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I. RESUMEN

La diferenciacion sexual de las aves ocurre en etapa embrionaria, sin embargo
hasta la fecha no se han esclarecido los mecanismos que intervienen en este
proceso. Se ha planteado que el complejo enzimatico aromatasa P-450 pudiera
estar participando de manera fundamental en el proceso de diferenciacion sexual
gonadal, pero hasta ahora no existen suficientes evidencias que permitan
asegurar esta propuesta. En la presente investigacion se estudio fa expresion del
ARNmM de la aromatasa P-450, para lo cual con la técnica de RT-PCR se amplifico
el ADN del gen a edades muy tempranas del desarrolio embrionario (96, 108, 120
y 132 horas de incubacion) y a diferentes tiempos dentro del periodo critico de la
diferenciacion sexual gonadal (144 a 156 horas de incubacién a intervalos de una
hora). Asimismo, con la técnica de cromatografia en capa fina se evalud la
biotransformacion de la estrona a partir de androstendiona tritiada en las gonadas
masculinas y femeninas a las 144, 147, 151, 155, 156, 168 y 192 horas. Nuestros
resultados indican que el inicio de la expresion del mensajero de la aromatasa P-
450 ocurre a las 147 horas de incubacién en los ovarios derecho e izquierdo del
embrion de pollo; sin embargo, no se detectaron transcritos en el testiculo
embrionario. Solo en el ovario izquierdo se observé mayor intensidad de la
expresion a las 156 horas. Se demostird que la biosintesis de la estrona inicia a
las 147 horas en las génadas de machos y hembras, y en el ovario izquierdo se
observa un incremento lineal. Con base en nuestros resultados se propone que ia
aromatasa P-450 cumple una funcién determinante en los primeros eventos de la

diferenciacion sexual gonadal de las aves.




il. INTRODUCCION

2.0 Dimorfismo sexual cromosomal en la Clase Aves

La determinacion sexual de los vertebrados se inicia con la fecundacién del
ovocito por el espermatozoide. En ese momento de acuerdo a la combinacion de
los cromosomas sexuales se establece el sexo genético del individuo y con ello
se genera una cascada de eventos morfogenéticos que conducen en diferentes
intervalos espacio-temporales al establecimiento del sexo gonadal y fenotipico.
En los mamiferos la diferenciacion ovarica y por lo tanto femenina, se asocia con
el sexo homogamético (XX). Asimismo, el sexo cromosémico heterogamético (XY)
da lugar a la diferenciacién del testiculo y con ello al fenctipo masculino.

En las aves se presenta el caso opuesto, el fenotipo femenino esta relacionado
con el sexo heterogamético (ZW), mientras que los machos son homogaméticos

(ZZ) (Chno y col., 1959).

2.1 Aspectos morfolégicos de la diferenciacién sexual en las aves

Los diferentes componentes que participan en este proceso son: a) las células
germinales primordiales (cgp's), b) las células del mesénquima c¢) las células
somaticas (precursoras de las células de la granulosa y de las células de la teca

en el ovario, asi como de las células de Leydig y las células de Sértoli en el

testiculo) y d) las células endoteliales.




a) Formacion de la cresta genital

Dentro de los eventos iniciales que ocurren en la formacién de la cresta genital
de las aves se lleva a cabo fa migracion de las cgp's que en las primeras 18
h.i. (Hamburger y Hamilton, 1951), se separan del hipobiasto para ubicarse en el
endodermo del saco vitelino. Entre los 1.5 y 1.8 d.i. se localizan dentro de los
vasos sanguineos y comienzan a migrar a través del torrente sanguineo (Kuwana,
1993). Aproximadamente a los 2 d.i. las cgp's salen de los capilares en el
mesenterio esplacnico posterior de la arteria onfalomesentérica del embrion
rumbo a la cresta genital (Ando y Fujimoto, 1983) la cual para entonces ha
comenzado a diferenciarse como una estructura epiteliai mesenquimatica (f-argeix
y col. 1981). Se ha observado que en el trayecto hacia la cresta genital las cgp's
emiten prolongaciones citoplasméticas que les permiten desplazarse hacia su
destino (Hardisty, 1984). Se ha planteado que las cgp’s responden a algun factor
quimiotactico liberado por la cresta genital que pudiera estar atrayéndolas
(Kuwana, 1993). Asimismo, se ha visto que la fibronectina, una glicoproteina de
220 kDa la cual forma parte de la matriz extracelular, se encuentra presente en
las rutas de migracién de las cgp's de las aves y se ha propuesto que ésta podria
funcionar como sustratro de migracién de las cgp's hacia la cresta genital.
(Fujimoto y Yoshinaga, 1986).

A los 2.5 d.i. las células mesenquimaticas de la cresta genital comienzan a
formar cordones de tipo epitelial. Al comienzo del 3° d.i. y hacia el 4° d.i. \prolifera
el area basal del epitelio germinal y se observan cgp's localizadas entre las

células epiteliales. Junto con la proliferacion epitelial, las células
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mesenquimaticas mas dorsales se agregan y generan un segundo grupo de
cordones epiteliales que se incorporan progresivamente dentro de la medula
(Fargeix y col, 1981). En el 4° d.i. la cresta genital esta completamente
estructurada. Junto con la formacion de los cordones sexuales, el mesénquima y

los vasos sanguineos aislan a la génada del tejido mesonéfrico (Carlon y Stahl,

1985 y Zaccanti y col., 1990).

b) Etapa de gonada indiferenciada

A los 5 d.i., los componentes antes mencionados proliferan y constituyen la
gbnada indiferenciada, la cual presenta dos éreas topograficas bien definidas en
las aves: la corteza y la médula. Asimismo, esta estructura se caracteriza por ser
bipotencial, ésto es que tiene la capacidad morfo-fisiologica de desarrollarse
como un ovario o un testiculo de acuerdo al sexo genético del embrion (Carlon y
Stahl, 1985) y a factores de tipo epigenético. Paraleio al desarroillo de las
gbnadas se diferencian los conductos de Wolff, los cuales daran lugar al tracto
reproductor masculino y los conductos de Miller que en las hembras genéticas se

diferenciaran como el tracto reproductor femenino.

c¢) Diferenciacion sexual gonadal

El evento caracteristico en la diferenciacion gonadal de los machos genéticos
es la separacién que ocurre entre el tejido medular y el epitelio celomico. En este
procesc las cgp's migran hacia la zona medular y el mesénquima y los

vasos sanguineos provenientes de la regién mesonéfrica separan el area medular




del epitelic celdmico, estableciéndose la tinica albuginea. Una de las
caracteristicas particulares de la Clase Aves presente en las hembras de la
mayoria de las especies es la asimetria ovarica. Entre el 6°y7°d.i. lagdnada
derecha comienza a perder su arreglo histolégico y el epitelio germinal se
transforma en una capa de células planas, carentes de cordones sexuales
secundarios. E! conducto de Muller también involuciona hasta quedar en un
estado rudimentario (Josso y col., 1977) y a los 7 d.i. la asimetria ovérica es mas
evidente. Las cgp's realizan multiples divisiones mitdticas que dan lugar a la
formacion de ovogonias, las cuales se organizan en grupos. La corteza de la
gonada izquierda continia su crecimiento y las células soméaticas rodean los
grupos de ovogonias formando de esta manera los cordones sexuales

secundarios o corticales.

2.2 Genes involucrados en la diferenciacion sexual de las aves
En el transcurso de las dltimas décadas se han identificado algunos genes que
pueden estar involucrados en la diferenciacion sexual gonadal de aves y

mamiferos.

a) Papel del SRY

Se ha demostrado que el brazo corto del cromosoma Y de los mamiferos incluye
un fragmento de 34 kb que corresponde al gen responsable de la diferenciacion
del testiculo. Esta secuencia se denomina SRY en humanos (Sinclair y col,

1990) y Sry en el resto de los vertebrados (Tiersch y col, 1991) y se caracteriza




por presentar la caja HMG, la cual es un motivo de union al ADN caracteristico de
algunos factores de transcripcion (Laudet y col., 1993). Asimismo, se ha
demostrado que el Sry se expresa en las células somaticas de la cresta genital de
embriones masculinos de raton antes de que se lleve a cabo la diferenciacion
gonadal (Gubbay y col., 1990; Koopman y col., 1990 y Berta y col., 1990), lo que
ha hecho posible considerarlo el candidato idoneo para la diferenciacion testicular
de los mamiferos.

