado que la ausencia de Daxl,
induce la expresiéon de P450arom y un aumento en los niveles intra-testiculares de
Estradiol, lo que sugiere que Dax1 regula negativamente la expresion de la enzima
(Wang et al, 2001). La ausencia de transcritos de Cyp19al en el presente estudio

puede ser explicada por la accion de Dax1l y Wnt4 en etapas embrionarias.
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Los resultados en el presente estudio junto con trabajos previos con ratones “Knock
out” para Aromatasa muestran que la expresiéon de esta enzima y la sintesis de
Estradiol en etapas embrionarias no tiene un papel importante durante el periodo

de diferenciacién sexual del ratén (Britt et al, 2004a).

Trabajos previos han demostrado la importancia que tiene la sintesis de Estradiol
por accién de Aromatasa para el funcionamiento del ovario (Toda et al, 2004), en
particular para controlar el tamafio de los ovocitos y el “pool” de foliculos
primordiales en ratén (Britt et al, 2004b). Se han reportado varios reguladores de la
expresion de P450arom, donde se ha observado que en testiculo adulto de rata el
factor de transcripcion LRH-1 esta implicado en la regulacion de Aromatasa en
células de Leydig (Pezzi et al, 2004). Por otro lado, se ha demostrado que la
expresion de Aromatasa es especifica de tejido y esta bajo el control de diferentes
promotores en ovario, testiculo y cerebro de ratones post-natales (Golovine et al,
2003). La expresién de Aromatasa en etapas fetales no ha sido reportada en ratones
silvestres y su expresion solo ha sido detectada por inducciéon de FSH en cultivos de
organos. En ausencia de FSH, los ovarios producen Estradiol a partir de los tres dias
de edad indicando que esta hormona estimula la actividad de la enzima en el ovario

de ratén (Terada et al., 1984).

Estudios realizados con ratones mutantes que carecen de Wnt4 han mostrado que
las gonadas XX producen Testosterona y que esta hormona no se detecta en géonadas
XX normales (Heikkila et al, 2005) lo que coincide con los resultados obtenidos en el

presente trabajo en los que no se observo produccion evidente de la hormona.

El analisis de Wnt4 mostré que este gen se expresa tanto en hembras como en
machos, sin presentarse diferencias significativas en los niveles de expresion del
mRNA. En los machos, la expresion de la proteina se mantiene y su distribucién en
la gonada se restringe al interior de los cordones testiculares. Estos resultados
difieren con las observaciones de trabajos previos en génadas de ratones normales,

en los que se ha mostrado que Wnt4 se detecta en etapas indiferenciadas (~ 11 dpc)
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de ambos sexos y que posteriormente su expresién es regulada negativamente en las
génadas XY y mantenida en las génadas XX (Vainio et al, 1999; Barrionuevo et al,

2006).

Wnt4 es un factor de sefializacién que participa en la estabilizacién de B-Catenina,
lo cual induce la activacién de genes sensibles. La localizacién de 33-Hsd1 y Wnt4 en
el mismo linaje celular a los 11.5 y 12.5 dpc sugiere que Wnt4 esta induciendo la
activacion de genes reguladores que pueden estar involucrados en la regulacién de la
expresion de 3B-Hsdl. Lo anterior apoya la hipétesis de que Wnt4 participa en la
inhibicion de la diferenciacion de células esteroidogénicas en los ovarios en
desarrollo (Vainio et al, 1999). Wnt4 se detecté principalmente en las células
germinales de las gonadas de ambos sexos a partir de los 13.5 dpc, lo que apoya la
hipotesis de que este factor junto con Folistatina es importante en el mantenimiento
de la linea germinal (Vainio et al, 1999; Yao et al., 2004). Ademas, la localizacién de
Wnt4 dentro de los cordones testiculares apoya la propuesta de que actia junto con
Sry para aumentar la diferenciacién apropiada de las células de Sertoli (Jeays-Ward

et al., 2004).

Estos datos muestran que hay relacion entre la localizacion de Wnt4 y la
diferenciacion de células esteroidogénicas como se ha reportado previamente; sin
embargo, su participacion en la regulacion de la esteroidogénesis no es clara, por lo

que otros genes que pueden estar o no regulados por Wnt4 deben ser considerados.
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De las observaciones de los fenotipos gonadales en la cepa B6.YTIR se concluye que:

1) De manera similar a Sry, el gen Sox9 puede actuar en un periodo especifico
para regular positivamente la expresion de genes como Mis que se encuentran
cascada abajo de la via de diferenciaciéon testicular.

2) El linaje esteroidogénico es especificado temprano en el desarrollo y su
mantenimiento depende de la diferenciacién del linaje de soporte evidenciado

por la expresion de Sox9 y Mis.

Del analisis molecular de las génadas B6.YTIR se concluye que:

1) La inhibicién del mecanismo de diferenciacién testicular permite la activacién
de la via de diferenciacion ovarica.

2) La expresién de Stra8 indica que las células germinales se han programado
para iniciar el proceso de meiosis en ausencia o disminucién de los factores
testiculares.

3) El aumento en la expresién de Wnt4 y Rspol sugiere que la via de
diferenciacién ovarica se activa probablemente en una regién de la géonada
(regién ovarica) debido a que no se alcanzan los niveles de expresién que se

detectan en un ovario normal.

Del estudio en ratones normales CD-1 se concluye que:

1) Los transcritos del gen 3B-Hsdl se expresan durante el periodo de
diferenciaciéon gonadal de ambos sexos y que posteriormente la proteina es
regulada negativamente en los ovarios diferenciados.

2) Lo anterior, aunado a la deteccién esporadica de Testosterona y la ausencia de
la enzima P450arom apoyan las propuestas previas de que el ovario

embrionario de ratén no es esteroidogénico.
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«»+» Anexos.

1. Oligonucleétidos y condiciones de PCR para sexado.

Zfy (1) 5" AAG ATA AGC TTA CAT
AAT CAC ATG GA 3° 94°C por 10 min (1 ciclo),
Zfy (2) 5 CCT ATG AAA TCC TTT 600 94°C por 15 seg
GCT GCA CAT GT 3 60°C por 15 seg 34 ciclos)
Act (1) 5 GGG TCA GAA GGATTC
CTA TG 8° 72°C por 30 seg
Act(®) 5 GGT CTC AAA CAT GAT  2** 72°C por 10 min (1 ciclo)
CTG GG 3’

2. Condiciones de RT-PCR para genes especificos.

50°C por 30 min (1 ciclo),
Sry 124 Bouma et al, 2004 94°C por 5 min (1 ciclo),

Mis 117 Bouma et al, 2004 94°C por 30 seg
60°C por 40 seg (35 ciclos)

38-Hsd1 129 Bouma et al, 2004 72°C por 30 seg

Wnt4 345 Mohamed et al., 2004 72°C por 5 min (1 ciclo)
Stra8 151 Koubova et al., 2006 50°C por 30 min (1 ciclo),
Rspol 346 Nam et al, 2007 94°C por 5 min (1 ciclo),

94°C por 30 seg

Cypl9al 579 Stromstedt et al, 1996 58°C por 50 seg (35 ciclos)
72°C por 30 seg
72°C por 5 min (1 ciclo)

Sox9 310 Moreno-Mendoza et al., 50°C por 30 min (1 ciclo),
2004 94°C por 5 min (1 ciclo),
94°C por 30 seg
56°C por 60 seg & (32 ciclos)
72°C por 60 seg
72°C por 5 min (1 ciclo)
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3. Secuencias de oligonucleétidos utilizados en RT-PCR.

Con el fin de verificar su especificidad, cada par de los oligonucledtidos utilizados en
RT-PCR se localizaron en la secuencia de RNA mensajero reportada para cada gen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/mouse/) La localizacién se realizé
utilizando el programa localizado en la pagina de Oligo Finder
(http://www.cellbiol.com/scripts/oligo/oligo_finder.htlm). Los datos generales y
referencias de acceso en el Banco de Genes de cada par de oligonucledtidos son los

siguientes:

% Sry.

Locus NM_011564 1188 bp mRNA linear.

Definicién  Sex determining region of Chr Y (Sry), mRNA.

Acceso NM 011564. Version NM_011564.1 GI:6755760
Organismo  Mus musculus. Cepa 129 Cromosoma Y.

Sry A 5"'TTA TGG TGT GGT CCC GTG GT 3" 20 PB

Sry B5°GGC CTT TTT TCG GCT TCT GT 3" 20 PB

Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Bouma et al., 2004.

Fragmento de 124 pares de bases.

% Sox9.

Locus NM 011448 4123 bp mRNA linear.

Definicién  SRY-box containing gene 9 (Sox9), mRNA.

Acceso NM_011448. Version NM_011448.3 GI:142368547

Organismo  Mus musculus. Cepa C57BL/6. Cromosoma 11.

Sox9 A 5" GTG GCA AGT ATT GGT CAA 3” 18 PB.

Sox9 B 5" GAA CAG ACT CAC ATC TCT 3" 18 PB.

Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Moreno-Mendoza et al., 2004.

Fragmento de 310 pares de bases.
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% Mis (Amh).

Locus NM_007445 1676 bp mRNA linear.
Definicién  Anti-Miillerian hormone (Amh), mRNA.
Acceso NM_007445. Version NM 007445.1 GI:6680685

Organismo  Mus musculus. Cepa 129. Cromosoma 10.

Mis A 5°CTA TTT GGT GCT AAC CGT GGA CTT 3" 24 PB.
Mis B 5" AAG GCT TGC AGC TGA TCG AT 3”20 PB
Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Bouma et al., 2004.

Fragmento de 117 pares de bases.

< Wnt4.

Locus NM_009523 1101 bp mRNA linear.

Definicién ~ Wingless-related MMTYV integration site 4 (Wnt4), mRNA.
Acceso NM_009523. Version NM_009523.1 GI1:6678594

Organismo Mus musculus. Cepa C57BL/6. Cromosoma 4.
Wnt4 A 5" TGT ACC TGG CCA AGC TGT CAT 3" 21 PB

Wnt4 B 5" TCC GGT CAC AGC CACACT T 319 PB

Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Mohamed et al., 2004.

