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2. GLOSARIO

Ad libitum: Expresion del latin que significa -& placer, a voluntad”.

Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que se
diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones
concretas de la funcion de ese gen.

Aplasia: Ausencia congénita de un érgano o tejido.
Displasia: Desarrollo defectuoso de un érgano o tejido.

Autosdmico dominante: Patron de herencia clasico que se caracteriza por
presentar el fendbmeno de dominancia genética para un determinado alelo, cuyo
locus se encuentra en alguno de los cromosomas autosémicos.

Base: Cada una de las cuatro bases nitrogenadas (Adenina, Guanina, Citosina,
Timina) que conforman los nucleésidos del DNA.

Cariotipo: Analisis sistematico de los cromosomas, que consiste en capturarlos
durante la metafase y analizarlos al microscopio para identificar alteraciones
numericas o estructurales.

Congénito: Rasgo presente en el nacimiento, adquirido durante el desarrollo
intrauterino.

Delecion: Pérdida de un segmento de la molécula de DNA, que puede ser puntual
0 un cromosoma completo.

Dominancia genética: Relacion entre alelos de un mismo gen, en el que uno
enmascara el fenotipo de otro alelo en el mismo locus.

Duplicacion: Ganancia de un segmento de la molécula de DNA, generalmente
producto de errores de replicacion.

Ectopia: Desplazamiento o mala ubicacién de un érgano del cuerpo.
Etiologia: Origen de una enfermedad.

Expresion variable: Intensidad variable de los signos fenotipicos en personas con
un genotipo especifico.

Factor de transcripcion: Proteina que participa en la regulacion de la

transcripcion del DNA, pero que no forma parte de la RNA polimerasa.

——
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Fenotipo: Caracteristicas observables de un organismo.

Gonadas: Glandulas mixtas que en su secrecién externa producen células
sexuales y en su secrecion interna producen hormonas que ejercen su accion en
los 6rganos que intervienen en la funcion reproductora.

Locus: Localizacién cromosoémica unica que define la posicién de un gen o la

secuencia especifica de DNA.

Mapeo genomico: Proceso de elaborar modelos del DNA mostrando posiciones
relativas de genes, marcadores y otros entes estructurales y/o informacionales en
los cromosomas.

Microarreglos: Arreglos microscopicos de sondas fijas, sobre las que hibrida una
muestra de DNA marcado.

Morfogénesis: Formaciéon o génesis de érganos.
Mutacion: Cambio puntual que altera la secuencia de nucledtidos del DNA.
Penetrancia: Frecuencia con la cual se manifiesta un genotipo en si mismo en un

fenotipo determinado.

RNA no codificante largo: Moléculas de RNA mayores a 200 nucledétidos que no

se traducen en proteinas.

RNA no codificante: Molécula de RNA funcional que no se traduce en una

proteina.

Transcriptoma: Conjunto de mRNAs resultante de la traduccion del genoma bajo
determinadas condiciones.
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3. ABREVIATURAS

AMH: Hormona antimulleriana

APE |: Endonucleasa | apurinica/apurimidimica
BMP: Proteina morfogenética 6sea

bp: Pares de bases (del inglés base pairs)

cDNA: DNA complementario

CNV: Variante en numero de copias

cRNA: RNA complementario

DLR: Reactivo de marcaje de DNA

DNA: Acido Desoxirribonucleico (del inglés Deoxyribonucleic acid)
dNTP: Desoxinucleosidos trifosfatados

E: Dia embrionario

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

GDF: Factor de crecimiento y diferenciacion

GO: Ontologia genética (del inglés Gene Ontology)
IncRNA: RNA no codificantes largo

MRKH: Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser

MRNA: RNA mensajero

PBS: Amortiguador de Fosfatos Salino (del inglés Phosphate Buffered Saline)

PCA: Analisis de Componentes Principales

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (del inglés Polymerase Chain

Reaction)

RIN: Numero de Integridad del RNA (del inglés RNA Integrity Number)

RNA: Acido ribonucleico

RNAasa: Ribonucleasa




rRNA: RNA ribosomal

RT: Transcriptasa Reversa

TDS: Trastornos de la diferenciacion sexual
TdT: Deoxinucleotidil transferasa terminal
TRF: Tracto Reproductor Femenino

UDG: Uracil-DNA glicosilasa

'



4. RESUMEN

El tracto reproductor femenino (TRF) es el conjunto de 6rganos donde se recibe el
ovulo fecundado, se desarrolla el feto y se abre paso para el nacimiento. A la
fecha, no se conoce la base molecular de la diferenciacion del TRF, y tampoco se
ha establecido un modelo mecanistico de este proceso, ni las redes de regulacion
genética implicadas. En el presente trabajo se caracteriz6 mediante microarreglos
la expresiéon global de genes en tejido mesonéfrico de ratones CD-1, durante los
dias embrionarios E13 y E15, que corresponden con la etapa de morfogénesis del
TRF. Se identificaron genes que se activaron diferencialmente en hembras, y su
analisis mediante pruebas de enriquecimiento funcional permitié identificar algunos
procesos bioldgicos que podrian estar involucrados en la diferenciacion del TRF.
Uno de los mas significativos fue la via de senalizacion de Wnt; mutaciones en
algunos genes de esta familia como Wnt4, Wnt7a y Wnt5a han sido asociadas
previamente con malformaciones uterinas. Adicionalmente, se encontraron otros
genes como Wntl6 y Sfrp5 que participan en la formacion de extremidades y Nkd2
que puede contribuir a la presencia de anormalidades cardiacas. La asociacion de
defectos oseos y cardiacos con el sindrome de aplasia mulleriana en humanos,
permite considerarlos como elementos funcionales para la diferenciacion de
derivados Mullerianos. También se recuperd, a partir de los genes activados en
hembras, la via de sefializacion de TGF-Beta. Los resultados de este trabajo
permitiran priorizar genes humanos candidatos para aplasia Mulleriana vy

contribuiran al conocimiento de la base molecular de diferenciaciéon del TRF.




5. ABSTRACT

The female reproductive tract (FRT) is where the fertilized egg is received; the
fetus develops and makes its way to birth. To date, the molecular basis of TRF
differentiation is not known, and neither is the mechanistic model of this process,
including the genetic regulatory networks involved. In this paper the global
expression of CD-1 mice during embryonic days E13 and E15, which correspond
to TRF stage of morphogenesis, was characterized using expression microarrays.
Some of the modulated genes during this stage were identified since they were
differentially activated in females. The analysis of these genes by functional
enrichment tests identified some biological processes that may be involved in the
differentiation of FRT. Within these processes, one of the most significant is Wnt
signaling pathway. Some genes of this family as Wnt4, Wnt5a and Wnt7a have
been already implicated in the onset of uterine malformations. Besides these,
some other genes like Wnt16, Sfrp5 and Nkd2 were identified. Wnt16 and Sfrp5
are involved in the formation of limbs and Nkd2 may contribute to the presence of
cardiac abnormalities. The association of bone and cardiac defects to Mullerian
aplasia suggests that these genes may also be involved functionally in
differentiating Mullerian derivatives. From the activated genes in females, the TGF-
Beta signaling pathway was also recovered. The results of this work will enable
prioritizing candidate human genes for Mullerian aplasia and will contribute to the

knowledge of the molecular basis of TRF differentiation.
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6. INTRODUCCION

En el tracto reproductor femenino (TRF) ocurren procesos que son esenciales

para la continuacibn de las especies (Kobayashi y Behringer, 2003).
Anormalidades del TRF pueden resultar en infertilidad, ya que es en este conjunto
de 6rganos donde se recibe el 6vulo fecundado, se desarrolla el feto y se abre

paso para el nacimiento (Kobayashi y Behringer, 2003).

Aproximadamente una de cada 4,500 mujeres padecen el sindrome Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) (Jabeen, 2011), el cual se caracteriza por la
aplasia congénita del utero y del tercio superior de la vagina. Estas mujeres
presentan gonadas normales y caracteristicas sexuales secundarias normales
(Jabeen, 2011). El sindrome MRKH se puede acompanar de otros defectos
congénitos, generalmente renales, vertebrales, auditivos o cardiacos (Morcel et al.,
2007). Dado que el cariotipo de estas pacientes generalmente es normal (46,XX),
se han realizado estudios de mapeo gendémico con el fin identificar alteraciones
sub-microscopicas, como microdeleciones o microduplicaciones. Los resultados
de los pocos estudios realizados a la fecha indican que las regiones
cromosomicas con alteraciones relativamente recurrentes son: 1921.1, 16p11.2,
17912, 22q11.22, 22911.21 y Xg21.31. Entre éstas, la delecién de una region del
cromosoma 17q12 presenta la mayor recurrencia (~6%) (Ledig et al., 2012); esta
region incluye los genes LHX1 y HNF1B, los cuales codifican para factores de
transcripcion y se han propuesto como posibles genes responsables de la aplasia

Mulleriana. Por otro lado, el anélisis de mutaciones puntuales en pacientes MRKH




ha permitido confirmar la participacién de los genes HNF1B y LHX1, y proponer
otros genes candidatos como SHOX, TBX6 e ITIH5. Sin embargo, hasta el
momento la recurrencia de estas alteraciones es baja, lo que fortalece la teoria de
que se trata de un sindrome con etiologia genética compleja (Sandbacka et al.,
2013). Considerando que el resto de los casos MRKH estudiados no presentan
mutaciones puntuales ni alteraciones en numero de copia de estos genes, los
resultados indican que la aplasia Mulleriana es una patologia multifactorial y

poligénica.

A pesar de la importancia que tiene el desarrollo de tratamientos mas eficaces
para mujeres con MRKH, esta area de estudio se encuentra limitada por la falta de
conocimiento sobre la etiologia del sindrome y, de manera general, sobre el

mecanismo basico de morfogénesis del TRF.

Los diferentes estudios realizados en modelos animales, principalmente en raton,
han permitido identificar algunos de los genes que participan en el desarrollo
sexual. De manera general, la diferenciacién testicular se regula principalmente
por los genes Sry y Sox9, mientras que la diferenciacion del ovario se promueve
por la expresion de los genes Wnt4, Foxl2 y Rspol. La diferenciacion sexual
femenina se divide en la formacién y diferenciacion de los conductos de Mdller.
Durante la formacion, la iniciacion se regula por Lhx1, la invaginacion por Wnt4 y
la elongacion principalmente por Pax2, Emx2, Wnt9b, la via PI3K/AKT vy la

sefalizacion producida por el acido retinoico. La diferenciacion finalmente
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depende de una compleja red de genes Hox y Wnt. Ademas, mutaciones en

Hoxal0, Hoxall, Wnt7a y Wnt5a pueden provocar malformaciones uterinas.

Cabe sefialar que la mayoria de los genes identificados a la fecha, codifican para
factores de transcripcion o proteinas de sefializacién. Esto sugiere que dichos
genes constituyen el componente regulador de un sistema, que probablemente
involucra también genes efectores de menor jerarquia. A la fecha, no se ha
esclarecido la base molecular de la diferenciacién del tracto reproductor femenino,
no se ha establecido un modelo mecanistico de este proceso, ni las redes de

regulacion genética implicadas.

La tecnologia de microarreglos es una plataforma poderosa para la investigacion
biolégica (Kim, Ph, Kang, y Park, 2004), ya que proporciona informacién
cuantitativa sobre la abundancia de todas las especies de RNA presentes en
células y tejidos (Lovén et al., 2013). Los microarreglos han sido utilizados para la
investigacién basica, el diagnéstico de enfermedades, el desarrollo y
descubrimiento de farmacos, la generacion de terapias personalizadas para
diferentes patologias y la generacién de bases de datos con informacion acerca de
los procesos que se llevan a cabo en los seres vivos (Lovén et al., 2013). A pesar
de los avances que se tienen en el conocimiento de algunas de las interacciones
génicas involucradas en la diferenciacion sexual femenina, a la fecha no hay una
descripcion de los cambios transcripcionales que suceden en el tejido Mulleriano
durante la embriogénesis. Es por esto que la caracterizacién del transcriptoma

durante la diferenciacion de los conductos mesonéfricos en raton, permitira
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identificar aquellos genes que, por su perfil diferencial de expresion, estén

potencialmente involucrados en el desarrollo del TRF.
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7. ANTECEDENTES

Hay dos procesos involucrados en el desarrollo sexual: la determinacion sexual y
la diferenciacion sexual. La determinacion sexual consiste en la diferenciacién de
las gonadas en testiculos u ovarios. Una vez diferenciadas las gonadas, sus
productos inducen la diferenciacion sexual, que origina la formacion de los
organos sexuales (Eggers y Sinclair, 2012), asi como otras caracteristicas
fenotipicas secundarias. El desarrollo del tracto urogenital comienza después del
periodo de gastrulacion durante la diferenciacion del mesodermo intermedio

(Kobayashi y Behringer, 2003), y es posterior a la diferenciacién gonadal.

7.1. DETERMINACION SEXUAL

La determinacién sexual en mamiferos depende de la constitucion genética
establecida durante la fecundaciéon (Crews, 1993). Al inicio de la gestacién los
embriones de ambos sexos difieren Unicamente en sus cromosomas sexuales.
Los individuos femeninos poseen dos cromosomas X, mientras que los individuos
masculinos poseen un cromosoma X y un cromosoma Y. Son los cromosomas

sexuales los que normalmente definiran el destino sexual del individuo.

A nivel histolégico, la formacion de las gonadas en ratones comienza sobre la
superficie ventromedial del mesonefros alrededor del dia embrionario E10. Una
vez formadas las gonadas, la diferenciacion de éstas hacia testiculos u ovarios

tiene inicio en E10.5 en ratén y a las 6 semanas de gestacion en humanos. En los
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embriones XY, las células somaticas de la gonada se diferencian en células de
Sertoli que, al fusionarse con las células germinales, dan origen a los cordones
testiculares (presuntos tubulos seminiferos). Por otro lado, las células
esteroidogénicas, se diferencian en células de Leydig, que produciran testosterona
(Ono y Harley, 2013). En los embriones XX, las células de soporte de la gonada se
convierten en células de la granulosa, mientras que las células esteroidogénicas
se diferencian en células theca en el estroma ovarico. La sintesis de esteroides
sexuales se lleva a cabo en el ovario, y comienza con la sintesis de
androstenediona en las células theca, para posteriormente ser convertida en

estrona o estradiol por las células de la granulosa (Ono y Harley, 2013).

A nivel molecular, las interacciones génicas involucradas en la determinacion
sexual han sido dificiles de establecer. EIl modelo murino ha sido el modelo
mamifero mas ampliamente estudiado para entender los mecanismos
involucrados en el desarrollo sexual (Ono y Harley, 2013). Asimismo, los estudios
de trastornos de la diferenciacion sexual (TDS) en humanos, asi como
experimentos de induccién de reversion sexual en ratones, han permitido
descubrir la relacion de algunos genes en la determinacion sexual (Knower, Kelly,

y Harley, 2003).

Para los machos, el dimorfismo sexual comienza con la expresion del gen Sry (del
inglés sex-determining region Y) en las células somaticas de la gébnada. SRY es el
primer miembro descrito de la familia de factores de transcripcion SOX (SRY-

Related HMG-Box Gene) y se encuentra codificado en el cromosoma Y. La familia

——
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SOX contiene 20 proteinas, tanto en humano como en ratén, y cada una tiene
diferentes funciones en la embriogénesis y el desarrollo de varios érganos.
Tipicamente los genes SOX actuan como interruptores de la diferenciacion celular.
En ratén, se ha demostrado que la actividad de Sry regula positivamente la
transcripcion de Sox9 en los precursores de las células de Sertoli, lo que a su vez
activa a otros genes involucrados en la diferenciacion de las mismas. Aunque no
se conoce cabalmente, algunos genes han sido involucrados en la regulacion de
Sry, como son los factores de transcripcion: Wt1, Cbx2, Gata4 y Fog2; asi como el
gen codificante de la cinasa Map3k4 y los genes codificantes de los receptores de
membrana: Ir, Irr y Igf1r. Ademas de la importancia de la expresion de Sry, existen
distintos mecanismos que refuerzan y aseguran la activacion de la via masculina
de diferenciacién gonadal: estudios recientes de desarrollo testicular normal en
raton han demostrado la existencia de células precursoras de células de Sertoli
capaces de expresar a Sox9 sin la necesidad de que Sry se exprese previamente
(Wilhelm et al., 2005). También se ha reportado que la presencia de
prostaglandina D2 (Pgd2) activa la expresién de Sox9. Finalmente, aunque no se
ha probado que Fgf9 (Factor de crecimiento fribroblastico 9) sea un blanco de
Sox9, se sabe que Fgf9 es necesario para el mantenimiento de su expresiéon

(Revisado en Kashimada y Koopman, 2010).

