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RESUMEN

En mamiferos, la determinacidn del sexo de la génada sucede en una poblaciéon de células
somaticas NR5A1+ que se agrupan en el primordio de la géonada del embridn. En el nldcleo de las
células somaticas NR5A1+ de embriones 46,XY inicia la sefial de determinacion, que esta dada por la
expresion del gen SRY que estd ligado al cromosoma Y. La expresion de SRY da inicio a un programa
transcripcional masculino que tendra como resultado la diferenciacién del linaje de células de Sertoli,
seguido de desarrollo testicular. En células somdticas NR5A1+ de embriones 46,XX (donde la
expresion de SRY estd ausente), otros factores de transcripcion daran inicio al programa
transcripcional femenino el cual conducird a la diferenciaciéon del linaje de células de la granulosa
seguido de desarrollo ovarico. El mecanismo molecular que integra el proceso de determinacion y
diferenciacién es complejo y estd compuesto, en gran medida, por un conjunto de factores de
transcripcién que reconocen secuencias especificas de DNA, a las cuales se unen para promover el
inicio, mantenimiento o bloqueo de la expresién de multiples genes blanco. Las interacciones de
factores de transcripcion sobre este conjunto de genes blanco pueden ser entendidas como una red
de regulacidn génica, que actua dentro del nicleo de la célula.

En este trabajo se presenta el esquema de una red de regulacién génica y un modelo
computacional de tipo Booleano, como una alternativa para describir In silico la dindmica del proceso
de determinacion del sexo de la génada y diferenciacién de los linajes de Sertoli o de la granulosa. El
modelo de la red contiene 19 nodos en total; 12 nodos corresponden a genes que codifican factores
de transcripcion, mientras que siete nodos representaron moléculas de sefializacion. La red contiene
78 interacciones, 42 estan confirmadas en humano, 12 interacciones provienen de hallazgos
experimentales reportados en ratdn y 24 interacciones fueron inferidas a partir de la simulacién del
modelo dindmico. Por medio de simulaciones computacionales, se ensayaron todos los estados
posibles de activacidon (1) o inactivacidn (0) de los elementos reguladores asociados a cada nodo de la
red, hasta llegar a un estado estacionario en el cual el valor (0/1) de los 19 nodos de la red ya no
cambid. Este estado estacionario conocido como atractor indico el estado final (1) activo o (0)
inactivo de cada uno de los nodos de la red. A partir de las simulaciones del modelo se obtuvieron
tres atractores estables. El primer atractor es interpretado como el patrén de expresién génica que
conduce a la diferenciacién de células de Sertoli. El segundo atractor es interpretado como el patrén

de expresion génica que conduce a la diferenciacidn de células de la granulosa, mientras que el tercer



atractor corresponde a un estado de la red sin actividad. Este estado se interpreta como una falla en
el desarrollo de la gdnada en la que no hay formacién de linajes celulares. A nivel histolégico, la falla
puede observarse en individuos que carecen de gdnadas y en su lugar se observan estrias de tejido
fibroso.

Derivado de las simulaciones del modelo, se planted una serie de inferencias que necesitan
validacién a nivel experimental. En este trabajo se presenta la validacién de la unidn del factor de
transcripcién GATA4 con la secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcién (TSS) del gen Wt1. De forma adicional, se analizé la unidon de GATA4 a su secuencia
motivo, rio arriba del TSS de los genes Lrp4, Amh, Sp5, Sprr2d y Gapdh. Para validar las interacciones
se hicieron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP), con testiculos y ovarios de
embriones de ratén de 13.5 dias post coito (dpc). Los resultados de los ensayos indicaron que GATA4
se une a su secuencia motivo, rio arriba del TSS de Wt1 en cromatina de testiculos embrionarios. La
unién no se detectd en cromatina de ovarios embrionarios. El resultado experimental validé la
prediccion del modelo computacional en la via masculina. Por otra parte, se sugiere que la actividad
de Wt1 en via femenina pueda estar regulada por otros factores de transcripcion. En los ensayos con
cromatina testicular de ratones 13.5 dpc, se observd que GATA4 se une a su secuencia motivo rio
arriba del TSS del gen Amh. Este resultado confirmé evidencia experimental previa de la interaccién
de GATA4 con dicho gen. Por otra parte, en cromatina ovarica se observé que GATA4 se une a su
secuencia motivo rio arriba del TSS de los genes Sp5 y Sprr2d. Este resultado confirmé evidencia
experimental previa de GATA4 como activador de la transcripcién de dichos genes. Como hallazgo
adicional, se pudo observar que GATA4 se une a una secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio arriba del
gen Gapdh.

Ademas de la validacion por ChIP, se hicieron ensayos de inmunofluorescencia dirigidos a
GATAA4, en diferentes etapas del desarrollo de la génada. Con estos ensayos se observd que GATA4
estd presente, desde la etapa de gdénada bipotencial (10.5 dpc), durante la diferenciacion
testicular/ovarica (13.5 dpc) y en testiculos y ovarios de ratones de 10 dias post parto. La sefal de
GATA4, presente durante todo el desarrollo testicular y ovarico, indica que dicho factor tiene un
papel relevante, ya que es considerado un activador transcripcional clave en la diferenciacion

gonadal.

Palabras clave: Determinacion celular; Diferenciacion celular; Diferenciacion sexual; Modelos
Booleanos; Testiculo; Ovario; Génada bipotencial; GATA4; SRY



ABSTRACT

In mammals, gonadal sex determination begins in a population of somatic cells that express the
nuclear receptor subfamily 5 group A member 1 (NR5A1) gene. These cells migrate and proliferate
within the gonadal primordia of the embryo. In 46,XY embryos, the signal of sex determination is
given by the expression of the Y-linked sex determining gene SRY, within the nucleus of NR5A1+
somatic cells, which sets a transcriptional male pathway that leads to differentiation of the Sertoli cell
lineage, followed by testicular development. In 46,XX embryos (where SRY expression is absent),
other set of transcription factors within the nucleus of NR5A1+ cells promote the beginning of a
transcriptional female pathway, leading to differentiation of the granulosa cell lineage, followed by
ovary development. The molecular mechanism of genetic sex determination and cell differentiation is
complex and comprises a set of transcription factors that bind to specific DNA motifs to activate,
maintain, or silencing of multiple genes. The interactions between transcription factors at a given set
gene targets, form a gene regulatory network within the cell nucleus.

In this work, we present a Boolean network model as an alternative to describe, In silico, the
dynamics of genetic sex determination and differentiation of Sertoli/granulosa cell lineages. The
Boolean network model contains 19 nodes; 12 nodes represent genes encoding transcription factors,
while seven nodes represented signaling molecules. The network contains 78 interactions, 42 were
confirmed in human, 12 in mice, while 24 were inferred from direct simulation of the model. From
simulations of the Boolean model, we obtained three attractors. First attractor is interpreted as the
pattern of gene expression leading to differentiation of Sertoli cells; Second attractor is interpreted as
the pattern of gene expression leading to differentiation of granulosa cells, while the third attractor
corresponds to a vector without activity. This vector is interpreted as a dysfunction during the
development of the gonad in which there is no formation of cell lineages. At the histological level, the
dysfunction can be observed in individuals who lack gonads and have fibrous tissue instead of gonads.

We validated an inference derived from the Boolean network model by means of Chromatin
Immunoprecipitation (ChIP), with testis and ovaries of mouse embryos of 13.5 days post coitum (dpc).
Specifically, we analyzed the binding of the GATA4 transcription factor with the DNA sequence motive
[AT]GATA[AG], upstream of the transcription start site of the Wt1 gene. We also analyzed the binding
of GATA4 upstream of the transcription start site of Lrp4, Amh, Sp5, Sprr2d and Gapdh. Experimental
results indicate that GATA4 binds to the analyzed region, upstream of the Wt1 gene from testicular

chromatin however, the binding was not observed in ovaries. The former experimental result



validated the model prediction about the GATA4 binding upstream Wt1 in the male pathway,
although other transcription factors might be associated upstream Wt1 in the female pathway. The
binding of GATA4 was observed upstream of the Amh gene in the male pathway. Experiments with
chromatin from ovaries indicated that GATA4 binds upstream of the Sp5 and Sprr2d genes. As an
additional finding, we observed the binding of GATA4 upstream of the Gapdh gene.

In addition, we elaborated immunostainings with the GATA4-C20 antibody on sections of
gonads at different developmental stages. The GATA4 signal was detected as early as 10.5 dpc, at the
bipotential gonadal primordium and continued at 13.5 dpc, in both testis and ovaries. The signal
persisted in testis and ovaries at 10 days post-delivery. The persistent GATA4 signal in male and
female pathways suggests that the factor plays an important role in the development of gonads due

to the function of GATA4 as a transcriptional activator.

Key words: Cell determination; cell differentiation; sexual differentiation, Boolean model; Testis;
Ovaries; bipotential gonad; GATA4; SRY.



1. INTRODUCCION
1.1 El desarrollo del sexo gonadal en mamiferos
1.1.1 Generalidades

En mamiferos, el desarrollo del sexo representa un proceso bioldgico complejo, el cual puede
ser dividido en tres etapas cronoldgicas consecutivas que se mencionan a continuacion: 1)
determinacidon del sexo cromosémico; 2) determinacidon del sexo de la gonada, que tiene como
resultado el desarrollo de testiculos u ovarios, y 3) diferenciacidn fenotipica de genitales internos y
externos. La primera etapa se establece desde la formacién del cigoto con el complemento sexo-
cromosémico XX para hembras o XY para machos. Mientras que la determinacién del sexo de la
génada ocurre en etapas posteriores del desarrollo embrionario y requiere de: 1) establecimiento de
un primordio de génada que aparece sobre la superficie media-ventral del mesonefros (estructura
que funciona como rifidn en la etapa embrionaria, y que forma parte de la cresta urogenital del
embrién) (Wilhelm et al., 2007a; Hutson, 2012); 2) migraciéon y agrupacion de células somdticas
NR5A1+ hacia el primordio de la gdnada. Se ha observado que estas células NR5A1+ tienen su origen
en el epitelio celdmico y migran a las crestas genitales a través del adelgazamiento (discontinuidad)
de la membrana basal que esta por debajo del epitelio celémico (Karl y Capel, 1998; Albrecht y Eicher,
2001), y 3) expresién del gen SRY en el nucleo de las células somaticas NR5A1+. Es importante
mencionar que el gen SRY estd ligado al cromosoma Y. La expresion de este gen determinard el
destino de las células somaticas NR5A1+ hacia el linaje células testiculares de Sertoli. Por otra parte,
en ausencia del gen SRY, en embriones XX, la expresion de otros genes como FOXL2 y la via WNT4/B-
catenina conducira a la diferenciacidn del linaje de células ovdaricas de la granulosa.
En el ratdn, que ha sido el modelo de estudio mas utilizado, el primordio de la génada bipotencial se
establece alrededor de los 10.5 dias post coito (dpc), mientras que en el humano el primordio de la
génada bipotencial se establece alrededor de la 42 a 52 semana de desarrollo. En ambas especies se
ha observado migracion y agrupacién de células somdticas que provienen del epitelio celémico, asi
como células que provienen del mesonefros. Estas células proliferardan y formaran parte de
poblaciones progenitoras que se diferenciaran hacia linajes de células especializadas de las génadas
(Albrecht y Eicher, 2001). Por ejemplo, las células somaticas NR5A1+ provenientes del epitelio
celémico se diferenciaran hacia el linaje de células de Sertoli en testiculo o el linaje de células de la
granulosa en ovario. Estas células tendran la funcién de proveer nutrientes y soporte a las células
germinales. Por otra parte, se considera que una poblacién de células proveniente del mesonefros se

diferenciard hacia el primer linaje de células de Leydig, el cual tendra la funciéon de sintetizar
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andrdégenos y hormona tipo insulina 3 (INSL3). Los andrdgenos son requeridos para la masculinizacion
de genitales internos y externos, mientras que INSL3 tiene un papel en el descenso de los testiculos
(Wilhelm et al., 2007a; Ungewitte y Yao 2013; Shima y Morohashi 2016).

Por otra parte, es importante mencionar el evento de migraciéon de células germinales. En raton, la
migracion inicia alrededor de los 7.25 dpc, desde la base del alantoides. Las células prosiguen a través
del endodermo del intestino posterior y mesenterio dorsal, hasta agruparse en las crestas genitales
del primordio de la génada alrededor de los 10.5 dpc. Estas células se diferenciardn hacia ovocitos
primarios en ovarios, o espermatogonias fetales en testiculos (Saitou y Yamaji 2012). Por varios
estudios se ha identificado que las células somaticas y germinales que convergen en el primordio de
gbénada, tienen el potencial de diferenciarse hacia linajes masculinos o femeninos, por lo que son
consideradas células bipotenciales (Palmer y Burgoyne, 1991; Albrecht y Eicher, 2001). El
conocimiento de la bipotencialidad de las células que convergen en el primordio de la génada, ha
representado un avance muy importante en el conocimiento de la etapa previa al inicio de la sefial de
determinacidn del sexo de la génada. A continuacién, se presentan evidencias experimentales sobre

dicha propiedad.

1.1.2 Capacidad bipotencial de células somaticas del primordio gonadal

Taketo-Hosotani y colaboradores (1985) hicieron trasplantes de ovarios de ratén 12 dpc, por
debajo de la cdpsula renal de ratones masculinos adultos. El objetivo de los trasplantes fue identificar
si las células del ovario embrionario, que aun no presentan caracteristicas de ultraestructura
especificas de linajes ovaricos, podian cambiar su destino hacia células testiculares. Los
investigadores observaron que los ovarios a los 12 dpc, estdn compuestos Unicamente por células
pre-granulosa y células germinales en proliferacion. Con sus experimentos observaron desarrollo
ovdrico normal durante los primeros siete dias de trasplante. Sin embargo, entre el dia 11 y 14 de
trasplante se observaron: 1) estructuras identificadas como tubulos seminiferos; 2) células foliculares
envolviendo ovocitos, y 3) regiones de tejido con caracteristicas transitorias. Es decir, cordones
seminiferos y ovaricos con ovocitos, la mayoria de éstos en procesos degenerativos. En las regiones
en transicion, se pudieron identificar a nivel histoldgico, células de Sertoli y pre-granulosas envueltas
por lamina basal. Adicionalmente, se identific6 un tercer tipo de células que presentaba
caracteristicas intermedias a Sertoli y pre-granulosa como: nucleo celular caracteristico de Sertoli,
pero con citoplasma parecido a pre-granulosa (células con poco citoplasma y sin reticulo

endoplasmico liso). Los ovocitos en la regién de transicion, se observaron en proceso de
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degeneraciéon y estaban principalmente rodeados de células de Sertoli. Otra observacion relevante,
fue la produccidon de testosterona a partir del tejido masculinizado y cultivado In vitro. Después de 30
dias de trasplante, se observd que el tejido intermedio habia desaparecido y solo se observé tejido
con tubulos seminiferos. A partir de estos resultados, los autores sugirieron que el destino de las
células ovaricas pre-granulosa, podia ser revertido hacia linajes de células testiculares, aunque el
mecanismo que permitia este cambio era desconocido para los autores (Taketo-Hosotani et al.,
1985). Lo relevante de este experimento fue el hecho de observar que, a partir de explantes de
ovarios embrionarios, células pre-granulosas podian cambiar su destino hacia células de Sertoli.

Otra evidencia sobre la bipotencialidad, corresponde a un estudio que tuvo como objetivo
analizar la contribucidn relativa de células XX a los linajes de células testiculares de Sertoli, Leydig,
mioides y pro-espermatogonias T1, a partir de ratones quiméricos (i.e., fusion de maérulas XX-XY en
etapa de 8 a 16 células, Palmer y Burgoyne, 1991). Para poder cuantificar la contribucion de células
derivadas de la mérula XX en ratones XX/XY, los investigadores insertaron el gen beta-globina en el
cromosoma X que portaban las mdrulas XX. Posteriormente revisaron testiculos quiméricos de 13.5-
16.5 dpc, testiculos quiméricos en etapa de pre-pubertad y testiculos quiméricos en etapa adulta. Se
determind por las observaciones en etapa embrionaria, que en promedio el 43% de células mioides
del testiculo provenian de células derivadas de la mdrula XX; el 48% de células de Leydig provenian de
células derivadas de la moérula XX; el 65% de pro-espermatogonias T1 provenian de células derivadas
de la mdrula XX, mientras que solo 10% de células de Sertoli provenian de células derivadas de la
morula XX. También se cuantificd la proporcion de células de la mérula XX en células somaticas del
higado de embriones XY quiméricos. Estas representaron 47.5% de las células analizadas.