En las aves, en etapa adulta, se ha detectado la presencia de un gen con alta
homologia con la caja HMG del Sry de los mamiferos; sin embargo, hasta el
presente no se ha identificado fa expresion de este gen en la fase embrionaria de
las aves (Tiersch y col., 1991). Se ha sugerido que |la determinacion sexual de

este grupo no emplea el mismo mecanismo genético que utilizan los mamiferos.

b) Funcién de los genes Sox

Dentro de los genes que se han relacionado con el proceso de determinacion
sexual en vertebrados se encuentra la familia de genes Sox, en particular el Sox 9
ya que la mutacion de este gen origina el sindrome de displacia campomélica
cuyo fenotipo en los mamiferos presenta anormalidades que afectan la
condrogénesis, el olfato, el corazén, el rifidn, el sistema nervioso central y el
aparato reproductor masculino (Foster y col., 1994, Wagner y col., 1994). Esta
mutacion resulta feminizante en los individuos masculinos, los cuales desarrollan
jos conductos de Miller que dan lugar al utero y a los oviductos, lo que implica

una falla en la sintesis de AMH. Asimismo no existe masculinizacién en genitales



internos y externos, 1o que sugiere la ausencia de testosterona (Foster y col.,
1994: Wagner y col, 1994). En 1996, Morais da Silva y colaboradores
encontraron transcritos del Sox 9 en la cresta genital de embriones de pollo de
ambos sexos en la etapa 25 de desarrollo, lo que corresponde a una etapa
morfolégicamente indiferenciada de la gonada. En etapas posteriores (28 y 32)
observaron una fuerte expresién en el testiculo, mientras que en los ovarios la
expresion fue ténue. Asimismo, propusieron que en las hembras la expresion del
Sox 9 ocurre independientemente del mecanismo genético que dirige la
diferenciacién del ovario en el pollo, y en los machos los aitos niveles de
expresion de Sox 9 podrian estar dirigiendo la expresién de la AMH. Otros
investigadores han detectado la presencia de transcritos del Sox 9 en machos y
hembras de pollo de 6 d.i. (etapa 28); asi como la expresidn del gen de la AMH en
machos a partir de los 6 d.i. con un marcado incremento, hasta los 10 d.i. (Clinton,
1997). Sin embargo, Oreal y colaboradores (1988) demostraron que la expresion
de la AMH ocurre en la etapa 25, mientras que el mensajero del gen Sox 9 se .
detectd en la etapa 28. Asimismo, McBride y colaboradores (1997) evaluaron la
expresion del Sry en la cresta 'genital y mesonefros de embriones de pollo de 5
a 7 d.i., lograron identificar seis clonas dentro de las cuales se encontré el Sox-9.
Encontraron gue la expresion del Sox-9 en las aves ocurre basicamente en los
machos genéticos y propusieron que el locus esta localizado en un autosoma, el
cual no ha sido caracterizado. Debido a la expresion espacio-temporal del Sox-9,-
se ha planteado que los genes Sox pudieran estar participando en la regulacién

génica de la diferenciacion sexual (Kent y col., 1996). Sin embargo, quedan por



realizar mas estudios que permitan elucidar el papel del los genes Sox en

relacion con este proceso en la Clase Aves.

¢) Hormona inhibidora de los conductos de Miiller

El tracto reproductor de los vertebrados se diferencia a partir de los conductos
de Wolff en los machos y los de Mdller en las hembras. Debido a que los dos
tipos de conductos se encuentran presentes en la etapa de gdnada
indiferenciada, el desarrollo de éstos depende del destino sexual de la gonada.
En embriones de mamiferos las células de Sértoli producen la AMH la cual debido
a su temprana presencia promueve la regresion de los conductos de Muller en
los machos. Asimismo, se le ha adjudicado un papel fundamental dentro de la
diferenciaciéon gonadal masculina (Di Clemente y col., 1992). La AMH es una
proteina homodimérica que forma parte de la superfamilia de factores de -
crecimiento [ transformantes. El gen que codifica para esta proteina es
conservado entre mamiferos y aves aunque en este dltimo grupo la secuencia es
mas grande (Carré y col., 1996). En las aves, la sintesis de la AMH ocurre en
machos y en hembras tanto en ia embriogénesis como en la etapa aduita (Hutson
y col., 1982). La presencia de esta hormona en embriones femeninos hace que el
conducto derecho involucione, mientras que el conducto izguierdo se estabiliza y
se diferencia (Josso, 1977). La proporcién de androgenos-estrégenos dirige este
proceso: se ha propuesto que en los machos los niveles de estrogenos son tan
bajos que no tienen ningun efecto sobre la AMH; en cambio la concentracion de

andrégenos la potencia. En las hembras los niveles de estrégenos son lo

o




suficientemente altos para proteger al conducto izquierdo de la accion de la AMH
y la concentracion de andrégenos es la necesaria para ejercer su efecto sobre el
conducto derecho (MacLaughlin y coi., 1983). Ademas, se ha demostrado que en
los embriones femeninos de las aves el conducto de Muller izquierdo presenta
una mayor concentracién de receptores de estrogenos que el conducto derecho
(Teng y Teng, 1975; Maclaughlin y col.,1983). Por ofro lado, Oreal y
colaboradores (1998) encontraron que el promotor del gen de la AMH contiene un
elemento de respuesta al SF-1 (Steroidogenic Factor-1) el cual es un modulador
de enzimas esteroidogénicas. Asimismo encontraron una secuencia palindrémica
del elemento de respuesta a estrdgenos, dos sitios de unién de la proteina Sox-9
y un elemento de respuesta para el Sry. Por otro lado, con el fin de demostrar que
en las aves los estrogenos median el desarrollo del conducto se administré 17
estradiol y se observd que en los machos los conductos Mlller prevalecieron y

tas génadas se feminizaron (Hutson y col., 1982).

d) Aromatasa P-450

En 1987 Bogart propuso que el destino sexual de las aves y de los mamiferos
dependia de la proporcién entre andrégenos y estrégenocs en la génada durante
la diferenciaciéon sexual. En su hipétesis plantea que el sexo de un individuo
depende de la concentracion de la aromatasa P-450, enzima que transforma
andrégenos en estrogenos. En aves se han realizado diferentes trabajos que
apoyan esta hipotesis. Wartenberg y colaboradores (1992) evaluaron el efecto de

la 1-metil-androstendiona, la cual es un inhibidor de la aromatasa en las células




gonadales de embriones de pollo femeninos durante la diferenciacion sexual.
Este autor observd la reversion sexual completa del organismo. Asimismo, se han
realizado otros experimentos utilizando diferentes inhibidores de la aromatasa
en los que ademas de mostrar reversién sexual se logré bloquear la inhibicién
administrando estradiol. Estas observaciones apoyan el papel de los estrégenos
-y en particular, de la aromatasa P-450 en la diferenciacion sexual gonadal de las

aves (Elbretch y Smith, 1992).

2.3 Modulacion epigenética de la diferenciacion sexual gonadal en los
vertebrados

Los primeros trabajos en torno a la importancia de las hormonas esteroides en
la diferenciacion gonadal de los vertebrados fueron realizados por Lillie
(1916,1917). Sus observaciones se llevaron a cabo en fetos gemelos de
bovinos y ovinos de diferente sexo, los cuales se caracterizaban por presentar
"Freemartinismo”. Este se define como una anastomosis coriénica que permite el
paso de hormonas esteroides masculinas del feto macho hacia la hembra,
causando la masculinizacion de ésta.

Con el estudio del "Freemartinismo" (Lillie 1916,1917) se establecen las bases
de la teoria esteroidogénica, la cual propone a las hormonas esteroides
gonadales como los moduladores principales de la diferenciacion sexual de los
vertebrados.

El efecto de los esteroides sobre la diferenciacion sexual gonadal de los

vertebrados y en particular de las aves, se ha evaluado utitizando diferentes




métodos experimentales. A continuacién se mencionan algunas técnicas que

desde principios de siglo han contribuido significativamente a este propdsito.

a) Transplantes
i) Membrana coricalantoidea

En 1921 Minoura realizd implantes de tejido gonadal de polio adulto en la
membrana corioalantoidea de embriones de la misma especie. Sus observaciones
indicaron la vascularizacion del implante y algunas modificaciones en los
genitales internos del hospedero. Sin embargo, sus experimentos fueron
cuestionados debido a la falta de un riguroso control en la temperatura y

humedad, situacién que podria haber influido en el desarrolio de los embriones.

ii) Cavidad celdmica

En 1946, Wolff implantd génadas de embriones de pollo de 6 a 11 d.i. dentro
de la cavidad celdmica de hospederos de la misma especie de aproximadamente
2 d.i. Al implantar testiculos observo que los conductos de Muller de las hembras
hospederas fueron inhibidos. Asimismo, los ovarios implantados dentro de la
cavidad celémica de embriones machos inducian la diferenciacién de la corteza
ovarica en el testiculo izquierdo del hospedero, mientras gque el testiculo derecho
inhibia su crecimiento. Estos resultados Hevaron al autor a la conclusién de que el
implante secretaba alguna hormona cuya influencia sobre el aparato reproductor

del hospedero era evidente.
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b) Experimentos de castracion

En 1951, Wolff y Wolff castraron embriones de pato y observaron el desarrollo
del fenotipo masculino independientemente del sexo genotipico. A su vez,
Jost (1970) demostréd que al remover las gdnadas embrionarias de conejos,
invariablemente se obtenia un fenotipo femenino, a pesar del genotipo del
organismo. Con estos experimentos quedd fundamentado el hecho de que en las
aves se requiere la presencia del ovario o de sus hormonas para que la

diferenciacién sexual sea femenina.