Sry suprime directa o indirectamente la via de determinaciéon sexual femenina, que
de otra forma continuaria activa. En las hembras (i.e. en ausencia de Sry), varios
genes se expresan de manera especifica durante la etapa embrionaria E11.5 -

E12.5. (Tabla 1).
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Tabla 1. Genes expresados en hembras durante la etapa embrionaria de
dimorfismo sexual

Simbolo Nombre Funcion
wnt4 Wingless-type MMTV  Factor de crecimiento que regula multiples
integration site family, procesos del desarrollo como la formacion
member 4 del riAdn, suprarrenal, glandula mamaria,
hipdfisis y sistema reproductor femenino.
FoxI2 Forkhead box L2 Factor transcripcional esencial para la
funcién reproductiva femenina.
Rspol R-spondin family, Molécula de  sehnalizacibn para la

member 1

diferenciacion de las células somaticas

femeninas en ratones.

Referencia: Del Castillo Ruiz, Uranga Hernandez, y Zafra de la Rosa, 2012.

La expresion de Wnt4, Foxl2 y Rspol regula positivamente a otros genes

femeninos, como el gen de la folistatina, una glicoproteina que se expresa en casi

todos los tejidos de animales superiores. Este programa especifico de expresion

genética femenina provoca la diferenciacion de las células de la granulosa y de las

células theca, la produccién de oocitos y la formacién de foliculos ovaricos. Estos

eventos también ocurren en gonadas XY que carecen del gen Sry, lo que soporta

la idea de que Sry esta involucrado tanto en la activacion de la via determinante

de testiculo como en la supresion de la via determinante de ovario (revisado en

Kashimada y Koopman, 2010).
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7.2. DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciaciéon sexual depende de la diferenciacion gonadal previa, al ser
regulada principalmente por las hormonas que producen y por los receptores de
las células efectoras (Eggers y Sinclair, 2012). De este modo, las células
somaticas de las gbénadas determinaran el desarrollo del embribn como macho o
hembra (Kobayashi, Shawlot, Kania, y Behringer, 2004). Sin embargo, antes de la
diferenciacion sexual todos los embriones poseen dos pares de ductos genitales:

los conductos de Muller y los conductos de Wolff.

7.2.1. DIFERENCIACION DEL TRACTO REPRODUCTOR

Estudios desarrollados en modelo murino han permitido caracterizar los cambios
anatémicos e histolégicos que ocurren en el mesonefros durante la embriogénesis:
Los conductos de Wolff son los primeros en desarrollarse a partir del dia
embrionario E9 (Kobayashi et al., 2004), terminando su formacion en el E10.5
(Huang, Orvis, Kwan, y Behringer, 2014). Una vez formados los conductos de
Wolff, los conductos de Muller comienzan su formacion el E11.5 (Kobayashi et al.,
2004) y completan su elongacién el E13.5 (Huang et al., 2014). Hasta este punto,
las diferencias estructurales entre machos y hembras son evidentes Unicamente a

nivel gonadal.

Posteriormente, en los machos los testiculos fetales secretan la hormona
antimulleriana (AMH) causando la regresion de los conductos de Muller a partir

del E13.5 (Kobayashi et al., 2004). La produccion de testosterona desencadena

——
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una cascada de senalizacion que inducira la diferenciacion de los conductos de
Wolff en vasos deferentes, vesiculas seminales, epididimos, entre otros (Nef,
2000). La eliminacion de los conductos de Mdiller se completa el dia E16.5

(Kobayashi y Behringer, 2003).

En el caso de las hembras (i.e. en ausencia de hormonas masculinas), los
conductos de Wolff se degeneran y los conductos de Miuller se diferencian dando
lugar al utero, trompas de Falopio y vagina proximal (Kobayashi y Behringer, 2003)
(Kobayashi et al., 2004). ElI conducto de Miller se elonga hasta alcanzar y
fusionarse con el seno urogenital para formar el ducto utero-vaginal, que dara
origen al utero caudal, cérvix y parte superior de la vagina. La regién rostral del
conducto Mulleriano se desarrolla en el oviducto y el utero rostral (Mullen y
Behringer, 2014). El utero termina su formacién a partir del E16.5 (Kobayashi et

al., 2004).

Aunque la diferenciacion sexual femenina normalmente se ha atribuido a la
ausencia de hormonas masculinas (Kobayashi y Behringer, 2003), algunos
estudios sugieren que podria haber mas factores involucrados, como son los

estrégenos maternos, fetales y ovaricos fetales (Sadler, 2000).

7.2.2. ASPECTOS GENETICOS Y MOLECULARES

El desarrollo de los conductos de Miller esta intimamente relacionado con los

conductos de Wolff (Orvis y Behringer, 2007). La formacion del conducto de Mdiller
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se lleva a cabo en tres fases distintas: Iniciacion, invaginacion y elongacion
(Mullen y Behringer, 2014). Mientras las fases de iniciacién e invaginacion son
independientes del conducto de Wolff, la fase de elongacion depende de éste

(Orvis y Behringer, 2007).

Durante la iniciacién, la proteina Lhx1 (antes conocida como Lim1), se expresa
especificamente en las células epiteliales mesonéfricas destinadas a convertirse
en células epiteliales del conducto Mulleriano y es considerada como esencial en
las células progenitoras del conducto mulleriano para el desarrollo del tracto
reproductor femenino durante la embriogénesis murina (Orvis y Behringer, 2007).
En experimentos previos utilizando ratones knock-in para Lhxl (mediante
sustitucion con lacZ), se determind la expresion especifica del reportero en el
epitelio de los conductos de Muller durante su formacion y diferenciacion en
hembras, y durante su regresién en machos (Kobayashi et al., 2004). En este
trabajo se observé que las hembras nulas para Liml presentaron ovarios pero
carecieron de utero y oviductos (Kobayashi et al., 2004), fenotipo analogo a la
aplasia Mulleriana humana. En el caso de los machos, aunque tenian gonadas
normales no desarrollaron derivados Wolffianos (Kobayashi et al., 2004).
Recientemente, se desarroll6 un modelo murino knockout para Lhx1 especifico del
conducto Mulleriano; esta alteracion dio como resultado hembras viables pero
infértiles debido a la ausencia congénita de utero (Huang et al., 2014). El estudio
de la secuencia de Lhx1 indica que es un factor de transcripcion, parte de una
familia génica conservada en vertebrados y con ortélogos incluso en C. elegans.

Los experimentos descritos en modelo murino sugieren que este factor de
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transcripcion es un regulador de alta jerarquia, que controla la expresion de ciertos

genes que potencialmente participan en la morfogénesis embrionaria del TRF.

La expresién de Wnt4 en el mesénquima mesonéfrico inicia la invaginacion de las
células progenitoras de los conductos de Muller (Mullen y Behringer, 2014).
Ratones nulos para Wnt4 mostraron ausencia de conductos Miullerianos (Yao et
al., 2004). Debido a que los conductos Mullerianos presentaron regresion antes de
la produccién de AMH, la ausencia de conductos de Muller se atribuyé a la falta de
expresion de Wnt4 en los precursores mesenquimales (Parker y Schimmer, 2006).
La pérdida de Wnt4 no altera la expresion de Lhx1l en las células precursoras del
conducto Mulleriano, sin embargo estas células no se invaginan, lo que significa
que Wnt4 es necesario para la invaginacion, pero no para la especificacion (Mullen

y Behringer, 2014).

Durante la fase de elongacion se requiere del conducto de Wolff para el desarrollo
del conducto Mdulleriano. Se ha observado que si la elongacion del conducto de
Wolff es interrumpida en algun punto especifico, el conducto de Mduller es incapaz
de elongarse mas alld de ese punto (Orvis y Behringer, 2007). La punta
invaginada del conducto de Mduller, hace contacto con el conducto de Wolff y
continua su elongacion a lo largo de este hasta fusionarse con el seno urogenital
(Mullen y Behringer, 2014). Pax2 es critico para el desarrollo de los conductos de
Wolff y Mller. En ratones mutantes para Pax2, se ha observado que el conducto
de Wolff comienza a formarse a partir del E9.5 pero no termina su elongacioén, y en

el E12.5 comienza a degenerarse. Por su parte, el conducto de Muller comienza a
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formarse normalmente, pero su elongacion solamente ocurre a lo largo del
conducto de Wolff truncado. El conducto de Muller también se degenera y para el
E16.5 ambos conductos han desaparecido (Mullen y Behringer, 2014). Dentro de
los genes que regula Pax2 se encuentra Bcl2, un gen antiapoptético que se sabe
también se expresa en los conductos de Mduller (Park, Jia, Rajakumar, y

Chamberlin, 2006).

El gen Pax8, que pertenece a la misma familia de Pax2, se coexpresa con este
ultimo en el desarrollo de los conductos de Miuller y Wolff. Ratones mutantes para
el gen Pax8, son capaces de desarrollar tractos reproductores normales, sin
embargo, dobles mutantes Pax2/8 presentan ausencia del conducto de Wolff. Esto
sugiere que la funcion combinada de estos genes es necesaria para la formacion
del tracto reproductor masculino. Aunque es posible que la funcién de Pax2/8 sea
redundante en el epitelio del conducto de Muller, no se han reportado los detalles
del desarrollo del conducto de Muller en estos dobles mutantes (Kobayashi y

Behringer, 2003).

Otros genes que estan involucrados en la elongacién de los conductos Mullerianos
son Emx2 y Wnt9b. La via PI3K/AKT, asi como la sefializacién producida por el
acido retinoico (Mullen y Behringer, 2014). En ratones nulos para Emx2 el
desarrollo de los conductos de Wolff se observé normalmente hasta el dia E10.5,
sin embargo, su degradacién prematura comenzé el dia E11.5. Para el dia E13 el
mesonefros se encontrd degenerado y los conductos de Muller nunca se formaron.

(Miyamoto, Yoshida, Kuratani, Matsuo, y Aizawa, 1997). En ratones mutantes para
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Wnt9b la estructura de los conductos de Wolff no se ve afectada, sin embargo, la
elongacion de los conductos Mullerianos queda bloqueada. Esto sugiere que el
conducto de Wolff guia la elongacion del conducto de Muller mediante la secrecidon

de Wnt9b (Mullen y Behringer, 2014).

En cultivos de 6rganos urogenitales de rata, tratados con inhibidores de PI3K
(Fujino et al., 2009), se observé el bloqueo de la elongacion de los conductos de
Muller. Debido a que la migracion de células epiteliales no se vio afectada, se cree
que PI3K se requiere para activar enzimas que rompan la matriz extracelular que
bloquea la invasion de la punta caudal del conducto Mulleriano (Mullen vy
Behringer, 2014). Por otro lado, la sefializacion de acido retinoico es requerida
para la formacion de los conductos de Muller. Aunque no se han reportado
defectos del tracto reproductor femenino (TRF) debido a mutantes sencillas en los
genes codificantes para receptores del acido retinoico (Rar) (genes Raral, Rara2,
Rarb2 o Rarg), se observé ausencia completa de los conductos de Mdller en
dobles mutantes Raral/Rarb2. Adicionalmente otras combinaciones de
mutaciones en Rar han resultado en pérdida parcial de la region caudal del
conducto de Muller. Esto sugiere que la senalizacion del acido retinoico tiene
funciones importantes para la formacion de los conductos Mullerianos (Mullen y

Behringer, 2014).

Una vez terminada su formacion, la diferenciacion de los conductos Mdullerianos
depende de una compleja red de genes Hox y Wnt. Los genes Hoxa9, Hoxalo,

Hoxall y Hoxal3 se expresan a lo largo del eje anterio-posterior del conducto de
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Mdaller. Hoxa9 se expresa en el oviducto, HoxalO en el mesénquima del utero,
Hoxall en la parte posterior del utero y en el cérvix y Hoxal3 en el cérvix y la
parte superior de la vagina. Mutaciones en HoxalO resultan en transformacion del
25% del utero proximal en oviducto. Ratones nulos para Hoxall mostraron un
utero mas corto y delgado, asi como ausencia de glandulas uterinas (Gendron et
al., 1997). Mutaciones en los genes Wnt también han producido afectaciones
uterinas en ratones. Adultos mutantes para Wnt7a presentaron un utero pequeio
en longitud y diametro, con pared uterina mas delgada y las glandulas uterinas
ausentes (C. Miller, Pavlova, y Sassoon, 1998). Aunque los oviductos se
diferenciaron, no se elongaron ni enroscaron. Por otro lado, Wnt5a es requerido
para la diferenciacion de la region caudal del conducto Mulleriano. Un estudio con
ratones nulos para Wnt5a mostrd la formacién de cuernos uterinos enroscados,
agenesia de cervix y de vagina (Mericskay, Kitajewski, y Sassoon, 2004). Los
genes Wnt4 y Ctnnbl también parecen tener un papel en la diferenciacion de los
conductos de Muller. Finalmente, se sabe que las hormonas esteroideas regulan
muchos genes necesarios para la apropiada diferenciacion de los conductos
Mullerianos durante la organogénesis y durante la edad adulta (revisado en Mullen

y Behringer, 2014).

En conclusion, gracias a los diferentes estudios realizados en modelos animales,
ha sido posible identificar genes que participan en el desarrollo sexual. Durante la
determinacion sexual, la diferenciacion testicular se regula principalmente por los
genes Sry y Sox9, mientras que la diferenciacion del ovario se promueve por la

expresion de los genes Wnt4, Foxl2 y Rspol. La diferenciacion sexual femenina
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se divide en la formacién y diferenciacién de los conductos de Muller. Durante la
formacion, la iniciacidon se regula por Lhx1, la invaginacion por Wnt4 vy la
elongacion principalmente por Pax2, Emx2, Wnt9b, la via PI3K/AKT y la
sefalizacion producida por el acido retinoico. La diferenciacion finalmente
depende de una compleja red de genes Hox y Wnt. Mutaciones en Hoxalo,
Hoxall, Wnt7a y Wnt5a pueden provocar malformaciones uterinas. Cabe sefnalar
que la mayoria de estos genes codifican para factores de transcripcion o proteinas
de sefalizacién. Esto sugiere que dichos genes constituyen el componente
regulador de un sistema, el cual involucra también genes efectores de menor
jerarquia. A pesar de los avances que se tienen en el conocimiento de las
interacciones génicas involucradas en la diferenciacion sexual femenina, a la
fecha no hay una descripcion de los cambios transcripcionales que suceden en el
tejido Mulleriano durante la embriogénesis. La caracterizacién del transcriptoma
durante la morfogénesis del tracto reproductor femenino permitird identificar
aquellos genes que por su perfil diferencial de expresion, estén potencialmente

involucrados en el desarrollo del TRF.

7.2.3. ESTUDIOS EN HUMANOS

El estudio del desarrollo sexual en humanos se ha limitado al abordaje de
personas afectadas por trastornos de la diferenciacién sexual (TDS). En esta area
convergen disciplinas como endocrinologia, genética, biologia molecular,
histologia, etc. Los TDS incluyen principalmente las patologias de la determinacion

sexual, que inciden en la formacién de gdénadas con alteraciones, asi como
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algunas otras patologias relacionadas con la diferenciacion sexual secundaria,
como el sindrome de insensibilidad a andrégenos, la aplasia de derivados

Mullerianos en mujeres y su persistencia en hombres, entre otros.

Al menos una de cada 4,500 mujeres padecen el sindrome de Mayer-Rokitansky-
Kister-Hauser (MRKH) (Jabeen, 2011), que se -caracteriza por la aplasia
congénita del utero y del tercio superior de la vagina. Las mujeres afectadas
presentan caracteristicas sexuales secundarias normales y su cariotipo
generalmente es 46,XX normal (Jabeen, 2011). Frecuentemente, la aplasia de
derivados Mullerianos se puede acompafar de defectos renales, vertebrales,
auditivos o cardiacos (Morcel et al., 2007). Las mujeres diagnosticadas con MRKH
sufren de ansiedad extrema y angustia psicoldgica, por las afectaciones en su vida
sexual y reproductiva. Debido a esto, el manejo de dichas pacientes puede incluir
la creacion de una neovagina, por procedimientos quirurgicos o mediante el uso
de dilatores vaginales (Morcel et al., 2007). Una posibilidad reproductiva para las
mujeres MRKH es la reproduccién asistida, mediante fecundacién in vitro e
implantacion en un vientre subrogado (Jabeen, 2011). Sin embargo, el
desconocimiento de la etiologia del sindrome MRKH impone ciertas

consideraciones sobre el riesgo de utilizar un évulo donado por la paciente.