Fragmento de 345 pares de bases.

*» Stra8.
Locus NM_009292 1455 bp mRNA linear.

Definicién  Stimulated by retinoic acid gene 8 (Stra8), mRNA.

Acceso NM_009292. Version NM_009292.1 GI:6678172
Organismo  Mus musculus. Cromosoma 6.

Stra8 A 5 GTT TCC TGC GTG TTC CAC AAG 3" 21 PB

Stra8 B 5" CAC CCG AGG CTC AAG CTT C 3”19 PB

Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Koubova et al., 2006.

Fragmento de 151 pares de bases.
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% Rspol.

Locus NM_138683 1834 bp mRNA linear.

Definicién  R-spondin homolog (Xenopus laevis) (Rspol), mRNA.

Acceso NM_138683 XM_908508. Version NM_138683.1 GI:20149775
Organismo  Mus musculus. Cromosoma 4.

Rspol A 5" TGT GAA ATG AGC GAG TGG TCC 3" 21 PB

Rspol B 5" TCT CCC AGA TGC TCC AGT TCT 3" 21 PB

Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Nam et al., 2007.

Fragmento de 436 pares de bases.

% 3 beta HSD, Isoforma 1.

Locus NM_008293 1628 bp mRNA linear.
Definicién Hydroxysteroid dehydrogenase-1, delta<5>-3-beta (Hsd3b1), mRNA.
Acceso NM_008293. Version NM_008293.1 GI:6680288

Organismo Mus musculus. Cromosoma 3.

38 HSD 5" ACA TGG CTC TGG GAG TTA TAA GGT 3" 24 pb
38 HSD 5" TTA GTG ACT GGC AAG GCT TCT G 3" 22 pb
Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Bouma et al., 2004.

Fragmento de 129 pares de bases.

% Cypl19al, P450arom.

Locus NM_007810 2373 bp mRNA  linear.

Definicion  Cytochrome P450, family 19, subfamily a, polypeptide 1,
(Cyp19a1), mRNA.

Acceso NM_007810 Version NM_007810.3 GI:156139071

Organismo Mus musculus. Cromosoma 9.

Cypl19al 5" ATA ATG TCA CCA TCA TGG TCC CGG 3" 24 pb

Cypl19al 5° GCA TGA TGT GTC TCA TGA GGG TCA 3" 24 pb

Secuencias de oligonucleotidos tomadas de Stromstedt et al., 1996.

Fragmento de 579 pares de bases.
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4. Secuenciacion de fragmentos amplificados por PCR.

Los fragmentos de RT-PCR se enviaron a secuenciar a la Unidad de Secuenciacién
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Las secuencias obtenidas se
analizaron con el programa Blast (versién BlastN 2.2.17) disponible en internet

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para obtener el porcentaje de similitud con

las secuencias reportadas. El porcentaje de similitud se calculo para las secuencias
obtenidas con el oligonucleétido sentido y antisentido de cada gen. El producto de

secuenciacion y el porcentaje de similitud de los genes es el siguiente:

% Sox9.
Fragmentos: sentido 285/285 (100%), antisentido 289/290 (99%).
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< Sry.
Fragmentos: sentido 89/97 (91%), antisentido 91/94 (96%).

s Wnt4.
Fragmentos: sentido 152/168 (90%), antisentido 237/238 (99%).
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< Stra8.
Fragmentos: sentido 87/87 (100%), antisentido 63/63 (100%).

% Rspol.
Fragmentos: sentido 156/162 (96%), antisentido 217/221 (98%).
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% 3B-Hsdl.
Fragmentos: sentido 90/93 (96%), antisentido 88/93 (94%).

< Mis (Amh).
Fragmentos: sentido 285/285 (100%), antisentido 89/92 (96%).

La secuenciacion de este fragmento se realizé utilizando el analizador genético ABI

PRISM 3100 (Applied Biosystems) del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.
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Abstract In sheep embryos, steroidogenic activity has
been reported as taking place during the period of sexual
differentiation. In the case of mouse embryos, the sporadic
detection or absence of steroidogenic enzymes suggests
that the ovary is inactive. The purpose of this work was to
establish if mouse undifferentiated gonads express steroi-
dogenic enzymes in a similar way as in sheep embryos. To
know this, we analyzed the mRNA expression pattern of
3f-Hsd1 and P450arom as well as protein expression pat-
tern of 35-HSD1 and Testosterone in normal undifferen-
tiated and differentiated gonads from both male and female
mice embryo. Our data indicate that there is expression of
35-Hsd1 in XX gonads during gonad differentiation period.
Nevertheless the Testosterone which would indicate ste-
roidogenic activity is not produced. Besides, the absence of
P450arom indicates that the production of Estradiol as
observed in the ovaries of sheep does not occur. The
detection of 3f-Hsdl in the early stages of ovarian devel-
opment, as well as the absence of Testosterone suggests
that XX gonads are not steroidogenic and that 3-Hsdl
enzyme may play a different role than in the steroidogen-
esis process.
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Introduction

In postnatal stages, the gonads of mammals produce three
essential groups of steroidal hormones: progestin (Proges-
terone P4), estrogens (Estrone E1 and Estradiol E2) and
androgens (Androstenedione A and Testosterone T). These
metabolites are produced from cholesterol in the steroido-
genic pathway and are synthesized by the activity of var-
ious enzymes (Revised in Wilson et al. 1981; Simard
et al. 2005). The 3f-hydroxysteroid dehydrogenase/A5-A4
isomerase enzyme (3f-HSD) is important in the synthesis
of Progesterone and Testosterone (Lorence et al. 1990),
and the P450 aromatase (P450arom), product of the
Cypl9al gene participates in the synthesis of Estrone and
Estradiol (Simpson et al. 1994). In embryonic stages it is
known that the production of Testosterone is a crucial
event in masculine differentiation, however the production
of steroid hormones in females is not well understood.
Some studies describe the synthesis of Estradiol and Pro-
gesterone in female fetal gonads of human (George and
Wilson 1978), rabbit (Gondos et al. 1983) and sheep
(Quirke et al. 2001). In female fetal sheep gonads, the
greatest expression of the 3f-Hsd mRNA and protein was
detected in the developing ovary beginning at day 30 of
gestation period of sexual differentiation in sheep. Subse-
quently its intensity diminished after 35 days of gestation
(dg). The analysis of the level of Progesterone, Andro-
stenedione, Testosterone and Estradiol in sheep gonads
shows that steroidogenic activity is manifested during the
period of morphological differentiation, as much in the
case of females, as in males (Quirke et al. 2001). In other
mammals studied such as the rat (Juneau et al. 1993) and
the mouse (Greco and Payne 1994) it has been suggested
that the fetal ovaries do not have the capacity to synthesize
steroid hormones. Although the sporadic detection of
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3-Hsdl mRNA has been detected in embryonic mouse
ovaries at 13, 15, 17, and 20 days postcoitum (dpc), the
absence of the expression of P450arom, P450scc and
P450c17 steroidogenic enzymes might explain the steroi-
dogenic quiescence of the female gonad (Greco and Payne
1994). The aim of the present study was to establish if
mouse undifferentiated gonads express steroidogenic
enzymes in a similar way as in sheep embryos. To know
this, we analyzed the mRNA expression pattern of 35-Hsd1
and P450arom as well as the protein expression pattern of
35-HSD1 and Testosterone in embryonic gonads of normal
mice.

Materials and methods
Animals and sex of the embryos

Mouse embryos from the normal CD-1 strain were kept
according to the Guide for Maintaining and Using Labo-
ratory Animals, provided by the Ethics Committee of the
Biomedical Institute, UNAM. Embryos between 11.5 and
15.5 dpc were obtained and their stage was verified by
counting the number of tail somites (E 11.5 is ~18ts; E
12.5 ~30ts) according to Hacker et al. (1995). At
11.5 dpc, the gonads are morphologically undifferentiated
and the sex was determined by the presence or absence of
sex chromatin in amniotic cells (Palmer and Burgoyne
1991) and checked by PCR amplification of the 600 bp
fragment of the Y-encoded gene Zfy (Nagamine et al.
1989). Following 12.5 dpc the sex of the embryos was
defined by morphological observation of the gonads.

Immunofluorescences and confocal microscopy

Bilateral gonads with mesonephros were embedded in OCT
medium (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA) and
serial sections of 20 pm thick were obtained to be used for
immunofluorescence by conventional techniques. The sec-
tions were then incubated overnight with the primary anti-
bodies and were treated with the secondary corresponding

Table 1 Antibodies and dilutions

antibody diluted 1:100 in fbovine serum albumin (Gibco,
USA). As a negative control, samples without primary
antibody were incubated. Subsequently, these were washed
with PBS (Phosphate Buffered Saline, Gibco, USA) and
double consecutive immunofluorescences were carried
out, in order to simultaneously detect different proteins.
Finally these were mounted in Dako paramount aqueous
mounting medium (Dako North America, INC. USA).
The antibodies and dilutions used are presented in Table 1.
The sections were analyzed in a confocal microscope
(LSM 5 Pascal, Zeiss) equipped with Argon-Kripton
and Helium—Neon laser using filters BP 450-490 and
546/12. The double immunofluorescences were detected
simultaneously.

Extraction of RNA and RT-PCR

Pairs of fetal gonads without mesonephros were obtained
and the extraction of total RNA was carried out using the
Trizol/Chloroform technique. The “One Step” RT-PCR kit
(Invitrogen) was used for the amplification of the frag-
ments corresponding to the chosen genes. The protocol for
amplification consisted of 38 cycles of 1 min at corre-
sponding melting temperature. Six experiments were car-
ried out using independent samples. RNA primers that
flanked a 243 bp fragment of f-actin was used as the
internal expression control and as negative control samples
without RNA were used. The RT-PCR reactions were
electrophoresed on a 1.5% agarose gel (Sigma) with
0.25 mg/ml Ethidium Bromide (Bio-Rad Laboratories) in
TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA). Gels were visualized by
UV transillumination and photographed with a DS-34
Polaroid camera (Polaroid, Waltham, MA). The intensity
of each band was quantified by densitometry using the
Quantity One (Bio-Rad) program. The optical density
(Intensity/mm?) for each amplified product was normalized
with the corresponding f-actin values, taken as 100%.
Thus, the values for each gene are presented as arbitrary
units of expression relative to the pf-actin signal. The
primers used for RT-PCR and references are detailed in
Table 2.