2.4 Estructura y clasificacién de los esteroides sexuales
a) Clasificacion quimica

L.as hormonas esteroides son moléculas lipidicas cuya estructura elemental
consiste de tres anilios con seis atomos de carbono y un anillo con cinco atomos
de carbono, por lo que recibe el nombre de nucleo ciclopentano-
perhidrofenantreno. Los tres primeros anillos se denominan A, By C, y el tltimo D
(Gorbman, 1962). La molécula precursora de todos los esteroides es el colesterol,
el cual esta constituido por un nucleo ciclopentano-perhidrofenantreno, grupos
metilos unidos a los carbonos 10 y 13 y una cadena lateral formada por ocho
carbonos unida al carbono 17. La separacion de los carbonos 20 y 22 de la
cadena lateral origina la serie de los pregnanos o C21, las cuales son moléculas
con 21 atomos de carbono que incluyen a los progestagenos. Cuando la
segmentacion ocurre en los carbonos 17 y 20 de la cadena lateral se forma la

serie de androstanos o C19, que como su nombre lo indica dan lugar a los



androgenos. Por Ultimo, la serie de los estranos o esteroides C18 queda
constituida con la salida del grupo metilo unido al carbdén 10; este grupo da jugar

a los estrogenos (Gore-Langton y Armstrong, 1988) (Fig. 1).

b) Clasificacion biolégica

De acuerdo a su funcidon bicldgica, los esteroides sexuales se clasifican en tres
grandes grupos: progestinas, andrégenos y estrégenos.
i) Progestinas

La progestina mas importante es la pregnenolona (3 f3-hidroxi-5-pregnen-20-
ona) debido a que es el precursor de todas las hormonas esteroides. En las aves,
la progesterona es sintetizada por las células de la granulosa de los foliculos
preovulatorios; es la hormona responsable de inducir la sintesis de LH y ia
ovulacidn; asimismo, esta relacionada con la secrecion de albumen (Bahr y
Johnson, 1991).
ii) Andrégenos
L os andrégenos son producidos principalmente en el testiculo, aunque también se
sintetizan en el ovario. Los andrégenos testiculares son sintetizados por las
células de Leydig, de los cuales los aromatizabies son la dehidroepiandrosterona
(3R-hidroxi-5-androste-17-ona), la androstendiona (4-androsten-3,17-diona) vy la
testosterona (17R-hidroxi-4-androsten-3-ona). La aromatizacion de estos

esteroides produce a los estrégenos (Gore-Langton y Armstrong, 1988).

e e o e
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Figura 1. Clasificacion quimica de las hormonas esteroides gonadales

(Tomada de Gore-Langton y Armstrong, 1988).




iy Estrégenocs

Una de las funciones bioldgicas mas importante de estas hormonas esta
relacionada con el establecimiento del aparato reproductor femenino vy el
desarrolic de los caracteres sexuales femeninos secundarios de los vertebrados.
En anfibios, reptiles y aves, el papel de los estrogenos ha side fundamental en la
produccién de fosfoproteinas y lipoproteinas sintetizadas en el higado para la
incorporacion del vitelo durante el desarrollo del ovocito (Wallace, 1978). En las
aves, los esirégenos actian en conjunto con los péptidos liberados por el
hipotalamo y las hormonas hipofisiarias controlando la conducta reproductiva
femenina (Sutherland y col., 1988). Asimismo, se les ha considerado los
responsables en el paso de la ovoviviparidad hacia la viviparidad (Ryan, 1982).
Los estrogenos mas importantes son la estrona y el 17B-estradiol, este ultimo es
diez veces mas potente que la estrona y ambos son sintetizados por las células
de la granulosa del ovario (GoreLangton y Armstrong, 1988).

En las aves, en particular los pollos de la cepa White Leghorn, se han detectado
estrogenos en el hipotdlamo de los machos adultos, mientras que en las hembras
los 6rganos productores de estas hormonas son el hipqtélamo y las gbnadas
(Simpson y col.,1994). Existen dos cepas de pollos llamadas Sebright y Campine
en las cuales los machos exhiben un fenotipo feminizado como resultado de una
mutacion autosémica dominante expresada en etapa embrionaria (McPhaul y col.,
1993). El dimorfismo sexual caracteristico de los pollos normales esta ausente en

estas cepas debido a que la mutaciéon de la que son portadores genera la

B T
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expresion de la aromatasa en tejidos extragonadales como ia piel y el pulmdn

(Matsumine y col., 1991).

2.5 Aspectos relevantes de la funcién de la aromatasa

El paso final en la via metabglica de las hormonas esteroides es la biosintesis
de los estrdgenos. La reaccion esté a cargo del complejo enzimatico aromatasa
P-450, la cual utiliza a los andrégenas, en particular a la androstendiona y la
testosterona, como sustrato para la sintesis de estrona y 17R-estradiol
respectivamente (Kellis y Vickery, 1987). El complejo enzimatico estd formado
por la aromatasa la cual es una hemoproteina con funcién de oxidasa
responsable de unirse al andrégenoc y mediante una serie de reacciones,
formar el anillo aromatico "A" caracteristico de los estrégenos. Asociado a la
aromatasa se encuentra la flavoproteina NADPH-citocromo P-450 reductasa, Ia
cual se localiza en el reticulo endoplasmico. Su funcion es transferir el
hidrégeno del NADPH a cualquier forma de citocromo P-450 (Simpson y col,

1994).

a) Organizacién molecular del gen

El gen de la aromatasa P-450 es miembro de la superfamilia de genes de los
citocromos P-450 dentro de la cual se han caracterizado 220 miembros divididos
en 36 familias (Nelson y col., 1993). En las aves, el gen se localiza en el brazo
largo del cromosoma 1 (Tereba y col., 1991). El gen que codifica para la

aromatasa es el tnico miembro de |a familia 19 y es denominado CYP18 debido a




que en la aromatizacion de los androgenos, el oxigeno ataca al grupo metilo
angular que se encuentra unido al carbono 19 (Simpson y col., 1994). El gen tiene
una longitud de aproximadamente 15 kilobases dividida en 9 exones ( Fig. 2). La
organizacién en las aves es similar a la que presenta el gen de la aromatasa de
humano y lo Unico que cambia es e! sitio de regulacion.  Asimismo, se ha
demostrado que en las distintas cepas de pollos existen diferencias en Ia
expresion del gen que dependen del sitio de regulacion En la cepa White

Leghorn, el promotor de la transcripcién esté localizado a 147 nucledtidos hacia

arriba del coddn iniciador, que es el sitic de regulacion (McPhaul y col., 1993) .

f—t £l L2 &3 k4 g €8 L E7 Eq L s €9 |
R X A R X R XXR Ax A R
Leghorn

500 bp

Figura 2. Se muestra la estructura del gen de la aromatasa de la cepa de
pollo White Leghorn. Las barras gruesas representan los nueve
exones de cada alelo. Asimismo, se indican los sitios de corte para las

enzimas de restriccion: X es Xbal y R es EcoRI (McPhaul y col. 1993).




b) Funcién del complejo enzimatico

La reaccidon de aromatizacion de los andrégenos utiliza 3 moléculas de oxigeno
y 3 moles de NADPH por cada mol de androgeno metabolizado. Como proceso
simultaneo a la aromatizacion del anillo “A” de la molécula, se da la salida del
grupo metilo angular unido al carbono 19 como acido férmico. Las primeras dos
moléculas de oxigeno se utilizan para oxidar al grupo metilo angular a partir
de dos hidroxilaciones, aunque hasta la fecha no se ha demostrado plenamente
el modo en que ocurre la tercer oxidaciéon. Sin embargo, se ha sugerido gque el
mecanismo consiste en un ataque peroxidativo sobre el grupo metilo angular del
carbono 19, el cual aunado a la salida del hidrégeno -18, da fugar al doble enlace
1,10. Asimismo, la protonacién del grupo 3-oxo a partir de alguna lisina o
histidina cercana, junto con el residuo carboxilico obtenido con la eliminacion del
hidrégeno 2B puede permitir la enolizacion del grupo cetona 3  (Korzekwa y col.,

1993).
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Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha propuesto que el destino sexual de las aves depende de la proporcion de
androgenos y de estrogenos sintetizados por las gonadas embrionarias, y que a
su vez este proceso es controlado por la concentracion de la enzima aromatasa
P-450 (Bogart, 1987). Asimismo, se ha observado la expresién de esta enzima en
los ovarios de embriones desde los 6.5 d.i. (Yoshida y col., 1996). Por otro lado,
existen experimentos de deteccién de esteroides que sugieren que las génadas
embrionarias del pollo son capaces de biosintetizar andrégenos desde los 3.5 d.i.
y estrogenos a partir de los 4 d.i. (Woods y Erton, 1978), aunque estos resultados
son cuestionables debido a que en esas edades se esta terminando de establecer
la cresta genital. Sin embargo, con experimentos de autorradiografia se ha
encontrado que ciertas regiones de la génada son capaces de unir de manera
especifica a los estrégenos desde los 5.5 d.i, situacion que ha llevado a proponer
que las hormonas esteroides pueden jugar un papel fisiologico fundamental a
nivel celular en la diferenciacion sexual gonadal de las aves (Gasc, 1980). En
trabajos mas recientes se detectaron transcritos de receptores a estrogenos en la
regién urogenital de las hembras y machos de embriones de aves alos 3.5y 4.5
d.i. respectivamente (Smith y col., 1997). Con base en los antecedentes
mencionados y con el fin de aportar nueva informacién en el esclarecimiento del
papel que juegan los estrégenos en el proceso de diferenciacion sexual gonadal

de las aves, la presente investigacion demuestra el momento preciso espacio-
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temporal en el que se inicia la expresion del gen de la aromatasa P-450 y la

relacion con la actividad enzimatica de la misma.

HIPOTESIS
La aromatasa se expresa diferencialmente en las gbnadas de machos y

hembras en un periodo critico de la diferenciacion sexual.



FA )

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la ontogenia de la expresién del ARN mensajero de la aromatasa P-450 y
determinar si existe una relacion con su actividad enzimética en Jas génadas del -

embrién de pollo durante la diferenciacion gonadal.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la expresidn del mensajero de la aromatasa P-450 en la cresta genital
de embriones de pollo de 96, 108, 120y 132 h.i.

2. Analizar la expresion del ARN mensajero de la aromatasa en un periodo critico
para la diferenciacion sexual de la génada de embriones de pollo desde las 144
hasta las 156 h.i., a intervalos de 1 hora.

3 Evaluar la biosintesis de la estrona a partir de androstendiona tritiada en
distintos momentos del periodo critico de la diferenciacién sexual gonadal (144,

147, 151, 155, 156, 168 y 192 h.i.).