Los autores determinaron que las génadas quiméricas XY, de ratones en etapa de pre-pubertad,
presentaban una proporcion minima de células testiculares derivadas de la mérula XX, las cuales
fueron identificadas en escasos parches. Por otra parte, en testiculos quiméricos de etapa adulta, se
observd una proporcidon minima de células testiculares derivadas de la mérula XX. En algunos casos
solo pudieron identificar algunas células de Sertoli derivadas de la mérula XX, en pequefios grupos
que representaron el 1.6-2.1% de total de células de Sertoli observadas. También se observé ausencia
de espermatogonias derivadas de células de la mdrula XX. Los autores destacaron que la contribucion
de células derivadas de la mdrula XX, al linaje de células de Sertoli, fue muy baja durante la etapa
embrionaria, y sugirieron la posibilidad de una sefial auténoma en las células XY precursoras de
Sertoli. Dicha seial podia estar codificada en el cromosoma Y. Los autores sugirieron que la seiial

auténoma podia ser la expresion de Sry, que posiblemente desencadenaba una cascada de regulacion
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de la expresién génica que resultaba en la diferenciacidn del linaje de células de Sertoli. El estudio de
Palmer y Burgoyne (1991), es relevante porque generd evidencia sobre la contribucién de células XX
hacia linajes de células testiculares, en las etapas embrionarias de desarrollo de la génada.

Actualmente, se sabe que la expresién del gen Sry corresponde a la sefal que determina el sexo en
mamiferos. Su identificacidn requirié de varios estudios a nivel molecular. Un estudio relevante fue el
de Guellaen y colaboradores (1984). Los investigadores identificaron por medio de enzimas de
restriccion e hibridacién con sondas especificas del cromosoma Y, la presencia de fragmentos del Y en
un grupo de pacientes con cariotipo 46,XX que presentaban testiculos pequefios con presencia de
células de Sertoli y ausencia de células germinales. Los autores identificaron estos fragmentos como
la causa mas posible de masculinizacion de los individuos. Sin embargo, no pudieron reportar a nivel
molecular la identidad de estos fragmentos. Fue hasta 1990 que Andrew Sinclair y colaboradores
reportaron la identidad del factor determinante testicular (TDF en humanos o Tdy en ratén). Los
investigadores analizaron un fragmento de 35kb, en el borde de la regidon seudoautosémica del
cromosoma Y. Primero hicieron fragmentos de esta region de aproximadamente 4kb de longitud, que
después clonaron y fragmentaron en segmentos mas pequefios entre 500pb a 1kb. En total
obtuvieron 50 fragmentos, los cuales fueron marcados radioactivamente y se usaron como sondas
para hibridar con DNA extraido de humano, ratén y bovino (machos y hembras). De todas las sondas,
se observd que una de 2.1kb correspondiente a pY53.3 hibridaba fuertemente con fragmentos del
cromosoma Y de humano, ratén y bovino. Posteriormente, los investigadores usaron la sonda pY53.3
para hibridar en DNA gendmico de humano, chimpancé, conejo, cerdo, caballo, bovino y tigre
(machos y hembras). Los investigadores observaron que la sonda hibridaba solamente con DNA de
machos. Este resultado indicé que la secuencia estaba conservada entre mamiferos machos, en
consecuencia decidieron secuenciar la sonda pY53.3 e identificaron un marco abierto de lectura que
codificaba una secuencia de 223 aminoacidos. Se observd que esta secuencia de aminodcidos tenia
similitud con la proteina mat3-M de la levadura Schizosaccharomyces pombe y con proteinas del
grupo de alta movilidad (HMG). Con la informacidn previa, los investigadores decidieron comparar el
marco abierto de lectura que encontraron en humano con la secuencia homdloga en conejo y
observaron que un fragmento de las secuencias de DNA comparadas entre las dos especies tenia un
nivel de similitud muy alto (casi 90% de similitud). Se identificd que este fragmento de DNA codificaba
una secuencia de 120 aminodcidos, 64 de los cuales fueron idénticos entre humano y conejo. Fuera
de este fragmento conservado, la similitud entre secuencias fue baja (aproximadamente 54% de

similitud). Los investigadores concluyeron que la secuencia nucleotidica que habian aislado

~4~



correspondia a un gen conservado en diferentes especies de mamiferos del sexo masculino. Los
investigadores propusieron que ésta secuencia codificaba una proteina que funcionaba como factor
de transcripcion debido a su contenido rico en Arginina y Lisina y por contener un dominio HMG. El
gen fue llamado sex-determining regién Y, ubicado en Yp11.2 en el humano (Sinclair et al, 1990). Un
afo después, el papel de Sry como gen que determina el sexo de la génada hacia testiculos, fue
validado al obtener un ratén transgénico con cariotipo 40,XX, en el que su sexo fue revertido de

femenino a masculino por la introduccién del gen Sry de ratén (Koopman et al., 1991).

1.1.3 La sefial de determinacion de la via masculina

El gen SRY pertenece a la familia de genes SOX (SRY-related HMG box). Estos genes codifican
una gama de factores de transcripcidn asociados a varios aspectos del desarrollo embrionario como:
neurogénesis del sistema nervioso central, desarrollo de oligodendrocitos, desarrollo de células de la
cresta neural, condrogénesis, desarrollo testicular, entre otros. El dominio HMG reconoce una
secuencia motivo de DNA especifica 5'-ATTGTT-3', distribuida a través del genoma (esta secuencia
motivo se encuentra principalmente en el surco menor del DNA). La unién del factor de transcripcion
con la secuencia motivo resulta en un pliegue del DNA de 60-85°, lo que sugiere que SRY como
producto proteico, funciona como un remodelador de la cromatina, que determina el inicio del
programa transcripcional asociado a la via masculina (Ukiyama et al., 2001; Tanaka y Nishinakamura,
2014).

Por estudios experimentales, se ha reportado que SRY como factor de transcripcidén, promueve la
expresion del gen Sox9 mediante la unién del dominio HMG a su regidn potenciadora, conocida como
TESCO (testis-specific enhancer of Sox9 core). TESCO es una secuencia de 1.4kb, que se localiza 11-
13kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de Sox9. Esta region estd conservada en los
genomas de rata, perro y humano. La regién TESCO tiene un papel relevante en la regulacion positiva
de Sox9. Se han identificado secuencias motivo de DNA que son reconocidas por otros factores de
transcripcién como SF-1 y que interactlan para regular la correcta expresion de Sox9 (Sekido y Lovell-
Badge, 2008).

Por medio de estudios de inmunolocalizacién, se ha identificado la expresién de Sry Unicamente en la
poblacién de células somaticas progenitoras SF-1+ que se agrupan en la cresta genital del embridn de
ratdn. Se ha observado que el destino de dichas células es hacia la diferenciacidén de células de Sertoli
(Albrecht y Eicher 2001; De Santa Barbara et al., 1998). Por estudios en ratéon, se ha descrito un

patrén de expresién caracteristico ya que ocurre en forma de una onda espacio-temporal que inicia
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en el centro de la cresta genital y se extiende hacia los polos. En ratén la expresién de Sry inicia
aproximadamente a los 11.0 dpc, seguido de un maximo de expresion a los 11.25 dpc (12-15 somitas
de la cola). Después la expresidon disminuye hasta ya no ser detectada a los 13 dpc. En el humano, la
expresion de SRY inicia aproximadamente en la etapa de desarrollo de Carnegie CS17 (41 dias de
desarrollo embrionario). El maximo de expresion se observa a los 44 dias de desarrollo (CS18) y
disminuye posteriormente, pero la expresion se mantiene en un nivel basal (Hanley et al., 2000).
También en ratén, se ha encontrado que la expresidon de Sry debe ocurrir en una ventana de tiempo
muy precisa. Hiramatsu y colaboradores (2009) obtuvieron ratones XX transgénicos que contenian el
gen Sry (HSP-Sry-Tg). El propdsito de esta investigacion fue inducir la expresion de Sry en génadas de
embriones XX (Sry+) en diferentes tiempos, e identificar los cambios en el desarrollo de la génada. La
expresion de Sry transgénico podia ser inducida por temperatura debido a que el gen fue asociado a
un promotor Heat shock (Hsp70). Los autores indujeron la expresidon de Sry en crestas genitales de
embriones XX entre 11y 11.25 dpc (12 y 14 somitas de la cola). Observaron un maximo de expresion
de Sry después de las 3h de induccidn, seguido de un minimo que fue observado después de las 6h de
induccidn. Los autores indicaron que el 80% de las génadas en las que se indujo la expresion de Sry,
presentaban cordones testiculares con presencia de células de Sertoli, después de cuatro dias de
cultivo. También se pudieron identificar células con marcadores de Leydig como 3-betaHSD.

Por otra parte, si la induccién de Sry era posterior a los 11.25 dpc, se observé que sélo el 27% de las
génadas XX(Sry+) mostraban desarrollo testicular parcial. En este caso, la gonada contenia una mezcla
de células SOX9+ al centro, con células en meiosis (SCP3+) a los bordes de la génada. Lo anterior fue
interpretado como tejido ovotesticular. Es decir, una mezcla de tejido testicular y ovarico presente en
una goénada. Los investigadores observaron que si se inducia la expresidn de Sry a los 11.5 dpc, no se
daba desarrollo testicular, tampoco ovotesticular y la génada continuaba hacia el desarrollo ovarico.
Con estos estudios se determind que la ventana critica de la sefial de determinacién testicular en

raton es entre los 11.0 y 11.25 dpc (Hiramatsu et al., 2009).

1.1.4 Elinicio de la via femenina y patrones de expresiéon dimérficos

Dado que la expresion del gen Sry es suficiente para dar inicio al desarrollo testicular, se
considerd que este gen y otros identificados, tenian la funciéon de oponerse de forma activa al
desarrollo ovarico, el cual se consideraba como pre-definido. Esta idea se establecid por los
resultados observados de los experimentos elaborados por Alfred Jost (1947). A grandes rasgos, el

investigador elaboré microcirugias con fetos de conejos para identificar el papel que tenian las
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goénadas en el desarrollo de genitales internos. El investigador removié las génadas de fetos entre los
dias 15 y 24 de gestacion. Los fetos operados prosiguieron su desarrollo y posteriormente se
observaron las posibles alteraciones en genitales internos. El investigador identificé que, si las
gonadas removidas pertenecian a un feto XX, los ductos de Miiller se desarrollaban normalmente. Es
decir, los genitales internos femeninos eran normales. Sin embargo, si el feto era XY y las génadas
eran removidas entre los 19 y 21 dias de gestacidn, los ductos de Wolff degeneraban mientras que los
ductos de Miiller se desarrollaban. Si la castracion de los fetos XY era posterior a los 23 dias, se
observaba desarrollo normal de genitales internos masculinos derivados de los ductos de Wolf y
regresion normal de los ductos de Miiller.

En otros experimentos, Jost elabord trasplantes unilaterales de un testiculo fetal cerca del ovario de
un feto XX de 28 dias de gestacion. Se observé en el lado del trasplante, que el ducto de Wolff
persistia mientras que el ducto de Miiller degeneraba. Por otra parte, en el lado no operado el ducto
de Miller permanecia y el ducto de Wolff degeneraba. En otro experimento, se implanté un cristal de
propionato de testosterona cerca de un ovario de un feto XX y se observé que en ambos lados del
feto los ductos de Wolf y de Miiller permanecian y ninguno presentaba signos de regresién. A partir
de estos experimentos el investigador dedujo lo siguiente 1) existia una ventana de tiempo en la que
los genitales internos se diferenciaban hacia estructuras masculinas o femeninas y que, pasada esa
ventana de tiempo, la diferenciacién no podia ser revertida. Si los fetos XY eran castrados
previamente a esta ventana de tiempo, la ausencia de hormonas testiculares conducia a la
diferenciacion de genitales internos femeninos; 2) las hormonas secretadas por los testiculos (i.e,
testosterona) tenian un efecto en la estabilizacidn de genitales internos derivados de los ductos de
Wolff, y 3) ademds de la testosterona, se predijo la existencia otra hormona que se esperaba que
tuviera la funcidn de revertir el desarrollo de los ductos de Miiller en el feto masculino, ya que los
experimentos en presencia de testosterona no pudieron revertir el desarrollo de estos ductos. De
acuerdo con estos resultados, Alfred Jost consideré que el desarrollo hacia genitales internos
masculinos se oponia al desarrollo hacia genitales internos femeninos, los cuales parecian estar
predeterminados en el desarrollo embrionario, cuando habia ausencia de hormonas testiculares (Jost,
1947). En la actualidad esta idea se ha modificado por estudios de patrones de expresidon génica
previo, durante y posterior a la determinacion del sexo. En estos estudios se ha identificado que la
diferenciacidon hacia el linaje de células de Sertoli en testiculo o de la granulosa en ovario, estd
regulada por programas transcripcionales independientes que se caracterizan por tener patrones de

expresion dimoérficos y antagénicos. Ambos programas transcripcionales inician en el nucleo de las
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células somdticas NR5A1+ provenientes del epitelio celdmico. A continuacion, se presentan las
evidencias mas relevantes sobre los programas transcripcionales que iniciaran el desarrollo de
testiculos u ovarios.

Nef y colaboradores (2005) observaron por medio de analisis de microarreglos, patrones de
expresién previo, durante y posterior a la determinacién del sexo de la génada, entre los 10.5 y 13.5
dpc, en células somaticas progenitoras NR5A1+, aisladas de la cresta genital de embriones de ratén.
Los autores observaron a los 11.5 dpc (etapa que corresponde al maximo de expresion de Sry en
ratdn), activacion de 61 genes asociados a la via masculina. El aumento mas significativo de expresién
ocurrié en genes asociados al cromosoma Y como: Sry, Smcy, Uty, Ddx3y, Eif2s3y ademads de genes
asociados a la via masculina como: Sox9, Dhh, Fgf9, Amh, Cst9, Sppl, Mmd2, Aard, Cbin1, Cbin4, Rgn,
entre otros. A los 12.5 dpc, se observd activacion de 587 genes mientras que a los 13.5 dpc, el patrén
de expresion de la via masculina aumentd a 919 genes. Los autores indican que el aumento mas
significativo de expresién entre los 12.5 y 13.5 ocurrié en genes asociados a la génesis de esteroides
como el gen StAR y varios genes de la familia Cyp.

En los nucleos de células somaticas NR5A1+ aisladas de la cresta genital de embriones XX, se observo
activacion de 25 genes asociados a la via femenina a los 11.5 dpc, entre los que destacan: Xist, Fst,
Sprr2d, Irx3, Wnt4, Bmp2, Dax1, entre otros. Mientras que a los 12.5 dpc, la cantidad de genes
activados para la via femenina fue de 546 y llegd a 1029 genes a los 13.5 dpc. Los autores también
hicieron hibridaciones in situ de toda la génada en embriones de 13.5 dpc, para confirmar los datos
de los perfiles de expresidn y observaron claramente patrones dimdrficos en testiculos y ovarios. Por
ejemplo, se observé expresidn de Wnt9a, Irx3, Gpr49, Runx1 en ovarios en desarrollo, mientras que
estos factores estaban ausentes en testiculos. Por otra parte, se observd expresion Cbinl, Cbin4,
Rerg, Grb14, Tesc, Nedd9, en testiculo en desarrollo y ausencia de los mismos en ovario. A partir de
estos resultados, los autores proponen que la diferenciacion de la gébnada representa un mecanismo
molecular complejo que puede ser coordinado en forma de mddulos o redes de genes, que codifican
factores de transcripcidn, y estdn asociados a funciones en comun, como proliferacion celular. Los
autores también analizaron el lugar que ocupaban los genes de via masculina y femenina dentro del
genoma del ratdn y observaron que estaban distribuidos a lo largo del mismo (la mayoria en
autosomas). De hecho, se identificaron genes que estaban agrupados en el brazo largo del
cromosoma 1 asociados a via masculina, mientras que en el cromosoma 7 se observé un grupo de

genes asociados a via femenina.