Durante un largo tiempo, el sindrome MRHK se consideré como una anormalidad
esporadica, lo que sugeria causas ambientales. Sin embargo, no fue posible
relacionar el sindrome con el uso de drogas, enfermedades o exposicion a

agentes teratogénicos durante el embarazo (Morcel et al., 2007), aunque no se ha
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descartado la posibilidad de que se deba a una exposicidn anormal y transitoria a
hormonas, de modo que se activen los mecanismos de regresion de Mullerianos
por AMH. Independientemente de esto, el incremento en el numero de casos
familiares descritos, ha dado fuerza a la hipotesis de una causa genética (Morcel
et al., 2007). En casos familiares, el sindrome MRHK parece tratarse de un rasgo
autosomico dominante con penetrancia incompleta y expresividad variable, lo que
sugiere que las posibles causas del sindrome correspondan a mutaciones en un
gen importante para el desarrollo, o bien una delecidon cromosomal limitada

(Guerrier et al., 2006).

Debido a que la mayoria de las pacientes MRKH presentan un cariotipo normal, se
han realizado estudios de mapeo gendmico en pacientes con aplasia Mulleriana
para identificar regiones sub-microscépicas con alteraciones en numero de
copias.Las alteraciones mas recurrentes que se detectaron en estos estudios
involucran las regiones cromosomicas 1q921.1, 16p11.2, 17q12, 22q911.22,
22911.21 y Xq21.31 (Tabla 2). Entre éstas, la delecion de mayor recurrencia a la
fecha afecta una regién del Chr. 17912, y se ha encontrado en 10 de 175
pacientes con aplasia Mulleriana (~6%) (Ledig et al., 2012). Esto ha contribuido a
la nocion de que alteraciones en el gen LHX1 contribuyen a la aplasia Mulleriana,
y junto con los experimentos realizados en ratones nulos para el homdlogo Lhx1,
constituye uno de los principales indicios para establecer la base molecular del
desarrollo del TRF. Mas aun, Lhxl murino presenta 99.5% de similitud en

secuencia con su ortélogo LHX1 humano, pero a nivel de proteina tiene 100% de

26

——
| —



identidad; esto sugiere que la cascada de regulacion transcripcional que esta

proteina controla puede tener bases moleculares comunes entre ambas especies.

En un estudio realizado en 2012 (Tabla 2) se encontrdé la microdelecién 16p11.2
en 2/38 pacientes con sindrome MRKH tipo | (5%) y en 2/25 pacientes con
sindrome MRKH tipo Il (8%), lo que sugiere que esta variante por si sola
contribuye significativamente al padecimiento de aplasia Mulleriana (Nik-zainal et
al.,, 2012). En 2013 se identificaron variaciones o CNVs de TBX6 o LHX1 en
30/112 pacientes (26.8%), variantes nuevas de TBX6 o LHX1 en 7/112 pacientes
(6.3%) y variantes raras de TBX6 en 15/112 pacientes (13.4%)(Tabla 2). Ademas,
4/112 pacientes (3.6%) presentaron variantes de TBX6 y LHX1 o una CNV en
combinacion con variantes de TBX6. Esto indica que la aplasia Mulleriana tiene

una etiologia genética compleja (Sandbacka et al., 2013).

El analisis de mutaciones puntuales en pacientes MRKH ha corroborado la
relacion de HNF1B y LHX1 con este sindrome, y ha permitido proponer algunos
otros genes candidatos: SHOX, TBX6, ITIH5. A pesar de esto, la recurrencia de
estas alteraciones es baja, lo que fortalece la teoria de que se trata de una
patologia poligénica y multifactorial, probablemente con penetrancia incompleta y

expresividad variable.
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Tabla 2. Estudios de mapeo gendmico en pacientes MRKH con cariotipo 46, XX.

Estudio Casos Porcentaje Cromosomas Genes Microarreglos Secuenciacion®
positivos/n de recurrentes candidatos  (Resolucién?) (Casos
deteccidn positivos/n)
Cheroki et 4/14 29% 1921.1, 17912, TBX1, aCGH NA
al., 2008 22q11.2, HNF1B, (1Mb)
Xg21.3 LHX1,
KLHL4 y
posiblemente
' DACH2 y

POFB1
Bernardini 2/22 9.1% 17912 TCF2yLHX1  Agilent 244K 0/20
et al., 2009 (6.4 kb)
Ledig et al., 15/48 31% 1921.1, 17912 LHX1y Agilent 105A 1/56
2011 y 22911.21 HNF1B (21.7 kb) (LHX1)*
Nik-zainal et 9/63 14% 16p11.2, TBX6, Agilent 244Ky NA
al., 2012 17912y HNF1B, Affymetrix

22q11.2. LHX1, SNP 6.0 (1.6
RTDR1, kb)
RAB36GNAZ

y BCR
Sandbacka 8/50 16% 16p11.2y TBX6 y Agilent 180K  CNVs (30/112)
et al., 2013 17912 LHX1

1: Debido a su cercania al sitio de la alteracion en Xg21.31.
2: Resolucion calculada con base en la distribuciéon promedio de sondas.
3: Para la deteccién de mutaciones en las regiones cromosomicas afectadas en pacientes sin delecion.

4: Transversion de C a G en el nucledétido 790 del exdn 4, lo que provoca un cambio de arginina a glicina en el
codon 264 (p.R264G)

NA: No aplica

Variantes
nuevas (7/112)

Variantes raras
(15/112)

A pesar de la importancia que tiene el desarrollo de tratamientos mas eficaces

para mujeres con MRKH, esta area de estudio se encuentra limitada por la falta de

conocimiento sobre la etiologia del sindrome MRKH y, de manera general, sobre

el mecanismo molecular basico de diferenciacion del TRF. A la fecha no hay una

descripcion de los cambios transcripcionales que suceden en el tejido Mulleriano
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durante la embriogénesis, lo que permitiria recurrir a un abordaje distinto y
complementario a las estrategias que hasta ahora se han utilizado para contribuir
al entendimiento de la etiologia de la aplasia Mulleriana. Es por esto que, en el
presente proyecto se caracterizo el transcriptoma de los conductos mesonéfricos,
durante la ventana temporal de morfogénesis del tracto reproductor en ratén, con
la finalidad de identificar genes potencialmente involucrados en el proceso de
diferenciacion de los conductos Mullerianos, generando informacion basica sobre
el proceso de desarrollo del TRF, y aportando informacion util para el estudio de

la etiologia de la aplasia Mulleriana.
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8. OBJETIVOS

8.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar aquellos genes potencialmente involucrados en la morfogénesis del
tracto reproductor femenino mediante la caracterizacion de la expresion global de

genes murinos durante esta etapa embrionaria.

8.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sexar los embriones utilizados en el estudio de expresion génica.

2. Documentar las etapas anatomicas del desarrollo de los conductos
Mullerianos y Wolffianos durante el periodo embrionario de E13-E17.

3. Obtener el RNA total de conductos Millerianos y Wolffianos de embrién
murino de las etapas embrionarias citadas.

4. Procesar las muestras e hibridar los microarreglos de expresion.

5. Analizar estadistica y biologicamente de los datos de microarreglos.

9. HIPOTESIS

El analisis de los cambios transcripcionales del mesonefros murino masculino y
femenino, durante la etapa embrionaria E13 a E17, permitira identificar genes cuyo
patrén temporal de expresion corresponda potencialmente con el proceso de

morfogénesis del tracto reproductor femenino.
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10. PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL

10.1. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

Aislamiento de tejidos o
mesonéfricos de embriones 3_ re!:-ll.cas
de ratén biologicas

E13-E17
Macho/Hembra

Extraccion de RNA

Determinacion de la calidad e
integridad de las muestas

L

Procesamiento de muestras e
hibridacion de microarreglos

de expresion

3 réplicas
técnicas

datos de microarreglos

[ Analisis estadistico de los ]

Figura 1. Diagrama de flujo experimental.

|

Analisis biologico de los

datos de microarreglos

J

En el diagrama se indican los pasos generales que se siguieron para la caracterizacién del
transcriptoma murino durante la morfogénesis del tracto reproductor femenino.
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10.2. CONDICIONES DE CRIANZA

Se utilizaron ratones (Mus musculus) cepa CD-1 para el estudio, ya que estos son
derivados de la linea Swiss Webster, la cual ha sido empleada como fondo
genético en los estudios de inactivacion de Lhx1. Los animales fueron criados y
apareados en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Se mantuvo a los ratones bajo
condiciones controladas de luz y temperatura, en cajas de plastico. Durante el
periodo de apareamiento, se colocaron aproximadamente 6 hembras con 1 macho
en cada caja. Los ratones fueron alimentados con el preparado comercial
Laboratory Autoclavable Rodent Diet 5010 (LabDiet®) y agua ad libitum. Se revisé
la presencia de tapdn vaginal para determinar la fecha en la que las hembras
quedaron prefadas. Una vez prefiadas, los machos fueron separados de las
hembras y las hembras se mantuvieron bajo las condiciones de crianza hasta el
dia de la recoleccion de muestras. Todas las manipulaciones de animales se
llevaron a cabo por personal especializado, bajo los estdandares de manejo y

lineamientos éticos del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

10.3. OBTENCION DE TEJIDOS

Se aislo el tejido mesonéfrico y gonadas de los embriones murinos machos y
hembras de E13 - E17. Este proceso fue realizado por el M. en C. José Alejandro
Marmolejo Valencia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. De
forma general, los embriones se mantuvieron en contacto con solucién de PBS 1X,
se extrajeron del saco vitelino y se sacrificaron por decapitacion. Se localizé el

tejido mesonéfrico en los embriones y se realiz6 su aislamiento junto con la
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gonada. Se colectaron tejidos de al menos 17 embriones por cada tiempo vy
geénero estudiados (Tabla 3), ya que durante la estandarizacién del proceso de
extraccidon de RNA se observo que la eficiencia de recuperacién de la columna
utilizada es adecuada a partir de la cantidad de tejido sélido obtenida de 15
embriones. La cantidad necesaria de crias se obtuvo a partir de 3 hembras
preiiadas por cada tiempo de muestreo, lo que permitié obtener un total de 3

réplicas biolégicas en el estudio.

Tabla 3. NUmero de embriones utilizados en el estudio

EDAD SEXO REPLICA No. DE EMBRIONES
1 7
2 4
HEMBRAS 3 6
TOTAL 17
E13 1 5
2 10
MACHOS 3 5
TOTAL 20
1 6
2 6
HEMBRAS 3 2
TOTAL 19
E15 1 8
2 8
MACHOS 3 1
TOTAL 17

Nota: Por cada embrion se colectd un par de tejidos mesonéfricos, sin embargo, para un
embrion de las réplicas 2 y 3 de las hembras del tiempo E13 uUnicamente fue posible
colectar una de las dos estructuras.

Los tejidos mesonéfricos junto con la génada se mantuvieron en PBS 1X y tras la
inspeccién visual de la génada (ver seccidén 10.4), las muestras fueron separadas

en hembras y machos. Una vez realizado el sexado, la gbnada se separd del
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mesonefros y estos se colectaron en tubos eppendorf (colectando las réplicas
bioldgicas en tubos separados). Se elimind la solucién remanente de PBS 1Xy se
sustituyé con 100uL de TRIzol (Ambion, Life Technologies). Las muestras fueron

congeladas en hielo seco y almacenadas a -80C hasta su procesamiento.

10.4. SEXADO DE EMBRIONES MURINOS

Los embriones fueron sexados mediante inspeccion visual de las gonadas al dia
E13 y E15, en los cuales ya se encuentran bien diferenciadas. Este método fue
suficiente para determinar con precision el sexo de los embriones. Adicionalmente,
se adaptd una técnica de sexado molecular para confirmar el género asignado,
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés Polymerase Chain Reaction). Esta técnica es util para determinar el sexo de
ratones neonatos en los que no es sencillo realizar la determinacion a simple vista.
Se utilizaron dos juegos de oligonucledtidos iniciadores (i.e. primers) para
amplificar los genes Sry y Jarid. La informacién sobre los primers utilizados, se

muestra en la Tabla 4.

La deteccion del gen Sry por PCR permite una rapida identificacion de DNA de
macho, ya que su locus esta en el cromosoma Y y esto se conserva entre las
especies (Lambert et al., 2000). En presencia de DNA masculino, los primers
utilizados para SRY generan un amplicon de 402 bp, mientras que en su ausencia

no se produce amplicon alguno (Lambert et al., 2000). Para confirmar que el DNA
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molde utilizado en las reacciones es de calidad adecuada para PCR, y como

método de confirmacion adicional, se incluyeron primers especificos para Jarid.

Tabla 4. Informacion de los primers utilizados para el método de sexado por

PCR.
Nombre Secuencia Peso Tm Numero
molecular (°C) de
bases
SRY F 5-TGGGACTGGTGACAATTGTC-3' 6188.1 60.4 20
(Forward)
SRY R 5-GAGTACAGGTGTGCAGCTCT-3' 6173.1 62.4 20
(Reverse)
Jarid F 5-CTGAAGCTTTTGGCTTTGAG-3 6154.1 58.4 20
(Forward)
Jarid R 5-CCGCTGCCAAATTCTTTGG-3' 5754.8 60.2 19
(Reverse)

El gen Jaridlc se localiza especificamente en el cromosoma X, mientras que el

gen Jarid1ld en el cromosoma Y. Debido a que los exones 9 y 10 de ambos genes

tienen un alto grado de similitud en su secuencia, es posible amplificar ambos

genes con el mismo par de primers empleados. La discriminacion entre dichos

genes se basa en el tamafo de los amplicones, el cual difiere a razén del intron

entre los dos exones; en el caso de Jaridlc, el intron es de 114 bp, mientras que

para Jarid1ld es de 85 bp; esto es, una diferencia de 29 bp. En presencia de DNA

macho, se producen dos amplicones: el correspondiente a Jarid1lc (331 bp) y el de

Jarid1d (302 bp); en ausencia de DNA macho y presencia de DNA de hembra, se

produce solamente el amplicdn de Jarid1lc (Clapcote y Roder, 2005).

——
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Finalmente, al utilizar ambos juegos de primers (Jarid y Sry) para sexado, se
obtiene un patron de bandeo facil de interpretar. Para DNA macho, se obtienen 3
amplicones (402 bp, 331 bp y 302 bp), mientras que para DNA hembra solamente
se obtiene el amplicon de 331 pb. Para llevar a cabo el procedimiento de sexado
por PCR se realizé previamente la extraccion de DNA de tejido, que se describe
en los parrafos subsecuentes. La estandarizacién del sexado por PCR resultd
exitosa partiendo de tejido sélido de ratones adultos. Sin embargo, no fue
necesario utilizar esta técnica en los procedimientos con embriones, debido a que
la precision del sexado por inspeccidon de la gonada fue eficiente, aunado a que se
limito la recoleccion de tejido embrionario por recomendaciones éticas, y al riesgo

de contaminacién de los tejidos durante la manipulacion de los embriones.

10.4.1. EXTRACCION DE DNA

Para extraer DNA a partir de tejido proveniente de la region craneal de los
embriones utilizados en el estudio de expresion genética, se utilizé el kit AxyPrep
Multisource Genomic DNA Miniprep (Axygen Biosciences, Inc.), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Brevemente, se colocaron aproximadamente 20mg de
tejido en un tubo de 1.5uL y se agregaron 5ulL de EDTA (5mM), 350uL de PBS 1X,
0.9uL de Ribonucleasa A (50mg/mL), 20uL de proteinasa K (15mg/mL) y 150uL
del buffer C-L. Se incubd el tejido a 56°C durante 15 minutos, y una vez
transcurrido el tiempo se eliminé el debris por centrifugacion. El sobrenadante se
transfirié a una columna de afinidad (silica), y se realizé la unién, lavados y elucion

final en dos rondas de 50uL de amortiguador de elucién cada una. La pureza y

36

——
| —



cantidad del DNA extraido se determiné utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop
2000 (Thermofisher Scientific, Inc.). La integridad del DNA se verificé por
corrimiento electroforético en geles de agarosa-TBE al 0.8% (m/v), tefiidos con

bromuro de etidio.