Antibody Brand Dilution
Mouse monoclonal to HSD3B1 Abcam MA, USA (ab55268) 1:500
Rabbit polyclonal to Laminin Sigma, Missouri, USA (L9393) 1:500

Rabbit polyclonal to Testosterone

Rabbit polyclonal to DDX4/MVH (Vasa)
Anti-mouse IgG FITC conjugate
Anti-rabbit IgG CyTMS5 conjugate
Anti-rabbit IgG Rhodamine conjugate

Abcam MA, USA (ab8557) 1:50

Abcam MA, USA (ab13840) 1:250
Zymed, San Francisco, Cal. USA (61-6511) 1:100
Zymed, San Francisco, Cal. USA (81-6116) 1:100
Calbiochem, La Jolla, CA. USA (401321) 1:100

Primary and secondary antibodies used for immunofluorescence. All dilutions were prepared in bovine serum albumin
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Table 2 Sequence of primers and melting temperatures used for RT-PCR

Gene Primers 5’ —3' AL MT Reference
3f4-Hsd1 F: ACATGGCTCTGGGAGTTATAAGGT 129 pb 60°C Bouma et al. (2004)
R: TTAGTGACTGGCAAGGCTTCTG
Cypl19al F: ATAATGTCACCATCATGGTCCCGG 579 pb 58°C Stromstedt et al. (1996)
R: GCATGATGTGTCTCATGAGGGTCA
p-Actin F: GGGTCAGAAGGATTCCTATG 254 pb 56°C Moreno-Mendoza et al. (2004)

R: GGTCTCAAACATGATCTGGG

Primer sequences employed for RT-PCR. F' Forward sequence, R Reverse sequence, bp Base pairs of amplified fragment, MT Melting
temperature, AL Amplicon Length. The amplification of f-Actin was used as a positive control

Statistical analysis

The values of relative expression for each gene are pre-
sented as the averages for six independent amounts =+ their
standard deviation. The statistical differences between gene
expression were evaluated using a one way variance
analysis (ANOVA), followed by Tukey’s multiple com-
parison test with a confidence interval of 95%. The
ANOVA was carried out using the statistical Stat Plus 2007
Professional Software.

Results
3-HSD1 protein expression

The protein expression of the 3-HSD1 was analyzed using
double staining of 3-HSD1 and Laminin proteins (Fig. 1).
Laminin staining revealed the basement membrane and
provides evidence that from 12.5 dpc the testicular cords
have differentiated. The protein expression of 35-HSDI1
was detected in the cytoplasm of the cells. 3-HSDI1
positive cells were identified as a dimorphic pattern
between males and females. In XY gonads, histochemical
activity of 35-HSD1 was detected in clusters of cells in all
the ages analyzed. Following 12.5 dpc its localization is
restricted to the interstitial cells which surround the tes-
ticular cords and correspond to fetal Leydig cell differen-
tiating. Interestingly, in the XX gonads the expression of
the 3$-HSD1 protein was detected between 11.5 and
12.5 dpc. At 11.5 dpc the distribution of the positive cells
showed a similar pattern observed in XY gonads, while at
12.5 dpc 3p-HSD1 positive cells appeared to be randomly
distributed in the central stromal region. However, between
13.5 and 15.5 dpc this enzymatic activity was not found
any more in the ovaries.

Testosterone protein expression

The Testosterone hormone activity was analyzed in
embryonic gonads by immunofluorescent staining in XY

and XX gonads between 11.5 and 15.5 dpc (Fig. 2).
Detection of Testosterone and Vasa were performed in the
same section. Vasa protein expression appears specific for
germ cells of both sexes at the developmental stages cur-
rently studied. The protein expression of Testosterone was
detected in the cytoplasm of the cells throughout the
interstitial region. In XY gonads, Testosterone activity was
detected from 12.5 to 15.5 dpc, where the labeled cells
were observed distributed in the stromal compartment and
identified as Leydig cells. In XX gonads only some Tes-
tosterone positive cells were detected at 13.5 and 14.5 dpc.
The Testosterone staining was detected in the cytoplasm
region of somatic cells which were found surrounding the
ovarian cords, in a similar way as the XY gonads.

Expression of 3$-Hsdl and P450arom

The expression of the 35-Hsdl and Cyp19al (P450arom)
was analyzed in the gonads of embryos between 11.5 and
15.5 dpc (Fig. 3a). The amplification by RT-PCR of these
genes showed that 3-Hsd1 was expressed in XX and XY
gonads, in all the stages studied. The transcripts for the
P450arom enzyme were not detected in embryonic stages
of either sex. The expression of this enzyme was detected
only in adult ovaries and testicles. A semi quantitative
densitometry analysis revealed that the levels of 3f-Hsdl
increased slightly in relation to age in both XY and XX
gonads (Fig. 3b). Nevertheless, statistical analysis did not
indicate significant differences between the ages analyzed
or between sexes. The levels of expression of 3f-Hsdl
appeared similar between females and males, but the
transcripts detected in the XX gonads are lower than those
detected in the XY gonads.

Discussion
In the present work we analyze the expression of two
enzymes involved in the process of steroidogenesis as

much in female as in male gonads in embryonic stages. Our
results showed that 3-HSD1 enzyme is localized in the
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Fig. 1 Detection of 33-HSDI
(blue) and Laminin (red)
proteins were performed in the
same section of XX (a, c, e, g,
i) and XY (b, d, £, h, j) gonads
at 11.5 (a, b), 12.5 (¢, d), 13.5
(e, £), 14.5 (g, h) and 15.5 (i,
J) dpc. The XY gonads express
the 35-HSD1 protein in all the
stages analyzed. In the XX
gonads the protein was detected
at 11.5 and 12.5 dpc. The
ovarian and testicular cords are
indicated by detection of the
Laminin protein in basement
membranes. Bar = 50 pm.
(Color figure online)
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Fig. 2 Detection of
Testosterone (blue) and Vasa
(red) proteins were performed
in the same section. Gonads
obtained from embryos at 11.5
(a, b), 12.5 (¢, d), 13.5 (e, f),
14.5 (g, h, k, 1) and 15.5

(i, j) dpc. The males (right
panel) synthesize the hormone
after 12.5 dpc and the females
(left panel) produce it at 13.5
(e) and 14.5 dpc (g, k). The
detection of Vasa in the
cytoplasm of germ cells permits
observing the morphology of
the gonads. In XX gonads, some
cells are positive to
Testosterone in a similar way
that the XY gonads (k, I).

Bar = 50 pm. (Color figure
online)
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Fig. 3 Expression of 3-Hsdl
and P450arom transcripts in XY
and XX gonads. Representative
ethidium bromide gel
electrophoresis of gonads from
embryos at 11.5-15.5 dpc and
ovary (Ov) and testis (Ts) was
showed (a). The corresponding
bands are shown for the
3f-Hsdl (129 pb) and
P450arom (579 pb) genes.
p-actin (254 pb) served as
loading control. Graphic below
gel show a semi quantitative
data from densitometric profile
of the 3-Hsd1/f-actin ratio
obtained in RT-PCR assay (b).
An increase in the levels of
expression is evident as much
among females, as among
males. There was no evidence
of significant statistical
differences between the sexes.
Values are given as mean + SD
of at least six independent
determinations (ANOVA
followed by Tukey's test)

interstitial cells of the developing testes where Leydig cells
differentiate, these being the principal producers of Tes-
tosterone required for the masculinization of the embryo.
The detection of the enzyme observed in embryonic testes
coincides with its localization in postnatal testicles (Baker
et al. 1999; Dong et al. 2007). The former indicates that the
antibody used is specific to the detection of isoform I of the
3-HSD which is expressed in gonads and adrenal glands
(Bain et al. 1991). In XX gonads it is expressed before and
during the period of sexual differentiation (11.5 and
12.5 dpc), which indicates that in these stages there are
steroidogenic cells which may be producing intermediate
metabolites catalyzed by the enzyme. The detection of this

@ Springer

important enzyme in the synthesis of Progesterone and
Testosterone suggests that one of these metabolites is being
produced; however the immunohistochemical analysis for
the detection of Testosterone shows that the hormone does
not produce at 11.5 and 12.5 dpc, when 3f-Hsdl is
detected. This suggests that the Testosterone is not the
principal metabolite being produced by the enzyme. In the
ovarian embryos of sheep it has been observed that Pro-
gesterone and Estradiol are the hormones which are pro-
duced in greater amounts (Quirke et al. 2001), so that the
analysis of these metabolites or others such as Andro-
stenedione should be considered. The localization of Tes-
tosterone in XY gonads coincides with the interstitial
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location of the 3f-Hsdl enzyme in steroidogenic cells,
which allows us to confirm the specificity of the antibody
which was used against Testosterone.

Greco and Payne (1994) showed that in 28% of mice
ovaries at 13 dpc, and in 50% at 15 dpc the expression of
type I 3-Hsd gene was detected, in contrast to our results
where we found that in 100% (n = 6) of the samples
analyzed, the transcripts of the gene are expressed. The
differences in our results concerning to the expression of
the 3-Hsd1 gene compared to the data reported by Greco
and Payne (1994) may be due to the sensitivity of the
techniques employed, or to the strain of mice employed.