V. MATERIAL Y METODOS

5.0 Material biolégico
Se utilizaron huevos fértiles de la cepa White Leghorn obtenidos en la granja
avicola AL.P.E.S. (Aves Libres de Patégenos Especificos), ubicada en

Tehuacan, Pue. y se colocaron a 37°C de temperatura y 80% de humedad, en

una incubadora marca James MFG CO.

5.1 Técnica de ovoscopia

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidon requerido para cada
experimento, se colocd cada huevo a contraluz de una lampara en un cuarto
obscuro y se determind la viabilidad por la presencia del embridén unido a la red

de vasos sanguineos (New M.A., 1966).

5.2 Obtencién del tejido embrionario

Se hizo un corte circular en la zona de la cdmara de aire del huevo, se retiré la
membrana papiracea y se sacé al embrion. Las etapés de desarrolio se
determinaron para cada edad de acuerdo con la descripcién de Hambuger
y Hamilton (1951). Los embriones se decapitaron, se disecd el complejo
urogenital (gbnadas y mesonefros) y se sumergié en el medio de cultivo
Medio Esencial Minimo con sales Earle y L-glutamina de Gibco BRL pH=7.0.

Las gonadas utilizadas para la extraccién del ARN fueron colocadas en



tubos Eppendorf estériles de 1.5 mi y congeladas a -70°C en un ultracongelador

Forma Scientific. El tejido obtenido para realizar otras técnicas se procesd como

se describe en cada una de éstas.

5.3 Determinacion del sexo genético por hibridacion puntual

Ef sexo de los embriones obtenidos en etapa de gonada indiferenciada, (96
h.i. etapa 22-23, 108 h.i. etapa 24, 120 h.i. etapa 26, de 132 a 148 h.i. etapa 27-
28. de 149 a 156 h.i. etapa 29, y 168 h.i. etapa 32) se determind utilizando la
técnica de hibridacion puntual, con la cual se detecté ia presencia del
cromosoma W, caracteristico de las hembras en este grupo de vertebrados

(Ohno y col., 1959).

a) Marcaje de la sonda del cromosoma "W" con radionucleétidos

Por el método de Random Primer obtenido de GIBCO BRL se marcaron 300
ng de la sonda pUGD1201 dirigida contra el cromosoma "W" (proporcionada
por el Dr. E. Pedernera quien |a recibio del Dr. A. Mizuno). El ADN se
desnaturalizé a 90°C en bafio Maria, 5 minutos, y se coloco en hielo.
Secuencialmente se agregaron 0.01mM de dCTP, dGTP vy dTTP, 15 pl del
amortiguador de Random Primers constituido por 0.67 M de HEPES, 0.17 M de
TRIS-HCI, 17 mM de MgC!,, 33 mM de 2-mercaptoetanol, 1.33 mg/ml de BSA y
18 U/m! ODygp; 5 pl de adATP-P* (50 uCi) y el agua destilada necesaria para
ajustar 49 pl. La mezcla se resuspendié y se agregaron 3 U del fragmento

Kienow, se agité unos segundos y se mantuvo a temperatura ambiente, 2 horas.




La reaccién se detuvo con 5 ul de amortiguador EDTA 025 M, pH=7.0. La
sonda se separd en una columna de sephadex G50 empacado en una jeringa de
insulina. A los 55 ul de a ‘reaccién se les agregd 105 il de amortiguador TE 10
mM (ver apéndice 1) junto con EDTA 1 mM pH=8.0. La radioactividad
incorporada se determiné en un contador de centelleo liquido Techical

Associates, modelo PUG 1AB, y se expresé en cpm. La actividad especifica fue

de 57x10° cpm/ug de ADN.

b) Preparacion del tejido

Se obtuvieron fragmentos de higado, intestino y corazén de aproximadamente
0.03 g de cada embrion y se colocaron en tubos Eppendorf estériles
individuaimente junto con 400 pl de set-buffer (ver apéndice ). Se homogeneizd
con un pistilo de teflén Wheaton y un homogenizador Tri-Instrument, modelo
$63-c. Secuencialmente se agregaron 15 pl de SDS (ver apéndice ) y 1.5 ul
de proteinasa K marca Boehringer Mannheim (10mg/ml} y las muestras se
incubaron a 60°C, 2 horas. En una membrana Hybond-N+ de Dupont se

colocaron 5 pl de cada una y se guardo a temperatura ambiente hasta realizar

el experimento,

¢) Prehibridacion e hibridacion de las muestras
Las membranas se hornearon a 80°C al vacio, 2 horas y se desnaturalizaron
con una solucién de NaOH 0.4 N y NaCl 0.5 M, 1 hora. A continuacion se

neutralizaron con TRIS 1 M, pH=7.0, 1 hora y se secaron a temperatura
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ambiente. Se prehibridaron con una solucién de formamida 50%, suifato de
dextran 25%, NaCl 1 M y SDS 0.5%. Por cada 10 ml de esta solucion se
agregaron 200 ul de ADN de esperma de salmon (10 mg/mi) y se incubaron a
42°C, 18 horas en agitacién constante. La sonda marcada se desnaturalizé a
95°C y se agregaron 1x10° cpm por cada 10 mf de la solucién arriba
mencionada. La membrana se incubd a 42°C, 18 horas. A continuacion, se lavd

dos veces con SSC Xy SDS al 0.5% a 60°C, 5 minutos.

d) Autorradiografia

Las membranas se expusieron a una pelicula X-OMAT, XK-1 de Kodak y se
mantuvieron a -70°C de 1 a 2 semanas. Las autorradiografias se revelaron con
un revelador Kodak D-19, 5 minutos y se lavaron con agua corriente.

Finalmente se fijaron con un fijador rapido durante 5 minutos.

5.4 Extraccion del ARN total gonadal

El tejido procesado por medio de esta técnica se dividid en tres grupos
formados por 10 génadas embrionarias de cada edad. El primer grupo consistio
de génadas de 96, 108, 120, 132 y 144 h.i; el segundo estuvo constituido por
tejido gonadal de 144, 156, 168, 180, 192, 216, 240, 264, 288, 312 y 324 h.i. El
tercer grupo estuvo formado por génadas embrionarias de 144 h.i. a 156 a
intervalos de 1 hora. De acuerdo con la técnica de Chomczinsky y Sacchi (1987)
se aisld el ARN total de las muestras realizando las modificaciones requeridas .

para la cantidad de tejido manejado. Se realizaron cuatro repeticiones por




experimento y se extrajo por separado el ARN total del ovario izquierdo y dei
derecho de las hembras. Las gonadas se homogenizaron en 100 ul/gonada de
Solucion 1 (ver apéndice I} para lo cual se usaron pistilos con punta de teflén
marca Weathon y un homogenizador marca Tri-Instrument, modelo S63c.
Secuencialmente se agregaron 10 ul/génada de acetato de sodio, pH=4.0 y 100
ul/fgbnada de fenol saturado con agua (ver apéndice ). La purificacion se
hizo con una solucidén de cloroformo:alcohol isoamilico '(49:1). Los tubos se
agitaron y se incubaron a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm, 20
minutos a 4°C en una ultracentrifuga marca Eppendorf modelo 5402, Las fases
acuosas se transfirieron por separado a tubos Eppendorf junto con 100
plfgénada de isopropanol. Los tubos se agitaron con la mano y se precipitaron a
-70°C, 30 minutos; se centrifugaron a 14000 rpm 20 minutos a 4°C, se decantd
el sobrenadante y el botén se resuspendié en 30 pl/gbnada de solucién 1. Se
agreg6 un volumen similar de isopropanct y se precipité a -70°C, 30 minutos.
Las muestras se centrifugaron en las condiciones mencionadas anteriormente y
se decantd el sobrenadante. A continuacién se lavaron con 100 ul de etanol al
75% y se centrifugaron a 14000 rpm 10 minutos a 4°C, dos veces. Los tubos se
colocaron en un desecador a -20°C, toda la noche. El ARN de cada muestra se
resuspendié en 3 ul de agua tratada con DEPC (ver apéndice I) y se utilizd

inmediatamente para realizar la técnica de RT-PCR.




5.5 Amplificacion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
Los reactivos usados en esta técnica fueron obtenidos de Perkin Elmer Cetus,
por edad se manejaron tres muestras experimentales y un control negativo en el

cual se omitio el usc de la R-T.

a) Obtencién de ADN complementario

Se preparé una mezcla de solucién de MgCl, 5mM, amortiguador I PCR 10X
constituido por KC! 0.65mM y Tris-HCI 0.13mM, 1mM de cada dNTP (dGTP,
dATP, dTTP y dCTP), 1U de inhibidor de ARNasas, 2.5uM de hexanuclebtidos
con secuencias al azar y 3 pl de la muestra de ARN total. Por separado se
agregaron 2.5 U de la enzima R-T en cada una de las muestras experimentales

y 1 ul de agua-DEPC en la muestra control. El volumen final por tubo fue de

20ul.

b) Oligonucleétidos sintéticos

Los oligonucledtidos sintéticos fueron elaborados en la Unidad de Analisis
y Aminoécidos del Instituto de investigaciones Biomédicas de la UNAM. Los
oligonucledtidos se disefiaron de acuerdo con el ADNc de la aromatasa P-450
publicado por McPhaul y colaboradores (1988). Cada uno esta constituido por

24 pb no complementarias que delimitan un fragmento de 548 pb:
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(SENTIDO 5—-3')
CTC GAT TTG GGA GCA AGC TTG GAT
(ANTISENTIDO 5'—3)

GAC ATT CTC AGC AGT CAG ATG TCC

Para realizar el adecuado andlisis de los resultados se amplificd
simultaneamente un fragmento de 285 pb del gen de la B-actina de pollo. Los
oligonucledtidos fueron disefiados por Smith y colaboradores (1997) de acuerdo
al ADNc de la p-actina (Kost y col. 1983). Cada uno estuvo constitutido por 19

pb no complementarias y fueron sintetizados por Gibco, BRL.

c) Amplificacién del ARN mensajero de la aromatasa P-450

Los eventos moleculares que ocurren durante fa amplificacion son tres:
1 La desnaturalizacion del ADN, la cual se ileva a cabo a 94°C.
2. E| alineamiento de los oligonucleétidos sintéticos iniciadores en cada una de
las hebras por separado en direccién 3'-5', a 55°C.
3. La sintesis de ADN a 72°C.
Con estos tres pasos se obtiene un ciclo de la reaccion, la cual se comporta de
manera exponencial al generar copias idénticas del fragmento flanqueado por
los oligonucledtidos sintéticos que sirven como moldes para la sintesis de
nuevas copias del ADN (Erlich et al., 1991).