10.4.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se llevaron a cabo reacciones de PCR en un volumen total de 25uL, utilizando
agua ultra pura HyClone (Thermo Fisher Scientific Inc.), amortiguador DreamTaq
1X (Thermo Fisher Scientific Inc.), 0.4 mM de dNTP, y aproximadamente 0.7mM
de cada uno de los 4 primers empleados para sexado. Se afadieron 2.5U de
DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.) y 50ng de DNA
gendmico por reaccion. Las muestras fueron incubadas en un termociclador Veriti
(Applied Biosystems Inc.) con el siguiente ciclaje: una ronda a 95°C durante 3
minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos y
68°C por 25 segundos. Finalmente las muestras se incubaron a 68°C durante 1
minuto. Se analizaron 5uL de cada producto de reaccion mediante electroforesis
en geles de agarosa-TBE al 2% (m/v), realizando el corrimiento a 400mA durante
65 minutos. Las muestras se cargaron en los geles mezclandolas previamente con
1uL de solucion loading dye 6X (glicerol 50%, azul de bromofenol 0.25% vy

xilencianol 0.25%).
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10.5. EXTRACCION DE RNA

Los tejidos se lisaron mecanicamente utilizando perlas de vidrio de 0.5mm nuevas
Cell Disruption Media (Scientific Industries, Inc.), previamente inactivadas con
radiacion UV. Con el fin de obtener un rendimiento de RNA adecuado, se
mezclaron los tejidos provenientes de las diferentes réplicas biologicas. Se
homogeneizaron 217 pares de conductos Mullerianos o Wolfianos (con el minimo
tejido de soporte necesario para su aislamiento) en tubos tipo Eppendorf de 1.5ml,
con 300uL de TRIzol (Ambion, Life Technologies), y perlas de vidrio hasta un
volumen equivalente a 50 uL. La homogenizacion de los tejidos se estandarizé en
un vortex Disruptor Genie (Scientific Industries, Inc.), observandose buenos
resultados de rendimiento e integridad a 2 minutos a la velocidad maxima.
Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 12000xg durante 1 minuto para
sedimentar el debris y las perlas, y el sobrenadante fue colectado y procesado con
el kit de extracciéon de RNA Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research Corp.) de
acuerdo al protocolo del frabricante. Brevemente, se agregaron 300uL de etanol
anhidrido (Shelton Scientific IBI®) a la muestra y se mezclaron bien con vortex. La
mezcla se colocd en una columna de afinidad Zymo-Spin IIC, donde se realizo la
union, lavados y elucion. EI RNA se eluyo pipeteando 50uL de agua libre de
nucleasas en la columna y centrifugando a 10000xg durante 1 minuto. La calidad y
cantidad del RNA extraido se determin6 de manera preliminar por

espectrofotometria utilizando un Nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific, Inc.).
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10.6. DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL

RNA

La calidad general del RNA se evalu6 mediante el Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies Inc.)de la Unidad de Microarreglos del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN), siguiendo el protocolo de servicio de analisis de
calidad RNA de dicha institucién. El procedimiento completo se describe en el
apéndice |. El valor de integridad de RNA (RIN) de las muestras utilizadas en el
estudio fue mayor de 7.0 para todas las muestras; los geles y electroferogramas

corroboraron la integridad de las mismas.

10.7. MICROARREGLOS

De manera general, los microarreglos de DNA consisten de millones de sondas
(oligonucledtidos) que se encuentran fijas sobre una superficie sdélida. Las sondas
contienen secuencias que son complementarias y representan de manera muy
especifica las diferentes especies de RNA conocidas, y se utilizan para cuantificar
los niveles relativos de los blancos de RNA con los que hibridan (Lovén et al.,
2013). El ordenamiento de estas sondas en la superficie del soporte permite su
identificacion mediante coordenadas, y cada una corresponde a un elemento
genético especifico (genes, exones, tRNA, miRNA, etc.), establecido en una base
de datos. Los blancos de RNA se marcan con moléculas reporteras, generalmente
fluorescentes, de forma que cuando sucede una hibridacion exitosa con las

sondas, se produce un incremento en la intensidad de fluorescencia que puede
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ser cuantificado con un escaner, mapeado de acuerdo con sus coordenadas y
adjudicado al elemento genético correspondiente. Los datos de fluorescencia
pueden ser analizados por distintos métodos y los detalles experimentales como el
tipo de superficie solida y la longitud y densidad de las sondas varia dependiendo

del tipo de microarreglo utilizado (M. B. Miller y Tang, 2009).

Para el presente estudio se utilizaron los microarreglos GeneChip Mouse Gene 2.0
ST (Affymetrix, Inc.). Este microarreglo esta disefiado con una mediana de 22
sondas por transcrito, cada una con una longitud de 25 nucledtidos. Este
microarreglo tiene una cobertura para 35,240 elementos transcritos del genoma de

ratén, los cuales se distribuyen como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Cobertura del microarreglo GeneChip Mouse Gene 2.0 ST
(Affymetrix, Inc.)

Elementos transcritos Cobertura
Transcritos codificantes con anotacién bien establecida 26,191
Transcritos no codificantes con anotacion bien establecida 3,391
Transcritos codificantes con anotacion provisional 1,946
Transcritos no codificantes con anotacion provisional 3,712
IncRNAs (RNAs no codificantes largos) ~2000
Recuento de genes RefSeq (Entrez) 26,515

(]



Los microarreglos utilizados requieren una cantidad minima de RNA total de 50ng,
mientras que la concentracion recomendada es de 100 ng. Las muestras de RNA
fueron procesadas para el analisis de expresion con el kit GeneChip WT PLUS
Reagent Kit (Affymetrix Inc.) siguiendo el protocolo del fabricante. El diagrama del

proceso se muestra en la Figura 2.

Se preparo un conjunto de transcritos poliadenilados para genes de B. subtilis (lys,
phe, thr, y dap). Este conjunto de RNAs poliadenilados esta disefiado como control
positivo exdgeno y debe ser agregado a las muestras de RNA antes de la sintesis
de cDNA (DNA complementario). Los controles se amplifican y marcan junto con
las muestras de RNA lo que permite monitorear (mediante la intensidad de
hibridacién dichos controles en los microarreglos) el proceso de marcaje de las

muestras (independientemente de la calidad de las mismas).

Las concentraciones finales de los transcritos polidenilados en las muestras de
RNA se muestran en la Tabla 6. Estas concentraciones fueron obtenidas mediante
diluciones en serie de la mezcla original de controles de RNA poliadenilado

incluida en el kit.

Tabla 6. Concentraciones finales de los controles de RNA poliadenilado en
las muestras de RNA

Control de RNA poliadenilado Concentracion final
Lys 1:100,000
Phe 1:50,000
Thr 1:25,000
Dap 1:6,667
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Figura 2. Procesamiento de muestras de RNA total para su analisis en
microarreglos GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST (Affymetrix, Inc.). Modificado de
(Affymetrix Inc, Wt y Reagent).




Una vez preparados los controles, se inicio el procesamiento de las muestras para
microarreglo (Figura 2), brevemente: a partir de cada muestra de RNA se tomaron
2 alicuotas para ser procesadas de manera independiente de forma que en el
estudio se incluyeron 2 réplicas técnicas. Se sintetizo cDNA de cadena sencilla
utilizando iniciadores aleatorios (random primers) los cuales contienen la
secuencia del promotor T7 en el extremo 5' (Figura 2, A). Posteriormente, se
sintetizé la hebra complementaria de cDNA, obteniendo un duplex, que sirvid
subsecuentemente como molde para transcripcién in vitro; por lo que se utilizd
RNasa H para degradar el RNA del duplex hibrido inicial y una DNA polimerasa
para sintetizar la segunda cadena de cDNA (Figura 2, B). La transcripcién in vitro
de la doble cadena de cDNA se llevd a cabo con una T7 RNA polimerasa de
acuerdo al método Eberwine (Van Gelder et al., 1990) (Figura 2, C). Se purifico el
cRNA obtenido utilizando perlas de afinidad magnéticas (Affymetrix, Inc.). El
rendimiento de la transcripcidon in vitro se determiné por espectrofotometria
utilizando un Nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific, Inc.). Se utilizaron 15ug de
cRNA como molde para llevar a cabo un segundo ciclo de sintesis de cDNA
(Figura 2, D), posteriormente se eliminé el cRNA utlizando una Rnasa H (Figura 2,
E) y se purifico el cDNA con perlas magnéticas (Figura 2, F). El rendimiento de
cDNA se cuantific6 en un Nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific, Inc.). Se
fragmentaron 5.5ug de cDNA de cadena sencilla con uracil-DNA glicosilasa (UDG)
y endonucleasa | apurinica/apurimidimica (APE 1) (Figura 2, G), y posteriormente
se marcaron los extremos 3'-OH con biotina, utilizando la deoxinucleotidil

transferasa terminal (TdT) del kit (Figura 2, H). Se prepard un coctel de hibridacion

43

——
| —



conteniendo 3.5 ng de ss-cDNA fragmentado y marcado, se desnaturalizé a 99°C
durante 5 minutos seguido de un ciclo de 45°C por 5 minutos y se inyect6 en los
microarreglos. Los microarreglos se hibridaron con las muestras marcadas a 45°C
durante 16 horas (Figura 2, 1) y posteriormente se lavaron y tifieron utilizando el
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix, Inc.) en la estacion de
lavado Affymetrix GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix, Inc.). Los chips se
escanearon en el scanner 3000 7G (Affymetrix, Inc.). Todos los procedimientos de
preparacion de las muestras fueron realizados en la Unidad de Genética del
Hospital General de México, y la hibridacion, lavado/tinciéon y cuantificacion de
microarreglos se realizé en el Laboratorio de Genética de la Unidad de Pediatria

del Centro Médico Nacional "Siglo XXI".

10.8. ANALISIS ESTADISTICO

- N
Determinacion de la eObservacion de las imagenes procesadas de la
calidad de hibridacion cuantificacién
A /
- .

sCorreccion del fondo
sNormalizacion por cuantiles
sSumarizacion a nivel de gen

Procesamiento de los
datos crudos (.CEL)

Determinacion de la

. sGrafico de cajas de la sefal relativa
calidad de los datos .

Analisis de la ‘ *Graficas de dispersion de los datos (sefial)

reproducibilidad de las *Andlisis de Componentes Principales (PCA)
réplicas técnicas sPromedio de |los datos de las réplicas técnicas

#Cdlculo de la tasa de expresion (en funcién de
tiempoy género)
sNormalizacion de los datos a valor Z

Analisis comparativo de
las sefales de expresion

nNN

Figura 3. Estrategia general del analisis estadistico.
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La estrategia general del analisis estadistico se muestra en la Figura 3. De manera
general, se determind la calidad de la hibridacidon mediante la observacion de las
imagenes procesadas de la cuantificacion, obtenidas con el programa
RMAEXxpress (Bolstad, B. M., 2014). Se procesaron los datos crudos (.CEL) con el
programa Expression Console (Affymetrix, Inc.) incluyendo la correccion del fondo,
la normalizacion por cuantiles y la sumarizacion a nivel de gen, esto es, la
combinacion de los valores de sefial de todas las distintas sondas que interrogan
el mismo gen. La calidad de los datos se determind mediante el grafico de cajas

de la senal relativa.

Una vez determinada la calidad de los arreglos, se realiz6 un Analisis de
Componentes Principales (PCA), como estrategia exploratoria de los datos, para
identificar de manera general los arreglos mas similares y mas diferentes entre si.
Los datos de senal normalizada y sumarizada fueron utilizados para determinar las
diferencias de expresion entre las condiciones bioldgicas en estudio. Se analizo la
reproducibilidad de las réplicas técnicas mediante graficas de dispersion de los
datos (sefial) y sus valores fueron promediados. A partir de los datos promediados
de las réplicas técnicas, se realizd un analisis comparativo de las sefales de
expresion, mediante el célculo de la tasa de expresiéon (i.e. ratio) tomando el
tiempo E13 como referencia; de manera que se obtuvo el cociente de las sefales
del tiempo E15 sobre las del E13, para cada género. También se realizd la
comparacion del transcriptoma en funcion del género, para cada tiempo analizado.
En este caso se utilizaron los datos de los machos como referencia, sobre la cual

se obtuvo la tasa de expresion en hembras. Una vez calculada la tasa de
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expresion para cada transcrito, se convirti6 a escala logaritmica (base 2) y se
establecieron las diferencias de expresion a nivel estadistico mediante la
normalizacion de los datos a valor Z. El valor Z describe la posicion de una
observacion ¢ relativa a la media en unidades de desviacion estandar. Un valor Z
negativo indica que la observacion esta por debajo de la media, mientras que un
valor Z positivo indica que la observacion esta por encima de la media. Para el
presente trabajo los genes con un Z>1 se consideraron como activados o
sobreexpresados, los genes con un Z<-1 se consideraron reprimidos y los genes

con un 1<Z<1 se consideraron sin cambio en su expresion.

10.9. ANALISIS BIOLOGICO

Clasificacion de los * Activados
transcritos de acuerdo a * Reprimidos
Lsu categoria de expresion * Sin cambio
Ve ™
Identificacion de procesos » Pruebas de enriquecimiento de términos
comunes y diferenciales funcionales con la herramienta WebGestalt,
K entre géneros utilizando la base de datos Gene Ontology.
|'// V\\'
Agrupacion de los genes

para comparar sus firmas * Agrupamiento jerarquico manual.
k transcripcionales
" .+ Con base en la interpretacion biologica de

los grupos de genes obtenidos con el

-Prue-ba.s de d ordenamiento jerarquico manual.
e’I'II'I(-ZIUEC|m|e-nto € * Con la herramienta WebGestalt, utilizando
términos funcionales la base de datos Gene Ontology,

WikiPathways y KEGG.

Figura 4. Estrategia general del analisis biolégico.
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La estrategia del analisis estadistico se muestra en la Figura 4. De acuerdo con la
cinética temporal, se clasificaron los transcritos en 3 categorias de expresion:
activados, reprimidos y sin cambio. Se calculé el porcentaje de coincidencia de los
genes que se localizaron en la misma categoria tanto en machos como en

hembras.

Para identificar los procesos comunes y diferenciales entre géneros, se realizaron
pruebas de enriquecimiento de términos funcionales con la herramienta
bioinformatica WebGestalt en el sitio electronico:
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/  (Wang, Duncan, Shi, y Zhang, 2013),
utilizando la base de datos Gene Ontology. Para estas pruebas se usaron los
simbolos de los genes como identificadores de los transcritos y el genoma de
ratdn como fondo para el analisis (total de genes). Para las categorias funcionales
obtenidas se reportd el numero de genes que permitid su recuperacion y el valor

", ajustado por el metodo BH (Benjamini-Hochberg).

Para analizar con mas detalle los patrones de expresién encontrados, se
agruparon los genes para realizar comparaciones entre las firmas
transcripcionales previamente obtenidas. De manera inicial, se realizaron
agrupamientos o clusters automatizados con la herramienta Cluster 3.0
http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/index.html (de Hoon, Imoto, Nolan,
y Miyano, 2004), utilizando algoritmos de agrupamiento jerarquico por distancia
(correlacion no-centrada y city-block) asi como pre-estableciendo el numero de

categorias a obtener (k-means). Debido a que no fue posible establecer una
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interpretacion bioléogica a partir de estos agrupamientos, se realiz6 un
ordenamiento manual cuyo grafico heat map se generd en el programa Cluster

1.0.