The detection of 35-HSD1 in the early stages of ovarian
development, as well as the absence of Testosterone sug-
gests that this enzyme may play a different role, and is
likely to be participating in the specification of the somatic
line that will produce steroidal hormones in postnatal
stages. On the other hand, the detection of some cells
stained with Testosterone suggests that the 35-HSDI
enzyme is functional and can be catalyzing in major
quantity some other intermediate metabolite as the
Progesterone.

It has been proposed that the process of sex differenti-
ation between the 10.5 and 13.5 dpc in the mouse is crucial
due to the fact that during this time the somatic cells of the
gonads express a great number of genes depending on
genetic sex. In females it is expressing close to 1,223 genes
during this period (Nef et al. 2005), so that the expression
of 3f-Hsd can be regulated negatively by one or more of
the above mentioned genes. Therefore, the absence of the
protein and the presence of the transcripts of 3f-Hsdl
observed in the present study, allow us to propose works
directed to the analysis of factors that take the regulation of
the expression as a function to protein translation level.

The 3p-HSD enzyme controls critical steroidogenic
reactions in the biosynthesis of steroid hormones, involved
in the formation of glucocorticoids, mineralcorticoids,
Progesterone, androgens and estrogens in a number of
tissues (Simard et al. 2005). Postnatal ovary consists of
follicles and corpora lutea, which have specific functions
and depend on the differential expression of steroidogenic
enzymes resulting in the selective production of hormones
(Simard et al. 2005). In this sense, the regulation of the
expression of steroidogenic enzymes such as 3-HSD is of
great interest, particularly the involvement of the follicle
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH)
in regulating the expression of 3-Hsd1 has been observed
in several studies (O’Shaughnessy et al. 1998; Simard et al.
2005). However, in embryonic stages, the induction of
stereoidogenesis in the testis takes place in the absence of
FSH and LH, so the expression of steroidogenic enzymes is
under the control of gonadal factors such as SF-1, Star
(Dong et al. 2007), Dax-1 and members of the GATA

family (LaVoie and King 2009). Similarly in the embry-
onic ovary, the expression of steroidogenic enzymes must
be controlled by intragonadal factors. Generally, the
expression levels of transcripts for a specific gene are
analyzed, so they can be used as an approximation of the
levels of protein expression that may be occurring, how-
ever in our study we observed that the expression of the
transcripts of the 3f-Hsdl gene does not match the
expression of the protein detected by immunofluorescence.
Currently, several processes which regulate gene expres-
sion at a post-transcriptional level have been identified.
Among the best known process are those which involve the
control of splicing and stability, as well as translation and
localization of mRNA transcripts. Recent works have
revealed new mechanisms for post-transcriptional regula-
tion, such as microRNAs (miRNAs) and the presence of
protein with RNA recognition motif (RRM) and RNA-
binding proteins (RBPs) which regulate post-transcrip-
tional events (Revised in Keene 2007). It has been
observed in the adult mouse testis, that a group of miRNAs
associated with polysomes are present, suggesting that they
play an important role in the translation process (Grivna
et al. 2006). In the rat ovary, the presence of post-tran-
scriptional regulation of the receptor for LH has also been
reported. In this case, an mRNA binding protein (LH
receptor mRNA-binding protein, LRBP) also participates,
which binds the coding region of mRNA of the LH
receptor inducing its degradation (Menon et al. 2007; Nair
et al. 2002). Recently a global analysis of the proteome of
mouse gonads during the period of sex determination was
presented (11.5 and 12.0 dpc), where proteins were iden-
tified whose main functions are (1) modification and
transport of post-transcriptional RNA, (2) the folding and
synthesis of proteins and (3) post-translational modification
(Ewen et al. 2009). The group of proteins whose function is
post-transcriptional modification of RNA includes 31 genes
which may be of great interest for the regulation of genes
such as 3f-Hsd, which in this study has been shown to be
regulated in a post-transcriptional way. However, regula-
tion of the enzyme by miRNAs activity should not be
dismissed because this process has already been observed
in adult mouse testes (Grivna et al. 2006).

Our analysis of RT-PCR to detect the transcripts of the
Cypl9al gene (P450arom) showed that the enzyme is not
being produced in the embryonic gonads of the mouse.
These results coincide with Greco and Payne’s analysis
(1994) carried out on mouse gonads at 13 and 15 dpc. In
comparison with sheep, rabbit or human ovaries, the
absence of the P450arom enzyme and Testosterone indi-
cates that Estradiol is not produced in the embryonic
ovaries of mice. It has been proposed that in species where
meiosis begins at a late stage, estrogens may be important
for the proliferation of germ cells (Pailhoux et al. 2002) as

@ Springer



542

J Mol Hist (2011) 42:535-543

well as for the formation of the ovarian cords (Quirke et al.
2001), whereas in species which undergo immediate mei-
osis, the production of estrogens is not required. This
proposal is upheld by our results where we observed that
ovarian differentiation takes place normally in the absence
of estrogens.

Dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia con-
genital critical region on the X chromosome, gene 1 (Dax1)
is an orphan nuclear receptor that is preferentially expres-
sed in XX gonads (Mizusaki et al. 2003) and it has been
observed that in vitro it is able to block the synthesis of
steroids by inhibition of P450scc, 33-Hsd and StAR (Lalli
et al. 1998). It is thus a good candidate for the negative
regulation of steroidogenesis in the mouse embryo. On the
other hand it has been reported that the absence of Daxl,
induces the expression of P450arom and an increase in the
intratesticular levels of Estradiol, suggesting that Dax1
negatively regulates the expression of the enzyme (Wang
et al. 2001). The absence of Cypl9al transcripts
(P450arom) in the current study may be explained by Dax1
activity in embryonic stages.

Our results together with previous works employing
Knockout mice for Aromatase demonstrates that the
expression of this enzyme and the synthesis of Estradiol
does not play an important role during the period of sexual
differentiation of the mouse (Britt et al. 2004a). However,
previous studies have demonstrated the importance of the
synthesis of Estradiol in the functions of the adult ovary
(Toda et al. 2004), particularly for controlling the size of
the oocyte and the pool of primordial follicles in mice
(Britt et al. 2004b).

A number of regulators in the expression of P450arom
have been reported and it has been shown that in adult rat
testis the transcription factor LRH-1 (Liver Receptor
Homolog-1) is involved in the regulation of Aromatase in
Leydig cells (Pezzi et al. 2004). Likewise, it has shown that
Aromatase expression is tissue specific and is under the
control of different promoters in the ovary, testis and brain
of postnatal mice (Golovine et al. 2003). Our results show
that in embryonic stages these promoters are not being
activated even though it has been observed that during the
differentiation of the gonads, genes are expressed which
are involved in the regulation of Aromatase, for example
LRH-1, DAX1 and SF-1. Aromatase expression in fetal
stages has not been reported in wild mice and its expression
has only been detected by induction of FSH in the culture
organs. In the absence of FSH, the ovaries produce Estra-
diol from 3 days old, indicating that this hormone stimu-
lates enzymatic activity in the mouse ovary (Terada et al.
1984).

In conclusion, our work shows that the transcripts of the
35-Hsdl gene are expressed during the gonadal differen-
tiation in both sexes and subsequently the protein is
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negatively regulated in the differentiated ovaries. This,
together with the sporadic detection of Testosterone and
the absence of the P450arom enzyme concurs with previ-
ous theories stating that the embryonic ovary is not
steroidogenic.
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Abstract

B6.Y™" mice have provided an excellent study model for analyzing the sex development process;
however the molecular mechanisms which contribute to sex reversal are not clear. The aim of
this study was to establish which ovary development events may participate in the sex reversal
of the B6.Y™ mouse. The study of the pattern of expression of genes related to testicular (Sry,
Sox9 and Mis) and ovarian (Wnt4, Rspo1 and Stra8) differentiation in XY gonads of the B6.Y™
mouse and the normal strains CD-1 and C57/BL6J (B6) was undertaken by applying
immunofluorescence and real time RT-PCR. It was observed that the expression of genes
related to the process of sex differentiation is altered in the B6.Y™" strain, both at the transcript
level but also in terms of the proteins which induce the differentiation of ovaries and ovotestes,
but do not form normal testicles. Our results indicated that the expression of testicular genes
was inhibited at various levels, permitting the expression of ovarian genes such as Wnt4, Stra8
and Rspo1. However the activity of these genes was not clear when we analyzed our data as an
average. Here we present a co-relation analysis which makes evident that an ovary
differentiation pathway is activated, when the testicular differentiation pathway is inhibited.



1. Introduction

For more than two decades there have been reports that the transfer of the Y
chromosome of the Mus musculus domesticus mouse (from Val Poschiavo, Switzerland [Y**] or
Tirano, Italy [Y™]) of the C57BL/6J (B6) strain causes alterations in the process of testicular
differentiation and produces individuals with either partial or complete sex reversal (Eicher et al.,
1982). This new strain was identified as B6.Y?"™, B6.Y" or B6.Y™" by a number of laboratories
(Eicher et al., 1982; Taketo-Hosotani et al., 1989; Merchant-Larios et al., 1994). Offspring with
XX chromosomes develop into normal females, but individuals with XY chromosomes become
hermaphrodites in embryonic and adult stages. The true hermaphrodites become fertile males
with bilateral ovotestis in their embryonic stages and with small testicles in adulthood (Eicher et
al., 1982; Taketo-Hosotani et al., 1989; Houle and Taketo, 1992). All the XY embryos are able to
develop ovaries and/or ovotestis and it has been suggested that the incompatibility between the
Sry gene (sex-determining region on the Y chromosome) and the autosomal genes is the cause
of this sex reversal (Carlisle et al., 1996; Eicher and Washburn, 2001). When Sry is not
expressed, the XY individuals develop into phenotypic females because the cascade of gene
expression for testicular differentiation is not activated (Berta et al., 1990; Koopman et al., 1990).
However, even though Sry expression in the B6.Y™ mouse is low and comes later than that
found in normal SJLB6F1-Y*"" mice, relatively low levels of Sry transcripts were also observed in
the normal B6 strain. It has been suggested that the pattern of expression relating to this gene is
not the only cause of sex reversal (Lee and Taketo, 2001). On the other hand, the cascade of
events which follow Sry expression, such as the activation of Sox9 (Bullejos and Koopman
2005a), Mis (Taketo et al., 1991; Lee and Taketo 1994) and 3B-Hsd (Lee and Taketo 1994) is
also delayed in the B6.Y™" gonads.