A cada muestra de ADNc se agregd una solucidn de MgCl; 5mM,

amortiguador Il PCR 10X constituido por KCI 2.6 mMy Tris-HCI 0.53 mM, 65.5 pl




de agua tratada con DEPC, 0.012 U de la enzima Ampli-Tag ADN polimerasa,
40 pmol de cada oligonucledtido sintético y se incub6 en el termociclador a
94°C-2 minutos, 55°C-15 segundos y 72°C-30 segundos, un ciclo; 94°C-15
segundos, 55°C-15 segundos y 72°C-30 segundos, 33 ciclos; 94°C-15
segundos, 55°C-15 segundos y 72°C-10 minutos, un ciclo. El producto de la

amplificacion se almacend a -20°C.

d) Electroforesis del gen amplificado

Se prepar6 un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 1X, pH=8.0 (ver
apéndice 1). El marcador de peso molecular utilizado fue el Low DNA Mass
Ladder de Gibco del cual se colocaron 345 ng por gel. De cada producto
amplificado se tomaron 20 ul, se mezclaron con el amortiguador de carga (ver
apéndice |) y se colocaron individualmente en los pozos del gel.

Se agregaron 500 pl de amortiguador TBE 1X, pH=8 a la camara de
electroforesis y se aplicaron 100 volts durante 2 horas. El gel fue tefiido con
bromuro de etidio al 0.8% en agua destilada, 10 minutos. A continuacién se
enjuagé con agua destilada tres veces y se visualizé en un transiluminador de

luz u.v. marca Sigma modelo T1202 . Cada gel fue fotografiado con una camara

Hoefer.

5.6 Biosintesis de estrona
Se utilizaron génadas de embriones de pollo de 144 , 147 (etapa 28) , 151,

155 156 (etapa 29) , 168 (etapa 32) y 192 (etapa 34). De acuerdo con los




sexos se formaron series de 9 a 12 génadas de 144 a 192 h.i. y se agruparon en
tres categorias: ovario izquierdo, ovario derecho y testiculo; estos uitimos fueron
utilizados como controi negativo. Asimismo, el ovario izquierdo de 192 h.i. se
considero control positivo.

Los reactivos, cromatofolios y cromatoplacas fueron comprados a los
\aboratorios de Merck, México. L.a hormona marcada se obtuvc en DuPont NEN

Research y los estandares se adquirieron en Steraloids Inc. (ver apéndice Il).

a) Determinacién de la pureza de la hormona radioactiva

Se utilizaron cromatofolios AL de silica gel con indicador flourescente F254.
Con lapiz se trazaron tres carriles. En cada uno se coloco una alicuota del
estandar de androstendiona disuelta en acetona (10 ng/500 ul) junto con 100 w
de androstendiona tritiada. La placa se puso sobre una hoja de papel filtro
dentro de una camara de vidrio con 50 m! de diclorometano:acetato de etilo (8:2)
y se dej6 secar bajo una campana de extraccién. El estandar se reveld con
acido sulfurico al 10% y calor y la hormona marcada se visualizd con luz u.v. La
placa se cuadriculé de acuerdo a la posicidn de las muestras, se corto y los
fragmentos se colocaron individualmente en viales de vidrio junto con 5mi
de liquido de centelleo (ver apéndicel). A continuacion, las muestras se
colocaron en un contador de centelleo marca Beckman, modelo LS6000. La
pureza de la androstendiona tritiada se expresé en porcentaje mediante la

comparacién de la cantidad de cpm de cada muestra con respecto a las cpm

totales.
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b) Purificacion de la androstendiona tritiada

Debido a que en la prueba anterior se detecto una pureza de la hormona
menor del 97% fue necesario purificarla, para lo cual se utilizaron cromatoplacas
de silica gel en vidrio sin indicador fluorescente. Estas se pusieron sobre una
hoja de papel. filtro dentro una cémara de vidrio con 150 ml del sistema de
separacion metanol:cloroformo (3:1). A continuacién se secaron bajo una
campana de extraccion 20 minutos. Se trazaron los carriles en la placa, se
aplicaron alicuotas de 10 pl del estandar de androstendiona y de 100 pl de la
hormona tritiada, evaporando con nitrégeno inerte. La cromatoplaca se coloco
sobre una hoja de papel filtro dentro de una camara de vidrio, junto con 100 mil
del sistema de separacion diclorometano:acetato de etilo (80:20). Una hora
después se retiré la placa de la camara y se dejo secar 15 minutos. Los carriles
con el estandar se revelaron con acido sulfurico al 10% y calor. La ubicacion de
la androstendiona tritiada se determind con luz uv. Con una navaja se
desprendio la silica y se colocd en un sistema de filtracion construido con un
embudo relleno de fibra de vidrio. Asimismo, se realizaron tres lavados de
18 m] de cloroformo cada uno. En la primera fraccion se obtuvo el 98% y en
las dos Gltimas se obtuvieron el 1.8% y 0.2% de la androstendiona tritiada. E
cloroformo se evaporé con nitrégeno inerte en un bafio con agitacion a 37°C y
70 ciclos/minuto. Los cristales se resuspendieron en 600ul de etanol
cromatografico, se tomaron 25 pl y se colocaron en un vial junto con 5 mi de

liquido de centelleo. La muestra se leyé en el contador de centelleo y se obtuvo
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un total de 87000 cpm. Se determind ia pureza de la androstendiona tritiada de ‘

acuerdo como se describid anteriormente.

c) Incubacién del tejido con androstendiona tritiada

Cada goénada se coloco individualmente en tubos de ensaye de vidrio a los
cuales se les agregd previamente alicuotas de 100 ul de una solucién preparada
con 1.0 ml de medio de cultivo Dulbecco enriquecido con 0.1% de albumina
sérica bovina (BSA), 10 ul de solucion etandlica preparada con 0.1 uCi de
androstendiona tritiada equivalente a 1.170 fmol, cada uno se gasificé 5
segundos con 95% de aire y 5% de CO, y se incubaron durante 1 hora a 37°C
en un bafio con agitacion (20 ciclos/min). La reaccion se detuvo al aimacenar las
muestras a -40°C en un uitracongelador Revco. Se procedio a realizar el

sexado los embriones.

d) Extraccion total de esteroides

Se recuperé el contenido de los tubos y se formaron los grupos de
ovario izquierdo, ovario derecho y testiculo. A continuacién se agregaron 10
mi de éter etilico en cada vial y se almacenaron a -40°C. Una vez congelado
el medio de cultivo se recupero el éter en viales de centelleo y se dej6 secar por
evaporacion a 37°C en un bario con agitacién (90 ciclos/min). Este ultimo paso
se repitid hasta completar tres extracciones. Los esteroides se reconstituyeron

con 100 ul de etanol absoluto cromatografico. Para conocer |la naturaleza de los
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metabolitos biosintetizados se procedid a evaluar las muestras mediante la

técnica de cromatografia en capa fina.

e) Cromatografia en capa fina de la estrona

Se usaron cromatofolios AL de silica gel con indicador flourescente F254 . Se
trazaron los carriles correspondientes a cada una de las muestras; los
ostandares utilizados fueron: androstendiona, testosterona, estrona y 17(-
estradiol (ver apéndice Il), de los cuales se tomaron 10 ug y se diluyeron en 500
ul de acetona. Se colocaron alicuotas de estas soluciones por separado y junto
con 40 ul de cada una de las muestras problema evaporando con nitrégeno
inerte. El cromatofolio fue colocado en una camara para cromatografia junto con
100 ml del sistema de separacion diclorometano:acetato de etilo (8:2). Una hora
cuarenta minutos después se saco la placa y se dejé secar bajo la campana de
extraccion. Los estandares se revelaron con acido sulfurico al 10% y calor; las
muestras experimentales se observaron y se sefialaron bajo luz u.v. Se cortd el
cromatofolio de acuerdo con la posicion de los estandares, cada fragmento se
sumergié en 5 ml de liquido de centelleo y se introdujo en un contador de
centelleo marca Beckman Modelo 1.86000. La recuperacion de la radioactividad
se obtuvo a través de la comparacion del total de cpm finales con respecto a las
iniciales. Asimismo, se calcularon los porcentajes de transformacion de los

sustratos hacia sus metabolitos.




f} Actividad especifica constante de la estrona a partir de cristalizaciones
Para corroborar la identidad de la estrona se tomaron alicuotas de las
muestras problema, se incubaron de 15 a 60 minutos y se detuvo la reaccion
con éter frio. En tubos de vidrio de peso conocido, se colocaron 15 mg ael
estandar de la estrona, se disolvid con calor y se agitd con el vértex. L.a muestra
problema se resuspendid en etanol y se agregé una alicuota de
aproximadamente 3000 cpm a los tubos con los estandares frios. Se agrego
agua bidestilada (menos deil 50% del volumen total del solvente). Las muestras
se almacenaron 24 horas a 4°C. Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm, 20
minutos para separar el medio liquido (aguas madres) de los cristales. Se
recupero el sobrenadante y se calculd a radioactividad. Los cristales se secaron
en una estufa a 80°C, 24 horas; se pesaron para conocer la }ecuperaci()n y se
disolvieron para tomar una alicuota y cuantificar la radioactividad. Las

cristalizaciones se realizaron cuatro veces.