Uno de los trabajos mas recientes en relaciéon a los patrones de expresion génica diferencial
asociados a la via masculina/femenina, es el de Munger y colaboradores (2013). Los autores hicieron
perfiles de transcripcién en células NR5A1+, aisladas de primordios de génadas de embriones XX y XY,
entre 11.0 dpc y 12.0 dpc. Se observé lo siguiente: 1) pérdida del estado bipotencial de la génada; 2)
patrén de activacion comuin, de un conjunto de genes, tanto en embriones masculinos como
femeninos, que fue inmediatamente posterior a la pérdida de bipotencialidad. Este patrén fue
compartido entre adrenales y génadas de embriones XX y XY; 3) patrones de expresién dimdérficos
entre génadas de embriones XX o XY; 4) regulacién negativa (antagdnica) entre genes asociados a via
masculina o femenina. Para este estudio los investigadores analizaron la abundancia total de
transcritos en génadas de embriones de ratén, medidos en intervalos de cuatro horas, iniciando en el
dia 11.0 dpc, y terminando en el dia 12.0 dpc (de 13 a 23 somitas respectivamente). Los autores
analizaron estadisticamente la abundancia de los transcritos en relacion al sexo, el intervalo de
tiempo y las cepas de ratones usadas para su estudio. A partir de estos analisis identificaron 659
genes en los que su abundancia estaba relacionada con el sexo del embridn y el intervalo de tiempo
analizado. Estos 659 genes estan asociados con el inicio de patrones de expresiéon dimorficos entre
testiculos y ovarios. En relacidn a la pérdida del estado bipotencial, los investigadores identificaron
regulacién negativa de genes como Hoxa7, Gfra3, en ambos embriones XX 6 XY. Por otra parte
identificaron activacién de Hoxd10 y Hs3st3al en embriones XX y XY asi como activacidon de 14 genes
en comun que estan asociados a células adrenales y gonadales NR5A1+ La expresidn de genes
especificos con patrédn de expresién dimérfico hacia via testicular u ovarica inicié después de la
pérdida del estado bipotencial a partir de 11.4 dpc. Ejemplos de estos son: Sox9, Dhh, Cbin1, Fgf9,
Amh, Col2al en via masculina o Wnt4, Irx3, Msx1, Fst, Zfp277, Igfbp2 en via femenina. En relacion al
papel antagdnico entre ambas vias, se observd que 25 genes asociados a la via masculina eran
regulados negativamente en embriones XX, mientras que 148 genes asociados a via femenina fueron
regulados negativamente en la via masculina. A partir de los estudios de expresion arriba citados, se
puede decir que el proceso de determinacion del sexo y diferenciacion de linajes de células
testiculares u ovaricas esta integrado por una red de regulacién de la expresion génica. En la Tabla 1
se presentan genes que codifican factores de transcripcion que han sido considerados como
elementos clave, aunque es importante mencionar que se desconoce el nimero total de genes que

integran esta red y el papel que cada uno desempeiia.



Tablal. Genes que se expresan durante el desarrollo de la génada en humano

Gen

LHX1
LHX9
EMX2
PAX2
CBX2
wri
GATA4

NR5A1
(SF1)

NROB1
(DAX1)
SRY

SOX9

FGF9

DMRT1

PTGDS
DHH

DKK1

AMH

CTNNB1

FOXL2

RSPO1

WNT4

Nombre

LIM Homeobox gene 1

LIM Homeobox gene 9
Empty spiracles homeobox2
Paired box gene 2
Chromobox homolog 2
Wilms tumor 1

GATA binding protein 4

Nuclear receptor subfamily 5
group A memeber 1

Nuclear receptor subfamily 0
group B memeber 1

Sex-determining region on the Y
chromosome

SRY-like, HMG-box-containing gene
family, member 9

Fibroblast growth factor 9
Doublesex and mab-3 related
Transcription factor 1
Prostaglandin D2 synthase
Desert hedgehog

Dickkopf WNT signaling pathway

inhibitor 1

Anti-Mllerian Hormone

Cadherin associated protein beta

Forkhead box L2

R-spondin-1

Wingless-type MMTV integration
site family, member 4

Locus

17q12
131.3
10q26.11
10q24.31
17925.3
11p13
8p23.1

9¢33.3

Xp21.2

Yp11.2

17q24.3

13g12.11

9p24.3

9q34.3
12q13.12

10g21.1

19p13.3

3g22.1

3g23

1p34.3

1p36.23

Tipo de proteina

FT
FT
FT
FT
Complejo Polycomb
FT
FT

RN

RN

FT

FT

Sefializacion
FT
Sefializacion
Sefializacion
Inhibidor

Hormona (glicoproteina)

Proteina
transmembranal
FT
Activador via candnica

WNT4-B-catenina

Sefializacion

Funcion

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

AT

RAT

Sefial de determinacion

Diferenciacién Sertoli
Represién del programa
femenino

Mantenimiento del
programa masculino

Diferenciacion hacia
Sertoli

Sefial de diferenciacion
Sefial de diferenciacion

Inhibidor de la sefial de
WNT4

Regresion del ducto de
Miiller

Via WNT4-B-catenina
Diferenciacion hacia
granulosa

Via WNT4-B-catenina

Via WNT4-B-catenina

Tiempo-espacio
de expresion

CuU
cu
CuU
cu
GB; Vm
CU; GB; Vm; Vf
GB; Vm; Vf

GB; Vm

GB; Vm; Vf

Vm

Vm

Vm

Vm

Vm
Vm

Vm

Vm

Vf

Vf

Vf

\%3

Cresta Urogenital (CU) entre los 35 y 49 dias de desarrollo; Génada Bipotencial (GB) entre los 42 y 49 dias de
desarrollo; Via Masculina (Vm) a partir de los 49 dias de desarrollo; Via Femenina (Vf) a partir de los 49 dias de
desarrollo; Factor de Transcripcidn (FT); Activador Transcripcional (AT); Receptor Nuclear (RN); Regulador Actividad
Transcripcional (RAT). Fuente: UniProt: http://www.uniprot.org/
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En resumen, la génada tiene su origen a partir de un primordio bipotencial, en el que
convergen poblaciones de células somaticas como las NR5A1+ provenientes del epitelio celémico,
entre otras poblaciones de células. A nivel molecular, el proceso de desarrollo de la génada transita
por los siguientes pasos: 1) pérdida de la bipotencialidad del primordio; 2) inicio de la sefial de
determinacién, que corresponde a la expresién de SRY, en embriones XY o ausencia de expresién de
SRY en embriones XX; 3) inicio de programas transcripcionales independientes y antagdnicos; 4)
proliferaciéon-diferenciacion de los primeros linajes celulares (i.e., células pre-Sertoli a Sertoli, durante
el desarrollo testicular); 5) proliferacidon-diferenciacion de otros linajes de células somaticas (i.e.,
células pre-Leydig a Leydig, durante el desarrollo testicular), y 6) cambios histoldgicos de las génadas

(hacia tejido ovarico o testicular) (Brennan y Capel 2004; Munger y Capel, 2012).

1.1.5 Alteraciones en el desarrollo del sexo (ADS)

Las alteraciones en el desarrollo sexual (ADS), son definidas como alteraciones congénitas en
las que el sexo cromosémico, gonadal o anatdmico es atipico. En 2006 las asociaciones Lawson
Wilkins Pediatric Endocrine Society (LWPES) y European Society for Pediatric Endocrinology (ESPE)
publicaron un manual consenso en el que cambiaron las categorias de “intersexo”; “hermafrodita” o
“pseudohermafrodita”, debido a que se consideraron términos que llevaban a confusidon entre
médicos y por ser interpretados como términos peyorativos. En la nueva clasificacidn las alteraciones
en el desarrollo del sexo fueron agrupadas en: ADS a nivel cromosémico; ADS en individuos con
cariotipo XY; ADS en individuos con cariotipo XX (Lee et al., 2006). Los individuos clasificados dentro
de estas tres categorias pueden tener un rango muy amplio de alteraciones morfoldgicas, histolégicas
y fisioldgicas.

Las ADS a nivel cromosdmico agrupan a individuos que presentan aneuploidias de cromosomas
sexuales. Por ejemplo, la monosomia del cromosoma X descrita como sindrome de Turner. Los
individuos con esta alteracidon pueden presentar un amplio espectro de alteraciones como: edema de
pies y manos, cuello alado, orejas rotadas, displasia de ufias, mandibula pequefia, estatura baja,
anormalidades cardiacas y renales ademas de retraso en el inicio de la pubertad en casi el 90% de los
pacientes. Es importante mencionar que cada individuo puede presentar una o varias de las
caracteristicas ya mencionadas dependiendo si el individuo portador es 45,X en su cariotipo o
presenta mosaicismo como: 45,X/46,XX; 45,X/46,XY; 46,X,i(Xq)/46,XX; 46,X,del(Xp)/46,XX, entre

otros. Los pacientes con mosaicos que involucren el cromosoma Y pueden presentar ambigliedad en
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genitales externos y tener estrias gonadales intra-abdominales que pueden derivar en tumores
(Zhong et al., 2012).

Otra alteracidon relacionada con cromosomas sexuales, es el sindrome de Klinefelter. En esta
alteracion el cariotipo predominante es el 47,XXY aunque también hay pacientes que pueden
presentar otras variantes consistentes en ganancias del X por ejemplo, 48,XXY o presentar mosaicos
como 46,XY/47,XXY entre otros. Las caracteristicas indicativas de este sindrome son: criptorquidismo,
falo pequeiio, retraso en habilidades de lenguaje en la etapa infantil, retraso en el inicio de la
pubertad, ginecomastia, testiculos pequefios e infertilidad en adultos, entre otros (Visootsak y
Graham, 2006).

Por otra parte, las ADS en pacientes con cariotipo 46,XY o 46,XX fueron subdivididas en disgenesia
gonadal parcial o disgenesia gonadal completa. Las alteraciones en estos individuos estan asociadas a
mutaciones puntuales de genes asociados con el establecimiento del primordio gonadal y al proceso
de determinacidn y diferenciacién de células somaticas como las NR5A1+ que llegan a formar los
linajes de Sertoli o de la granulosa en testiculos u ovarios respectivamente (Tabla 2 y Tabla 3). En
todos los casos, los individuos 46,XY ADS o 46,XX ADS pueden presentar un rango muy amplio de
alteraciones observables en genitales internos y externos, ademas de otras alteraciones morfolégicas,
histoldgicas y fisioldgicas. A continuacion se describird a detalle las caracteristicas que permiten
distinguir entre disgenesia gonadal parcial y/o completa.

En el caso de individuos 46,XY ADS con disgenesia gonadal parcial, se pueden observar testiculos
pequefios con diferentes grados de disfuncion debido a la alteracién de uno o varios tipos de lineas
celulares (i.e, Sertoli, Leydig, germinales). A nivel histolégico es comun observar tubulos testiculares
poco desarrollados (hipopldsicos) con pocas células de Sertoli. En algunos pacientes, se puede
observar criptorquidia es decir, que las gdnadas no hayan descendido al escroto y se encuentren en el
canal inguinal. Los genitales externos pueden estar bien desarrollados o pueden presentar diferentes
grados de alteracion por ejemplo, falo hipoplésico (poco desarrollado) con presencia de hipospadias
pene-escrotales es decir, apertura de la uretra en la parte ventral del pene o del glande que puede ser
leve a severa. Adicionalmente, los pacientes pueden presentar problemas de fertilidad y alteraciones
renales (Hewitt y Warne, 2012). Ejemplos de genes asociados a disgenesia gonadal parcial son: WT1,
NR5A1, GATA4, SOX9, DMRT1, DHH, AMH, entre otros. (Tabla 2). Por ejemplo, en el caso de
mutaciones en pacientes 46,XY donde se ha observado alteraciones en la funcién de la hormona anti-
Miilleriana (AMH), los individuos pueden presentar persistencia de estructuras derivadas de los

ductos de Miiller. Es decir, presencia de genitales internos femeninos y defectos en la masculinizacidon
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de ductos de Wolff, los pacientes pueden presentar criptorquidia a veces asociada a hernia inguinal
(Rey, 2005). En el caso de disgenesia gonadal completa en pacientes con cariotipo 46,XY (también
conocida como reversion del sexo de masculino a femenino), se puede observar estrias de tejido
fibroso que indican génadas carentes de desarrollo. Debido a la ausencia de células de Sertoli, que
secretan hormona anti-Milleriana, el paciente presenta estructuras derivadas del ducto de Miiller
(tubas uterinas, Utero, cérvix, tercio superior de la vagina) y genitales externos femeninos. Muchos
pacientes son identificados tardiamente ya que al nacimiento las caracteristicas no son evidentes y
los pacientes acuden cuando hay un claro retraso en el inicio de la pubertad; ademas, estos pacientes
presentaran infertilidad (Hewitt y Warne, 2012). Ejemplos de genes asociados a disgenesia gonadal
completa son: WT1, NR5A1, NROB1, CBX2, SRY, SOX9 (Tabla 2). Algunos genes pueden estar asociados
a disgenesia gonadal parcial o completa y el tipo de alteracidn en el desarrollo dependera del sitio en
el DNA donde ocurra la mutacion. Los ejemplos mas claros son: SRY y SOX9. Si la mutacidén ocurre en
el dominio HMG y/o en el dominio encargado de la activacién transcripcional se perderd la
funcionalidad de los factores de transcripcion. Dado que estos genes son clave para el inicio de via
masculina, la pérdida de funcién impedira la activacién del programa transcripcional masculino que
resultara en un fallo en la diferenciacién de células de Sertoli, asi como ausencia de diferenciacion de
otros linajes de células del testiculo. De forma alternativa, si una mutacion en el DNA altera la
secuencia del transcrito pero la proteina mantiene cierto grado de funcionalidad, entonces se
esperaria disgenesia gonadal parcial.

En el caso de individuos 46,XX ADS las alteraciones son subdivididas en disgenesia gonadal con
presencia 6 ausencia de Utero; 46,XX testicular (también conocida como reversion del sexo de
femenino a masculino); 46,XX ADS por exposicidén a andrégenos; 46,XX ovotesticular (pacientes que
presentan tejido ovdrico y testicular en sus génadas). Algunas de las alteraciones arriba mencionadas
se deben a mutaciones puntuales de genes asociados a la via ovarica de desarrollo. Por ejemplo,
mutaciones en el gen FOXL2 estdn asociadas al sindrome Blepharofimosis-ptosis-epicanto inverso
(BPES, por sus siglas en inglés). El sindrome es dividido en BPES-I o BEPES-II. Los pacientes con BPES
tipo | presentan una mutacion que genera un coddn de paro prematuro, lo que genera una proteina
trunca de un dominio rico en alanina/prolina. Los pacientes se caracterizan por presentar alteraciones
palpebrales, falla ovarica prematura (inicio prematuro de la menopausia) e infertilidad, mientras que
los pacientes con BPES tipo Il solo presentan una mutacidn que hace mds grande el dominio rico en
alanina/prolina, los cuales presentardn anomalias en parpado pero no problemas de fertilidad. Otro

ejemplo de una mutacién puntual asociada a disgenesia gonadal con ausencia de Utero y vagina fue
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reportada por Biason-Lauber y colaboradores (2004). En este caso, la paciente 46,XX presentd una
mutacion en el codén 226 del exdn 5 del gen WNT4. Esta mutacidn sustituyd al aminodcido glutamato
por glicina. Los autores consideraron que esta mutacion impide el correcto plegamiento de la
proteina y evita su salida del reticulo endoplasmico. Es importante mencionar que se han descrito
otras alteraciones asociadas a WNT4. Por ejemplo, Jordan y colaboradores (2001) reportaron un
paciente 46,XY con disgenesia gonadal completa (estrias fibrosas en lugar de gdénadas, restos de
estructuras derivadas de ductos de Miiller y Wolff, presencia de un Utero y vagina rudimentaria). En
este paciente se observd una duplicacién de un fragmento del cromosoma 1 reportada como:
46,XY,dup(1)(p31-p35). Los investigadores identificaron que al final del fragmento duplicado esta el
gen WNT4 (localizado en 1p36.12) y consideraron que la causa mas probable de la disgenesia gonadal
completa de este paciente se debia a la duplicacién del gen WNT4 que podia estar asociada a
sobreexpresion del gen durante las etapas tempranas del desarrollo de la génada.

Por otra parte, se debe mencionar que los pacientes 46,XX testiculares fueron de gran importancia en
el conocimiento de los procesos de determinacion y diferenciacion testicular. Guellaen vy
colaboradores (1984) fueron los primeros en reportar pacientes 46,XX con material del cromosoma Y.
Estos pacientes estaban masculinizados; presentaban testiculos reducidos, niveles muy bajos de
testosterona y azoospermia. Posteriormente Sinclair y colaboradores (1990) identificaron el gen
responsable (SRY) y el lugar donde se encontraba dentro del cromosoma Y, asi como algunas de las
propiedades de la proteina como el dominio HMG y su capacidad para unirse al DNA como posible
factor de transcripcién. También se sabe que la duplicacidén de regiones reguladoras rio arriba del gen
SOX9 ocasionan reversién del sexo de femenino a masculino en pacientes 46,XX. Los pacientes con
esta duplicacidn presentan testiculos reducidos aunque también pueden tener estrias gonadales y
genitales externos masculinos con diferentes grados de hipospadias e irregularidades en el escroto,
etc. (Benko et al., 2011).