Con base en la interpretacion bioldgica de los grupos de genes obtenidos con el
ordenamiento jerarquico manual se realizaron pruebas de enriquecimiento
funcional con la herramienta bioinformatica WebGestalt. En esta ocasion ademas
del uso de la base de datos Gene Ontology, se incluyeron WikiPathways y KEGG.
Se reportd el numero de genes que permitidé la recuperaciéon de distintas

categorias funcionales y el valor " ajustado.
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

11.1.1. VENTANA DE DIFERENCIACION DEL TRACTO
REPRODUCTOR, SEXADO DE EMBRIONES Y PURIFICACION

DE RNA TOTAL DE TEJIDO MESONEFRICO

En el presente trabajo, se utilizé la cepa CD-l de ratdon, que es derivada de la cepa
Swiss Webster, la cual ha sido empleada como fondo genético en los estudios de
inactivaciéon de Lhx1. Los ratones CD-1 se produjeron por primera vez en los
laboratorios Charles River en 1956, a partir de una cepa que puede ser rastreada
directamente hasta los ratones Swiss Webster del Instituto Rockefeller (Chia,
Achilli, Festing, y Fisher, 2005). En 1926 Clara J. Lynch import6 2 ratones macho
y 7 ratones hembra desde Lausana, Suiza. Todos los ratones derivados de estos
son conocidos como —Sws”. Lynch envio sus ratones _Sviss’ a otros
investigadores dentro y fuera del Instituto Rockefeller. En 1932, uno de estos
investigadores, Leslie Webster, los pasé a criadores académicos y comerciales,

incluyendo a Carworth Farms, UK, que produjo la cepa -Swiss Webster”.

Se realiz6 una comparacion anatomica del proceso de diferenciacion del TFR
entre los ratones Swiss Webster (Kobayashi et al., 2004) y los ratones CD-I. Como
se puede observar en la Figura 5, las etapas de desarrollo entre las dos cepas son
muy similares en cuanto al desarrollo de las estructuras Mullerianas y Wolffianas.

Estos resultados indican que en los ratones CD-l, el proceso de diferenciacion
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sexual es consistente con lo reportado previamente (Kobayashi et al., 2004), y de
acuerdo con esto, se analizaron los tejidos mesonéfricos correspondientes a los
tiempos E13 y E15. Debido a que en el dia E13 la gonada ya esta diferenciada,
pero la diferenciacion sexual del tracto reproductor no ha comenzado, se tomé
este tiempo como punto de referencia inicial del proceso y se selecciono el tiempo
medio de la ventana (E15) asumiendo que en este punto se encontrarian
plenamente activos los procesos moleculares (i.e. transcripcionales) involucrados

en la diferenciacion del TRF.

Se realizé el aislamiento de tejido mesonéfrico de embriones murinos machos vy
hembras, durante la etapa de morfogénesis del tracto reproductor femenino (E13 —
E17). Estos tejidos incluyeron tanto los conductos Mullerianos como los Wolffianos
(excepto del dia E13, punto de referencia inicial en el que aun no termina su
desarrollo), asi como el minimo indispensable de tejido mesonéfrico de soporte,
necesario para la manipulacién del material biolégico. Se colectaron tejidos de al
menos 17 embriones por cada tiempo y género estudiados, ya que durante la
estandarizacion del proceso de extraccion de RNA se observd que la cantidad de
tejido solido obtenida a partir de 15 embriones es suficiente para obtener un

rendimiento adecuado de RNA total para microarreglo.

La discriminacion de género de los embriones se realizd6 mediante observacion de
la gbénada y en términos generales se determind que mientras la gonada
masculina es estriada (cordones testiculares), la gbnada femenina se observa con

pequefios cumulos celulares en su interior (Figura 6, A y B). A medida que el
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proceso de diferenciacion sexual avanza, ambas go6nadas adquieren una
estructura redondeada, sin embargo, la gbnada masculina aumenta de tamafno

mientras que la femenina se hace mas pequefa (Figura 5).

Este método resultd ser efectivo para el sexado de embriones por lo que no fue
necesario utilizar la técnica de sexado mediante PCR. Sin embargo, esta técnica
se estandarizo utilizando primers para Sry y Jarid y resultd ser adecuada para
sexar ratones adultos. En la Figura 7 se muestra un ejemplo del bandeo que se

obtiene para muestras femeninas y masculinas de DNA murino.

Una vez sexados los embriones, se separo la gonada del mesonefros y se colecto
este ultimo para la posterior extraccion de RNA. En la Figura 6, C y D se observa un

ejemplo del tejido mesonéfrico antes y después de aislarse la goénada.

La extraccion de RNA total de mesonefros murino se realizé con Trizol, y se
probaron las técnicas de purificacion por precipitacion y mediante columna de
afinidad. Aunque se obtuvieron mayores concentraciones de RNA por el método
de precipitacion, el método de columnas permitié obtener RNA de mejor calidad
para su utilizacion en microarreglos, es decir, con mayor integridad y pureza.
También se probaron diferentes cantidades de muestra de tejido sodlido, y se
determind que si se utiliza una cantidad menor a 15 tejidos mesonéfricos, la
eficiencia de recuperacion con respecto al lisado disminuye. De esta manera, se
utilizé un minimo de 32 tejidos mesonéfricos por muestra para favorecer la

recuperacion por medio de las columnas (Tabla 3).
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Figura 5. Mesonefros murino
durante la diferenciacién
sexual (E13-E17).

En la imagen se comparan los
con tejidos  mesonéfricos

'~ reportados en la literatura
¥ (Kobayashi et al., 2004) con

los tejidos aislados en el
presente estudio, de hembras
(?) y machos (&) para los dias
E13 a E17. En cada vifieta, el
panel izquierdo muestra tejidos
en los que el reportero knock-

~in LacZ permitié la

visualizaciéon de la expresion

- " especifica de Lhx1 (azul), lo

que facilita la discriminacion de
los conductos embrionarios. El
panel derecho muestra los
tejidos aislados en presente
estudio En el tiempo E13 se
observan los conductos de
Muller 'y Wolff totalmente
formados tanto en hembras
como en machos. Durante los
dias E14, E15 y E16 se
observa en los machos la
degradacion del conducto de
Muller y la diferenciacion del
conducto de Wolff. En las
hembras se observa |la
degradacion del conducto de
Wolff y la diferenciacion del
conducto de Miuller. En el dia
E17, se observan el utero y los
conductos  deferentes ya
formados. Barra de escala=
250uM.
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Figura 6. Comparacioén entre la génada
femenina y masculina de raton.
Aislamiento del mesonefros murino.

En la imagen se observan muestras de tejido
mesonefrico femenino (A) y masculino (B) de
embriones de ratéon de 13 dias de edad. En
los tejidos de las imagenes A y B se muestra
la génada femenina y  masculina
respectivamente. Mientras la  goénada
masculina (B) se observa estriada, la génada
femenina (A) se muestra sin estrias y con
algunos granulos en su interior. Las imagenes
C y D muestran el aislamiento de la gonada
del tejido mesonefrico de ratones de 16 dpc.
A la izquierda de cada imagen se observan la
gonada y el mesonefros separados, mientras
que a la derecha se observan los tejidos
unidos. Mientras los tejidos de la imagen C
provienen de embriones femeninos, los
tejidos de la imagen D provienen de
embriones masculinos. Las flechas indican la
localizacién de los conductos de Mdiller y
Wolff en el tejido mesonéfrico. Barras de
escala: 250uM en Ay B; 500pM en C y D.

m@@$$&$@w$@$@@w

400 bp — iy < & - —— S G e —— 402 bp
mv—ﬂﬂﬂ““ﬁﬁwﬁ”ﬁﬁﬁﬁﬁ: =
200 bp— [ h

Figura 7. Patron de productos de PCR para el sexado molecular murino.

En la imagen se observan los amplicones resultantes de la reaccion de PCR con primers
para Sry y Jarid. Para las muestras de DNA masculino, se obtuvieron 3 amplicones: 402
bp, 331 bp y 302 bp, correspondientes a los genes Sry, Jaridlc y Jaridld
respectivamente. Para las muestras de DNA femenino, se obtuvo un amplicén de 331 bp
correspondiente al gen Jarid1c. El sexo de cada muestra, determinado por el método de
PCR, se indica en la parte superior de la figura. Las muestras se corrieron
electroforéticamente junto con un marcador de peso molecular (M) 100 bp DNA Ladder
Marker (100 — 2000bp) (Axygen Biosciences).
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Los tejidos se homogeneizaron con perlas de vidrio y vortex durante 2 minutos. Se
observd que un mayor o menor tiempo de homogenizacion disminuye la
concentracion del RNA extraido. Aunque se probd la disrupcidn del tejido
mediante su paso por la punta de una pipeta, se observd que la eficiencia de
recuperacion de RNA disminuye aproximadamente 50% respecto a la
homogenizacion con perlas y vortex durante 2 minutos. En la Figura 8 se observa
la imagen del gel de las muestras de RNA obtenidas mediante los métodos de
precipitacion y extraccién por columna. ldealmente en las muestras RNA integras
se espera una relacién 2:1 entre las especies de RNA ribosomal (rRNA) 28S y
18S, ademas se espera que las bandas se muestren definidas y sin barridos por
encima o por debajo de las mismas. En ambos métodos se observaron bandas
definidas y proporciones adecuadas entre los rRNA, por lo que se concluye que la

integridad del RNA extraido por ambos métodos es adecuada.

Figura 8. Integridad del RNA extraido
mediante los métodos de precipitaciéon y
extraccion por columna.

En la imagen se observan las subunidades de
rRNA 28S y 18S. La letra P indica el carril de
la muestra de RNA obtenida mediante el
método de precipitacion. La letra C indica el
carrii de la muestra de RNA obtenida
mediante el método de extraccion por

columna.

Como resultado de la estandarizacién del método de extracciéon de RNA, se
concluyé que la homogenizacion con perlas y vortex durante 2 minutos y la

extraccién por columna permite obtener las concentraciones necesarias de RNA
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con calidad e integridad adecuadas para su utilizacion en microarreglos.
Adicionalmente, la integridad del RNA se evalué en un Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies Inc.) y los resultados de la calidad y cantidad de las muestras se
resumen en la Tabla 7. La concentracién y calidad del RNA extraido fue adecuada

para su aplicacién en microarreglos. En cuanto a su integridad, en la

Figura 9 se muestra el corrimiento electroforético de un par de muestras extraidas
durante la estandarizacion. Las bandas se observan sin barrido y la intensidad de
la banda de 28S se observa del doble de la banda de 18S. Ademas, el valor de

integridad de RNA (RIN) de las muestras fue no menor a 7.10.

Tabla 7. Calidad y cantidad del RNA extraido para el ensayo

Muestra RIN [RNA] 260/280 260/230
(ng/uL)

Hembras NA 164.62 2.12 2.11
E13

Machos NA 179.82 2.11 2.11
E13

Hembras 7.10 184.02 2.12 2.08
E15

Machos 7.10 279.22 2.11 2.14
E15

RIN: RNA INTEGRITY NUMBER

H13 M13 H15 M15
285 =mm

Figura 9. Integridad de las muestras de RNA
utilizadas en el estudio.

185 == En la imagen se observan el corrimiento en
Bioanalyzer de las muestras de RNA total; se indican
las subunidades de rRNA 28S y 18S. Los carriles
corresponden a las muestras de RNA como sigue:
H13, hembras del tiempo E13; M13, machos del
tiempo E13; H15, hembras del tiempo E15; M15,
machos del tiempo E15.
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11.1.2. HIBRIDACION DE MICROARREGLOS Y EVALUACION

DE SU CALIDAD

Las muestras de RNA se procesaron para su analisis subsecuente en
microarreglos de expresion GeneChip Mouse Gene 2.0 ST (Affymetrix, Inc.). Una
vez cuantificada la hibridacion, se determin6 su calidad mediante la observacion
de las imagenes procesadas de la cuantificacion (Figura 10), obtenidas con el
programa RMAEXxpress (Bolstad, B. M., 2014). En esta representacion, los datos
con baja calidad normalmente presentan parches de color uniforme en distintas
regiones (Bolstad, 2014), y en el caso de nuestros experimentos, las imagenes no
presentaron ningun artefacto de hibridacion (Figura 10), lo que resulté consistente
con lo observado en las imagenes originales obtenidas directamente del escaner.
Se analizaron los controles de hibridacion en las orillas de los chips y se observo
que la hibridacién se realizé correctamente. Se buscaron particulas contaminantes
que pudieran afectar la hibridacibn y no se encontraron en ninguna de las

imagenes.

El procesamiento de los datos crudos (archivos con extensiéon .CEL) se realizé con
el programa Expression Console (Affymetrix, Inc.) e incluy6 la correccion del
fondo, la normalizacion por cuantiles y la sumarizacion a nivel de gen, esto es, la
combinacion de los valores de sefal de todas las distintas sondas que interrogan
el mismo gen. La calidad de los datos se determind mediante el grafico de cajas

de la senal relativa (Figura 11). Este grafico compara la distribucién de los valores

56

——
| —



de sefial (intensidad normalizada y sumarizada) de cada arreglo con la mediana
de los arreglos en el grupo. Esta comparacion es una forma util de identificar
arreglos que muestren diferencias dramaticas respecto al grupo y respecto a sus
réplicas, lo que indica que no es adecuada una comparacion inter-arreglo en estos
casos. Los arreglos de baja calidad normalmente tendran datos con gran
dispersion y no se encontraran centrados con la mediana del grupo (Bolstad,
2014). En la Figura 11 se observa que los arreglos son parecidos entre si. La
dispersion de los datos es pequefia y similar entre los arreglos y las réplicas.
Ademas todos los arreglos se encuentran centrados sobre la mediana del grupo.
Como conclusién se determinG que ningun arreglo presenta diferencias
significativas respecto al grupo y que por lo tanto todas las muestras pueden ser

incluidas en el estudio y comparadas entre si.

B Baias G L
Figura 10. Imagenes residuales de los Chips escaneados.
En la figura se observan las imagenes de los chips escaneados. A= muestra H13A
(Hembras del tiempo E13, réplica A), B= H13B, C= M13A, D=M13B, E=H15A, F= H15B,
G= M15A y H= M15B. Los datos con baja calidad normalmente presentan parches de
color en distintas regiones (Bolstad, 2014). Las imagenes observadas en esta figura no
muestran artefactos.
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SENAL RELATIVA

13Ha
13HD
13Ma
130,
Ha
H
i
i

Figura 11. Gréfico de cajas de la sefial relativa
En el grafico se compara la distribucién de los valores de sefal (intensidad normalizada y

sumarizada) de cada arreglo con la mediana de los arreglos en el grupo.

Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (PCA), como una estrategia
exploratoria de los datos, para identificar de manera general los arreglos mas
similares y mas diferentes entre si. El método se basa en la reduccion del grupo
original de variables, que pueden estar relacionadas entre si, a un nuevo grupo de
variables, mas pequeno y no-correlacionado. De esta forma se retienen las
caracteristicas del conjunto de datos que contribuyen mas a su varianza, los
componentes principales, que permiten recoger la informacién mas relevante. En
la Figura 12 se observa la segregacion de las muestras de acuerdo a sus
componentes principales. Las réplicas segregaron como se esperaba, formandose
4 grupos de muestras en el grafico. En el tiempo E13 las muestras de machos y
hembras se aparearon en planos distintos, lo que significa que desde el tiempo
inicial existian diferencias debidas al género y que estas diferencias se acentuaron
para el tiempo E15, pues la distancia entre machos y hembras aumentdé con

respecto al tiempo de referencia E13.
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La segregacion observada en las muestras respecto al sexo y tiempo en el grafico
de PCA resulté alentadora para continuar con el estudio, debido a que de acuerdo
con este analisis la informacién transcripcional per se (es decir, la abundancia
global de transcritos) resulta suficiente para discriminar las diferentes muestras
bioldgicas, y a la vez agrupar las similares (réplicas técnicas). Se sugiere que
estas diferencias se deben a los procesos de diferenciacion sexual masculina y

femenina.

PCA
PCAZ2 20 5%
' 15Ha
15Hb
13Ha
13Hb

B 15Mb
B 15Mma

= PCA123.8%

B 13ma

pcaz12sz [l 13Mb

Figura 12. Andlisis de Componentes Principales (PCA)
En la imagen se observa la segregacion de las muestras de acuerdo a sus componentes principales.

H13a: Hembras del tiempo E13, réplica A; H13b: Hembras del tiempo E13; réplica B, H15a:
Hembras del tiempo E15, réplica A; H15b: Hembras del tiempo E15, réplica B; M13a: Machos del
tiempo E13, réplica A; M13b: Machos del tiempo E13; réplica B, M15a: Machos del tiempo E15,
réplica A; M15b: Machos del tiempo E15, réplica B.