Genes such as Sox9 are responsible for male sex development. Translocations or
mutations of this gene cause Campomelic Dysplasia, commonly associated with sex reversal
(Foster et al., 1994; Wagner et al., 1994). Its expression in gonads B6.Y™" is reduced in the XY
ovaries, when compared with the levels expressed in ovotestis, suggesting that the lineage of
Sertoli cell precursors is specified, whereas differentiation towards Sertoli cells is inhibited. The
inhibition of Sox9 in the entire genital crest allows the formation of the ovaries, and likewise
ovotestes are formed when Sox9 expression is located in the central region of the genital crest
(Moreno-Mendoza et al., 2004). Delayed expression of Sry and Sox9 were established as the
cause of sex reversal in B6.Y"®. The analysis of Sry expression in B6.Y"™ gonads suggests that
this gene may be activated during a critical time period, in order to activate Sox9 and the pattern
of events involved in sex determination prior to the initiation of the pattern of ovarian
differentiation (Bullejos and Koopman, 2005; Hiramatsu et al., 2009).

In the absence of Sry and/or Sox9, undifferentiated gonads develop into ovaries which
until recently was considered as differentiation by default or a passive process. The discovery of
genes which participate actively in ovarian development has led to the idea that in the embryonic
gonad there is a molecular mechanism which acts antagonistically towards the process of
testicular development (DiNapoli and Capel, 2008; Lau and Li, 2009). This mechanism has
recently been studied in the gonads of mice B6.Y"™ with sex reversal (Wilhelm et al., 2009).
During the development of the ovotestis in this model, it was observed that in the central region
of the gonad, testicular markers are evident, whereas the ovarian FOXL2 marker is detected at
the poles, suggesting ovarian tissue development (Wilhelm et al., 2009).

Whnt4 (Vainio et al., 1999) Rspo1 (Parma et al., 2006) and Stra8 (Baltus et al., 2006) are
genes that are related to the pattern of ovarian differentiation and which are up-regulated during
the period of sex differentiation. Wnt4 and Rspo1 are essential to XX gonads and inhibit the
male differentiation pathway. When Wnt4 is absent, masculinization is induced and a lack of
Rspo1 causes female to male sex reversal. It has been suggested that Rspo1 may be synergic
with Wnt4 in the XX gonads for stabilizing f-Catenin, which regulates the expression of other
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genes, forming a complex together with the transcription factor TCT (Kim et al., 2006a; Maatouk
et al., 2008). It has been suggested that this signaling pathway may act as an antagonistic signal
for negatively regulating Sox9 and FGF9 and inhibit testicular development (Kim et al., 2006b). It
has been reported that in humans with a chromosomal 46,XX component, mutations which
cause a decline in the Rspo1 function induce differentiation in the testicular tissue, suggesting
that this plays an important role in normal ovarian development (Parma et al., 2006; Tomaselli et
al., 2008).

On the other hand, Stra8 participates in the premeiotic stages of germ cells that take
place in the ovary, subsequent to the sex differentiation period. It has been suggested that the
Wnt4 signaling pathway is able to control meiosis by regulating Stra8 and Cyp26b1 (Naillat et
al., 2010).

Morphology analysis suggests that ovarian tissue may be present in the cortical region of
B6.Y™" ovotestes (Taketo-Hosotani et al., 1989). However the gene expression pattern defined
by genes such as Wnt4, Rspo1 and Stra8 and related to ovarian differentiation in B6.Y™ is
poorly understood.

Based on these antecedents, we suggest that the expression of Sry probably initiates the
pattern of sex determination in the B6.Y™ strain, but is not sufficient either to activate and/or
regulate genes such as Sox9 which are related to testicular differentiation. This then pemits the
expression of genes such as Wnt4, Rspo1 and/or Stra8 which play a role in ovarian
differentiation. The aim of the present study was to establish those ovarian development events
which may contribute to sex reversal in the B6.Y™" mouse. In order to establish whether the
cascade events caused by Sry are affected, we analyzed the pattern of gene expression related
to testicular (Sry, Sox9, Mis and 33-Hsd1) as well as those related to ovarian differentiation
(Wnt4, Rspo1 and Stra8), in the XY gonads of the B6.Y™" mouse, applying immunofluorescent
staining and real time RT-PCR.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

All procedures were performed in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals from the Ethics Committee of the Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Two normal strains of mice were used; CD1 and C57BL/6J (B6) mice were obtained
from Charles River Wilmington, MA, and B6.Y™ strain manifesting sex reversal. The B6.Y™
males which were kept in our mouse colony had the Y chromosome of the Mus musculus
domesticus mouse (Tirano, ltaly) and the genetic background of B6. Female and male animals,
aged between 8 and 10 weeks from all three strains were used. They had been maintained in
individual plastic cages with access to food and water, with a 12 to 12 hour light/dark cycle.
Breeding between the (B6.Y™) males and (B6) females was encouraged during the night and
the following morning the females were separated and checked by inserting a vaginal tampon;
this moment was recorded as 0.5 day post coitum (dpc). Embryos were staged by counting the
number of tail somites (ts) distal to the hind limbs (E 11.5 is ~18ts; E 12.5 ~30ts) (Hacker et al.,
1995). The pregnant females were sacrificed by cervical rupture and the embryos by
decapitation. The number of embryos used in the experiments is specified in Table 1.

2.2. Sex of embryos
Owing to the fact that at 11.5 dpc, mouse gonads were as yet morphologically
undifferentiated, sex was determined by the presence or absence of the sex chromatin in

amniotic cells (Palmer and Burgoyne, 1991). After 12.5 dpc, the artery and testicular cords
permit males to be differentiated from females. Thus the sex of normal embryos was defined by
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morphological observation of their gonads. The chromosomal sex of the B6.Y™ embryos was
determined by applying PCR, resulting in the amplification of a fragment consisting of 600 base
pairs (bp) corresponding to the Zfy gene of the Y chromosome (Moreno-Mendoza et al., 2004).
Pairs of gonads from CD1, B6 and B6.Y™ embryos were dissected at 11.5, 12.5 and 13.5 dpc.
Gonads with mesonephros had immunofluorescence applied and gonads without mesonephros
were subjected to RT-PCR analysis.

2.3. Immunofluorescent staining

Gonads with mesonephros were fixed in paraformaldehyde (PFA, Gibco, USA) at 4% in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.1) for 15 minutes at room temperature and incubated at 4
°C in 30% sucrose (Sigma Aldrich) in PBS, over night. The tissues were placed in OCT medium
(Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA) and frozen in hexane (J. T. Baker) on dry ice. 20
pum thick sections were subjected to immunofluorescent staining. The samples were permeated
with Triton X-100 solution (Sigma Aldrich) at 0.1% in PBS for 10 minutes and blocked with
bovine serum albumin (BSA, Gibco, USA) at 1% in PBS, for two hours. The sections were
incubated with the primary antibodies, throughout the night. The samples were washed four
times over with PBS and incubated at room temperature for an hour with a secondary
corresponding antibody, diluted in BSA, at 1:100. Subsequently, they were washed with PBS
and post fixed with 4% PFA at room temperature for 15 min and once again incubated in BSA
for 2 hours. Double and triple consecutive immunofluorescent staining was carried out for the
simultaneous detection of different proteins. Finally they were mounted in Permanent
Fluorescent Medium (Dako Cytomation).

2.4. Antibodies and dilutions

The following primary antibodies were employed: rabbit polyclonal anti-human SOX9
raised to the human SOX9 C-terminal 24-amino-acid epitope diluted 1:250 (gift from Dr. V.
Harley), specific goat polyclonal anti-MIS diluted 1:250 (C-20 antibody; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), rabbit polyclonal anti-DDX4/MVH (VASA) diluted 1:250 (Abcam
MA, USA), rabbit polyclonal anti-HSD3b1 diluted 1:500 (Abcam MA, USA) and rabbit polyclonal
anti-Laminin diluted 1:500 (Sigma, Missouri, USA).

The samples were incubated with the following secondary antibodies: goat anti-rabbit IgG
CyTM5 conjugate (Zymed, San Francisco, Cal. USA), rabbit anti-goat IgG FITC conjugate
(Calbiochem, La Jolla, CA. USA) and goat anti-rabbit IgG Rhodamine conjugate (Calbiochem,
La Jolla, CA. USA). As a negative control, samples were incubated without the primary antibody.
Double staining was performed with 38-HSD1 and Laminin antibodies, and detected with goat
anti-rabbit 1IgG CyTM5 and anti-rabbit IgG Rhodamine respectively. Triple staining was
performed with SOX9, MIS and VASA (DDX4/MVH) antibodies detected by applying the
secondary antibody goat anti-rabbit IgG CyTMb5, rabbit anti-goat IgG FITC and goat anti-rabbit
IgG Rhodamine respectively.

2.5. Confocal Microscopy

The samples treated with immunofluorescent staining were analyzed using a confocal
microscope (LSM 5 Pascal, Carl Zeiss) equipped with Argon-Krypton and Helium-Neon laser,
using filters BP 450-490 and 546/12. Fluorescence was detected simultaneously by applying
double and triples immune dye tests. Images were obtained for each sample and saved in the
LSM format image files.



2.6. Quantifying Fluorescence

Images were obtained under identical conditions, taking care that the maximum signal
was not saturated. Analysis of images and measurements was carried out using the Start LSM
Image Browser Software. In order to measure the intensity of fluorescent staining, random lines
for tests were traced onto sections of the gonads and the value of absolute intensity was
measured for each one. The value for fluorescence intensity was defined as the average of all
intensity values for the points along the test line. The values of five test lines for each sample
were quantified. At least two sections were analyzed for each gonad. All the data were obtained
from separate experiments and the results were presented as the average + standard deviation.