En resumen, las ADS son causadas, en una proporcion de casos, por aneuploidias de cromosomas
sexuales, por mutaciones puntuales de genes asociados al proceso de determinacion-diferenciaciény
por duplicaciones de genes que tengan un efecto de dosis sobre la expresion de otros genes
asociados al desarrollo de la génada. Estas alteraciones seran evidentes en el fenotipo del individuo a
nivel histolégico, morfoldgico y fisiolégico. Finalmente, para un diagndstico adecuado el médico debe
seguir un algoritmo de diagndstico que considere: a) caracteristicas de genitales internos-externos; b)
cariotipo; c) caracteristicas bioquimicas como: nivel de hormona anti-Midilleriana, testosterona,

LH/FSH; e) estudios a nivel molecular para identificar alteraciones a nivel genético del individuo; f)
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estudios moleculares de los familiares mds cercanos como padres y hermanos; g) historia de los
familiares como: problemas reproductivos, menopausia temprana, retraso en la pubertad, etc. En
cualquier caso el diagndstico y manejo del paciente debe ser coordinado por varios médicos
especializados en la atencidon de estas alteraciones, siempre en contacto con los padres y otros

miembros de la familia incluyendo al paciente.



Tabla 2. Alteraciones del Desarrollo Sexual (ADS) en pacientes 46,XY

Gen Alteracion en el Ejemplos de algunas Alteracion en Sindromes Referencias
Desarrollo del mutaciones genitales externos asociados
Sexo (ADS)
WT1  Disgenesia gonadal Sustitucién de aminodcido (exén2)  Ambiguos/femeninos Frasier Kohler et al., 2011
parcial/completa p.P181S Denis-Drash
Cododn de paro (exon 8) WAGR
p.R362X
Mutacion en sitio de splicing (intrén 9)
€.1228-4C>T
NR5A1 Disgensia gonadal = Coddn de paro Ambiguos/femeninos Falla adrenal de-Mello et al., 2011
parcial/completa p.E11X Hipospadias primaria
p.C16X pene-escrotales
NROB1 Disgensia gonadal  Duplicacion Femeninos Falla adrenal Barbaro et al., 2007
completa 46,XY,dup(Xp21.2) primaria
CBX2 Disgensia gonadal  Sustitucidn de nucledtido (exon 5) Femeninos Reversion del sexo  Biason-Lauber et al., 2009
completa €.293C>T de masculino a
€.1370G>C femenino
GATA4  Disgensia gonadal  Sustituciéon de aminodcido Normales-ambiguos Alteraciones Laurenco et al., 2011
parcial p.G221R cardiacas
SRY Disgensia gonadal  Sustitucién de aminoacido en el ambiguos- femeninos  Reversion del sexo  Mitchell y Harley, 2002

completa

dominio HMG
p. M64R
p. F67V
p. R75N
p. R76P

de masculino a
femenino
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S0X9 Disgensia gonadal  Sustitucién de nucleétido ambiguos-femeninos Reversién del sexo

parcial/completa  c.334T>C de masculino a
c. 356C>T femenino
c. 430A>C
c. 442G>T
DMRT1  Disgensia gonadal Insercion Hipospadias
parcial 3'UTR+11insT pene-escrotales
DHH Disgensia gonadal  Sustitucién de aminoacido (exén 2)  Ambiguos/femeninos
parcial p. L162P
AMH Disgensia gonadal  Coddn de paro Normales Ductos Mullerianos
parcial R95X (exon1) persistentes
Criptorquidia R191X (exdn 3)
bilateral E382X (exdn 5)
Sustitucién de aminodcido (exon 5)
A515V

Cameron y Sinclair, 1997

de Mello et al., 2010

Canto et al., 2004

Belville et al., 1999

Tabla 2. Alteraciones del Desarrollo Sexual (ADS) en pacientes 46,XX

Gen Alteracion en el Alteracion a nivel genético Alteracion en genitales Sindromes Referencia
Desarrollo del externos asociados
Sexo (ADS)
wr1 Aparentemente Sustitucién de nucleétido Aparentemente normal Frasier Demmer et al., 1999
normal c.14CT (femeninos)

(femeninos)




NR5A1

NROB1

WNT4

FOXL2

SRY

SOX9

Aparentemente
normal

Aparentemente

normal

Ovarios ectopicos

Falla ovarica
prematura

Disgensia gonadal
completa

Disgensia gonadal
completa

Sustitucién de aminoacido
p. R255L

Delecién
46,XX,del(Xp21.2)

Sustitucién de aminoacido
p. E226G

Sustitucién de nucledtido
c. 892 C>T

c. 848G>A

Duplicacién de nucledtidos
€. 909_938dup29
c.1092_1108dupl6

Translocacion

46,XX, Xp22.3(SRY+)

Duplicacién
46,XX,dup(17)(g23.1924.3)/46,XX

Aparentemente normal
(femeninos)

Aparentemente normal
(femeninos)

Vagina y Utero ausentes

Aparentemente normal
(femeninos)

Genitales externos
masculinos

Genitales externos
masculinos
ambiguos
hipospadias

Blepharofimosis-

Reversion del sexo

Reversion del sexo

Insuficiencia Biason-Laubery

adrenal Schoenle, 2000
Falla ovarica
prematura Laurenco et al., 2009
Falla adrenal Shaikh et al., 2008
primaria

Biason-Lauber et al., 2004

Crisponi et al., 2001
ptosis-epicanto
inverso (BPES)

Velasco et al., 2010
de femenino a
masculino

Huang et al., 1999
de femenino a
masculino
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1.2. Biologia de sistemas como estrategia para entender los estados dinamicos en redes de
regulacion génica

La biologia de sistemas es una disciplina que analiza, a partir de la propuesta de redes y
modelos computacionales, la dindmica de una serie de elementos relevantes en un sistema bioldgico
(Kauffman, 1993). Una forma comun de definir redes en biologia de sistemas, es a partir de la funcion
a la que estan asociadas. Por ejemplo, redes de regulacion de la expresién génica. Este tipo de redes
pueden ser representadas a partir de la elaboracion de un esquema compuesto por nodos y
conectores. Los nodos representarian genes o elementos relevantes de la red que se interese
analizar, mientras que los conectores son la forma de representar una interaccién de regulacién entre
nodos. A nivel bioldgico, la interaccidn entre genes (regulacion) puede estar dada por el producto de
la expresion de un gen, por ejemplo un factor de transcripcién, sobre un determinado gen blanco.
Para analizar la dinamica de los elementos que integran una red bioldgica, se elaboran modelos
computacionales que pueden ser continuos o discretos. En los modelos continuos, el estado de cada
nodo es analizado a partir de un sistema de ecuaciones diferenciales, que son elaboradas a partir del
conocimiento detallado de pardmetros cinéticos de activacion o inactivacién de la expresién de un
gen de interés, debido a la accion de uno o varios elementos reguladores. También es posible
incorporar a las ecuaciones otros pardmetros relevantes, observados experimentalmente, como la
tasa de degradacion de un producto de interés, entre otros. Los modelos continuos utilizan datos
relacionados con la cinética de activacién-inactivacion de cada elemento, lo que requiere de muchos
datos experimentales de tipo cuantitativo. Como desventaja a estos modelos, se puede mencionar
que el analisis de los elementos de una red esta simplificado a unos cuantos elementos que son clave,
ya que es dificil obtener la cinética de regulacion de cada nodo de una red de interés, e incluirla en el
sistema de ecuaciones diferenciales.
Por otra parte, los modelos discretos analizan la dinamica de los elementos de una red bioldgica de
forma cualitativa. En este caso los nodos son tratados de acuerdo a alguna propiedad observada. Por
ejemplo, presencia o ausencia de expresion génica, a la que se puede asignar valores binarios 1
(estado activo) o 0 (estado inactivo). Los modelos discretos son utiles cuando se dispone de poca
informacidn sobre parametros cinéticos de regulacion de los nodos de la red. En este caso, los nodos
transitan entre estados activos o inactivos a partir de un conjunto de funciones de regulacién, que
pueden contener operadores légicos AND, OR, NOT. Las funciones de un modelo discreto ensayan
todos los posibles estados de activacidn/inactivacién, hasta que el estado de los nodos de la red

guede estacionado. Es decir, que el estado de actividad de cada nodo de la red ya no cambie. El
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estado estacionario, también conocido como atractor, representa un estado estable de activacién de

los elementos que integran una red.
1.2.1 Métodos desarrollados para modelar redes de regulacidn génica

La elaboracion de un modelo requiere de varios pasos a seguir, y el mds importante de estos
corresponde a la seleccién del tipo de modelo que se usara, para simular el comportamiento
dinamico entre elementos. En la actualidad, se han propuesto dos aproximaciones tedrico-
metodoldgicas para construir y modelar redes de regulacién génica. La aproximacion Bottom-up (de
abajo hacia arriba) y la aproximacion Top-down (de arriba hacia abajo). La primera requiere evidencia
experimental sobre los elementos que integran el sistema de regulacién y las interacciones que
mantienen. La informacién debe obtenerse a partir de estudios que indiquen una relacién de causa-
efecto entre las interacciones que mantienen los elementos del sistema. Por ejemplo, 1) estudios
moleculares que indiquen que la interaccidn de un factor de transcripcidn, en una region reguladora,
promueva o inhiba la actividad de un gen dado. 2) inducciéon de mutaciones que causen cambio en la
actividad de uno o varios genes asociados al sistema (Kulasiri, et al. 2008). Mientras que la
aproximacion llamada Top-down (arriba hacia abajo), también conocida como ingenieria reversa, se
basa en la inferencia de redes a partir del analisis computacional de datos generados por técnicas de
alto rendimiento como microarreglos de expresidon (Bansal, et al. 2007; Gardner y Faith, 2005). De
manera simultanea a la eleccién de la aproximacion tedrica-metodolégica, se deben identificar los
elementos clave de la red que se quiere modelar y las interacciones que mantienen entre ellos. En el
caso de la aproximacién de abajo hacia arriba, la identificacidn de interacciones entre elementos de
una red, puede iniciar a partir de una busqueda de estudios experimentales en articulos cientificos. El
siguiente paso en la elaboracion de modelos, sin importar el tipo de aproximacidn, consiste en la
formulacion del conjunto de ecuaciones o funciones, que serdn procesadas por medio de una
computadora. Se espera que el sistema de funciones pueda describir el proceso o parte del proceso
bioldgico observado. Posteriormente, se pueden simular perturbaciones en el estado de uno o varios
nodos con la finalidad de identificar que tan robusto es el modelo creado. Ademas de identificar
aspectos de interés que no hayan sido examinados experimentalmente. Es importante mencionar que
el andlisis de los estados de los nodos puede servir para hacer inferencias sobre el funcionamiento
del sistema bioldgico, dichas inferencias pueden ser validadas experimentalmente y los resultados

serviran de retroalimentacion para incrementar la precision del modelo.
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En resumen, con un modelo computacional se pretende: 1) organizar la informacidn proveniente de
diversas fuentes de forma coherente; 2) reducirla a un lenguaje de algebra Booleana; 3) ensayar
todos los estados posibles de activacion/inactivacion de los nodos de la red; 4) identificar elementos
clave y sus interacciones en el sistema que se estd analizando; 5) hacer inferencias que permitan

plantear preguntas al sistema que se estd estudiando.
1.2.2 Modelos Booleanos aplicados al desarrollo

Mendoza y Alvarez-Buylla (1998) presentaron un modelo computacional que consideraba
interacciones entre 11 genes asociados al desarrollo de sépalos, pétalos, estambres y carpelos. Las
interacciones entre dichos elementos fueron inferidas a partir de la recopilacién de estudios
experimentales previos, relacionados con la induccién de mutaciones y observacién de fenotipos
resultantes, ademas de analisis moleculares relacionados al cambio en los niveles de expresion génica
en condiciones silvestres y en mutantes. En el modelo computacional se consideraron asas de
retroalimentacion positiva y negativa, ademas se asigné un valor numérico para indicar el peso de

cada interaccion en la red.

El estado de activacién-inactivacion de cada nodo de la red, fue evaluado a partir de la elaboracidon de
una ecuacidn general, que consideraba el estado (activo/inactivo) de los otros nodos con los que
interacciona, mas un pardmetro de activacién. La ecuacién fue resuelta a partir de analisis
computacional que generd seis atractores, de los cuales cinco tenian un equivalente con los patrones
de expresion génica observados experimentalmente. Un aspecto importante del modelo
computacional es que tiene la virtud de ser consistente con un modelo de desarrollo de estructuras
florales conocido como ABC, propuesto por Weigel y Meyerowitz, 1994. Dicho modelo consideraba
que el desarrollo de estructuras florales estaba asociado a una red de regulacién génica. Dicha red fue
inferida a partir de estudios de mutantes experimentales y observacién de fenotipos. Con la
propuesta de Weigel y Meyerowitz (1994), se identificaron los elementos clave en el desarrollo de la
flor. Sin embargo, la dinamica de interaccién entre dichos elementos fue empirica. Con el modelo
computacional de Mendoza y Alvarez-Buylla (1998), se pudo simular la dindmica de interaccion de los
elementos. Con su modelo, los autores distinguen entre nodos en el que su estado inicial afecta el
estado del atractor final y nodos en los cuales su estado inicial no afecta el estado del atractor final.
Esta informacion es muy importante porque identifica a los genes clave en el desarrollo de las

estructuras de la flor.
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2. JUSTIFICACION

Los modelos computacionales en el area de las ciencias bioldgicas representan una
herramienta que permite un mejor entendimiento de procesos complejos. La determinacidn del sexo
es un proceso conservado en mamiferos. Implica un mecanismo molecular integrado por multiples
genes que forman una red. Estos genes se expresan de forma precisa en la génada bipotencial,
durante la determinacién del sexo y diferenciacién hacia el linaje de células de Sertoli o de la
granulosa. Seria relevante describir -a través de un modelo- la dindmica de regulaciéon de genes que
son clave en este proceso que darad inicio al desarrollo de testiculos u ovarios. El Modelo Booleano del
Desarrollo de la Génada servird para describir dicha dindmica de regulacién en condiciones de tipo
silvestre, asi como en condiciones alteradas de ganancia o pérdida de funcidn de elementos de la red.
Con los resultados del modelo, se espera hacer inferencias que deriven en el planteamiento de

hipétesis que puedan ser validadas experimentalmente.

3. OBJETIVO GENERAL

Elaborar un modelo computacional de tipo Booleano, que describa la dindmica de estados de
activacién/inactivacion, de genes clave para el proceso de determinacion y diferenciaciéon hacia

linajes de células de Sertoli o de la granulosa.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inferir la red de desarrollo de la génada humana a partir de la revision de datos
experimentales reportados en revistas indexadas.

2. Elaborar el Modelo Booleano del desarrollo de la génada en humano.

3. Simular perturbaciones en los componentes de la red (ganancia o pérdida de funcién), con el
fin de identificar la dinamica que pueda estar asociada a alteraciones en el desarrollo
gonadal.

4. Hacer predicciones con el modelo dinamico y validar alguna de estas por la via experimental.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. DISENO EXPERIMENTAL

A continuacién se resumen los pasos que se siguieron en el campo de la Biologia de Sistemas y
Biologia Experimental para la elaboracién del Modelo Booleano de Desarrollo de la Génada y

validacién de una de sus predicciones.

Seccidn de Biologia de Sistemas

# 1. Bisqueda y recopilacién de informacién

Revision de articulos publicados en revistas

»# 1.1, ldentificar genes que integran la cientificas indexadas.

red de regulacidn génica asociada a
la determinacidn genética del sexo y
diferenciacion del linaje de células
de Sertoli o granulosa.

L 4

» 1.2, Identificar interacciones, rio arriba Esquematizar el conjunto de interacciones
del sitio de inicio de la transcripcién identificadas con la revisién de articulos.

L 4

de genes asociados a la determinacién
genética del sexo y diferenciacidn de
células de Sertoli o granulosa.

Elaborar el conjunto de reglas ldgicas que
» 2. Simulacién computacional de las reglas del madelo formaran el Modelo Booleano del Desarrollo
con el programa BaclNet. de la Génada.

» 3. Analizar la dindmica del modelo.