59

——
| —



H15B

H13B

Una vez determinada la calidad de los arreglos, los datos de sefial normalizada y
sumarizada obtenidos con el software Expression Console (Affymetrix, Inc.),
fueron utilizados para determinar las diferencias de expresion entre las
condiciones biologicas en estudio. Tanto en la grafica de cajas de la senal relativa
(Figura 11) como en el grafico de PCA (Figura 12) se observd que las réplicas
técnicas resultaron similares entre si; de manera adicional, se analizd su
reproducibilidad mediante graficas de dispersién de los datos (sefial normalizada)
de cada una de las dos réplicas realizadas para cada punto de muestreo (Figura
13). Los valores del coeficiente de determinacién (R?) son mayores de 0.9700, por
lo que las réplicas técnicas se consideran estadisticamente reproducibles. Debido
a esto, todas las réplicas se mantuvieron en el estudio y sus valores de sehal

fueron promediados.

H13A VS H13B M13A VS M13B

Figura 13.
¢ Comparacion de las
R?=0.9746 réplicas técnicas.
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para cada muestra.

M15A VS M15B Para cada dispersion
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A partir de los datos promediados de las réplicas técnicas, se realizdé un analisis
comparativo de las sefiales de expresion, mediante el calculo de la tasa de
expresion (i.e. ratio) tomando el tiempo E13 como referencia. De manera que se
obtuvo el cociente de las senales del tiempo E15 sobre las del E13, para cada
género. Una vez calculada la tasa de expresion para cada transcrito, se
establecieron las diferencias de expresion a nivel estadistico mediante la
normalizacion de los datos a valor Z, obteniendo 3 categorias de expresion para
los genes: sobreexpresados, reprimidos y sin cambio. En la Figura 14 se
representa el porcentaje de transcritos en cada categoria, utilizando un umbral de
Z>1y Z<-1. Posteriormente, se compararon los transcritos de cada categoria entre
machos y hembras, y se determind el numero de genes coincidentes en ambos

grupos (Figura 15).

HEMBRAS MACHOS
(E15 Vs E13) (E15 Vs E13)

32095
genes

Figura 14. Porcentaje de genes activados, reprimidos y sin cambio para
machos y hembras (E15 Vs E13). En las gréficas se muestra la cantidad de genes
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activados (rojo), reprimidos (verde) y sin cambio (blanco) cortando en Z>1 y Z<-1. El valor
Z fue calculado tomando el tiempo E13 como control para machos y hembras.

E15 VS E13

GENES ACTIVADOS GENES REPRIMIDOS

GENES SIN CAMBIO

Figura 15. Comparacion del numero de genes activados, reprimidos y sin
cambio entre machos y hembras (E15 Vs E13). En la figura se muestra la
cantidad de genes activados, reprimidos y sin cambio en machos (azul) y hembras

(rojo), asi como el numero de genes coincidentes entre los géneros para cada grupo
de genes.
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También se realiz6 la comparacion del transcriptoma en funcidén del género, para
cada tiempo analizado. En este caso se utilizaron los datos de los machos como
referencia, sobre la cual se obtuvo la tasa de expresion en hembras. En la Figura
16 se representa el porcentaje de genes sobreexpresados, reprimidos y sin cambio
en hembras respecto a machos, utilizando un criterio de corte para las categorias
de Z>1 y Z<-1. Del mismo modo, se compardé el numero de genes en cada
categoria de expresidn, asi el numero de genes coincidentes en ambos grupos

(Figura 17).

E13 E15
(Hembras Vs Machos) (Hembras Vs Machos)

78% 78%

32772 / 32435
genes genes

Figura 16. Porcentaje de genes sobreexpresados, reprimidos y sin cambio
para los tiempos E13 y E15 (hembras Vs machos). En las graficas se muestra la
cantidad de genes sobreexpresados (rojo), reprimidos (verde) y sin cambio (blanco)
cortando en Z>1 y Z<-1. El valor Z fue calculado tomando como control los valores de
intensidad de los machos para los tiempos E13 y E15.
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HEMBRAS VS MACHOS

GENES SOBREEXPRESADOS GENES REPRIMIDOS
3476 EEERNSI05 3263 RSO
GENES SIN CAMBIO

5329 EEERSH66
83.14%

Figura 17. Comparacion del numero de genes activados, reprimidos y sin
cambio entre los tiempos E15 y E13 (machos Vs hembras). En la figura se muestra
la cantidad de genes activados, reprimidos y sin cambio en el tiempo E15 (amarillo) y el
tiempo E13 (azul), asi como el numero de genes coincidentes entre los tiempos para cada
grupo de genes.
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Se compararon los transcritos activados, reprimidos y sin cambio en el tiempo E15
tomando como referencia al tiempo E13 (es decir, el cociente E15/E13), tanto para
hembras como para machos. Adicionalmente se realizaron comparaciones de
género (hembra/macho) dentro de cada tiempo, tomando los machos como
referencia, y se clasificaron los transcritos de acuerdo con 3 categorias de

expresion: activados, reprimidos y sin cambio.

De acuerdo con la cinética temporal, 30.6% de los genes que se activaron tanto en
machos como en hembras (al tiempo E15), coinciden; de la misma manera,
coinciden 26.97% de los genes reprimidos y 82.61% de los genes sin cambio
(Figura 15). Estas coincidencias sugieren la presencia de procesos comunes entre
machos y hembras, los cuales comparten la misma respuesta transcripcional
durante la ventana de tiempo analizada. De manera interesante, el porcentaje de
genes que no coinciden fue mayor, y es indicativo de procesos diferenciales entre

los géneros.

Para identificar estos procesos, se realizaron pruebas de enriquecimiento de
términos funcionales, utilizando la herramienta bioinformatica WebGestalt. Esta
permite identificar, a partir de una lista de genes, aquellos procesos bioldgicos que
estan estadisticamente sobrerrepresentados en dicha lista con respecto al
genoma. Se realizaron pruebas de estandarizacién utilizando el Probeset-ID
(Affymetrix) como identificador de los transcritos, y se observé que se obtiene una
mejor cobertura (numero de genes identificados en la base de datos) utilizando los

simbolos de los genes (Tabla 8). De modo que se utilizaron los simbolos de los
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genes como identificadores y el genoma de ratén como fondo para el analisis (total

de genes).

Tabla 8. Porcentaje de cobertura de las pruebas de enriquecimiento funcional
utilizando simbolos de los genes como identificadores

Numero de Numero de Numero de Porcentaje
identificadores identificadores identificadores de
ingresados mapeados no mapeados cobertura
HEMBRAS Genes activados 2046 1870 176 91.40
Gem.es . 1674 1480 194 88.41
reprimidos
MACHOS Genes activados 2290 2112 178 92.23
Genes 1609 1439 170 89.43
reprimidos

Para las hembras se recuperaron un total de 52 procesos con significancia
estadistica. Mediante inspeccion del grafico aciclico dirigido (DAG), el cual es una
representacion grafica de la ontologia genética (GO), se realizé un analisis de
redundancia y especificidad de los procesos identificados, conservando solo
aquellos mas representativos. El numero de genes que permitié la recuperacion de
las categorias funcionales y su significancia (valor p ajustado) se reportan en la
Tabla 9. De este modo, para los genes activados en hembras al tiempo E15 se
recuperaron las categorias funcionales denominadas regulacién de procesos del
desarrollo y desarrollo de tejidos. En concordancia con estos procesos, se
encontré6 sobreexpresion de genes relacionados con la regulacion de la
proliferacion celular y la regulacion positiva de procesos celulares. También se

observaron activas la regulacion de la localizacion, la regulacion de la adhesion
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celular y la regulacién de la comunicacion celular. En esta categoria, se incluyen
genes relacionados con estructuras especificas como la matriz extracelular, la

membrana basal y diversas proteinas integrales de membrana.

Los datos muestran una coherencia bioldgica entre los procesos activados. Por
ejemplo, la comunicacion celular esta ligada a la activacion de respuesta a
estimulos, la cual puede estar mediada por receptores de superficie celular, entre
los cuales se encuentran genes de percepcion de estimulos quimicos acoplados a
proteinas G. Al desglosar el contenido de estas categorias, se identificaron
especificamente receptores olfatorios, y otros genes como Wnt9a y Epha6 que se
encuentra directamente regulado por Hoxal3 durante el desarrollo del tubérculo
genital (Gene, NCBI). Entre los genes de respuesta a sustancias organicas, se
encontro el receptor de estrogenos Esrl, receptores de hormonas, quimiocinas,

componentes de cascadas de sefalizacion, feromonas, entre otros.

En el espacio extracelular se encontraron genes sobreexpresados como Ptgds,
una sintasa de la prostaglandina D2 (GeneCards), cuya deficiencia se encuentra
asociada a alteraciones de la migracion testicular en ratones (Gene, NCBI) y
Twsgl cuya regulacién de la senalizacion de proteinas morfogenéticas oseas
(BMP) es necesaria para la elongacion y derivacion ductal, formacién del lumen y
compartimentacion mioepitelial en la glandula mamaria post-natal (Forsman et al.,
2014). Las proteinas BMP participan en diversos eventos durante el desarrollo
embrionario y la vida post-natal. Se han relacionado con la regulacion procesos

biolégicos como la proliferacion celular, migracién, diferenciacion y apoptosis
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(Forsman et al.,, 2014). Dentro de los genes sobreexpresados en el espacio
extracelular también se encontraron: Bmp2, Bmp6, Bmp7, Bmp8b y Bmp10. Entre
éstos, Bmp2 y Bmp6 son efectores de la sefalizacion por Wntl y se relacionan
con el desarrollo de condrocitos, hipertrofia de cardiomiocitos y la regulacion de la
via canodnica de Wnt/Beta-catenina. Wispl y Wnt5b, otros efectores de Wntl se
encontraron sobreexpresados entre los genes de union al factor de crecimiento y

localizacion respectivamente.

Dentro de las categorias mas especificas encontradas, se identifico la
sobreexpresion de genes reguladores de actividades enzimaticas,
especificamente aquellos que regulan negativamente peptidasas, entre los cuales
hay reguladores negativos de endopeptidasas de tipo serina. A nivel de organelos,
se encontro sobreexpresion de genes en el reticulo endoplasmico lo que sugiere
una elevada actividad en este organelo. También se identifico el desarrollo de
fibras contractiles, incluyendo miofibrillas. Especificamente se encontraron genes
sobreexpresados en el disco Z de la banda | del sarcomero. Estos resultados se
relacionan con lo conocido respecto al desarrollo de miofibrillas, el cual es
requerido para la diferenciacion de la pared mesenquimal uterina en células

musculares lisas.
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Tabla 9. NiUmero de genes y significancia de las categorias funcionales
encontradas en el grupo de genes activados en hembras

Categorias funcionales Numero p ajustada
de genes
Regulacion de procesos del desarrollo 164 1.29e-07
Desarrollo de tejidos 143 7.71e-08
Regulacion de la proliferacion celular 131 5.8E-08
Regulacion positiva de procesos celulares 294 2.62e-08
Regulacion de la localizacion 168 4.23E-9
Regulacion de la adhesion celular 121 5.9E-13
Regulacion de la comunicacion celular 568 21E-27
Respuesta a estimulos 574 2.2E-20
Receptores de superficie celular 384 2.7E-22
Percepcion de estimulos quimicos 233 7.3E-09
Receptores acoplados a proteinas G 228 1.1E-10
Respuesta a sustancias organicas 178 2.7E-09
Espacio extracelular 150 5.27E-27
Union al factor de crecimiento 24 1.11E-5
Regulacion negativa de peptidasas 43 4.3e-09
Reguladores negativos de 21 4.2E-05
endopeptidasas de tipo serina
Reticulo endoplasmico 123 8.50E-5

Nota: En negritas se presentan los procesos diferenciales para hembras.

Para los machos, se recuperaron un total de 60 procesos con significancia
estadistica. Mediante inspeccion del grafico aciclico dirigido (DAG), se realizé un
analisis de redundancia y especificidad de los procesos identificados, conservando
solo aquellos mas representativos. El numero de genes que permitié la
recuperacion de las categorias funcionales y su significancia (valor p ajustado) se
reportan en la Tabla 10. De este modo, para los genes activados en machos al
tiempo E15 se recuperd una serie de procesos comunes con las hembras, como
son la regulaciéon de procesos del desarrollo, desarrollo de tejidos, regulacion de la
proliferacion celular, regulacion positiva de procesos celulares, regulacién de la

localizacion y de la comunicacion celular, incluyendo la regulacion positiva de la
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respuesta a estimulos, mediada por receptores acoplados a proteinas G dentro de
los que se incluyen los receptores olfatorios. También se encontré sobreexpresion
de genes del espacio extracelular, incluyendo a Twsgl, Bmp6 y Bmp8b. A nivel de
organelos se encontré sobreexpresion de genes relacionados con en el reticulo
endoplasmico y se identificd el desarrollo de miofribrillas, aunque no se obtuvo
mayor especificidad, a diferencia de lo observado en las hembras. En machos, el
desarrollo de miofribrillas es necesario para la diferenciacion de los vasos
deferentes pues se requiere de la formacion de una gruesa capa circular de
células musculares lisas alrededor de la porcién distal del conducto de Wolff

(Jacob et al., 1985).

La sobreexpresion de genes involucrados en la proliferacion celular y la regulacion
positiva de procesos celulares se identificaron tanto en machos como hembras, y
estos se relacionan con el proceso de embriogénesis, e incluyen posiblemente
eventos de diferenciacion sexual. En las hembras los procesos de elongacion de
los conductos Millerianos y diferenciacion de la pared mesenquimal del utero en
células musculares lisas requieren de la proliferacion celular. En los machos la
regulacion positiva de procesos celulares se relacionaria con la diferenciaciéon de
los vasos deferentes y la transformacion de los conductos de Wolff en epididimos,
proceso que requiere de su previa elongacion y enrollamiento (Jacob et al., 1985).
Dentro de los procesos diferenciales en machos se identificd la activaciéon de
metalopeptidasas, entre las cuales se encontraron Mmpl4 y Mmpl9, que
participan en la descompostura de la matriz extracelular en procesos fisiologicos

normales como el desarrollo embrionario, la reproduccion y la remodelacion de
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tejido (GTR, NCBI). Aunque no se ha reportado la actividad de los genes Mmp14 y
Mmp19 en el proceso de diferenciacion sexual, se sabe que existen dos procesos
de regresion durante la diferenciacién sexual masculina. El primero es la regresion
de los conductos de Muller que comienza en el dia E13.5 y se completa el dia
E16.5. El segundo sucede durante la transformacion del mesonefros en epididimo,
la cual requiere de dos olas de regresion (Jacob et al., 1985). La primera regresion
ocurre en el nefros craneal y comienza antes de que la porcion caudal del
mesonefros esté completamente desarrollada. La segunda regresién se lleva a
cabo en la parte caudal del mesonefros que persiste como paradidimo
rudimentario (Jacob et al., 1985). A pesar de que en las hembras también se
espera una ola de regresion tisular, en este caso relacionada con los conductos de
Wolff, los datos no mostraron una sobrerrepresentacion de este proceso, al menos
en este punto temporal del muestreo. Otras actividades especificas de regulacion
enzimatica que se recuperaron diferencialmente para los machos son: actividad de

fosfolipasa D y actividad hidrolasa de éster sulfurico.

A nivel de organelos se observo el desarrollo de vasculatura, especificamente de
vasos sanguineos. En concordancia con estos procesos, se encontrd
sobreexpresion de genes relacionados con diferenciacion celular, uniéon celular y

adhesion celular.
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Tabla 10. NUmero de genes y significancia de las categorias funcionales
encontradas en el grupo de genes activados en machos

Categorias funcionales Numero p ajustada
de genes
Regulacién de procesos del desarrollo 199 2.82e-12
Desarrollo de tejidos 175 8.65e-13
Regulacioén de la proliferacion celular 164 5.62E-14
Regulacion positiva de procesos celulares 345 3.80E-12
Regulacion de la localizacion 203 3.46E-14
Comunicacion celular 236 3.92E-12
Regulacion positiva de la respuesta a 150 1.29E-12
estimulos
Receptores acoplados a proteinas G 186 9.42E-6
Espacio extracelular 155 8.31E24
Reticulo endoplasmico 142 4.64E-6
Activacién de metalopeptidasas 31 0.0003
Regulacion enzimatica 103 0.0001
Actividad de fosfolipasa D 77 0.0004
Actividad hidrolasa de éster sulfurico 8 5.36E-5
Desarrollo de vasculatura 94 8.72E-13
Desarrollo vasos sanguineos 93 2.98E-13
Union celular 99 4.64E-6
Adhesion celular 146 1.50E-18

Nota: Los procesos diferenciales para machos se presentan en negritas.