2.7. RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR

Total RNA was extracted from XX and XY gonads, using the Trizol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s directions. To prevent DNA contamination, the RNA extractions
were treated with 1ul Deoxyribonuclease 1 enzyme (DNase 1, Invitrogen) at room temperature
for 30 minutes. DNase 1 enzyme was inactivated by the addition of 1 pl EDTA (Invitrogen). All
total RNA samples (tRNA) were analyzed for concentration by spectroscopy using a
BioPhotometer (Eppendorf). The real time RT-PCR technique was applied with a final volume of
20 pl with 150 ng of RNA free of DNA, gene specific forward/reverse primer (10 pMol) and a
mixture of “One Step” RT-PCR (Invitrogen) with fluoro phosphate SYBR Green | (Amresco). The
primers and annealing temperatures used for the analysis of RT-PCR are presented in Table 2.
Primers for the B-Actin were used as positive controls whereas substitution of RNase free water
(Gibco) was used as a negative control. Five experiments were carried out using a Rotor Gene
Thermocycler (RG-300, Corbett- Research) with independent samples from individual embryos.
The relative expression of each gene was normalized to that of B-Actin and analysis of results
was performed using the 2 °? ©" method (Livak and Schmittgen, 2001).

2.8. Statistical analysis

The patterns of expression for each gene are presented as the mean + standard
deviation, obtained from five independent experiments. A multivariate analysis was carried out
using the Statistical Analysis Package “Stat Plus 2007 Professional”’. The significant differences
were evaluated by applying a one way Variance Analysis (ANOVA), followed by a Tukey multiple
comparison test, with a confidence interval of 95%.

In order to determine the extent of the relationship in terms of the dynamics of gene
expression between ovarian and testicular embryonic gonads, we obtained the correlation
coefficient (Pearson’s R) by applying correlation analysis for continuous and independent data.

3. Results
3.1.  Protein distribution of SOX9, MIS, 38-HSD1 and VASA

The expression of the studied proteins varies with each strain. XX gonads at 13.5 dpc
were used as the control; in these samples SOX9, MIS and 3B-HSD1 protein were not found
(data not shown). In the triple immunofluorescent staining, we observed that the expression of
the VASA protein was located in the cytoplasm of the germ cells, in both XY (Figure 1) and XX
gonads (data not shown). The CD-1 gonads began to express the proteins SOX9 and MIS on
the 11.5 dpc. At 11.5 dpc, no testicular cords were found; however SOX9 and MIS proteins were



detected, having been produced by the differentiated Sertoli cells. At 12.5 and 13.5 dpc,
testicular cords were evident, when observing the Sertoli cells which surround the germ cells.

In the double immunofluorescent staining (Figure 2), the Laminin marker at 11.5 dpc
revealed the sexual cords, whereas at 12.5 and 13.5 dpc, testicular cords containing germinal
and Sertoli cells were evident. In the CD-1 and B6 strains, at 11.5 dpc, the gonads expressed
the 3B-HSD1 protein manifesting a homogenous distribution and at 12.5 and 13.5 dpc, its
expression was detected in the interstitial region on the Leydig cells. In contrast to the CD-1 and
B6 strains, in the B6.Y™ strain the testicular cords in certain gonads did not appear to be
delimited by Laminin. At 11.5 and 12.5 dpc, all the gonads expressed 3p-HSD1 indicating that
steroidogenic cells were specified, and at 13.5 dpc, gonads were found which did not express
this protein in the same form as in XX gonads (data not shown).

Considering the three testicular markers in B6.Y™" embryos, at 13.5 dpc, four types of
gonads were observed (Figure 3) with varying levels of differentiation, and, when compared with
testicles from the embryos of the CD-1 and B6 strains: 1) gonads did not express SOX9, MIS or
3B-HSD1, if only the VASA and Laminin marker were observed; 2) some samples expressed
only SOX9; 3) others expressed SOX9 and MIS; and 4) a few expressed SOX9, MIS and 38-
HSD1. The three markers were localized only in the medullar region of the gonads. The
testicular cords were evident at 13.5 dpc and were observed only in those gonads expressing
SOX9 and MIS.

The testes of embryos from normal strains had differentiated at 13.5 dpc and SOX9, MIS,
3B-HSD1 proteins were detected in the lineages corresponding to the entire gonad containing
well defined testicular cords. However in the B6.Y'™ strain well differentiated testes were not
detected but the formation of ovotestis was observed, and regionalization was observed in the
testicular markers analyzed. MIS and 33-HSD1 were detected in the medullar region where the
formation of testicular cords was observed, whereas SOX9 protein was detected in both the
medullar region and also in the cortical region (Figure 4).

3.2. Quantification of fluorescent staining

Fluorescence quantification was undertaken, using immune dye tests, in order to
estimate the expression of each corresponding protein (Figure 5).

The analysis of fluorescent staining for VASA indicated that in the CD-1 strain there are
no variations at the three different ages, as all maintain constant levels of fluorescence. In the
B6 and B6.Y'" strains, significant differences were observed, showing that at 11.5 dpc, levels of
fluorescence are less than at 12.5 and 13.5 dpc. At 12.5 and 13.5 dpc, no significant differences
were found between the strains. Quantification of fluorescence was carried out by tracing only
those test lines within the gonad; even though at 12.5 dpc, the VASA marker was also detected
outside these, as it also proved to be located in the mesentery.

The fluorescent analysis for SOX9 indicated slightly lower levels of fluorescence in the
case of the B6 strain than those obtained from the CD-1 strain, but no significant differences
were found between these two strains. The B6.Y™ strain manifested differences when compared
to the two control strains, exhibiting lower levels of fluorescence when compared to the CD-1
and B6 strains.

The analysis of fluorescence in MIS showed that in the CD-1 and B6 strain there was an
increase in expression with age, resulting in significant differences between that found at 11.5
and 13.5 dpc. At 11.5 dpc, significant differences were evident between the CD-1 and B6 strain.
Concerning the B6.Y™ strain, levels of fluorescence at 11.5 dpc were low, as no protein
expression was detected. At 12.5 and 13.5 dpc, fluorescence levels increased but did not match
values observed in the case of the CD-1 or B6 strain and significant differences were evident.



3.3. Gene expression and molecular analysis

XX gonads were used as controls for the expression of each gene. In our statistical
analysis, significant differences were observed between XX and XY gonads in terms of the
expression of all genes. In the XX gonads, Sry and Mis genes were not detected, whereas low
levels of Sox9 was detected and Wnt4, Stra8 and Rspo1 genes were expressed at higher levels
than those in the XY gonads (Figure 6).

The XY gonads for the CD-1 and B6 strains presented similar patterns of expression,
indicating that the majority of genes do not present significant differences. The gonads from the
B6.Y™" strain presented variability concerning the expression of genes, so that significant
differences were observed for various cases, when compared to normal strains (Figure 7). In the
CD-1 and B6 gonads, expression for the Sry gene was observed at 11.5 and 12.5 dpc. In both
cases, greater expression was detected at 11.5 dpc. Significant differences were not observed
between two strains, but there were variations in the B6.Y™ strain at the three different ages.
Statistical analysis revealed an increase in the expression of transcripts of the Sox9 gene with
the advancing age of the embryo, as much in the case of the CD-1 strain as in that of the B6
strain. No significant differences were apparent between these two strains for any of the ages
analyzed. Analysis for the three ages of the B6.Y™ gonads showed lower levels of expression
than those in the control strains with significant differences between them. The pattern of
expression for the Mis gene is similar to that for Sox9, with an evident increase in levels as the
age of the embryos progresses, in the case of both the CD-1 and B6 strains. No significant
differences were detected between these two strains; however there were differences in the
case of the B6.Y™" strain at 12.5 and 13.5 dpc. The levels of expression detected in B6.Y™ were
low and did not reach the levels of either the CD-1 or B6 strains.

The pattern of expression for genes related to ovarian differentiation do not present
significant alterations in the majority of cases. The expression for the Wnt4 gene is similar
between the three strains and no significant differences were found for any of them. In the CD-1
and B6 strain a slight increase in expression was observed as age increased, in contrast to
B6.Y'™", where the greatest expression was observed at 12.5 dpc, and at 11.5 dpc the lowest
level was found. The values presented by the B6.Y™ strain were less than those pertaining to
the control strains. No significant differences were observed in the expression of the Rspo1
gene at any of the ages of the three strains, in spite of the fact that the levels of expression
found in the B6.Y™ strain were slightly higher than those of the CD-1 and B6 strains. The
expression of the Stra8 gene did not manifest significant differences between the CD-1 and B6
strain at either of the ages tested but differences were found between the B6.Y™ strain and
control strains. The B6.Y™ strain presented higher levels of expression at the three ages
analyzed. The values observed were relatively constant without finding any statistically
significant increase or decrease. '

Due to the variability of phenotypes found in the B6.Y™ gonads, it probably will not be
possible to distinguish a clear pattern for gene expression, when analyzed as an average. In the
analysis of levels of transcript expression, no increase or decrease in statistically significant
differences was observed. An analysis of the correlation between genes was performed in order
to obtain a better interpretation of the results. The values for correlation coefficients obtained
from the three strains indicate the relationship which exists between the dynamics of expression
of the genes analyzed and presented in Table 3. The correlation between ovarian and testicular
genes in strains CD1 and B6 is less than or equal to 0.6, observing that in some cases the
relationship between genes is negative. A comparison of ovarian genes in both strains showed
that the relationship is negative and less than 0.5, indicating that the levels of expression of
these genes have no obvious relationship. In strain B6.Y™, the values for the coefficient of
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correlation between testicular and ovarian genes indicate a negative relationship in all cases,
suggesting that as one gene expression increases, the other decreases proportionally between
0.7 and 0.85. Ovarian genes in the B6.Y™" gonads showed correlation coefficients higher than
those found in normal strains, indicating that these genes increase proportionally.