¥ 4. Hacer Inferencias / proponer predicciones.

» 5. Seleccionar predicciones para validacidn experimental.

Seccidn de Biologia Experimental

# 1.ldentificar la presencia del factor de transcripcidn a validar
en génadas de embriones de ratén 13.5 dpc.

Inmunohistoquimica

L 4

# 2. Validar experimentalmente la interaccién del factor Inmunaoprecipitacién de
de transcripcion (rio arriba del sitio de inicio de la cromatina (ChIP)
transcripcion del gen blanco a analizar) en gonadas de » Testiculos
embriones 13.5 dpc. » Ovarios

»* Higado

L 2

¥# 3. Analizar los resultados experimentales.

# 4. Actualizar el conjunto de reglas del
modelo a partir de los resultados
experimentales.
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4.2 MATERIALES Y METODOS PARA ELABORAR EL MODELO BOOLEANO DEL DESARROLLO
DE LA GONADA

4.2.1 Busqueda de informacioén e identificacion de interacciones

Para elaborar el modelo, se buscé de forma sistematica y exhaustiva articulos que presentaban
resultados experimentales de los genes mds relevantes asociados al establecimiento de la cresta
urogenital y primordio de la génada; al proceso de determinacidon del sexo y durante la etapa
temprana de diferenciacién hacia Sertoli o granulosa. Los articulos se buscaron en diferentes bases de

datos como: GoPubMed (http://www.gopubmed.org); Web of Science (http://www.webofknowledge.com)

Especificamente, se revisaron: 1) articulos que reportaron a nivel experimental interacciones de
regulaciéon de la expresion génica, especialmente por factores de transcripcidén; 2) Se revisaron
estudios de mutaciones asociadas a pérdida o ganancia de funcién, y el efecto que tenian en la
expresion de otros genes asociados a la red de desarrollo de la génada; 3) Se revisaron patrones de
expresion espaciales y temporales, dirigidos a mRNA y factores de transcripcion presentes durante la
etapa de gonadal bipotencial, durante la ventana de determinacién y durante la diferenciacién hacia
Sertoli o granulosa. Cabe mencionar que se incluyeron algunas interacciones reportadas en estudios
con ratdn, esto ocurrié especialmente en la via femenina, porque no se encontré informacién en el

humano.

4.2.2 Esquematizacion del conjunto de interacciones identificadas a través de la revisidn de articulos

Se elabord un esquema de red con el programa yEd versién 3.10.2 para visualizar el conjunto
de interacciones compiladas a través de la revision de articulos. El esquema de la red contiene 19
nodos, los cuales son una representacidn grafica de los genes que se expresan en la etapa bipotencial,
durante la determinacién y diferenciacidn hacia células de Sertoli o de la granulosa. Por otra parte, los
conectores representan la interaccion molecular entre los nodos de la red, que generalmente estd
mediada por productos de la expresion génica. Por ejemplo, por factores de transcripcion. En el

esquema de la red, los conectores indican activacién o inactivacién de un nodo dado.

4.2.3. Elaboracion del conjunto de reglas légicas para el Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada

Se decidié hacer un modelo computacional discreto porque se desconocen los parametros
cinéticos de activacidn o inactivacion de la mayoria de los genes asociados al proceso de desarrollo de

la génada. El modelo discreto requiere informacién de tipo cualitativo sobre el estado de actividad de
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un gen dado, y asigna un valor binario (1) o (0). Para modelar la dindmica del estado activo (1) o
inactivo (0) de los nodos de la red, fue necesario elaborar una serie de funciones. Las funciones del
modelo contienen operadores de tipo ldgico AND, OR, NOT que representan producto, suma y
complemento en algebra Booleana. Las simulaciones del modelo se hicieron con el programa BoolNet
(Mssel et al., 2010). El tipo de modelacién fue sincrona. Es decir, que el estado de activacién de
todos los nodos de la red se actualiza de forma simultanea. El nodo UGR corresponde al inicio de la
simulacién en un estado activo (1). Como una forma de evaluar lo robusto del modelo, se simularon
1000 redes independientes. Cada red contenia 19 nodos conectados aleatoriamente. La finalidad de
esta prueba fue para comparar los atractores generados por redes aleatorias contra los atractores
que resultaron del Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada. Por otra parte, con las funciones
del modelo se simularon perturbaciones en los nodos de la red. Es decir, se determind un estado
activo o inactivo de uno o varios nodos con la finalidad de simular mutaciones In silico como las que
han sido observadas a nivel bioldgico. Para mutaciones asociadas con ganancia de funcién se
determind el estado activo (1) del nodo de interés. Mientras que para mutaciones asociadas con

pérdida de funciéon se determind el estado inactivo (0) del nodo de interés.



5. RESULTADOS DE LA SECCION DE BIOLOGIA DE SISTEMAS
5.1 Busqueda de Informacion e Identificacion de Interacciones

La compilacidn de las interacciones de factores de transcripcion como activadores o represores
de la transcripcion para un gen blanco, se presenta en la Tabla 4. En total se presentan 44
interacciones. El 73% de las interacciones se obtuvo a partir de la revision de estudios clinicos,
moleculares y observaciones de patrones de expresidon en humano. Mientras que el 27% de las
interacciones se obtuvo a partir de estudios con ratdn. Las interacciones abarcan las etapas de
desarrollo de la cresta urogenital; génada bipotencial; proceso de determinacidn; inicio de

diferenciacidn hacia Sertoli o granulosa.

Tabla 4. Revision bibliografica de interacciones para elaborar el Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada.

Factor de Interaccion Gen blanco Especie Referencias
transcripcion
EMX2 Activa Cresta urogenital Mus musculus Pellegrini et al., 1997;
Ostrer et al., 2007
LHX1 Activa Cresta urogenital Homo sapiens Kobayashi et al., 2004
LHX9+WT1mKTS Activa NR5A1 Homo sapiens Wilhelm y Englert, 2002;
Ostrer et al., 2007
PAX2 Activa WrT1 Homo sapiens McConnell et al., 1997;
Torres et al., 1995
PAX8 Activa WwrT1 Homo sapiens Fraizer et al., 1997
CBX2 Activa NR5A1 Homo sapiens Biason-Lauber et al., 2009
CBX2 Activa SRY Homo sapiens Biason-Lauber et al., 2009
CBX2 Activa SOX9 Homo sapiens Biason-Lauber et al., 2009
GATA4/FOG2+NR5A1 Activa AMH Homo sapiens Tremblay y Viger, 1999;
Tremblay et al., 2001
White et al., 2011
GATA4+FOG2 Activa SRY Homo sapiens Lourenco et al., 2011;
Suy Lau, 1993
GATA4+WT1pKTS Activa SRY Homo sapiens Miyamoto et al., 2008
GATA4 Activa Wnt4 Mus musculus Manuylov et al., 2008
WT1ImKTS Activa NR5A1 Homo sapiens Nachtigal et al., 1998;
Wilhelm y Englert, 2002
WT1mKTS Activa NROB1 Homo sapiens Kim et al., 1999
WT1mKTS Activa SRY Homo sapiens Shimamura et al., 1997;
Hersmus et al., 2012
WT1mKTS+NR5A1 Activa AMH Homo sapiens Shimamura et al., 1997;
Wilhelm y Englert, 2002
WT1mKTS+NR5A1 Activa SRY Homo sapiens Achermann et al., 1999;
De Santa Barbara et al., 2000;
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NR5A1 Activa NROB1 Homo sapiens Tantawy et al., 2014
DAX1 Inhibe NR5A1 Homo sapiens Achermann et al., 2001;
Burris et al., 1995
Mizusaki et al., 2003;
Vilain et al., 1997
NR5A1+GATA4+Wtl Activa AMH Homo sapiens Achermann et al., 1999
Crawford et al., 1998
Ito et al., 1997
SRY+NR5A1 Activa SOX9 Homo sapiens Nachtigal et al.,1998;
Tremblay y Viger, 2001
SRY Activa SOX9 Homo sapiens Sekido y Lovell-Badge, 2008
Knower et al., 2011
SRY Inhibe CTNNB1 Homo sapiens Bernard et al., 2008
SOX9 Activa Sry Mus musculus Daneau et al., 2002;
Ross et al., 2008
SOX9 Activa FGf9 Mus musculus Colvin et al., 2001
SOX9 Activa PGD2 Homo sapiens Wilhelm et al., 2007b;
Moniot et al., 2009
SOX9+NR5A1 Activa AMH Homo sapiens De Santa Barbara et al., 1998
De Santa Barbara et al., 2000
SOX9 Inhibe CTNNB1 Homo sapiens Bernard et al., 2008
SOX9 Inhibe FOXL2 Homo sapiens Hersmus et al., 2008
FGF9 Activa Sox9 Mus musculus Colvin etal., 2001;
Schmabhl et al 2004
Kim et al., 2006
FGF9 Inhibe Wnt4 Mus musculus Kim et al., 2006
PGD2 Activa SOX9 Homo sapiens Wilhelm et al., 2007
Moniot et al., 2009
DKK1 Inhibe Ctnnb1 Mus musculus Manuylov et al., 2008
DKK1 Inhibe Rspol Mus musculus Manuylov et al., 2008
WNT4 Activa NROB1 Homo sapiens Jordan et al., 2001
WNT4 Inhibe NR5A1 Homo sapiens Jordan et al., 2003
WNT4 Inhibe Fgfo Mus musculus Kim et al., 2006
WNT4 Inhibe Sox9 Mus musculus Kim et al., 2006
RSPO1 Activa Via Homo sapiens Tomaselli et al., 2011;
Wnt4/B-catenina Bernard et al., 2008
FOXL2 Inhibe NR5A1 Homo sapiens Park et al., 2010
FOXL2 Inhibe SOX9 Homo sapiens Hersmus et al., 2008
FOXL2 Inhibe DMRT1 Homo sapiens Matson et al., 2011
B-catenina Activa FoxI2 Mus musculus Manuylov et al., 2008
B-catenina Inhibe Sry, Sox9, Amh Mus musculus Maatouk et al., 2008
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5.2 Esquema de la red de determinacion del sexo y diferenciacién hacia Sertoli o Granulosa

La red (Figura 1), contiene 19 nodos y un total de 78 interacciones. 42 fueron confirmadas en el
humano; 12 fueron confirmadas en ratdn; mientras que 24 interacciones fueron inferencias del
analisis de los estados de transicién simulados con el modelo Booleano. La red incluye un nodo
especial llamado UGR que corresponde a la cresta urogenital (estructura precursora de rifiones y
génadas). Este nodo agrupa la expresidon de los genes LHX1, LHX9, EMX2, PAX2 y PAX8. Se ha
identificado que la expresion de estos genes es esencial para el establecimiento y mantenimiento de
la cresta urogenital, debido a que la pérdida de funcion compromete el desarrollo de rifiones y/o
gbénadas. Dado lo anterior, el nodo UGR marca el inicio en el esquema de la red y sirve como entrada
en las simulaciones del modelo Booleano siempre en estado activo, es decir (1).

En el esquema de la red, se describen dos fases en el desarrollo de la génada. La primera fase
corresponde a las interacciones entre los nodos UGR, CBX2, NR5A1, GATA4, WT1pKTS, WT1ImKTS, en
la etapa de cresta urogenital y primordio gonadal bipotencial. La segunda fase corresponde al
establecimiento de la via masculina/femenina. El nodo SRY en estado activo, conducira a la activacion
de nodos asociados al linaje de células de Sertoli en testiculo. En ausencia de SRY, la via Wnt4-p-
catenina conducird a la activaciéon de nodos asociados a la diferenciacion del linaje de células de la
granulosa en ovario. Los nodos en color azul (Figura 1) corresponden a la sefial de determinacion y
via de diferenciacién hacia células de Sertoli. Los nodos son: SRY, SOX9, FGF9, PGD2, DHH, AMH,
DKK1, DMRT1. Mientras que los nodos en color rosa corresponden a la via de diferenciacién hacia
células de la granulosa. Los nodos son: CTNNB1, WNT4, FOXI2 y RSPO1. Se considerd la via Wnt4/B-
catenina como elemento regulador clave de los nodos femeninos, debido a que en estudios con ratén
se ha observado que la pérdida de esta via resulta en la pérdida de expresién de genes asociados a la
diferenciacidon hacia células de la granulosa como: Fst, Gng13, Foxl2, Irx3 y Sp5 (Manuylov et al.,
2008). El modelo considera a la via masculina y femenina como vias independientes y antagodnicas. El
mantenimiento de la via masculina o femenina estd determinado por asas de retroalimentacion
positiva establecidas con elementos propios de cada via y por inactivacion de nodos de la via

contraria.
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Figura 1. Esquema de la red de determinacién del sexo. La red requiere del nodo de entrada UGR que
activara a nodos en la etapa de génada bipotencial. La via masculina/femenina son representadas como
vias independientes y antagonicas, El punto de divergencia entre ambas vias esta dado por el estado de
activacion de nodo SRY en la via masculina, o por el mantenimiento de los nodos de la via Wnt4/B-
catenina en la via femenina.
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5.3 Reglas Lagicas del Modelo Booleano

El modelo contiene 19 reglas légicas, una para cada nodo de la red (Tabla 5). El nodo UGR
representa el inicio (input) de la simulacién y el programa BoolNet asigna valores (0) o (1) a cada
elemento dentro de la regla légica. La simulacién del modelo ensaya todos los estados posibles de
activacion o inactivacién hasta llegar a un estado estacionario es decir, que los valores (0) o (1) de
cada elemento dentro de un nodo ya no cambien. Cuando todos los nodos alcanzan un estado
estable, se llega a un atractor que resume el estado final de cada nodo (resultado de la simulacién). El
atractor resultante puede ser interpretado a nivel biolédgico como un patron de expresién génica en
una etapa de desarrollo dada. En el caso del Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada, se espera
que los atractores resultantes correspondan al patron de expresién que se observa en células que
estdn en diferenciacion hacia Sertoli o granulosa, alrededor de los 28-44 dias de desarrollo

embrionario en el humano, o entre 10.5 dpc y 13.5 dpc, en ratén.

Tabla 5. Reglas légicas del Modelo Booleano del Desarrollo de la Gonada. En rojo se indican las
interacciones inferidas a partir de simulaciones, las cuales requieren de validacion experimental.
&= AND; |= OR; I=NOT

UGR, UGR & ! (NR5A1 | WNT4)
CBX2, UGR & ! (NROB1 & WNT4 & CTNNB1)

GATA4, (UGR | WNT4 | NR5A1]| SRY)

Wt1mKTS, (UGR | GATA4)

WT1pKTS, (UGR | GATA4) & ! (WNT4 & CTNNB1)

NRSA1, (UGR | CBX2 | WT1mKTS | GATA4) & ! (NROB1 & WNT4)

NROB1, (WT1mKTS | (WNT4 & CTNNB1)) & ! (NRSAL & SOX9)

SRY, ((NRSAL & WT1mKTS & CBX2) | (GATA4 & WT1pKTS & CBX2 & NR5A1) | (SOX9 | SRY)) & ! (CTNNB1)
SOX9, ((SOX9 & FGF9) | (SRY | PGD2) | (SRY & CBX2) | (GATA4 & NR5A1 & SRY)) & ! (WNT4 | CTNNB1 | FOXL2)
FGF9, SOX9 & | WNT4

PGD2, SOX9

DMRT1, (SRY | SOX9) & ! (FOXL2)

DHH, SOX9

DKK1, (SRY | SOX9)

AMH, ((SOX9 & GATA4 & NR5A1) | (SOX9 & NR5SA1 & GATA4 & WT1mKTS)) & ! (NROB1 & CTNNB1)
WNT4, (GATA4 | (CTNNB1 | RSPO1 | NROB1)) & ! (FGF9 | DKK1)

RSPO1, (WNT4 | CTNNB1) & ! (DKK1)

FOXL2, (WNT4 & CTNNB1) & ! (DMRT1 | SOX9)

CTNNB1, (WNT4 | RSPO1) & ! (SRY | (SOX9 & AMH))
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5.4. Resultados de la simulacion del Modelo Booleano del desarrollo de la gonada
5.4.1 Comportamiento dinamico de la red

El comportamiento dindmico de la red fue analizado de forma exhaustiva al simular 2*° estados
iniciales. La simulacion resulté en tres vectores o atractores de punto fijo (Tabla 6). El primer atractor
presenta los siguientes nodos en estado activo: GATA4, WT1mKTS, NROB1, WNT4, RSPO1, FOXL2,
CTNNB1 y presenta la cuenca de atraccion mas grande (50.95%). Este patron de activacidn puede ser
interpretado como el patrén de expresion génica observado en células pre-granulosa a granulosa. El
segundo atractor presenta los siguientes nodos en estado activo: GATA4, WT1mKTS, WT1pKTS,
NR5A1, SRY, SOX9, FGF9, PGD2, DMRT1, DHH, DKK1, AMH y presenta una cuenca de atraccién de
48.91%. Este patréon de activacidon puede ser interpretado como el patron de expresion génica
observado en células pre-Sertoli a Sertoli. Mientras que el tercer atractor resultd ser un vector con
sus 19 nodos inactivos (0) y una cuenca de atraccidon pequefia de 0.14% (Tabla 6). Este atractor en
ceros puede ser interpretado a nivel bioldgico como una estructura ausente de desarrollo y por lo
tanto carente de células de Sertoli o granulosa. En el humano se ha observado una forma de
disgenesia gonadal completa. Es decir, en lugar de una génada se observa sélo una estria fibrosa de
tejido conectivo.