VI. RESULTADOS

6.0 Determinacion del sexo cromosémico

El sexo femenino de los embriones se detectdé mediante la sefial de hibridacion
de la sonda marcada del cromosoma W con el ADN del tejido evaluado. Los puntos
negros corresponden al genotipo heterogaméticd caracteristico de las hembras de
la Clase Aves. La ausencia de sefal en la membrana representa el tejido

procedente de embriones masculinos, Fig. 3.

o : el

coe0 o
o0 o

Figura 3. Se muestra la membrana de hibridacion en la cual ios
puntos negros indican la presencia del cromosoma W
caracteristico del genotipo femenino ‘" de las aves (ZW)}. Los
espacios en blanco corresponden al genotipo masculino &

(22).
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6.1 Ontogenia de la expresion del ARNm de la aromatasa P-450
a) Etapa de g6nada indiferenciada

Con la técnica de RT-PCR se evalud la expresion del mensajero de la aromatasa
en las gonadas de los embriones de polio de ambos sexos a las 96, 108, 120y 132
h.i.; estas edades corresponden a las etapas de desarrollo 22-23, 24, 26 y 27-28
respectivamente (Hamburger y Hamilton, 1951). En ninguna de las edades |

mencionadas se detectd la expresion del gen.

b) Diferenciacion sexual temprana

Se investigd la expresion del ARNm de la aromatasa en las gonadas derecha e
izquierda de las hembras y machos genéticos de 144 a 156 h.i., correspondientes
a las etapas 28-29 de desarrolio (Hamburger y Hamilton, 1851) a intervalos de una
hora. Las gdnadas masculinas no mostraron la expresion de la aromatasa.

Sin embargo, se encontrd que la expresion del gen comienza a los 147 h.i. en los
ovafios derecho e izquierdo y que es débil en ambas gonadas (Fig. 4A). En la
figura 4B se observan las bandas que corresponden a las 151y 152 h.i. Alas 156
hi. la banda correspondiente al ovario izquierdo es mas intensa (Fig. 4C).

Asimismo, la expresion de la aromatasa en el ovario derecho se mantiene ténue a

lo largo del periodo estudiado.
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Figura 4. Expresion del ARNm de |a aromatasa P-450 en las gonadas
femeninas del embridn de pollo. Se muestran los fragmentos de DNA
de la aromatasa (548 pb) y de |la B-actina (298 pb) del ovario derecho
(D) eizquierdo (1) amplificados por RT-PCR en diferentes edades del
desarrollo embrionario: A) El inicio de la expresién del mensajero
ocurre a las 147 h.i. en ambas génadas, B) se observan las bandas
de ambos ovarios a las 151 y 152 h.i.; C) a las 156 h.i. la banda de la
aromatasa correspondiente al ovario izquierdo se intensifica. La
expresion del ovario derecho se observa ténue a lo largo del periodo
estudiado. El primer carril (ST) corresponde al marcador de peso
molecular Low DNA Mass Ladder. Se utilizaron controles sin

transcriptasa reversa (-).
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6.2 Metabolismo de la androstendiona

Los datos que se muestran en la tabla 1 indican la actividad de |la aromatasa en
el ovario izquierdo, el derecho y en el testiculo, expresada en porcentaje de
transformacion de la estrona. Los grupos de 10 a 12 gdnadas se estudiaron a las
144, 147 (etapa 28), 151, 155, 156 (etapa 29), 168 (etapa 32) y 192 h.i. (etapa 34),

esta ultima edad se considerd como control positivo.

a) Actividad enzimatica de la aromatasa P-450 en el periodo critico de la
diferenciacion sexual gonadal en el embrién de potio

En la tabla 1 se observa que no se detecto la biosintesis de estrona en las
gonadas de 144 h.i. El inicio de la actividad de la aromatasa se observd
simultaneamente a partir de las 147 h.i. en el ovario izquierdo y en el derecho, y el
porcentaje de biotransformacién de la androstendiona fue de 0.3% en ambas
gonadas. A las 151 h.i. tanto el ovario izquierdo como el derecho incrementaron
ligeramente la produccidn de estrona a 0.4%. Sin embargo, a las 155 h.i. se pudo
observar en el ovario izquierdo un aumento en el porcentaje de transformacion a
0.7%, mientras que en el ovario derecho se mantuvo en 0.45%. En las
siguientes dos edades evaluadas, 156 y 1568 h.i, la biosintesis en el ovario
izquierdo propiamente se duplicd a 1.5% y 2.8% respectivamente, y a las 192 h.i.
se mantuvo en 2.5%, los controles positivos indican una clara tendencia creciehte
en la sintesis de estrona por el ovario izquierdo. La biotransformacion en el ovario
derecho a las 156 h.i y a las 158 h.i. fue de 0.5% y 0.35% respectivamente, sin

embargo a las 192 h.i. aumentd a 1.6%. Al igual que en los ovarios la




transformacion de la estrona en el testiculo no se detectd a las 144 h.i. Asimismo,
el inicio de la produccion de estrona fue simultéaneo con las génadas femeninas
estudiadas a las 147 h.i. (Fig. 5); sin embargo, el porcentaje de produccién fue de
0.1%. A las 151 h.i. la sintesis aumentd a 0.3% y a las 155 h.i. incrementd a 0.5%.
Una hora'después, a las 156 h.i. se mantuvo a 0.3% para aumentar ligeramente a
las 168 h.i. a 0.45% y alcanzar el 0.6% lo cual representa el porcentaje mas alto
evaluado en & testiculo a las 192 h.i. (Fig 5).

El analisis de regresion con comparacion de pendientes permitid comparar ia
produccidon de la estrona en los tres diferentes tejidos entre 147 y 192 h.i., con un
nivel de significancia de 0.05. Del resultado de la comparacion entre el ovario
izquierdo y el ovario derecho se obtuvo un valor calculado de F = 3.11, valor de
tablas 4.96, no significativo. Al comparar el ovario izquierdo con el testiculo se
observo una F = 8.16, valor de tablas 4.96, R<0.05 y finalmente el valor calculado
al comparar las pendiente del ovario derecho y del testiculo fue de F= 6.78, vaior
de tablas 4.96, (Fig.5).

Cuando el analisis se hizo hasta las 168 h.i. el porcentaje de transformacion del
ovario izquierdo presentd una regresidon significativa (con R?= 0.93) es decir, la
pendiente de la recta resulta diferente de cero. Al analizar el porcentaje de
transformacién del ovario derecho y del testiculo hasta las 168 h.i. la regresién

resultd no significativa lo cual indica que la pendiente de la recta en ambos casos

no es distinta de cero.
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Porcentaje de transformacion de la androstendiona en las génadas

embrionarias del polio

Edad (h.i.) 144 : 147 | 161 | 155 | 156 | 168 | 192
Etapa 28 28 29 29 1 29 ¢ 32 34
0.1 0 03 [ 04 {07 |15 28 |25
0.D. 0 03 { 04 {045 05 :035 16

T 0 0.1 03 : 05 |03 045106

Tabla 1. Se muestra la sintesis de la estrona en el tejido gonadal de embriones a
diferentes edades. Las etapas de desarrollo se determinaron de acuerdo a la
descripcion de Hamburger y Hamilton (1951). Los datos expresan el % de
transformacion a estrona liberada al medio después de cultivar grupos de 10-12
génadas durante 1 hora con androstendiona tritiada. Ovario izquierdo (O.1),

ovario derecho (0O.D.), testiculo (T).
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Figura 5. Biotransformacion de androstendiona a estrona por las
gonadas embrionarias del pollo. Los grupos de 10 a 12 génadas
de diferentes edades se incubaron 1 hora con 1 uCi de
androstendiona tritada equivalente a 1.170 fmol. La recuperacion
de la estrona se evalud por cromatografia en capa fina y se
expresd como porcentaje de transformacion. El analisis estadistico
de la comparacion de pendientes mostrdé los siguientes valores
calculados: ovario izquierdo vs. ovario derecho F = 3.11, ovario
izquierdo vs. testiculo F = 8.16 y ovario derecho vs. Testiculo F =

6.78.
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La presencia de la estrona se constatd mediante la actividad especifica obtenida
a partir de cuatro cristalizaciones sucesivas de la mezcla del metabolito radioactivo
con 25-30 mg del estandar de la estrona y una solucion de etanol.agua (1:1, viv).
En un contador de centellec se cuantifico |la radioactividad de las aguas madres y
de los cristales obtenidos de la dltima cristalizacion. Los dates de la actividad

especifica de la estrona se observan en la tabla 2.

Actividad especifica de la estrona

Cristalizaciones  (cpm)

C1 C2 C3 C4

603.74 321.59 329.4 290.6

Tabla 2. Se muestra la actividad especifica de la estrona. C1, C2, C3 y C4:
cristalizaciones del estandar en presencia del metabolito tritado. El solvente utilizado

fue etanol:agua 1.1 v/iv.