4. Discussion
4.1. Altered expression pathway of testicular markers

B6.Y™ has proved to be an excellent model used by a number of laboratories, in order to
detect sex development events. In this work, we analyzed genes in relation to ovary and testis
differentiation, with the aim of identifying events involved in the B6.Y™ phenomenon of sex
reversal. Our results showed that the expression of genes related to the process of sex
differentiation is altered in the B6.Y™" strain, as much at the level of transcripts as in the proteins,
when compared to its expression in CD-1 and B6.

The analysis of proteins permitted us to observe the presence of four gonad phenotypes
in the B6.Y™ strain, presenting delayed differentiation when compared to the CD-1 and B6
gonads. These results are consistent with studies undertaken by Taketo et al. (1991), who
demonstrated that in this case the period of morphological differentiation in the testicle occurs 24
hours later than in normal strains. The absence of testicular markers such as SOX9, MIS and
3B-HSD1 and the variability in the RT-PCR analysis of the B6.Y™ gonads suggests that Sry is
not capable of activating Sox9 with a resulting cascade of testicular differentiation, thus
permitting these gonads to develop into an ovary. The location of SOX9 in the medullar region of
the B6.Y™ gonads confirms to the pattern of expression previously observed by Moreno-
Mendoza et al. (2004) who suggest that these gonads may become ovotestes if Sox9 is
positively regulated, and likewise may form ovaries, if it is inhibited.

Recently it was reported that in B6.Y™ gonads, MIS expression is restricted to the
population of cells that are positive to SOX9 and that Sertoli cells are in differentiated testicular
cords (Park et al., 2011). In the current work, the location of MIS also appeared to be in the
medullar region and it has been observed that only those cells which express SOX9 are able to
express MIS. However in the case of cells containing SOX9 found near the cortical region, this
would appear to be insufficient for inducing the production of MIS and probably other testicular
factors.

Although a normal testis is not formed in B6.Y™, we observed that cells localized in the
central region of the ovotestes express protein markers of Sertoli and Leydig cells such as
SOX9, MIS and 3B-HSD1. This process of cell differentiation in some cases enables the
development of a small testis. The existence of different phenotypes is reflected in our RT-PCR
analysis, where we find that the levels of expression for testicular genes are reduced and the
levels of ovarian genes are slightly increased. On the other hand the levels of differentiation
observed suggest the existence of a competent antagonist mechanism within the cortical and
medullar region, inside the B6.Y™" gonad. This suggests that the ovarian genes are being
positively regulated in the gonad as a whole, in order to form an ovary or that in the cortical
region the expression of testicular factors such as Sox9, Mis y 3B-Hsd1 is inhibited, also
permitting the formation of an ovotestis. This hypothesis will possibly be confirmed in a future
study evaluating the location of ovarian factors within the B6.Y™" gonad. Generally our data show
that the expression of testicular genes is being inhibited at various levels permitting the
expression of ovarian genes, thus altering the normal differentiation of a testicle.

The expression of the SOX9, MIS and 3p3-HSD1 proteins varies for each strain. Taking
CD-1 strain as our control, we observed that the pattern for expression of these proteins is found



to be altered, as much in the B6 strain (considered to be normal) as in the B6.Y™" strain
(manifesting sex reversal).

At 13.5 dpc, the XY gonads of CD-1 and B6 embryos have now been differentiated as
testicles. The immunofluorescent staining for these cases showed the formation of well-defined
testicular cords, made evident by the accumulation of Laminin protein in the base membrane.
The Sertoli cells are marked with SOX9 and MIS, and the Leydig cells with the protein 3-HSD1.
The XY gonads of the B6.Y™ strain at 13.5 dpc do not present the same morphology as that
observed in the control strains. The morphology which can be observed in terms of the
expression of the testicular markers is that the XY gonads of the B6.Y™" strain at 13.5 dpc do not
form normal testicles. Only those gonads which express SOX9 and MIS come to form testicular
cords. These are located in the medullar region and may or may not express 33-HSD1. It is also
possible to observe that cells expressing SOX9 and MIS are present in the medullar region, but
in the cortical region, the somatic cells only express SOX9 and neither of the two testicular
markers.

The B6.Y™ gonads present varying levels of expression at 11.5, 12.5 and 13.5 dpc,
conforming to data presented by Lee and Taketo (1994), who found that the period for Sry
expression in the B6.Y™" strain is extended by 36 hours, when compared to normal strains such
as B6 or CD-1. The values observed in the B6.Y™ strain at the three ages do not reach the
levels detected in the CD-1 and B6 strains, at 11.5 dpc.

Previous studies have reported the expression of 33-HSD1 in XY gonads from normal
strains after 13.5 dpc (Greco and Payne 1994; Lee and Taketo 1994). However in our study we
observed that the 33-HSD1 protein is expressed after 11.5 dpc, which may indicate that the
steroidogenic cell line is specified early in gonadal development and that maintenance may
depend on the proper differentiation of the supporting cell lineage, indicated by the expression of
testicular factors such as SOX9 and MIS.

4.2. Altered expression pathway of ovary markers

Recently it was reported that in the B6.Y™ mouse, the expression of the ovarian marker
Wnt4 does not decrease as occurs in normal XY gonads. Therefore, has been proposes that the
ovarian differentiation pathway is being activated (Park et al., 2011). Similarly, in the present
study it was evident that Wnt4 is not negatively regulated in the B6.Y™" gonads.

When the ovary gene expression patterns were analyzed as an average, observed
expression levels did not reveal significant differences. However, the expression of the ovarian
genes Wnt4 and Rspo1 increased on independent B6.Y™ gonads; thus these genes appear to
play an important role in the development of the XY ovaries and ovotestis. Currently, the number
of genes which are known to be differentially expressed between XX and XY gonads and that
probably participate in ovarian development is increasing (Bouma et al., 2010; Fujino et al.,
2007), so that the possibility of the participation of other genes which inhibit testicular
differentiation cannot be ignored.

It has been observed that in both mice and humans, positive regulation of Rspo1 is
required in normal XX gonads in order to regulate the signaling pathway of Wnt/B-catenin and to
induce differentiation of an ovary (Chassot et al. 2008; Tomaselli et al., 2011). Our data showed
a slight increase in the expression of Rspo1 and Wnt4 in B6.Y™" gonads which may suggest that
the ovarian differentiation pathway is being activated in the absence or reduction of testicular
differentiation factors. In the XX gonads of mice, the mRNA of Rspo1 is mainly detected in
somatic cells, whereas in the XY gonads its expression is reduced and is located as much in
somatic as in germ cells, although this protein does not appear to be evident in the case of
males (Smith et al., 2008). The study the cellular localization of this protein within the developing
ovotestis of the B6.Y™ mouse is of interest for better understanding the activation of this gene.
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In our paper we show that levels of Sry, Sox9 and Mis expression in are lower than those
found in normal strains and the expression of Stra8 and Rspo1 is slightly higher, indicating that
the ovarian differentiation pathway may be being activated. These results uphold this idea,
suggesting that within each cell, Sry expression must exceed a certain threshold in order for to
activate Sox9 gene, and that if this threshold is not exceeded the testicular differentiation
pathway will be inhibited and the ovarian differentiation pathway will be activated (Wilhelm et al.,
2009). The correlation coefficients obtained confirm that in the B6.Y™" gonads, the expression of
Sry, Sox9 and Mis decreases, whereas the expression of Stra8 and Rspo1 increases. This co-
relationship is contrary to that observed in B6 and CD1 strains. Therefore, our data show that in
the B6.Y™ gonads, the mechanism of ovarian differentiation is activated in direct proportion to
the decrease in testicular gene expression.

4.3. Germ cell marker and meiotic differentiation

Previous studies have demonstrated that Sry expression is important for the migration of
mesonephric cells towards the genital crest (Capel et al., 1999) as well as in the formation of the
testicular cords (Tilman and Capel, 1999). These two processes induced by Sry activity are
altered in the B6.YP"" strain (Albrecht et al., 2000). An important event in the establishment of
the undifferentiated gonad which takes place before the migration of the mesonephric cells is
that of the arrival of the primordial germ cells when VASA (Mvh) is initially expressed (Tooyuka
et al., 2000). In all the gonads analyzed for the CD-1, B6 and B6.Y"" strains, VASA protein was
detected in the germ cells. However in the B6.Y™" strain, the quantification of VASA fluorescence
at 11.5 dpc was lower than in the CD-1 strain, indicating that in the B6.Y™ strain, the germ cells
continue arriving towards the gonad, when in other strains such as the CD-1, they have already
established themselves. This phenomenon indicates that not only the pattern for expression of
genes such as Sry (Lee and Taketo, 1994), Sox9 (Moreno-Mendoza et al., 2004) and Mis
(Taketo et al., 1991) is altered in this strain, but that other events which are important for the
establishment of the gonad, such as the arrival of the germ cells are also altered. Our analysis of
fluorescence for VASA indicated that in strains B6 and B6.Y™ an increase in germ cells took
place. These data are consistent with studies reporting an evident increase in the number of
germ cells positive to VASA in the gonads of both sexes between11.5 and 12.5 dpc (Tooyuka et
al., 2000).

Germ cells should play an important role in the sex differentiation pathway. It has been
reported that the Stra8 gene is expressed in 129;B6Dax1-/Y gonads with sex reversal at 13.5
dpc, whereas their expression was not apparent in normal XY gonads (Park et al., 2008). Our
results are consistent with this data and indicated the activation of the Stra8 gene in B6.Y™
gonads suggesting that the ovary differentiation pathway had been activated.

Previous work has suggested that Rspo1 participates in the survival of meiotic germ cells
by positive regulation of the Wnt4 signaling pathway (Tomizuka et al., 2008) and is also involved
in a decline in the adherence of female germ cells prior to the initiation of meiosis (Chassot et
al. 2008). Thus, if Rspo1 regulates these two processes in normal XX gonads, this may explain
the slight increase in the levels of Stra8 expression when Rspo1 is also positively regulated in
the B6.Y™" gonads.