Para modelar la via masculina de tipo silvestre, se asigno la activacion (1) del nodo UGR al inicio de la
simulacién (Figura 2a). En el siguiente paso de la simulacién se puede observar la activaciéon de los
nodos que corresponden a la gédnada bipotencial seguido de la activacién del nodo SRY, que conduce
a la activacién del nodo SOX9 y a la activacion de los nodos asociados a la diferenciacién hacia Sertoli
(Figura 2a). Para la simulacién 46,XX de tipo silvestre, se buscé la condicion inicial entre el nodo UGR y
los nodos de la via femenina que dieran como resultado el atractor hacia células de la granulosa
(Tabla 6). Se identificd el estado activo de los nodos UGR y WNT4 como condicidn inicial suficiente
para transitar hacia dicho atractor (Figura 2b). En el paso 2 de la simulacidn se observé la activacion
de los nodos que corresponden a la génada bipotencial mientras que un asa de retroalimentacion
positiva entre WNT4 y CTNNB1 conduce a la activacién de los nodos asociados a la diferenciacion
hacia granulosa en el paso 3 de la simulacién (Figura 2b). Notese que en todas las simulaciones, el
nodo UGR debe estar activo como condicién inicial. Es importante mencionar que las transiciones que
se presentan en la Figura 2a y 2b coinciden con los patrones de expresion génica observados en la
etapa de gdénada bipotencial, durante el proceso de determinacién y en la etapa temprana de
diferenciacidon hacia Sertoli o granulosa. Los atractores que resultaron de la simulacidon de tipo

silvestre (Tabla 6 y Figura 2), corresponden a la etapa de desarrollo embrionario entre los 41-52 dias
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en humano. Mientras que en el ratdn corresponde a los 10.5-13.5 dpc. Por estar confinados a esta

etapa de desarrollo, los resultados del modelo deben ser considerados como una imagen instantdnea

del proceso de regulacion de la expresion génica.

Tabla 6. Atractores de punto fijo correspondientes a la determinacion del sexo y diferenciacidn hacia células

de Sertoli o granulosa.
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Figura 2. Transiciones hacia el atractor de punto fijo que corresponde a células pre-Sertoli y pre-
granulosa. La determinacion del sexo de la génada estd dada por la activacion del nodo SRY (a). Esta
sefial marcara el inicio de la via masculina, que conducird a la diferenciacion de Sertoli. La
diferenciacién hacia células de la granulosa esta dada por el estado inactivo de SRY y por la
activacion de los nodos UGR y WNT4 (b). Las celdas en negro corresponden al estado activo,
mientras que las celdas en blanco corresponden al estado inactivo. El nodo UGR marca el inicio de la
simulacién y el estado final (en el dltimo rengldon) puede ser interpretado como un patréon de

expresidn génica estable.
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5.4.2 Simulacién de perturbaciones: ganancia o pérdida de funcion de los nodos de la red, ADS
46,XX (reversion del sexo femenino a masculino).

Las simulaciones de ganancia o pérdida de funcidn se hicieron con la finalidad de inferir
posibles patrones de expresidn génica que conduzcan a alteraciones en el desarrollo de la génada. Se
simuldé una alteracién conocida como ADS 46,XX testicular (también conocida como reversion del
sexo de femenino a masculino). Para simular esta alteracion, se mantuvo el nodo SRY o el nodo SOX9
en un estado activo (1) durante toda la simulacién. En la Figura 3a se puede observar la simulacion
que corresponderia a la alteracion 46,XX (SRY+). El nodo SRY activa al nodo SOX9 en coordinacidn con
los nodos CBX2, GATA4, WT1 y NR5A1. Mientras que el nodo SOX9 inhibe la via femenina a través de
la inactivacion del nodo CTNNB1 que corresponde a B-catenina. En la Figura 3b se puede observar la
simulacidn para el nodo SOX9 en un estado inicial activo (1) que corresponderia a la duplicacién de
SOX9. En ambas simulaciones (Figuras 3a y 3b) se obtiene un estado final semejante al de Sertoli, el
cual tiene activados los nodos SRY, SOX9, FGF9, PGD2, DMRT1, DKK1, AMH. Los pacientes que
presentan estas alteraciones a nivel genético desarrollan testiculos y genitales internos y externos

masculinos.
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Figura 3. Simulacion ADS 46,XX (reversion del sexo femenino a masculino). El nodo SRY se mantuvo en
estado activo (1), para simular translocacion de SRY en un fondo 46,XX (a). Para simular duplicacidon de SOX9 en
un fondo 46,XX se mantuvo en estado activo (1) al nodo SOX9) (b). Los estados de activacion finales son
similares a los observados en la via de diferenciacion hacia Sertoli.
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5.4.3 ADS 46,XY (reversion del sexo masculino a femenino)

En la Figura 4 se presentan tres simulaciones que resultan en la activacién de los nodos de la
via femenina. La primera corresponde a la inactivacién del nodo CBX2, que corresponde a la pérdida
de funcién (Figura 4a). La segunda corresponde a la simulacién, siempre en estado activo, del nodo
NROB1, que corresponde a la duplicacion de dicho gen (Figura 4b). La tercera simulacién corresponde
a inactivacién del nodo SRY, que corresponde a la pérdida de funcién. En los tres casos la via
femenina es activada por los nodos WNT4 y CTNNB1, mientras que la via masculina es bloqueada a
través de los nodos WNT4, CTNNB1 y FOXL2 que inactivan a los nodos de la via masculina.
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Figura 4. Simulacion ADS 46,XY (reversion del sexo masculino a femenino). El nodo CBX2 se mantuvo en estado inactivo (0)
con la finalidad de simular una mutacién de pérdida de funcidn, lo que resulté en la activacidn estable de nodos femeninos
(a). Para simular ganancia de funcion por duplicacion de NROB1, se mantuvo éste nodo en estado activo (1) y resulté en
inactivacion de nodos de la via masculina y activacion de nodos de la via femenina (b). Para simular pérdida de funcion de
SRY se fijo este nodo en estado inactivo (0). Como resultado se obtuvo la inactivacién de la via masculina y activacién de
nodos femeninos (c).
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5.4.4 Simulacidn de pérdida de funcion de GATA4

La Figura 5 presenta la simulacion de pérdida de funcién del nodo GATA4 en la via masculina.
Notese la alteracién en los patrones de activacion comparado con la simulacidén de tipo silvestre de la
Figura 2. Al final de la simulacién se puede observar el estado inactivo de los nodos WT1mKTS,
WT1pKTS, NR5A1, AMH debido a que el nodo GATA4 es su regulador positivo. El nodo SRY pudo ser
activado debido a interacciones adicionales con los nodos NR5A1, WT1mKTS, CBX2 y una posible asa
de retroalimentacién con el nodo SOX9, de esta forma el estado de activacién alterado que se
presenta en la Figura 5 puede interpretarse como el patrén de expresién que conduce a una ADS. Al
respecto, el espectro clinico de alteraciones por mutaciones asociadas al gen GATA4 en pacientes
masculinos es variable. Hay pacientes que pueden presentar testiculos disgenéticos bilaterales que
contienen células de Sertoli pero con ausencia de células de Leydig. Los genitales internos son

masculinos mientras que los genitales externos pueden ser normales o ambiguos.

Z
x

- 3
S

UGR
CBX2
GATA4
WT1mKTS
NR5A1
NROB1
SRY
SOX9
FGF9
PGD2
DMRT1
DKK1
AMH
WNT4
RSPO1
FOXL2
CTNNB1

Time step

Figura 5. Simulaciéon de pérdida de funcion de GATA4 en genotipo 46,XY. Se puede observar como
resultado la inactivacién del nodo AMH aunque persiste el estado activo de los nodos de la via
masculina.

5.4.5 Simulacién de pérdida de funcién de WT1 o NR5A1

La expresidn del gen WT1 en el humano, puede ser observada desde la génada bipotencial, durante el
proceso de determinacion y diferenciacidon hacia células de Sertoli o de la granulosa. Sin embargo,
mutaciones en este gen pueden alterar profundamente el desarrollo testicular debido a que participa
en la activacion de los genes NR5A1, SRY y AMH. Se ha observado que pacientes 46,XY con
mutaciones en el gen WT1 pueden presentar disgenesia gonadal parcial o completa y genitales
externos ambiguos a femeninos. El grado de afectacion dependera en gran medida del sitio donde
ocurra la mutacién, que determinara la funcionalidad del factor de transcripcién. Los resultados de la

simulacion de pérdida de funcion del nodo WT1 muestran un atractor con un patrdon de activacién



similar al de la via femenina. Por otra parte, se simuld la pérdida de funcion del nodo NR5A1 y se
observé que el patrén de activacidn era similar al de la via femenina. Esto se debe a que el nodo
NR5A1 participa en la activacidon de los nodos SRY, SOX9 y AMH. Dado que los nodos de la via
masculina no son activados, la via Wnt4-B-catenina prosigue con la activaciéon de nodos de la via

femenina.

Tabla 7. Atractores de punto fijo cuando se simula inactivacion (0) de los nodos NR5A1 o WT1 en un genotipo

46,XY
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5.5 Redes aleatorias, pruebas de robustez y predicciones del modelo

Para probar si la topologia de la red y los atractores de tipo silvestre del modelo Booleano
podian ser obtenidos de forma aleatoria, se hicieron tres pruebas computacionales independientes.
En cada prueba se crearon y analizaron 1000 redes consistentes de 19 nodos cada una. A cada red se
le asignd una conexidn aleatoria entre sus nodos. Con estos parametros se analizé el numero de
atractores finales para cada red. En promedio se obtuvieron 103,000 atractores para cada prueba
independiente y ninguna de las redes al azar obtuvo tres atractores de punto fijo como los obtenidos
en el Modelo Booleano (Tabla 6). Estos resultados indican que los atractores del Modelo Booleano del
Desarrollo de la Gonada no pueden ser recreados en una red hecha con interacciones al azar. Por esta
razon los atractores de la Tabla 6 y las simulaciones de tipo silvestre (Figura 2) pueden ser
consideradas con significado bioldgico y no un artefacto computacional. Por otra parte, con la prueba
de robustez del Modelo Booleano, se observé en el 95% de las redes perturbadas, que menos del 30%
de los atractores de la Tabla 6 podia ser recuperado. Estos resultados indican que el modelo es
sensible a la perturbacidn, debido en parte a la poca redundancia en la funcién de los nodos de la red.
Se esperaria que la inclusion de mds nodos con asas de retroalimentacidn positiva pueda incrementar
la robustez del modelo.

Respecto a las predicciones del modelo el 66% (16 interacciones), corresponden a los nodos de la
cresta genital y gdénada bipotencial. Este resultado indica que se deben enfocar esfuerzos de

investigacion a los genes que se expresan previo a SRY. Por ejemplo, los genes WT1, NR5A1, NROB1y
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GATA4 se expresan desde la génada bipotencial, pero se sabe poco sobre los elementos que
promueven y mantienen su activacion. Por ejemplo, el gen LHX1 promueve la activacion de NR5A1
(Wilhelm y Englert, 2002; Ostrer et al., 2007), mientras que otros factores de transcripcion de la
familia PAX promueven la activacion de WT1 (McConnell et al., 1997; Torres et al., 1995).

En resumen, el modelo Booleano describe la dindmica de regulacién de la expresion de genes
asociados al desarrollo de la gdnada. Solo fueron necesarios 19 nodos para activar y mantener las vias
de desarrollo masculino/femenino. Por lo tanto, consideramos que estos elementos forman el ndcleo
de la red. Para la activaciéon de la via masculina, se requiere de la activacion del nodo SRY, que
activara al nodo SOX9. El mantenimiento de la via es posible por asas de retroalimentacién positiva
entre los nodos SOX9, FGF9 y PGD2 e inactivacion de los nodos femeninos, especialmente de los
nodos WNT4 y CTNBB1. En ausencia de SRY, los nodos WNT4, CTNNB1 y RSPO1 mantienen un asa de
retroalimentacion positiva y activan a nodos rio abajo como FOXL2. Este nodo mantiene la via
femenina al inactivar a los nodos SOX9 y DMRT1. Es importante mencionar que la via femenina esta
menos caracterizada en el humano y la informacién disponible proviene de estudios experimentales
con raton. El presente modelo debe ser considerado como un punto de inicio para futuros modelos ya
que es posible integrar nueva informaciéon experimental. EIl modelo puede seguir creciendo en
complejidad conforme se integren nuevos nodos y conforme se integren al modelo otros linajes de

células como las germinales, las células de Leydig en testiculo o las células de la teca en ovario.
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6. VALIDACION EXPERIMENTAL DE UNA PREDICCION DEL MODELO BOOLEANO DEL
DESARROLLO DE LA GONADA

El gen WT1 tiene un papel importante en la via masculina porque interacciona con otros
factores de transcripcion para activar la expresion de los genes NR5A1, SRY y AMH. A partir del
analisis de los estados de activacién de los nodos de la red, se infirié que el nodo GATA4 participaba
en la activacién del nodo WT1. Por otra parte, por estudios experimentales en ratdn, se reportd que
Gata4 y su regulador Fog2 tienen un papel importante en la activacidon de genes de la via femenina
como: Fst, Wnt4, Sprr2d, Foxl2, Gngl3. Dado lo anterior, consideramos que Gata4 puede ser un
elemento clave en la activacion de genes asociados a via masculina y femenina. Por lo tanto,
consideramos relevante analizar experimentalmente la prediccién relacionada al factor de
transcripcién GATA4 como elemento activador del gen WT1. Para que esto pueda suceder GATA4
debe reconocer un motivo de DNA, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién de WTI.
Consideramos como primer paso experimental, identificar en el ratén, el reconocimiento y unién del
factor de transcripcion GATAA4 rio arriba de del gen Wt1, entre otros genes asociados el desarrollo de

la gdnada como Amh, Lrp4 en via masculina y Sp5, Sprr2d en via femenina.

6.1. Validacion de la union de GATAA4, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de
los genes Wt1, Amh, Lrp4, Sp5 y Sprr2d.

El factor de transcripcién GATA4 tiene la capacidad de reconocer y unirse a la secuencia motivo
de DNA [AT]GATA[AG]. El objetivo de la validacidn consiste en identificar si GATA4 se une al motivo
de DNA, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen Wt1 y otros genes asociados a la via
testicular como Amh y Lrp4 o a la via ovdrica como Sp5 y Sprr2d en el ratén. La validacion
experimental consisti6 en 1) Identificacién a nivel bioinformatico de la secuencia motivo
[AT]GATA[AG] en los blancos arriba mencionados; 2) Ensayos de inmunofluorescencia con el
anticuerpo GATA4, en la cresta genital de embriones de ratéon 10.5dpc; en gdnadas en via de
diferenciacion de embriones de ratén 13.5 dpc; en génadas diferenciadas de ratones 10 dias post
parto; 3) Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) de testiculos y ovarios de embriones
de ratén 13.5 dpc. Es importante mencionar que también se hicieron ensayos de ChIP en células de
tejido hepatico de embriones XY y XX de 13.5 dpc. Los ensayos en tejido hepatico se hicieron para
obtener resultados independientes de génadas. Se selecciond el higado porque estd disponible un
estudio de ChIP-secuenciacién con el anticuerpo anti-GATA4 C-20 (Santa Cruz) en higado de ratdn

adulto (Zheng et al., 2013), Este estudio es util porque permitié visualizar -a prioiri- posibles sitios de
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unién del factor de transcripcion GATA4, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de los genes

que se interesa analizar. Los materiales y métodos se presentan a continuacion.