Se analizé también el conjunto de genes reprimidos en hembras al tiempo E15. El
numero de genes que permitié la recuperacion de las categorias funcionales y la
Pajustada obtenida para las mismas se reportan en la Tabla 11. Se identific la
represidon de genes relacionados con el desarrollo del sistema urogenital,
especificamente del desarrollo renal, del proceso de ramificacién del brote urético,
del desarrollo de tdbulos de la nefrona y de los tubulos mesonéfricos. En
concordancia con la represion del desarrollo de estos procesos se observd la
represion de genes de la replicacion de DNA vy la fase M del ciclo celular. A nivel

de organelos se observo la represidon de genes cromosomales, especificamente
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relacionados con la estructura centromérica. Dentro de los genes reprimidos en el
proceso de ramificacion del brote urético se incluyen: Wnt9b, involucrado en la
morfogénesis de los tubulos renales y la regulacion de diversos componentes del
sistema urogenital; Pax2, Pax8 y Lhx1, reguladores transcripcionales involucrados
en la activacion de genes efectores responsables de la sefializacion celular y la
organizacion tisular durante la morfogénesis del mesonefros y Wnt4, regulador del

desarrollo folicular ovarico y del desarrollo postnatal uterino (Gene, NCBI).

Dentro de las categorias mas especificas encontradas, se identifico la represion
de genes reguladores de la morfogénesis de copa Optica involucrada en el
desarrollo del ojo de tipo camara, incluyendo a Pax2, responsable del destino
celular en el desarrollo urogenital, de la morfogénesis renal y de la diferenciacion
del uréter; y Aldhlal, un gen que se expresa fuertemente y de manera especifica
en las células somaticas de los testiculos en desarrollo de ratones machos y que
ademas participa en la regulacion de 12 vias celulares en el tejido ovarico (Gene,
NCBI). También se identificd la represion de la actividad de receptor acoplado a
proteinas G, dentro de los que se incluyen receptores olfatorios que participan en

la percepcién sensorial del aroma.

Se identificaron los genes reprimidos en machos al tiempo E15. El numero de
genes que permitio la recuperacion de las categorias funcionales y su significancia
se reportan en la Tabla 12. Se identificaron genes que corresponden a procesos

también observados en hembras, como la morfogénesis del ojo de tipo camara y
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de la actividad de receptor acoplado a proteinas G, incluyendo a los receptores

olfatorios y la percepcién sensorial del aroma.

Tabla 11. Niumero de genes y significancia de las categorias funcionales
encontradas en el grupo de genes reprimidos en hembras

Categorias funcionales Numero p ajustada
de genes
Desarrollo renal 14 9.64E-6
Ramificacion del brote urético 14 0.0001
Desarrollo de tabulos de la nefrona 10 4.54E-5
Desarrollo de tiubulos mesonéfricos 6 5.87 E-5
Replicacion de DNA 31 0.0001
fase M del ciclo celular 53 5.03E-6
Estructura centromérica 22 0.0002
Desarrollo del ojo de tipo camara 5 0.0002
Actividad de receptor acoplado a proteinas G 178 1.17E-19
Receptores olfatorios 150 4.21E-24
Percepcion sensorial del aroma 152 2E-24

Nota: En negritas se presentan los procesos diferenciales para hembras.

En cuanto a los procesos reprimidos diferencialmente respecto a la hembra, se
encontraron procesos un tanto generales, como la represion de genes
involucrados en el desarrollo celular, la regulacion positiva de la diferenciacién
celular, y de la regulacién de la expresidn genética, especificamente la represion
de la formacién de nucleosomas y la regulacion de la transcripcion del promotor de

la RNA polimerasa Il

La actividad de receptor acoplado a proteinas G se encontré en los cuatro grupos
de genes: activados en hembras, activados en machos, reprimidos en hembras y
reprimidos en machos; por lo que se realizd una comparacion de los genes

incluidos en cada grupo para esta categoria funcional. Para los genes activados
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en hembras y machos y se obtuvo una coincidencia del 7.0% y para los genes
reprimidos en hembras y machos se obtuvo una coincidencia del 8.7%. De estas
observaciones se puede determinar que aunque el mismo proceso esta
representado en los cuatro grupos, este se recuperd a partir de distintos genes
(mas de 90% en cada grupo); por lo tanto, esto indica que la sefializacién por
receptores acoplados a proteinas G es muy activa durante esta etapa de la
embriogénesis, y simultaneamente se activan y reprimen diferentes genes de

estas vias, de un modo diferencial entre hembras y machos.

Tabla 12. NUmero de genes y significancia de las categorias funcionales
encontradas en el grupo de genes reprimidos en machos

Categorias funcionales NUumero de p ajustada
genes
Morfogénesis del ojo de tipo camara 17 0.0003
Actividad de receptor acoplado a proteinas G 211 6.04E-34
Receptores olfatorios 161 1.89E-30
Percepcién sensorial del aroma 152 4.47E-30
Desarrollo celular 111 3.00E-4
Diferenciacién celular 54 8.13E-5
Formacién de nucleosomas 13 0.0003
Regulacion de la transcripcion del 97 0.0005

promotor de la RNA polimerasa ll

Nota: Los procesos diferenciales para machos se presentan en negritas.

Para analizar con mas detalle los patrones de expresidon encontrados, se decidi6
agrupar los genes para realizar comparaciones entre las firmas transcripcionales
previamente obtenidas. De manera inicial, se realizaron agrupamientos o clusters
automatizados con la herramienta Cluster 3.0 y diferentes métodos de

agrupamiento (Figura 18).
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Figura 18. Agrupamiento automatizado con la herramienta Cluster 3.0.

En la imagen se observan los agrupamientos realizados para los genes de acuerdo a sus
patrones de expresion. A= agrupamiento por k-means, B= agrupamiento por city-block, C=
agrupamiento jerarquico (8 grupos).

En la representacion grafica de las firmas transcripcionales (heat maps), se
observan los cambios de expresion obtenidos para cada gen en las cuatro
comparaciones realizadas (respecto al tiempo y respecto al género, en machos y
hembras). Los datos utilizados fueron el valor Z de cada gen, el cual se representa
en un gradiente de color rojo-negro-verde, que corresponde a genes
sobreexpresados-sin cambio-reprimidos, respectivamente. Los puntos estadisticos
de cada una de estas categorias corresponden a los mismos del analisis
ontoldgico (Z>1 para genes sobreexpresados y Z<-1 para los reprimidos). Las
lineas de color negro representan los genes sin cambio (1>Z>-1). En el costado

derecho del heat map se puede observar la barra de colores que indica de manera
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mas especifica la relacion de la intensidad de dichos colores con el valor Z de los

datos.

El objetivo del agrupamiento es encontrar grupos de genes que, por su patron de
expresion, sean similares entre si y diferentes de otros grupos. Al agrupar genes
con base en las similitudes de sus perfiles de expresion, es posible encontrar
genes relacionados funcionalmente (de Hoon et al.,, 2004). En general hay 2
métodos de agrupamiento comunmente usados: agrupamientos jerarquicos vy
agrupamientos por particiones (no jerarquicos). La primera estrategia de
agrupamiento que se utilizé fue el agrupamiento por k-means (Figura 18, A), que
pertenece a los agrupamientos por particiones, produciendo grupos sin
sobrelapamiento. Este método requiere de la seleccidn previa del numero grupos
en los que se desea acomodar el total de genes (Milligan y Martha, 1987), y en
este caso se consider6 que son 8 las posibles combinaciones esperadas en
cuanto al analisis de tiempos entre machos y hembras (habiendo eliminado el
grupo de genes que no presenté cambios tanto en hembras como en machos, ya
que este resulta irrelevante para el analisis funcional). Aunque el agrupamiento
permitié identificar grupos de genes con patrones de expresidon similares, dentro
de cada grupo hay subgrupos de genes con patrones distintos, lo que complica la
interpretacion bioldgica de cada grupo y la identificacion de grupos de genes
relacionados funcionalmente. Como segunda estrategia se utilizé el agrupamiento
por calculo de distancias city-blocks (Figura 18, B). En este método de
agrupamiento la distancia entre los genes se determina midiendo el camino mas

corto en un espacio vectorial (Milligan y Martha, 1987), y como se puede observar
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en la imagen, el numero de clusters obtenidos resultd6 mayor y con mas
heterogeneidad que en el agrupamiento por k-means, lo que complicé aun mas su
interpretacion. Finalmente se realiz6 un ordenamiento jerarquico por calculo de
distancias mediante correlacién no-centrada (Figura 18, C). Este método inicia
considerando cada entidad como un cluster distinto y en cada nivel sucesivo de
agrupamiento dos clusters se unen, y este proceso continua hasta que se obtiene
un solo cluster que contiene el total de los datos (Milligan y Martha, 1987). Con
este agrupamiento se pueden identificar con mayor claridad sectores de grupos
activados, reprimidos y sin cambio; especialmente para las primeras dos columnas
del mapa (Figura 18, C), sin embargo, las dos ultimas columnas (comparaciones de
género a diferentes tiempos), mostraron cierta heterogeneidad. Aunque este
agrupamiento no permitié realizar una interpretacién completa de los patrones de
expresion, si aportd informacion relevante en cuanto a la interpretacién biologica
de las primeras dos columnas: en la segunda columna (T15vs13M) se observa
que en general los genes se dividieron en genes activados y reprimidos en los
machos al tiempo E15. Una vez establecida esta division, la primera columna
(T15vs13H) subdivide estos dos grupos en subgrupos de genes que ademas de
estar activados o reprimidos en machos también se activaron, reprimieron 0 no
cambiaron su expresion en las hembras al tiempo E15. Debido a que las ultimas
dos columnas no aportan informacion adicional en este ordenamiento, se decidid

realizar un ordenamiento de forma manual.

Para el ordenamiento jerarquico manual (Figura 19) se establecieron los mismos

puntos de corte en cuanto a nivel de expresion, que se utilizaron en los
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procedimientos anteriores. Se realiz6 el primer ordenamiento con base en la
comparacion del tiempo E15 contra el E13 en hembras (primera columna de
datos). Posteriormente se realizé un segundo ordenamiento con base en la
comparacion del tiempo E15 contra el E13, en machos (segunda columna). De
esta forma el conjunto total de genes se dividi6 en 8 subgrupos que pueden
observarse en la Figura 19. Las ultimas dos columnas de datos que corresponden
a las comparaciones entre géneros a los diferentes tiempos se ordenaron
automaticamente respecto a la segunda columna, lo que facilita la interpretacion
biolégica de cada uno de los grupos de acuerdo a su perfil de expresion (Figura
19). El grafico de este agrupamiento manual (heat map) se generé en el programa

Cluster 1.0.

De acuerdo con este analisis, se identificaron al menos 8 grupos de genes con
patrones de expresion definidos (Figura 19, panel inferior). La interpretacion de

estos grupos se describe a continuacion:

e Grupo 1: Genes activados en hembras y machos. La expresion es igual
entre géneros al tiempo E13 y E15.

e Grupo 2: Al tiempo E13 la expresion de los genes es mayor en machos que
en hembras. Los genes se activan en hembras mientras que su expresion
se mantiene sin cambio en machos. Al tiempo E15 la expresién en hembras

es mayor con respecto a los machos.
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Figura 19. Comparacion de los patrones de expresién mediante agrupamiento
manual.

En la parte superior de la figura se observa el heat map resultante del ordenamiento
jerarquico manual de los genes con base en su valor Z. En la parte inferior se presentan
graficas que ilustran la interpretacion bioldgica de cada grupo identificado en el cluster. Se
indica la posicién de algunos de los genes relacionados con la diferenciacion sexual
femenina como son Hoxal0, Hoxall, Wnt7a, Wnt5a y Lhx1.
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e Grupo 3: Son genes que se activan en hembras y se reprimen en machos.
Al tiempo E13 la expresion en machos es mayor que en hembras mientras
que al tiempo E15 la expresion en hembras es mayor que en machos.

e Grupo 4: Al tiempo E13 la expresion de los genes es mayor en machos que
en hembras, sin embargo mientras los genes en hembras mantienen su
expresion, en los machos se reprimen. Al tiempo E15 la expresién en
hembras es mayor con respecto a los machos.

e Grupo 5: La expresion al tiempo E13 es mayor en hembras que en machos.
Mientras en las hembras la expresion se mantiene sin cambio, en los
machos los genes se activan; por lo que al tiempo E15 la expresion es
mayor en machos que en hembras.

e Grupo 6: Son genes que se reprimen en hembras y se activan en machos.
Al tiempo E13 la expresion en machos es menor que en hembras mientras
que al tiempo E15 la expresion en hembras es menor que en machos.

e Grupo 7: Al tiempo E13 la expresidén es mayor en hembras que en machos,
mientras las hembras se reprimen, los machos mantienen su expresion
constante, por lo que para el tiempo E15 la expresion en machos es mayor
que en hembras.

e Grupo 8: Genes reprimidos en hembras y machos. La expresion es igual

entre géneros al tiempo E13 y E15.

Dentro de los 8 grupos de genes, los grupo 1y 8 incluyen genes que participan en

procesos comunes debido a que sus perfiles de expresidén son iguales entre los
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géneros. Se reagruparon los 6 grupos restantes para realizar pruebas de

enriquecimiento funcional:

e Grupo A: Grupos de genes activados en hembras y sin cambio o reprimidos
en machos (grupos 2 y 3 respectivamente), y sin cambio en hembras y
reprimidos en machos (grupo 4).

e Grupo B: Grupos de genes activados en machos y sin cambio o reprimidos
en hembras (grupos 5 y 6 respectivamente) y sin cambio en machos y

reprimidos en hembras (grupo 7).

Las pruebas de enriquecimiento funcional se realizaron con la herramienta
bioinformatica WebGestalt, y en esta ocasion ademas del uso de la base de datos
Gene Ontology, se incluyeron WikiPathways y KEGG. Se compararon los
resultados de los grupos de genes A y B para discriminar los procesos comunes y
diferenciales entre los géneros. Se asume que los procesos recuperados
especificamente para el grupo A seran aquellos involucrados en la diferenciacién
sexual femenina, ya que este grupo de genes contiene aquellos se activaron
unicamente en hembras o que se reprimieron en machos mientras su expresion se

mantuvo constante en las hembras.

Los resultados para el grupo de genes diferencialmente activados en hembras
(grupo A) incluyen la regulacién negativa de la actividad peptidasa (39 genes, P=
3.81e-06), que incluye genes inhibidores de la actividad endopeptidasa (33 genes,

P= 5.51e-06) (Figura 20). Esta categoria ya habia sido recuperada del conjunto de
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genes activados en hembras al tiempo E15, siendo una de las mas especificas

encontradas para ese grupo. Aunque de manera general no se ha reportado en la

literatura la participacion de estos genes en la diferenciacion sexual femenina, la

regulacion negativa de la actividad peptidasa resultd ser uno de los procesos mas

especificos dentro del grupo de genes activados de manera diferencial en

hembras. Esto sugiere que los genes involucrados en este proceso podrian estar

involucrados en la diferenciacion sexual del TRF.

biological_process

biological

regulation

881 genes
adjP=2 9Ge-18

\

regulation
af
metabolic biological
process process

B55 genes
/ adjP=1532-19
1

molecular_function

enzyme
regulator
activity

/\

regulation
regulation requlation of
af af cellular
metabolic molecular process
process function 812 genes

Eenzyme peptidase
inhibitor requlator
activity activity
45 genes 34 genes
adjP=9.45e-05 adjP=2.00e-04
peptidase endope ptidase
inhibitor regulator
activity activity
Fgenes Fgenes
adjP=1.76e-05 adjP=1.24e-05

\ adjP=450e-19
/ negative

- regulation
regulation g

af
molecular
function
84 genes

\ adjP=7.00s-04

[

catalytic
activity

negative
regulation
of
catalytic

regulation
of
hydrolase
activity

A\

negative
requlation
of
hydrolase

regulation
of
peptidase
activity oo
47 genes gz;’:éf
adiP=T.00e-08 | yip=p 80e-05

\ 7

negative
regulation
af
e ptidase
activity
Hgenes
adjP=3.81e-06

\

/

adjP=

endope ptidase
inhibitor
activity
33 genes

5.51e-06

83

——
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categoria funcional de
regulacién negativa de la
actividad peptidasa
obtenida con la
herramienta Gene
Ontology.