VIL. DISCUSION

En el presente trabajo se estudi6 la expresion del ARNm de la aromatasa P-450
y su actividad enzimatica en las gonadas embrionarias de hembras y machos
genéticos de polio en edades muy tempranas del desarrolic embrionario (96, 108,
120, y 132 h.i.) y a diferentes tiempos dentro del periodo critico de la
diferenciacion sexual gonadal (144 a 156 h.i. a intervalos de una hora). Es
importante sefialar que se realizaron cuatro repeticiones por experimento
obteniendo resultados similares. Asimismo, el uso del gen de la B actina permitio
asegurar que la técnica se realizd adecuadamente. A pesar de que el PCR
utilizado en este analisis no es de caracter cuantitativo, consideramos importante
indicar los tiempos evaluados en donde detectamos claras variaciones en la
intensidad del producto amplificado.

Los experimentos de RT-PCR realizados en el testiculo embrionario no
mostraron la expresién de la aromatasa, lo cual coincide con estudios reportados
previamente (Yoshida y col., 1896). Sin embargo, el inicio de la expresién del
mensajero se detectd a las 147 h.i. correspondiente a la etapa 28 (Hamburger y
Hamilton, 1951) en los ovarios derecho e izquierdo (Fig. 4). Este resultado difiere
de ofros trabajos publicados recientemente en los cuales se afirma que el inicio
de la expresién del gen de la aromatasa ocurre a las 156 h.i., (Yoshida y col.
1996; Smith y col., 1997), cabe mencionar que estos autores no reportan la etapa
de desarrollo de los embriones que evaluaren. Las bandas correspondientes a las
siguientes tres horas evaluadas (148, 149 y 150 h.i. de la etapa 29 de desarrollo)

mantuvieron un patrén similar y ta expresion del mensajero en el ovario derecho
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permanecid constante hasta la Ultima edad evaluada, 156 h.i. (etapa 29) (Fig. 4B
y C). Sin embargo, en el ovario izquierdo el incremento del grosor de la gbnada
sugiere un aumento de la expresion de la aromatasa P-450 a las 156 h.i.(Fig. 4C).
Con base en los resultados obtenidos de la ampilificacion del gen procedimos a
estimar la actividad total de la aromatasa en las horas en que observamos
cambios en la expresion del mensajero de esta enzima. Asimismo, se aumentaron
dos edades al experimento (168 y 192 h.i., correspondientes a las etapas 32 y 34
respectivamente) con la finalidad de ampliar el intervalo de estudio. Para este
efectc se contd con dos opciones de técnicas a usar: el radicinmunocandlisis y la
cromatografia en capa fina. La primera resultd ser poco sensible para la cantidad
de tejido que manejamos (10 a 12 génadas por grupo), por esta razén se decidid
emplear ia técnica de cromatografia en capa fina. La dificultad para obtener el
tejido debido al tamafio de las gonadas fue un factor que restringid la posibilidad
de corregir nuestros resuitados por peso o concentracion de proteina, por lo que
desde el principio manejamos las gbnadas individualmente como se describe en
el método, con el fin de uniformizar las condiciones y reducir en lo posible el error.
Debido a que en los experimentos de cromatografia en capa fina obtuvimos una
recuperacién de 90-95% se puede afirmar que los resultados reflejan el
metabolismo real de la gdnada.

Nuestros experimentos de biotransformacién de la estrona indican que el
comienzo de la actividad enzimatica de la aromatasa en las génadas embrionarias
coincide con el inicio de la expresidon del mensajero, es decir a las 147 h.i. {(etapa

28). Esta informacién difiere con algunos resultados publicados recientemente en




los cuales se afirma que la biosintesis de estrogenos en las gonadas
embrionarias comienza a las 156 h.i. (Yoshida, 1996), nueve horas después de lo
que nosotros encontramos. La importancia de este hallazgo es visible si se
considera que en organismos como las aves los eventos morfogenéticos ocurren
a gran velocidad durante el desarrolio embrionario. En la etapa 28 de desarrollo
(Hamburger y Hamilton, 1951) se observa la asimetria gonadal caracteristica de
las aves (Carlon y Sthal, 1985); en esta etapa la médula se encuentra bien
constituida por cordones sexuales y por numerosas células germinales
primordiales. El epitelio de la gonada derecha es aplanado y sin la estructura
caracteristica de un epitelio germinal, mientras que la gbnada izquierda presenta
un mesotelio formado por numerosas cgp's y células columnares (Carlon y Sthal,
1985). A las 156 h.i. la etapa de desarrollo es la 29 (Hamburger y Hamilton,
1951) ésto es, una etapa mas avanzada de o gue nosotros observamos. Esta
diferencia de tiempos representa cambios importantes en el desarrollc de la
gbnada, ya que en la etapa 29 el ovario izquierdo presenta un epitelio germinal
marcadamente engrosado, formado por abundantes cgp’s y células columnares
estratificadas. Asimismo, se observa una lamina basal que separa la medula de la
corteza. En el ovario derecho el epitelio superficial ha involucionado y las células
que lo constituyen se encuentran completamente aplanadas. Sin embargo, en
ambos ovarios se pueden distinguir 1os indicios de tejido tagunar, qaracteristico

del ovario de las aves, diferenciandose dentro de los cordones sexules (Carlon y

Stahl, 19895).



Como se puede observar en la figura 5, desde las 147 h.i. (etapa 28) el ovario
izquierdo presentd una tendencia a incrementar {a biosintesis de la estrona, lo
cual habla de la capacidad de aromatizacion de andrégenos en ese tejido. Este
evento podria resultar l6gico si se considera que el ovario funcional de las aves
es el izquierdo; sin embargo, no hay que olvidar que las primeras cinco edades
evaluadas (144, h.i. (etapa 28) 147, 1561, 155 y 156 h.i. (etapa 29) corresponden a
un periodo temprano de diferenciacion gonadal, de manera que no se puede
habiar de un ovario completamente funcional, pero se puede decir que se
encuentra en proceso de adquirir esas caracteristicas. Por ofro lado, en términos
de las edades evaluadas, también se puede observar que la tendencia en la
biosintesis de |a estrona por parte del ovario derecho no es significativa hasta las
168 h.i. la cual corresponde a la etapa 32 (Hamburger y Hamilton, 1951).Como se
puede observar en la figura 5, a las 192 h.i. (etapa 34} existe un incremento en el
porcentaje de transformacion del ovario derecho de 1.6%, lo que permite decir
que a esa edad |la gonada derecha aumenta su capacidad de metabolizar la
estrona, a pesar de que morfologicamente se le considera como un ovario
vestigial (Carlon y Sthal, 1985). Por otro lado, el testiculo presenta un perfil de
transformacién de la estrona muy bajo. Considerando nuevamente las primeras
cinco edades estudiadas se puede ver que el comportamiento es muy parecido al
que desarrolla el ovario derecho, pero a diferencia de este ditimo, aparentemente

guarda este patron constante ya que el resto de las horas estudiadas no se

observa un incremento importante.




La estadistica se realizd mediante un analisis de regresion en el que se uso la
prueba F para igualdad de pendientes. Se compararon las pendientes que
describen las tendencias del porcentaje de transformacion de la estrona para
cada uno de los tejidos evaluados. Al comparar el ovario izquierdo con ef derecho
en las edades evaluadas (144 a 192 h.i.) se obtuvo un valor de F = 3.11, lo cual
significa que la pendiente de ambas rectas es igual y por lo tanto, sigue el mismo
comportamiento. Sin embargo, cuando se comparé el ovario izquierdo con el
testiculo (F = 8.16) y el ovario derecho con el testiculo (F = 6.78) se observo que
en los dos casos las pendientes son desiguales, por lo que se puede decir que la
recta que define el porcentaje de produccién de la estrona en el testiculo desde
las 144 hasta las 192 h.i. es diferente de la de los ovarios izquierdo y derecho. Al
realizar el andlisis estadistico hasta las 168 h.i., sdlo el ovario izquierdo presento
una regresion significativa (R*= 0.93), lo que indica que ese tejido fue el Unico que
mantuvo el modelo de crecimiento lineal. En cuanto al ovario derecho y al
testiculo la regresién no fue significativa, lo que quiere decir que la pendiente en
ambos casos es igual a cero.