6.2 Confirmacion de la secuencia motivo [AT]GATA[AG] que reconoce GATA4

Para analizar experimentalmente la prediccién del modelo, fue necesario confirmar en primer
lugar que existiera la secuencia motivo [AT]GATA(AG], rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion
del gen Wt1. La confirmacién de la secuencia motivo se obtuvo después del analisis bioinformatico de
la secuencia de referencia del gen Wt1 del genoma de ratén (NCBI37/mm9), depositada en Genome
Browser. Ademas, se buscd 1) secuencia consenso que reconoce TFIIB; 2) secuencia consenso TATA
box; 3) secuencia consenso de inicio; 4) secuencia consenso del elemento promotor rio abajo; 5)
secuencia consenso que reconoce SOX9; 6) secuencia consenso que reconoce DMRTL1. Las secuencias
arriba mencionadas se buscaron por las siguientes razones: 1) Para identificar la combinacién de
secuencias asociadas a la region promotora proximal; 2) Para saber que tan distal es la secuencia
motivo [AT]GATA(AG] de la region promotora proximal; 3) Para identificar posibles interacciones
entre los factores de transcripcién GATA4, SOX9 y DMRT1. El anadlisis bioinformatico abarcd hasta
1000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién de Wt1. Adicionalmente, se consideré (util
identificar a nivel bioinformatico las secuencias promotoras arriba mencionadas y las secuencias
motivo que reconocen GATA4, SOX9 y DMRT1, en otros genes asociados a la diferenciacién de Sertoli
o de la granulosa, que se caracterizan por tener un patrén de expresién dimdrfico como: Amh y Lrp4
en Sertoli o Sp5 y Sprr2d en células de la granulosa (Munger et al. 2013). Todos los analisis
bioinformaticos fueron elaborados con las secuencias de referencia del genoma de ratdn
(NCBI37/mm39) de julio 2007, disponibles en UCSC Genome Browser Gateway. Para la busqueda de las
secuencias motivo arriba mencionadas se utilizd el programa Find Individual Motif Occurences (FIMO)
version 4.12.0 (Grant et al., 2011). Por otra parte, se consultaron los perfiles de ChIP-seq que se
hicieron con el anticuerpo anti-GATA4 C-20 (Santa Cruz) en higado de ratdn adulto, elaborados por
(Zheng et al., 2013) y depositados en la base de datos WashU EpiGenome Browser
(http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/). Con un perfil de ChlIP-seq, se puede identificar
enriquecimiento de fragmentos de DNA inmunoprecipitados, en este caso con el anticuerpo arriba
mencionado. Los fragmentos enriquecidos corresponden a diferentes regiones del genoma a la que
estaba unido el factor de transcripcion GATA4, con su secuencia motivo de DNA la cual es:
[AT]GATA[AG]. Dado que GATA4 funciona como activador de la transcripcidn, se buscod seiial de

enriquecimiento rio arriba de los genes Wt1, Amh, Lrp4, Sp5 y Sprr2d.
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6.3 Especimenes para la validacion experimental

Para la validacién experimental de la prediccidén del modelo, se requirié de la cresta genital y la
goénada en desarrollo de embriones de ratén de 10.5 dpc y 13.5 dpc, con la finalidad de hacer ensayos
de inmunohistoquimica e inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChIP). Para cumplir con este objetivo, se
usé como modelo de estudio a ratones de laboratorio mus musculus de la cepa CD-1 (20 hembras y 2
machos). La poblacién de ratones fue alojada en las instalaciones del bioterio del Instituto Nacional
de Pediatria, con previa autorizacién del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL), con folio de oficio de autorizacién INV/B/RGC/064/16. Todos los especimenes
se mantuvieron con alimento y agua suministrada ad libitum, en un ambiente controlado con 12h de
luz y 12h de oscuridad y fueron manejados de acuerdo a los requerimientos que determina la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
animales de laboratorio, SAGARPA 1999. Todos los especimenes fueron suministrados por la empresa
Envigo RMS S. A de C. V (antes Harlan Laboratories). Se cruzaron hembras y machos adultos en
condicion silvestre durante las 12h correspondientes al periodo de oscuridad. Al dia siguiente se
observé la presencia o ausencia de tapdn vaginal. En caso de observarse el tapdn, se determiné ese
dia como el dia cero posterior al coito. Las hembras gestantes fueron sacrificadas a 10.5 dpc y 13.5
dpc, con la finalidad de disecar los complejos urogenitales de los embriones, para hacer ensayos de
inmunofluorescencia en ambas etapas de desarrollo y de inmunoprecipitacion de cromatina en la
etapa de 13.5 dpc. Adicionalmente, se disecd higado de los embriones 13.5 dpc, con la finalidad de
tener otro tejido de comparacion en los ensayos de ChIP. El sacrificio y las disecciones se llevaron a
cabo en el laboratorio del Dr. Horacio Merchant Larios; Departamento de Biologia Celular y Fisiologia
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. El método de sacrificio se realizd de acuerdo a lo
establecido en la NOM-062-Z00-1999. Todos los residuos bioldgicos se manejaron de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccidn ambiental- salud ambiental- residuos

peligrosos bioldgico-infecciosos- clasificacidn y especificaciones de manejo. SSA, 2002.
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6.4 Diseccidn y preparacion de génadas de embriones de ratén 13.5 dpc, para ensayos ChiIP

Se siguidé el método de diseccién y manejo de génadas de embriones de ratén 13.5 dpc,
reportado por Liy colaboradores (2014), que se describe a continuacion: las génadas se disecaron con
ayuda de un estéreo-microscopio, pinzas y tijeras de diseccion. Se realizé un corte en el embrién a lo
largo de la linea media ventral a la altura del complejo urogenital, el cual es visible sobre la pared
dorsal del embridn. Los complejos urogenitales de embriones 40,XY o embriones 40,XX se disecaron y
agruparon en cajas de Petri separadas que contenian medio Dubelcco (DMEM), adicionado con suero
fetal bovino al 10% y se mantuvieron en frio hasta agrupar todos los complejos. Posteriormente, se
removié el mesonéfros para quedar con testiculos agrupados u ovarios agrupados. Las génadas se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5ml y se suspendieron en 500ul de medio DMEM + 500ul de
tripsina al 0.05% y con ayuda de una jeringa para insulina se disgregd el tejido. Posteriormente, se
centrifugaron los tubos a 5000rpm por 4 minutos y se descarté el sobrenadante. Se agregaron 900ul
de medio DMEM al 1% de formaldehido para inducir enlaces covalentes cruzados de proteinas
asociadas con DNA (cross links). El tiempo de fijacidon fue de 10 minutos a temperatura ambiente y
agitacién constante. Pasado este tiempo, la accidn del formaldehido fue detenida al agregar 100ul de
glicina 1.25M. El tejido permanecid en agitacién constante por 5 minutos. Posteriormente, el tejido se
centrifugd a 5000rpm durante 4 minutos, se descartd el sobrenadante y se agregaron 900ul de PBS
(1X) frio para lavar el tejido. Posteriormente, el tejido se centrifugd a 6000rpm por 4 minutos. El
sobrenadante se descartd y el tubo con el botdn de génadas disgregadas y fijadas se colocd en hielo

seco por unos minutos para después guardarse en un ultracongelador a -70°C.

6.5 Fragmentacidon de la cromatina

Los botones de gdnadas disgregadas y congeladas (aproximadamente 50 testiculos y 50 ovarios
de embriones 13.5 dpc) se resuspendieron y agruparon en un tubo Eppendorf de 1.5ml para
testiculos y otro para ovarios. A cada tubo se agregé 500ul de Buffer de Lisis (Epigentek Group Inc.) y
se dejé en incubacién en hielo y agitacidn ocasional durante 10 minutos. Posteriormente se
centrifugd y se descarté el sobrenadante. Después se agregaron 400ul de buffer ChIP (Epigentek
Group Inc.). Las muestras se sonicaron con un sonicador Branson, en dos pulsos de 30 segundos por
un minuto de descanso entre pulsos y 30% de intensidad de sonicacion. Para visualizar la
fragmentacion de la cromatina, se tomé una alicuota del sonicado y se extrajo el DNA. EI DNA
purificado se visualizé por medio de un gel de agarosa al 1.5%. Los fragmentos de cromatina debian

estar en un rango de 200 a 700pb con un pico en 300pb. El resto de la cromatina se centrifugd a
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12,000rpm a 4°C por 10 min y el sobrenadante se traspasé a un tubo nuevo que fue almacenado a -

70°C hasta el ensayo de ChlIP (Rizzo y Buck, 2011).

6.6 Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Para el ensayo de ChlIP se siguiod el protocolo de Dahl y Collas (2008) con modificaciones. Cada
ensayo se elabord con 25ul de perlas magnetizadas (Dynabeads Protein G, Life Technologies) y con
tubos Eppendorf de 1.5ml. Las perlas se re-suspendieron en 300ul de buffer RIPA (10mM Tris-HCI, pH
7.5, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 1% (vol/vol) Triton X-100, 0.1% (wt/vol) SDS, 0.1%
(wt/vol) deoxicolato de sodio y BSA (5mg/ml). Se agregd seroalblimina bovina (BSA) para hacer un
bloqueo de las perlas y evitar unién inespecifica de cromatina. Las perlas se incubaron en un rotor
durante 2h a 4°C a 25rpm. Después del tiempo de bloqueo se hizo un lavado con buffer RIPA sin BSA.
Posteriormente, las perlas bloqueadas y lavadas se aforaron en 300ul de buffer RIPA sin BSA, con 1ug
de cromatina fragmentada y 2.4ug del anticuerpo de interés. Para todos los ensayos se utilizaron los
siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal GATA4 (G4): sc25310 (Santa Cruz Biotechnology);
anticuerpo monoclonal RNA pol Il CTD4H8 (Epigentek) como control positivo del ensayo;
inmunoglobulina no especifica (IgG) (Epigentek) como control negativo del ensayo. De forma
adicional se realizé un control negativo extra que consisti6 en cromatina que no fue expuesta a
anticuerpos (MOC). La mezcla de perlas, cromatina y anticuerpo se mantuvo en rotacién (25rpm) a 4°
toda la noche. Posteriormente se hicieron tres lavados con 500ul buffer RIPA frio (5 minutos por
lavado, en rotacién a 25rpm). Después se hizo un lavado con 500pl de Buffer TE (10 mM Tris—HCI, pH
8.0, 10 mM EDTA). El contenido de los tubos se transfirié a un tubo nuevo, se removié el buffer TE y
se agregaron 300ul de buffer de elusién (20 mM Tris—HCI, pH 7.5, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 1%
(wt/vol) SDS, 5ul de proteinasa K por muestra ensayada). Los tubos se incubaron a 55°C por 2h con
agitacién constante a 1000rpm. Después de la incubacién se enfrid en hielo y posteriormente se
agregaron 200ul de solucidn precipitadora de proteinas (Qiagen). Todas las muestras se mantuvieron
en hielo por 10 minutos con agitacion ocasional. Posteriormente, se centrifugd a 12700rpm a 4°C
durante 5min. La fase acuosa se tomd con jeringas de insulina y se transfirié a tubos Eppendorf de
1.5ml con 500ul de isopropanol mas 2ul de glicogeno y 45ul de acetato de sodio 3M. Los tubos se
guardaron a -70°C toda la noche. Al dia siguiente se descongelaron las muestras y se mantuvieron en
rotacion (25rpm) a 4°C durante 20minutos. Posteriormente se centrifugé a 13,000rpm a 4°C durante
10minutos. Con ayuda de jeringas de insulina se removid el isopropanol con cuidado de no tocar el

botdn de DNA precipitado. Después se agregaron 500l de etanol al 70% a cada tubo y se mantuvo en
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agitacién por 15min a temperatura ambiente. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a
13,000rpm a 4°C durante 7 minutos. El etanol se removié con ayuda de jeringas de insulina con
cuidado de no tocar el botdon de DNA. Los tubos se dejaron secar durante 10 minutos
aproximadamente y finalmente el botdn de DNA precipitado y lavado se resuspendié en 22ul de
buffer AE (Qiagen). Las muestras permanecieron a 4°C hasta su uso. 2ul del ChIP-DNA de cada

muestra fue usado para cuantificar cantidad y calidad de DNA con nanodrop.

6.7 Diseno de oligonucleétidos utilizados para flanquear secuencias especificas de DNA,
donde esta presente la interaccion de GATA4 con los blancos de interés

Para el disefio de los oligonucledtidos se usaron las secuencias de referencia del genoma de
raton NCBI37/mm39 de julio 2007. Primero se bajo la secuencia de los blancos de interés, mas 1000pb
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidon y se procedié a la busqueda del motivo de DNA
[AT]GATA[AG]. Ya identificado el motivo, se usé un fragmento de secuencia entre 150pb rio arriba y
150pb rio debajo de la secuencia motivo. Los fragmentos sirvieron como templados para el disefio de
oligonucledtidos. Se usé el programa Primer3Plus http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi y el
programa Primer-Blast del Centro Nacional de Biotecnologia (NCBI por sus siglas en inglés), para el
disefo In silico de los oligonucledtidos https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ Los oligonucledtidos
seleccionados se analizaron con el programa NetPrimer con la finalidad de identificar con precision la
temperatura de alineacién y estructuras secundarias como: hairpins, dimers y cross dimers de los
oligonucledtidos. http://www.premierbiosoft.com/netprimer/ Finalmente, las secuencias se sintetizaron en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacién de ADN del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Todos los
oligonucledtidos (con excepcion de los correspondientes a Gapdh) se hicieron especificamente para
este trabajo. La temperatura 6ptima de alineacion para cada oligonucledtido se determiné a partir de
una PCR con gradiente de temperatura. La Tabla 8 presenta la secuencia de los oligonucledtidos y sus
caracteristicas, mientras que la Tabla 9 indica las condiciones de PCR de punto final para amplificar

ChIP-DNA de gdnadas e higado de embriones 13.5 dpc.
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Tabla 8. Secuencias de oligonucledtidos usados para validar union de GATA4.

Blanco Oligo Forward Oligo Reverse Longituddel Tm°C
amplicén (pb) PCR
Sprr2d 5 -TGAGGTTATCATCATTGGTGAGT-3’ 5’-GCCCTTCATAGCAGAGACTAATG-3’ 114 65°C
Sp5 5’-GTTACCCTCATCCCGGTCTC-3’ 5-CCAAGGCAGTGCTCAAAGT-3’ 105 66°C
wti 5’-CTCAACCTGCGAACCCAGA-3’ 5-GAACCAGAGAGCCCAGAGAACT-3’ 142 66°C
Lrp4 5-GCTGAGAGTTGCCAGTACGA-3’ 5-GCTCGCCTTAGCTCCTACTCA-3’ 132 66°C
Amh 5’-GAGACAGTCGCCTCCCACC-3’ 5°-TGAGCCAGATTGCTTGCTTG-3’ 108 68°C
Gapdh 5’ -TGGAACAGGGAGGAGCAGAGAGCA-3’ 5-TACTCGCGGCTTTACGGG-3’ 169 69°C

Tabla 9. Condiciones de PCR de punto final para amplificar ChIP-DNA de gdénadas e higado de embriones
13.5dpc.

Concentracidn inicial Concentracion final Condiciones de
20ul/reaccién PCR

Buffer 10X sin magnesio 1X=2 pl 94°C x 5min

MgCl, [25mM] 2mM= 1.6yl 94°C x 30s

dNTPs [10mM] 0.25mM= 0.5l Tm x 15s 38 ciclos
Oligo F [10pM] 0.25uM= 0.5pl 72°Cx 30s

Oligo R [10pM] 0.25uM= 0.5l 72°Cx 3min

Glicerol 100% 1%= 0.2yl 10°C (fin)

Taq 5u/ul 1u=0.2ul

H,0 12 ul

DNA 2.5ul=6-7ng/Rxn aprox.

*Todos los blancos se analizaron bajo las mismas condiciones aplicando 15s la temperatura de alineacién
especifica para cada par de oligonucleétidos.

6.8 Ensayos de inmunofluorescencia dirigidos a GATA4

Para los ensayos de inmunofluoresecencia se siguieron las recomendaciones de los métodos
descritos por Renshaw (2013) en relacion al tratamiento y manejo de las muestras previo, durantey
posterior al ensayo de inmunofluorescencia. Los métodos se describen a continuacidén: Se hicieron
cortes histoldgicos de gédnadas de ratdn para elaborar ensayos de inmunofluorescencia en la etapa de
primordio gonadal bipotencial (10.5 dpc); génadas en via de diferenciacidn (13.5 dpc); testiculos y
ovarios diferenciados (10 dias post parto). Se disecaron los complejos urogenitales de embriones 10.5
dpc y 13.5 dpc. En el caso de los ratones de 10 dpp, se disecaron testiculos u ovarios. Los tejidos se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 12hrs a 4°C. Posteriormente, el tejido se deshidrato
gradualmente al pasar por disoluciones de sacarosa al 10%, 20% y 30% respectivamente. El tejido se
incluyéd en medio para congelacion (Tissue-Tek O.C.T., Sakura Finetek USA) y se mantuvo a -20°C.