En la imagen se observa la
seccion del mapa obtenido
con la herramienta Gene
Ontology correspondiente a
las categorias funcionales
de regulacion negativa de la
actividad peptidasa y de
actividad  inhibidora  de
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Se recuperaron de forma diferencial las vias de senalizacion de Wnt
(WikiPathways P= 7.80e-05; KEGG P= 0.0003) y TGF Beta (WikiPathways P=
7.14e-05; KEGG P= 8.68e-05), a partir de los genes activados diferencialmente en
hembras. La familia de glicoproteinas Wnt actuan como ligandos para activar
multiples caminos de transduccion de sehales que han sido reconocidos por sus
roles en la regulacion del desarrollo embrionario (Zimmerman, Moon, y Chien,
2012), regulando el destino celular, la proliferacion celular y la muerte celular
(Saito-diaz et al., 2013). La sefializaciéon por Wnt (Figura 21) es una de las mas
importantes para la generacion de tejido. Defectos en esta sefalizacion pueden
provocar malformaciones embrionarias (Sugimura y Li, 2010). La senalizacion se
divide en canodnica y no canonica. Ambos caminos inician con ligandos Wnt y
receptores frizzled (Sugimura y Li, 2010), una familia de receptores acoplados a
proteinas G. En la via canodnica, los ligandos de Wnt estabilizan a la B-catenina
citoplasmatica mediante la inhibicion de la degradacion del complejo B-catenina.
De esta forma, la B-catenina entra al nucleo activando a los genes Wnt mediante
su interaccion con la familia de proteinas del factor de células T (Manuscript,
2009), lo que regula la proliferacion y diferenciacién celular. La sefalizacién no
candnica de Wnt se requiere para la formacién de tejido. En esta via se incluye la
sefalizacion a través de cinasas Jun N-terminal (JNK) y proteinas G pequenas y
heterotrimétricas (Veeman, Axelrod, y Moon, 2003). El calcio cumple ademas un

papel importante como segundo mensajero (Kohn y Moon, 2005).
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La sefializacion de Wnt/ B-catenina esta implicada en el desarrollo de muchos
sistemas organicos, entre los que se incluye la corteza cerebral, el hipocampo, los
ojos, el cordon espinal, las extremidades, los huesos, los cartilagos, la cresta
neural, la piel, los dientes, los intestinos, los pulmones, el corazén, el pancreas, el
higado, los rifiones, las glandulas mamarias, el sistema hematopoyético y el

sistema reproductivo (Voronkov y Krauss, 2013).

Figura 21. Via de sefializacion de Wnt.

Las proteinas marcadas en rojo corresponden a los genes que se activaron unicamente
en hembras o que se reprimieron en machos mientras su expresién se mantuvo constante
en las hembras. Imagen tomada de las base de datos KEGG.
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En ratones, mutaciones en la via de Wnt pueden producir defectos en la formacién
de cerebro, huesos, rifiones y pulmones (Saito-diaz et al., 2013). Algunas de las
malformaciones que se asocian en ocasiones con el sindrome de aplasia
Mulleriana, especificamente malformaciones del tracto urinario superior (40%),
anormalidades esqueléticas, especialmente cervicales (30 — 40%) o en las
extremidades, defectos auditivos o sordera (10 — 25% de casos de MRKH tipo Il) y
en raras ocasiones anormalidades cardiacas. Dentro de las malformaciones
renales se encuentra la agenesia renal unilateral (23 — 28%), ectopia de uno o
ambos riflones (17%), hipoplasia renal (4%), riidn de herradura e hidronefrosis
(Morcel et al., 2007). Existe un subtipo de aplasia Mulleriana que se presenta
asociada a hiperandrogenismo, y estos casos corresponden especificamente a
mutaciones puntuales de WNT4. La sefializacion de Wnt ha sido reportada
durante la formacién de extremidades y cartilago. Wnt3, Wnt4, Wnt6, Wnt7a,
Wnt7b, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b y Wntl6 se expresan en el ectodermo durante el
desarrollo temprano de extremidades. Wnt5a, Wnt5b, Wntll y los antagonistas de
Wnt Sfrpl, Sfrp3/Frzb y Sfrp5 participan en la formacion de cartilago (Witte,
Dokas, Neuendorf, Mundlos, y Stricker, 2009). Los genes Wnt7a, Wnt16 y Sfrp5
figuran dentro del grupo de activacion en hembras, y permitieron recuperar la via
de senalizacién de Wnt (Figura 21) como proceso. La expresion de Sfrp2 y Sfrp5
en el conducto Milleriano durante la diferenciacion sexual femenina sugiere que
estos genes podrian también estar involucrados en el desarrollo del tracto

reproductor femenino (Cox et al., 2007).
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La via de sefalizacion de Wnt también esta involucrada en el desarrollo cardiaco.
Wntll es un regulador importante en la diferenciacién y proliferaciéon de células
musculares cardiacas durante el desarrollo del corazén. La via candnica de Wnt
es requerida para la apropiada diferenciacion cardiaca y la induccion celular de la
cresta neural. La via no candnica de Wnt es esencial para la migracion de la
cresta neural. Nkd2, es una proteina de unién al calcio que mediante su unién a la
proteina Dishevelled antagoniza las vias canonica y no canonica de Wnt. La
expresion incrementada de Nkd2 en ratones mutantes para Folrl (receptor de
folato 1) puede inhibir la sefalizacion Wnt-Dishevelled contribuyendo a la
presencia de anormalidades cardiacas en estos embriones (Zhu et al., 2007).
Nkd2 es otro de los genes que permitieron recuperar la via de senalizacion de Wnt

(Figura 21).

Finalmente dentro de la lista de genes proporcionada por KEGG y WikiPathways
se encontré a Wnt7a. La expresion de WNT7A ha sido detectada en humanos en
placenta, rifiones, testiculos, extremidades fetales, cerebro fetal y adulto y utero
(Timmreck, Pan, Reindollar, y Gray, 2003). Ratones hembras con pérdida
completa de Wnt7a han presentado malformaciones de los derivados Mullerianos,

incluyendo utero pequefio en longitud (C. Miller et al., 1998).

La via de senalizacion TGF-Beta (Figura 22) también fue recuperada por las
herramientas KEGG y WikiPathways para los genes que se activaron unicamente
en hembras o que se reprimieron en machos mientras su expresion se mantuvo

constante en las hembras. Esta via regula las proteinas SMAD3 Y SMAD4, que
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participan a su vez en la via de sefalizacion de Wnt. La familia TGF3 comprende
un gran grupo de moléculas de senalizacion que incluyen BMPs, TGF{, Nodal,
Vg1, los factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs) y activina. La
sefalizacion de tipo Nodal juega un papel importante en la formacion y
diferenciacion del mesodermo. Nodal y Vg1 son requeridos para la formacion del
mesodermo y el endodermo en las etapas de pre-gastrula y gastrula temprana del

desarrollo.

Figura 22. Via de sefalizacion TGF Beta.

Las proteinas marcadas en rojo corresponden a los genes incluidos en la lista de genes
que se activaron unicamente en hembras o que se reprimieron en machos mientras su
expresion se mantuvo constante en las hembras. Imagen tomada de las base de datos
KEGG

88

——
| —



Dentro de los genes que permitieron recuperar la via de sefalizacion de TGF-Beta
se encuentran Bmp2, Bmprlb y Bmp7. Anteriormente ya se habian encontrado
algunas BMPs dentro de la lista de genes activados en hembras al tiempo E15.
Las proteinas BMP participan en el desarrollo embrionario y la vida post-natal. Se
han relacionado con la regulacién de la proliferacién, migracion, diferenciacion y
apoptosis celular (Forsman et al., 2014). Bmp2 es un efector de la senalizacion por
Wntl y se relacionan con el desarrollo de condrocitos, hipertrofia de cardiomiocitos

y la regulacion de la via candnica de Wnt/Beta-catenina.

Dentro de los genes de la sefalizacion TGF-Beta se encontré a los genes Amh,
Amhr2 y Smad1; que participan en la regresién del conducto de Miller en machos
a partir del E13.5. Aunque parece extrafio encontrarlos en este grupo de genes, un
analisis mas profundo de su localizacion exacta en el heat map del ordenamiento
jerarquico manual realizado (Figura 19) mostroé que el transcrito Amh se encuentra
en el grupo cuya expresion se mantuvo sin cambio en hembras y se reprimié en
machos (Figura 19 — grupo 4). Amhr2 y Smadl se encuentran en el grupo de
genes que se activaron en hembras y mantuvieron su expresién constante en
machos (Figura 19 — grupo 2). Al revisar sus valores Z se observd que estos son
de 1.3 (Amhr2) y 1.2 (Smadl), por lo que su activacion a nivel de RNA puede
considerarse ligera, y no necesariamente reflejarse a nivel de proteina. En este
sentido, se espera que en machos exista una mayor cantidad del ligando Amh al
inicio de la diferenciacion sexual, pues es al tiempo E13.5 cuando comienza la
regresion del conducto de Muller, y probablemente al tiempo E15 su transcripcién

se encuentre reprimida y su mensajero en decaimiento. En las hembras el nivel de

89

——
| —



transcrito Amh se mantiene constante y comienza siendo menor que para los
machos. La expresion de Amhr2 y Smadl no se reprime en machos, sin embargo

la sefalizacion en ese momento puede estar siendo limitada por Amh.

Tabla 13. Resultados inesperados recuperados especificamente a partir del
grupo A con la herramienta bioinformética WebGestalt

Categorias funcionales Pajustada Base de
(BH= Benjamini-Hochberq) datos
Pancreatic secretion 7.05e-07 KEGG
Glutathione metabolism 9.08e-07 KEGG
Systemic lupus erythematosus 6.30e-05 KEGG
p53 signaling pathway 0.0008 KEGG
Leishmaniasis 0.0005 KEGG
Amoebiasis 0.0005 KEGG
Salivary secretion 0.0005 KEGG
Melanogenesis 0.0004 KEGG

En conjunto, los resultados obtenidos corroboran informacion previa sobre la
diferenciacion sexual femenina, y a la vez permitieron identificar algunos genes
candidatos o procesos bioldgicos inesperados (Tabla 13), que podrian estar
involucrados en este proceso. Esta informacion abre diferentes campos de estudio
que pueden contribuir al entendimiento de la morfogénesis del tracto reproductor

femenino.
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12. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 mediante microarreglos la expresion global de genes murinos en

tejido mesonéfrico, incluyendo los conductos de Muller y de Wolff, durante la etapa

embrionaria de morfogénesis del tracto reproductor femenino.

Se identificaron cambios transcripcionales cuantificables que corresponden a
genes que se activaron especificamente en hembras o que se reprimieron en

machos mientras su expresion se mantuvo constante en las hembras.

El analisis de este grupo de genes mediante pruebas de enriquecimiento funcional
permitié identificar algunos genes y procesos biolégicos que podrian estar

involucrados en la diferenciacion del tracto reproductor femenino.

Dentro de los procesos con activacion diferencial en hembras, uno de los mas
significativos es la via de sefalizacion de Wnt. Algunos genes de esta familia
como Wnt4, Wnt7a y WntS5a ya han sido implicados en la aparicion de
malformaciones uterinas. Ademas de éstos, en la lista de genes que permitié
recuperar esta via de sefializacion, se encontraron algunos otros genes como
wntlé y Sfrp5 que se sabe que también participan en la formacién de
extremidades y cartilago; Nkd2, que en ratones mutantes para Folrl puede
contribuir a la presencia de anormalidades cardiacas. La asociacién de defectos
oseos Yy cardiacos con el sindrome de aplasia mulleriana, permite considerar la

posibilidad de que estos genes, cuya mutacibn en humanos se asocia con
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defectos oseos, renales, cardiacos y auditivos, puedan también estar involucrados

funcionalmente con la diferenciacion de derivados Mullerianos.

La via de sefalizacion TGF-B se encontré sobrerrepresentada en el grupo de
genes activados diferencialmente en hembras; a través de genes como Bmp2,
Bmprlb y Bmp7. Las proteinas BMP participan en el desarrollo embrionario, y
Bmp2 es un efector de la sefializacién por Wnt1, relacionados con la regulacion de
la via candnica de Wnt/Beta-catenina. Esta informacion sugiere que la
sefalizacion por TGF-B podria también estar involucrada en el proceso de

diferenciacion del TRF.
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13. PERSPECTIVAS

Se caracteriz6 mediante microarreglos la expresién global de genes murinos
durante la etapa embrionaria de morfogénesis del tracto reproductor femenino.
Especificamente se muestrearon los tiempos E13 y E15, lo que permitié realizar
un analisis de los cambios transcripcionales cuantificables que potencialmente
corresponden a genes involucrados en la difereciacion sexual femenina. Dentro de
los resultados, se recuperaron genes que ya han sido reportados en la literatura,
pero ademas se recuperaron genes que no se han reportado como parte de la
diferenciacion sexual femenina, pero que este estudio sugiere que podrian estar

involucrados.

LHX1 ha sido uno de los principales genes candidatos responsables de la etiologia
del sindrome de aplasia mulleriana, sin embargo durante el analisis de los
cambios transcripcionales se observo que su expresion se reprimié en hembras al
tiempo E15 con respecto al tiempo E13. Aunque podria ser un resultado
inesperado, en realidad se sabe que Lhx1l participa durante el inicio de la
formacion del conducto de Mdller, en el tiempo E11.5, por lo que su mayor
actividad probablemente se presenta antes de los tiempos muestreados. Debido a
esto podria ser importante ampliar el estudio, incluyendo tiempos anteriores al
E13, de forma que se identifiquen genes involucrados en la formacion del TRF y

cuya alteracidon puede ser parte de la etiologia de la aplasia Mulleriana.
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En este trabajo se analizaron los puntos inicial y medio de la ventada de
diferenciacion sexual (E13 y E15), sin embargo seria apropiado completar la
secuencia de tiempos (E14, E16 y E17) para tener una vision mas integral de la
expresion global de genes murinos durante esta etapa embrionaria. Esto podria
permitir la recuperacion de genes que participan en el proceso pero que presentan
su mayor expresion antes o después del tiempo E15 y que por lo tanto durante

este estudio podrian haber pasado desapercibidos.

Finalmente, seria interesante realizar una comparacion entre los genes candidatos
resultantes del presente estudio con aquellos que se han mostrado alterados en
estudios gendmicos de mujeres con MRKH. Esto permitiria avanzar en el
conocimiento de la etiologia del sindrome al identificar los genes alterados en
mujeres con MRKH y que ademas se sabe participan durante el proceso de

diferenciacion sexual.
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15. APENDICE

15.1. APENDICEI

Procedimiento experimental de la determinacion de la integridad de las
muestras de RNA con el Bionalyzar 2100 (Agilent Technologies Inc.)
La matriz de gel se prepard centrifugando 550 yl de RNA gel matrix (Agilent
Technologies) en un filtro para microcentrifuga (1500xg durante 10 min a
temperatura ambiente). Brevemente, la matriz se distribuy6 en alicuotas de 65 ul y
almacend a 4°C hasta su uso. Se equilibré el RNA Nano dye (Agilent Technologies
Inc.) a temperatura ambiente durante 30 min y se agregd 1 pl de este a una
alicuota de 65 pl de matriz filtrada. La matriz con colorante se mezcléy se
centrifugd a 13000xg durante 10 min a temperatura ambiente. Se colocé un chip
RNA 6000 Nano chip (Agilent Technologies Inc.) en la estacion de cebado, se
agregaron 9 ul de la mezcla de matriz con colorante en el primer pozo designado y
se cerro la estacion de cebado con el émbolo en la posicion de 1TmL. Se oprimié el
émbolo lentamente hasta que quedo sostenido por el clip de la estacion. Se liberd
el émbolo después de 30 segundos y 5 segundos después se colocé en su
posicion original. Se abrié la estacion de cebado y se afiadieron 9 ul de la mezcla
de gel con colorante en los otros dos pozos designados. Se agregaron 5ul de RNA
marker (Agilent Technologies Inc.) a cada uno de los pozos de las muestras y de
la escalera de RNA, seguido de 1 pl de muestra o de la escalera. Se vortexeo el
chip en el IKA M3 vortexer (Agilent Technologies Inc.) durante 1 min a 2400 rpm

y se analizé en el Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies Inc.).
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