Los resultados obtenidos en estos experimentos podrian indicar que aunque la
biosintesis de la estrona inicia a las 147 h.i. (etapa 28) en los tres tejidos
evaluados, a las 168 h.i. (etapa 32) el ovario derecho y el testiculo presentan un
porcentaje de biotransformacién de la estrona similar que difiere de la biosintesis
del ovario izquierdo. Posiblemente este comportamiento bioldgico tan parecido
entre el ovario derecho y el testiculo puede presentarse dentro de un intervalo

transitorio desde momentos tempranos de la diferenciacién sexual gonadal y una
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de las manifestaciones podria deberse a la baja actividad de la aromatasa. Por
otro lado, el haber observado la transformacién de estrona en el testiculo pudiera
cuestionar nuestros experimentos debido a que los estrogenos son esteroides
caracteristicos del ovario. Sin embargo, existen trabajos en los cuales se
demuestra que los testiculos de embriones de pollo son capaces de biosintetizar
estrégenas “in vitro” a partir de precursores radioactivos a diferentes edades del
desarrollo embrionario {Guichard y col., 1973; 1977). Asimismo, con la técnica de
autorradiografia, aparentemente se han detectado células capaces de unirse a
estrégenos en regiones especificas del testiculo embrionario del pollo (Gasc,
©1980). Mas recientemente los trabajos de Smith y colaboradores (1997)
demostraron la presencia de transcritos de receptores de estrégenos en las
gbénadas masculinas de embriones de pollo desde fas 4.5 d.i. Estos trabajos junto
con otros son evidencia de que en las aves la determinacion sexual no es tan
rigida, como en el caso de los mamiferos (Mittwoch, 1996). Si se considera la
hipoétesis de que las aves evolucionaron de los reptiles, y que en estos Ultimos la
determinacion sexual no depende sdlo del componente genético sino que existen
factores epigenéticos como la temperatura que influyen en este proceso, se
podria pensar que las aves poseen cierta carga genética que les confiere una
mayor plasticidad en la diferenciacion sexual. Esta idea podria explicar que el
testiculo posea elementos moleculares tales como los transcritos de receptores
de estrégenos que en un momento dado le permitan responder a éstas hormonas
sexuales femeninas. Sin embargo, icomo se puede explicar el no haber

detectado el mensajero de la aromatasa en el testiculo y si haber observado la
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biosintesis de estrona en este tejido?. Una alternativa podria ser que nuesiros
experimentos de cromatografia en capa fina se hubieran contaminado, lo cual
resulta dificil pues se trabajd con una gran rigurosidad. Otra opcidn podria ser que
el testiculo sintetice una cantidad minima de transcritos de aromatasa que a su
vez sean procesados inmediatamente o bien, que se desnaturalicen durante el
procesb de extraccién por lo que no son detectados con la tecnica de RT-PCR. Si
existe produccion de estrégenos tanto en las génadas masculinas como en [as
femeninas de embriones de pollo en las etapas iniciales de la diferenciacion
sexual gonadal, entonces ¢ qué papel juega la aromatasa P-450 en este proceso?

Una posible explicacion se encuentra al estudiar la hipdtesis planteada por
Bogart (1987). Este investigador propuso que la proporcion de androgenos/
estrégenos determina el fenotipo sexual de las aves y que ésto depende a su vez
de los patrones de transcripcion genética. Cuando la concentracion de
andragenos es baja con respecto a estrogenos, se obtiene un fenotipo femenino y
visceversa; la clave de estas proporciones esta a cargo del complejo enzimatico
aromatasa P-450. El gen que codifica esta enzima esté localizado en el autosoma
1 (Tereba, 1991) y Bogart propone la presencia de un inductor del gen de la
aromatasa en el cromosoma “W*, es decir en el genotipo femenino. En presencia
de este inductor la sintesis de transcritos de la aromatasa seria elevada y por io
tanto la proporcion de estrogenos/andrégenos seria mayor. Si por el contrario el
inductor no estuviera presente, como en el genotipo homogamético (ZZ), la

aromatasa tendria una sintesis de transcritos muy baja y como consecuencia los




niveles de |a biosintesis de estrogenos serian bajos, lo que daria lugar al fenotipo
masculino.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos por otros grupos de trabajo y
los generados en esta investigacion se propone que el complejo enzimatico
aromatasa P-450 juega un papel clave en los primeros eventos que ocurren en la

diferenciacion sexual gonadal de la Clase Aves.




Vill. CONCLUSIONES

1. La expresion del ARNm de la aromatasa P-450 se inicia a las 147 h.i. en
las gonadas femeninas del embrién de pollo. En los testiculos no se detectaron

transcritos en las edades estudiadas.

2 La biosintesis de la estrona comienza a las 147 h.i. en los ovarios y testiculos

de embriones de pollo.

3. La sintesis de estrona en el ovario izquierdo de embriones de pollo presenta un
comportamiento lineal creciente desde las 147 hasta las 192 h.i., mientras que
en el ovario derecho se observan dos patrones espacio-temporales diferentes:
hasta las 168 h.i., la actividad enzimatica es semejante a la del testiculo, sin

embargo a las 192 h.i. tiende a incrementar como en el ovario izquierdo.

4. Existe una correlacion entre la expresion del ARNm de la aromatasa P-450 y la

actividad enzimatica ya que ambos procesos comienzan al mismo tiempo, a las

147 h.i.

Debido a la temprana aparicién de estos eventos moleculares y fisiolégicos
y a sus consecuencias en el desarrollo embrionario, se propone que el
complejo enzimatico aromatasa P-450 cumple una funcién determinante en

los primeros eventos de la diferenciacién sexual gonadal de las aves.
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X. APENDICE |

AGUA TRATADA CON DEPC

Colocar un litro de agua bidestilada en un vaso de precipitados de 1000 ml.
Agitar el contenido con una barra magnética y agregar 1 ml de DEPC marca Fluka
Biochemica. Mantener la solucidon en agitacién hasta due el DEPC este
completamente disuelto en agua. Cubrir con papel aluminio y esterilizar a una

presion de 15 libras, 80 minutos.

FENOL SATURADO CON AGUA

Los cristales de fenol obtenidos en Fluka Biochemica deben mantenerse
almacenados a -20°C. Antes de utilizarse se deben estabilizar a temperatura
ambiente. Fundir los cristales en bafioc Maria, en una campana de extraccién.
Colocar una barra magnética estéril dentro del frasco de fenol, anadir 100 ml de
agua tratada con DEPC y dejar saturar a 4°C, 24 horas. Retirar el agua con una
pipeta Pasteur estéril, utilizando un sistema de vacio. Afadir 0.1g de
hidroxiquinoleina y agregar 100 ml de agua tratada con DEPC. Mantener la
solucién en agitacién 30 minutos y almacenarla a 4°C, 24 horas. Retirar el agua
éon una pipeta Pasteur utilizando un sistema de vacio. Afdadir 200 pi de G-

mercapto-etanol marca GIBCO BRL. Agregar 100 ml de agua tratada con DEPC,

agitar 30 minutos y almacenar a 4°C.
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SOLUCION DE TIOCIANATO DE GUANIDINA

A 100 g de tiocianato de guanidina marca Fluka Biochemica agregar 117.3 ml
de agua tratada con DEPC, filtrada. Incubar el reactivo en un agitador a 65°C, 15
minutos. Agregar 7.04 ml de citrato de sodio 0.75 M, pH=7.0. Afadir 10.56 mi de
sarkosyl al 10% en agua tratada con DEPC. Agitar suavemente 10 minutos. Cubrir

el frasco con papel aluminio y almacenar a temperatura ambiente.

SOLUCION 1

Es un frasco estéril, tratado con DEPC ariadir 5 ml de solucion de tiocianato de
guanidina. Agregar 36 ul de RB-mercapto-etanol. Cubrir el frasco con papel

aluminio.

SET BUFFER
Para preparar 10 mi de esta solucién agregar 0.2 ml de TRIS-HCI 0.5 M pH=8.0,

EDTA 0.5 M pH=8.0 y 8.8 ml de agua bidestilada estéril. Guardar a temperatura

ambiente.

AMORTIGUADOR TBE 5X
A 500 ml de agua bidestilada en agitacion agregar 30.25 g de TRIS, 15.42 g de

acido borico y 1.86 g de EDTA-Na2. Ajustar el pH=7.2 y almacenar a temperatura

ambiente.




AMORTIGUADOR DE CARGA
Para preparar 20 ml agregar 0.2 ml de amortiguador TBE 5X; agregar 50 mg de
azul de bromofenol al 0.25%, 50 mg de verde de xilencianol al 0.25% y 8 g de

sacarosa al 40%. Almacenar a 4°C.

LIQUIDO DE CENTELLEO
De acuerdo con el protocolo de MILES YEDA LTD, agregar 0.2 g de POPOP por

cada 320 ml de tritdbn 100X y mezclar.



XI. APENDICE II

Androstendiona tritiada: Androst - 4 - ene - 3,17 - dione {1,2,6,7, °H (N)]
[1.000 mCi/ml]

Estrona: 1,3,5(10) - estratrien- 3 - ol - 17 - one
P.F. 263-265
Rot. +162° Diox
PM. 2704
C18H2202

Estradiol: 1.3.5(10) - estratrien - 3,17 - diol
PF.176-177
Rot. +80° Diox
P.M. 272.4
C1sH2402

Androstendiona:; 4 - androsten - 3,17-dione
P.F. 170-172
Rot. +126.5° Diox
P.M. 286.4
CigHx O2

Testosterona: 4 - androsten - 178 - ol - 3 - one
P.F. 154-155
Rot. +101 Diox
P.M. 288.4
C1sH250-




Xil. ABREVIATURAS

ADN

ADNc

AMH

ARN

ARNm

DEPC

d.i.

dNTP's

dATP

dCTP

dGTP

dTiP

EDTA

h.i.

64

Acido desoxirribonucléico

Acido desoxirribonucléico complementario

Del inglés: Antimillerian hormone

Acido ribonucléico

Acido ribonucléico mensajero

Dietilpirocarbonato

Dijas de incubacion

Desoxinucledtidos trifosfatos

Desoxiadenosin trifosfato

Desoxicitosin trifosfato

Desoxiguanosin trifosfato

Desoxitirosin trifosfato

Acido etilendiaminotetracético

Horas de incubacion




HMG

pb

PCR

R-T

SRY

TBE

u.v.

UNIDADES

°C

cpm

fmol

mg

ng

Del inglés: High mobility group

Pares de bases

Del inglés: polimerase chain reaction

Del inglés: reverse transcriptase

Del ingles: sex region in the “Y” chromosome

Tris-acido bérico-EDTA

Unidades

Ultravioleta

Grados centigrados

Cuentas por minuto

Femtomolas

Gramos

Miligramos

Nanogramos




ug Microgramos

Kb Kilobases

kDa Kilodaltons

M Motar

ml Mililitros

ul Microlitros

pH | Potencial de hidrégenos
rem Revoluciones por minuto
uCi Microcuries
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