Germ cells in the fetal testis undergo mitotic arrest, whereas in the fetal ovary they initiate
meiosis. It has been observed that the onset of meiosis is a process mediated by Retinoic Acid,
which induces an increase in the expression of the Stra8 gene producing a protein required for
pre-meiotic DNA replication (Anderson et al., 2008). Our analysis of the expression of Stra8
suggests that B6.Y™ germ cells are activated in order to initiate the process of meiosis due to a
decrease or absence of testicular factors. These data concur with ideas derived from studies of
cell cultures indicating that the germ cells of both sexes have the potential to initiate meiosis and
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that the male genital ridge produces a factor which inhibits the initiation of germ cell meiosis
(McLaren and Southee, 1997).

The analysis of Stra8 expression in B6.Y™ gonads used as marker of pre-meiotic cells
showed that XY germ cells unlike XX are ready to initiate this process. These results are
consistent with data reporting that the first meiotic division is carried out in an apparently normal
way, with evident changes during the second meiotic division, probably due to the presence of
the Y chromosome (Villemure et al., 2007).

Observing the increase in Stra8 expression, which is an important factor for meiosis to
take place in the ovary, future studies may be directed towards factors which play a role in this
phenomenon that is particular to the feminine gonad.

The expression of the testicular genes Sry, Sox9, Mis and 3B-Hsd1 appears to be being
inhibited, permitting the expression of ovarian genes such as Stra8. However the study of other
genes involved in the differentiation of the ovaries will permit us to understand the causes of sex
reversal in the B6.Y " mouse.

5. Conclusions

Observations of gonadal phenotypes from the B6.Y™ strain may suggest that: 1) in the
XY™ gonads, the Sry gene may fail to activate Sox9 thus permitting an ovary to be
differentiated, 2) similar to Sry, the Sox9 gene may act within a specific time period to regulate
the expression of genes such as Mis which cascade beneath the testicular differentiation
pathway and 3) the steroidogenic lineage is specified early on in development and its
maintenance depends on the differentiation of the support lineage made evident by the
expression of Sox9 and Mis. .

From the molecular analysis of the B6.Y™ gonads, it can be deduced that: 1) the
inhibition of the testicular differentiation mechanism permits the activation of the ovarian
differentiation pathway, 2) the expression of Stra8 indicates that germ cells are programmed to
initiate the process of meiosis in the absence or reduction of testicular factors and 3) the
increased expression of Wnt4 and Rspo1 suggests that the ovarian differentiation pathway is
probably activated in a region of the gonad (ovarian area) because they have not reached the
expression levels detected in a normal ovary.
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Tables

: Strain
Technique Age CD-1 B6 BeY™
11.5 dpc 5 3 4
Immunofluorescence 12.5 dpc 3 3 6
13.5 dpc 3 3 10
11.5 dpc 5 5 5
Real time RT-PCR 12.5 dpc 5 5 5
13.5 dpc 5 5 5

Table 1. Summary of the embryos used in this study.

Number of embryos used in the experiments. Pairs of XY gonads were employed obtained from
independent embryos.

Transcript AS AT

Primer5™ — 3° A Reference
name (bp)  (°C)
F: TTATGG TGT GGT CCC GTG GT
Sry R: GGC CTT TTT TCG GCT TCT GT 124 60 Boumaetal. 2004
Sox9 F: GTG GCA AGT ATT GGT CAA 319 56 Moreno-Mendoza et al.
R: GAA CAG ACT CAC ATC TCT 2004

F: CTATTT GGT GCT AAC CGT GGA CTT

Mis R: AAG GCT TGC AGC TGA TCG AT 117 60 Bouma et al. 2004
F: TGT ACC TGG CCA AGC TGT CAT
Wnt4 R: TCC GGT CAC AGC CAC ACT T 345 58  Mohamed et al. 2004
F: GTT TCC TGC GTG TTC CAC AAG
Stra8 R- CAC CCG AGG CTC AAG CTT C 151 58  Koubova et al. 2006
F: TGT GAA ATG AGC GAG TGG TCC
Rspol  R.TCT CCC AGA TGC TCC AGT TCT 436 58 Nametal. 2007
B-Actin F: GGG TCA GAAGGATTC CTATG 254 56  Moreno-Mendoza et al.
R: GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 2004

Table 2. Sequence of primers and annealing temperatures used for real time RT-PCR.
Sequences employed for real time RT-PCR. F = Forward sequence, R = Reverse sequence, bp

= Base pairs of amplified fragment, AS = Amplicon size, AT = Annealing temperature. The
amplification of B-Actin was used as a positive control
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Cepa CD1

Vs. Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8 Rspo1
Sry 1.00

Sox9 -0.81 1.00

Mis -0.86 0.80 1.00

Wnt4 -0.42 0.17 0.44 1.00

Stra8 -0.30 0.02 0.13 0.24 1.00

Rspo1 0.20 -0.11 -0.17 -0.39 -0.17 1.00
Cepa B6

Vs. Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8 Rspo1
Sry 1.00

Sox9 -0.43 1.00

Mis -0.80 0.44 1.00

Wnt4 -0.50 0.53 0.60 1.00

Stra8 0.34 -0.13 -0.18 -0.23 1.00

Rspo1 -0.09 0.07 0.11 -0.16 -0.45 1.00
Cepa B6.Y'"

Vs. Sry Sox9 Mis Wnt4 Stra8 Rspo1
Sry 1.00

Sox9 0.84 1.00

Mis 0.76 0.55 1.00

Wnt4 -0.59 -0.46 -0.31 1.00

Stra8 -0.78 -0.70 -0.39 0.77 1.00

Rspo1 -0.85 -0.71 -0.48 0.74 0.92 1.00

Table 3. Correlation Coefficients.
Values of the correlation coefficients between the dynamics of expression for Sry, Sox9, Mis,

Wnt4, Stra8 and Rspo1 genes in XY gonads from CD-1, B6 and B6.Y™" strains. The dynamics of
testicular and ovarian gene expression in embryonic XY gonads are presented.
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Figures

Figure 1. Inmunodetection of SOX9, MIS and VASA protein

Triple immunofluorescence staining indicating the distribution of proteins: SOX9 (blue), MIS
(green) and VASA (red) in gonad sections for embryos CD-1, B6 and B6.Y™" at 11.5, 12.5 and
13.5 dpc. VASA were detected in all the gonads analyzed. SOX9 and MIS were detected from
11.5 dpc onwards in the CD-1 strain (A, E, J). MIS were not detected at 11.5 dpc in B6 (B). In
the B6.Y™" strain they found three types of gonads a) with only the VASA marker (C, G, L), b)
with VASA and SOX9 (D, H, M) and c) with VASA, SOX9 and MIS (I, N). Barr = 50um.
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Figure 2. Inmunodetection of 33-HSD1 and Laminin protein

Double immunofluorescence staining showing XY gonads sections from 11.5, 12.5 and 13.5
dpc embryos. Expression for the protein 33-HSD1 (blue) and Laminin (red) can be observed in
the CD-1 (A, D, G) strains and B6 (B, E, H) with a similar distribution of proteins. The 33-HSD1
restricts its distribution only to the interstitial region from 12.5 dpc onwards. In the B6.Y™ (C, F,
I, J) strain at 11.5 and 12.5 dpc it can be detected in all the gonads and at 13.5 dpc its
expression is reduced or disappears. Barr = 50 um.
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Figure 3. Testicular organization levels of B6.Y"" strain

Double and triple staining in gonads from CD-1 (A), B6 (B) and B6.Y™ (C-F) strains. The levels
of gonad differentiation at 13.5 dpc are indicated. The morphology of CD-1 and B6 is very
similar. In the B6.Y™ strain, four phenotypes were found depending on the detection of
testicular markers: None of the markers (C), SOX9 was found (D), expression of SOX9 and MIS
(E) and expression of SOX9, MIS and 3-HSD1 (F). Barr = 100 um.
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Figure 4. Regionalization of B6.Y™" gonads at 13.5 dpc

Double and triple staining in gonads from B6 and B6.Y™ strains at 13.5 dpc. In the sections
from the B6 (A, E) strain, the location of the testicular markers in the complete gonad are
presented. In the B6.Y™" sections the medullar region (C, G) and cortical (B, D, F, H) from an
ovotestis are presented. In the medullar region, three testicular markers are detected SOX9,
MIS and 3B-HSD1, whereas in the cortical region only the SOX9 marker is detected. Barr = 50
pgm.
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Figure 5. Quantification of fluorescence

Triple immunofluorescence staining show a line to measure the intensity of fluorescence (left A).
Graph show the profile of intensity of fluorescence for three markers (right A). Graphs showing
the fluorescence levels for VASA (B), SOX9 (C) and MIS (D) proteins in XY gonads indicating
the significant differences between the CD-1, B6 and B6.Y™ strains. Statistical significant
differences are indicated with different letters.
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Figure 6. Relative mRNA expression in XX gonads

Graphs show the relative mRNA expression for testicular and ovarian related genes in XX
gonads at 11.5, 12.5 and 13.5 dpc. Comparisons between CD-1, B6 and B6.Y'" strains don’t
show significant differences at the same stages. The expression of Sry and Mis genes in XX
gonads was negative. Sox9 gene expression in XX gonads was detected at low levels. The
expression of Wnt4, Rspo1 and Stra8 genes was used as ovary differentiation marker. This
genes show significant differences with respect to XY gonads.
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Figure 7. Relative mRNA expression in XY gonads

Graphs show the relative mRNA expression for testicular (left panel) and ovarian (right panel)
genes in XY gonads at 11.5, 12.5 and 13.5 dpc. Comparisons between CD-1, B6 and B6.Y™
strains show the significant differences (different letters) at the same age. B6.Y™ show
significant differences with CD-1 and B6 strain in the Sry, Sox9 and Mis genes. The expression
of Wnt4, Rspo1 and Stra8 genes was used as ovary differentiation marker. Stra8 gene
expression profile on B6.Y™ gonads show significant differences with respect to CD-1 and B6.
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