Posteriormente, se hicieron cortes seriados transversales de la regidn urogenital, en un criostato. Los
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cortes se montaron en laminillas tratadas con Sulfato de Cromo y grenetina. Las laminillas se
desecaron y guardaron a -20°C hasta ser procesadas.

Para el ensayo de inmunofluorescencia, se lavaron las laminillas con PBS 1X pH7.4 (3 veces por cinco
minutos). Después se agregd Buffer Tris pH10 (10mM Tris Base, 0.05% Tween 20, pH 10). Las
muestras se incubaron a 85°C por 35 minutos, después se dejaron enfriar en hielo. Posteriormente, se
dieron tres lavados con PBS 1X pH 7.4. Después se agregaron 100ul de Triton 0.5% en PBS a cada
laminilla para permeabilizar membranas. Posteriormente se agregd suero de bloqueo (0.6% Triton,
2%BSA, 10% suero de caballo) y se dejé en incubacion a temperatura ambiente durante dos horas.
Pasado ese tiempo se agregd el anticuerpo policlonal GATA-4 (C-20): sc-1237 Santa Cruz
Biotechnology, elaborado en cabra, en una dilucion 1:300. Las muestras permanecieron en
incubacién a 4°C toda la noche. Después fueron lavadas con PBS 1X pH7.4 (3 veces por cinco
minutos). Posteriormente se agregd el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488, anti-cabra) en dilucion
1:200 con PBS y se dejé en incubacion por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
tind el nucleo de las células con TOTO (Life Techologies) y se cubrieron con medio para montar tejidos
tefiidos con fluorocromos (Dako). Las muestras se guardaron a 4°C en obscuridad hasta su

observacién en un microscopio confocal (Zeiss LMS Pascal 5).



7. RESULTADOS DE LA VALIDACION EXPERIMENTAL

7.1 Resultados del analisis bioinformatico

Los resultados de los anadlisis bioinformaticos se resumen en los siguientes puntos:

1. En relacién a la prediccién del modelo, el motivo de DNA que reconoce GATA4 estd ubicado a -
318pb de la secuencia consenso de inicio del gen Wt1 (Tabla 10 y Tabla 11). Wt1 también contiene
un motivo que reconoce TFIIB a -127pb la secuencia consenso de inicio (Tabla 12). No se
identificaron otros motivos en la regién promotora proximal.

2. El motivo de DNA que reconoce GATA4, estad presente en todos los genes considerados para la
validacién experimental. En todos los casos, la localizacion del motivo fue distal a la regidn
promotora proximal (Tabla 10 y Tabla 11).

3. Lalocalizacion del motivo que reconoce SOX9 o DMRT]1, fue distal a la regidn promotora proximal.
No se encontrd cercania entre la secuencia motivo que reconoce DMRT1 y las secuencias motivo
gue reconocen SOX9 o GATA4. Sin embargo, en el gen Sprr2d se encontrd cercania (separacidon de
seis pares de bases), entre el motivo de DNA que reconoce SOX9 y el motivo de DNA que reconoce
GATAA. El hallazgo se observé alrededor de 600pb rio arriba de TATA box en Sprr2d (Tabla 11).
Esta caracteristica puede sugerir una posible sinergia entre GATA4 y SOX9, con efecto en la

regulacién de la expresidn de Sprr2d.

4. Cada gen se caracteriza por tener una combinacion de secuencias promotoras/reguladoras. La
Tabla 10 representa un resumen de las secuencias encontradas para cada gen. En la Tabla 11 se
presenta la ubicacidn de las secuencias motivo que reconocen los factores de transcripcion
GATA4, SOX9 y DMRTL1. Mientras que la Tabla 12 presenta la ubicaciéon en el genoma de las
secuencias que forman la regiéon promotora proximal de cada gen.

Tabla 10. Resumen de motivos de DNA encontrados por analisis bioinformatico.

Gen Chr | GATA4 | SOX9 DMRT1 TFIIB TATAbox Inicio Elemento promotor
rio abajo (DPE)
wti 2 -318 -531 -127 104,966,625
Amh 10 -92 -365 80,268,004
Lrp4 2 -86 -349 91,297,7 91,297,517
23
Sp5 2 -243 -98 -369 -92 70,312,997
+25 -364
Sprr2d 3 -628 -617 +935 92,143,033 +443 +1
-438 +84 +945
Gapdh 6 -178 -426 -285 125,116,390
-232 125,117,284
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Tabla 11. Localizacién de los motivos de DNA que reconocen GATA4, SOX9 y DMRT1.

Regi6n analizada Secuencia consenso Secuencia consenso | Secuencia consenso
Gen (NCBI37/mm9) que reconoce GATA4 que reconoce SOX9 | que reconoce DMRT1
julio 2007 [AT]GATA[AG] [TCITTG[TAIG [AT]ACA[TA]TGT[TA][GT]
wt1 Chr 2; hebra (+) -318 a-313 Ausente -531a
104,965,685
104,966,684
Amh Chr 10; hebra (+) -92 a-87 -365 a -360 Ausente
80,266,992
80,268,011
Lrp4 Chr 2; hebra (+) -86 a -81* Ausente -349
91,296,687 *Respecto al motivo 1
91,297,736 del elemento
promotor rio abajo
Sp5 Chr 2; hebra (+) -243 a -238 (-98 a -93) Ausente
70,311,979 (+25 a +30)
70,313,028
Sprr2d | Chr 3; hebra (+) -628 a -623* -617 a-612* +935%*
92,142,061 -433 3 -438* +84 a +89* *Respecto a TATA box
92,143,110 *Respecto a TATA box +449 a +453*
+478 a +483*
*Respecto a TATA box
Gapdh | Chr 6 hebra (-) -178 -232%* Ausente
125,116,390 Respecto al -426*
125,117,613 motivo 1 de inicio *Respecto al motivo 1
de inicio
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Tabla 12. Localizacién de secuencias motivo de DNA en la regién promotora proximal.

Region analizada | Secuencia consenso TATA box Secuencia consenso inicio | Secuencia consenso elemento
Gen (NCBI37/mm9) que reconoce TFIIB | TATA[ATIA[ATI[GA] | [CTI[CTIA[ATGC][TA][CT][CT] promotor rio abajo (DPE)
julio 2007 [CG][CG][AG]CGCC [AG]G[AT][CT][ACG]

wti1 Chr 2; hebra (+) -127a-121 Ausente Posicion +1 Ausente
104,965,685 Respecto al inicio 104,966,625
104,966,684

Amh Chr 10; hebra (+) Posicion +1
80,266,992 Ausente Ausente 80,268,004 Ausente
80,268,011

Lrp4 Chr 2; hebra (+) Motivo 1
91,296,687 91,297,723 Ausente Ausente 91,297,517
91,297,736 Motivo 2

91,297,652

Sp5 Chr 2; hebra (+) Motivo 1 Posicién +1 Ausente
70,311,979 -369 a -363* -92 a-85 70,312,997
70,313,028 Motivo 2 Respecto al inicio

-364 a 358*
*Respecto al inicio
Sprr2d Chr 3; hebra (+) Ausente 92,143,033 +443 +1 respecto a TATA box
92,142,061 +945
92,143,110 Respecto a TATA box
Gapdh Chr 6; hebra (-) -285 Posicién +1 motivo 1

125,116,390 Respecto al inicio Ausente 125,116,390 Ausente
125,117,613 del motivo 1 Posicién +1 motivo 2

125,117,284




7.2 Perfiles ChIP-seq para GATA4 en higado de ratén adulto

Con los perfiles de ChIP-seq elaborados por (Zheng et al., 2013) y depositados en la base de

datos WashU EpiGenome Browser http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/ se identificd

enriquecimiento de fragmentos de DNA inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-GATA4 C-20, rio
arriba del sitio de inicio de Gapdh, Sp5 y Lrp4 en higado de ratén adulto, No se identificd
enriquecimiento rio arriba de los genes Amh y Sprr2d. La interaccion de GATA4 con los blancos arriba
mencionados representa una evidencia a priori, que serd confirmada con los ensayos de ChIP en

higado embrionario.
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Figura 6. Senal de enriquecimiento de fragmentos de DNA inmunoprecipitados con el anticuerpo GATA4 C-20 (Santa Cruz)
y secuenciados (perfil ChIP-seq Gapdh). La sefial sugiere que el factor de transcripcion GATA4 estaba unido a la secuencia
motivo de DNA [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen Gapdh. El resultado se obtuvo a partir
de cromatina de higado de ratéon adulto. Fuente: Epigenomegateway.wustl.edu:
http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/ consulta: marzo 2017.
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Figura 7. Seiial de enriquecimiento de fragmentos de DNA inmunoprecipitados con el anticuerpo GATA4 C-20 (Santa Cruz)
y secuenciados (perfil ChIP-seq Sp5). La sefial sugiere que el factor de transcripcion GATA4 estaba unido a la secuencia
motivo de DNA [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidn del gen Sp5. El resultado se obtuvo a partir de
cromatina de higado de ratén adulto.Fuente: Epigenomegateway.wustl.edu: http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/
consulta: marzo 2017.
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Figura 8. Sefal de enriquecimiento de fragmentos de DNA inmunoprecipitados con el anticuerpo GATA4 C-20 (Santa Cruz)
y secuenciados (perfil ChIP-seq Lrp4). La sefial sugiere que el factor de transcripcion GATA4 estaba unido a la secuencia
motivo de DNA [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen Lrp4. El resultado se obtuvo a partir de
cromatina de higado de ratén adulto. Fuente: Epigenomegateway.wustl.edu: http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/
consulta: marzo 2017.

7.3 Ensayos de inmunofluorescencia dirigidos a GATA4

En embriones 10.5 dpc, se localizé al factor de transcripcion GATA4 en nucleos de células de las
crestas genitales y nucleos de células del mesenterio dorsal (Figuras 9 y 10). A los 13.5 dpc, se puede
observar que la sefial de GATA4 se mantiene con mucha intensidad en ovarios y testiculos en
desarrollo (Figuras 11a-c y 12a-c). En esta etapa, se puede observar que las células GATA4+ rodean a
las células germinales para formar cordones ovigeros o testiculares. A los 10 dias post parto, se
observa que la expresion de GATA4 persiste aunque con menor intensidad, en comparacién con lo
observado en etapas embrionarias (Figuras 11d-f y 12d-f). Nétese que en esta etapa, la expresion de
GATAA4 se localiza en los nucleos de células de la granulosa, que se distinguen por adoptar una forma
cuboidal, en los foliculos primarios de los ovarios. En testiculos, los nucleos de células GATA4+ se
encuentran en los bordes que forman las paredes de los tubulos seminiferos, debido a esta posicion

se puede inferir que los nucleos GATA4+ corresponden a células de Sertoli.
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http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/

Crestas genitales embrién 10.5 dpc (XY)

Figura 9. El factor de transcripcion GATA4 esta presente en nucleos de células
somaticas que convergen y proliferan en las crestas genitales de embriones de ratén
(XY) a los 10.5 dpc. La flecha dentro del recuadro sefiala una cresta genital y el detalle
de la misma puede observarse a la derecha (B, Cy D). La sefial de GATA4 es intensa en
los nucleos de células somaticas que convergen en la cresta (B y C). Durante esta etapa
de desarrollo, no es posible identificar diferencias histolégicas en las crestas genitales
de embriones XX o XY. La imagen en (B) corresponde a la combinacion de la sefial de
GATAA4 en verde (C) y la sefial de nucleos contrastados con TOTO en azul (D). No6tese la
presencia de nucleos de células somdticas GATA4+ en el mesenterio dorsal del
embrién (dm).
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Cresta genital de embrién 10.5 dpc (XX)

Figura 10. El factor de transcripcion GATA4 esta presente en ntcleos de células somaticas que convergen y
proliferan en las crestas genitales de embriones de raton (XX) a los 10.5 dpc. Nétese el arribo de las primeras
células germinales (GC) por el borde de la cresta, a través del mesenterio dorsal (dm). Imagenes de microscopia
confocal 40X. (A) corresponde a la combinacidon de la sefial de GATA4 en verde (B) y la sefial de nucleos
contrastados con TOTO en azul (C).

Ovarios de ratén

—A
50 um

Figura 11. El factor de transcripcion GATA4 esta presente en nucleos de células somaticas de ovario de ratén
de 13.5 dpc y ovario de 10 dias post parto. A los 13.5 dpc, se observan nucleos GATA4+ que corresponden a
células somaticas (A y B, sefial en verde) y nucleos esféricos GATA4- (A y C, sefial en azul) que corresponden a
células germinales (GC). En esta etapa de desarrollo se observan abundantes células germinales en
proliferacion, que permanecen interconectadas debido a una citocinesis que aliin no se completa (cistos de
células germinales). A los 10 dias post parto (10 dpp), se observa tejido ovarico completamente diferenciado,
con presencia de foliculos primarios (PF). Los foliculos primarios se caracterizan por tener una sola capa de
células granulosa GATA4+ con nlcleos que adoptan una forma cuboidal (D y E). Imagenes de microscopia
confocal 40X. (A y D) corresponden a la combinacién de la sefial de GATA4 (verde), con la sefial (azul) de
nucleos contrastados con TOTO (Cy F). mesenterio dorsal (dm).
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13.5 dpc

10 dpp

Testiculos de ratdn

Figura 12. El factor de transcripcion GATA4 esta presente en nucleos de células somaticas de testiculo
de ratdn de 13.5 dpc y testiculo de 10 dias post parto. Se observan nucleos de células somaticas GATA4+
(A y B, sefial en verde) y nucleos esféricos GATA4- (A y C, sefial en azul), que corresponden a células
germinales (GC). Se puede observar menor abundancia de células germinales en comparacién con el
ovario 13.5 dpc. Noétese que los nucleos de células germinales se encuentran agrupados en cordones
seminiferos (cs) que seran los futuros tubulos seminiferos. Se puede observar una capa de células
somaticas GATA4+ que corresponden a células de Sertoli (Sc), que recubren las paredes de los cordones.
También se puede observar algunas células de Sertoli intercaladas al interior de los cordones. A los 10
dias post parto (10 dpp), se observa tejido testicular completamente diferenciado con presencia de
tubulos seminiferos (Ts) y una capa de células de Sertoli (GATA4+), que recubren las paredes de los
tubulos. Imagenes de microscopia confocal 40X. (A y D) corresponde a la combinacion de la sefial de
GATA4 (verde) y la sefial de nucleos contrastados con TOTO (Cy F).
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7.4 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA (ChIP)

7.4.1 Sonicacion de cromatina

La cromatina se fragmentd mecanicamente al aplicar energia ultrasonica en pulsos de 30
segundos (Figura 13). Cabe mencionar que también se fragmentd tejido hepatico de embriones de
ratén 40,XY y 40,XX de 13.5 dpc, con la finalidad de aplicar el ensayo de ChIP en un tejido
independiente a génadas. La sonicacidn es un paso decisivo para el inicio del ensayo de ChIP porque
se genera una poblacion de fragmentos de diferentes tamafos, que oscilan entre un rango de 200 a
700pb, preferentemente con un pico en 300pb. Este rango de fragmentacién es apropiado para
formar complejos de cromatina-anticuerpo-perlas magnéticas que podrdn ser inmunoprecipitados y

analizados posteriormente, con alguna técnica de cuantificacién o identificacién molecular.

Figura 13. Cromatina fragmentada en un rango de 200 a
700pb, con un pico en 400pb. Escalera 100pb carril 1;
Cromatina testicular y cromatina ovdrica 13.5 dpc, carriles 2y
3 respectivamente; Cromatina de higado de embriones 40,XY
y cromatina de higado de embriones 40,XX 13.5dpc, carriles 4
y 5 respectivamente.

7.4.2 Control positivo del ensayo ChIP con anticuerpo anti-RNA pol Il y anticuerpo anti-GATA4 para
cromatina aislada de testiculos y ovarios de ratén 13.5 dpc.

Para el experimento de ChIP se tienen dos controles positivos, el primero correspondid al
control positivo del DNA de entrada (input). Este control dio informacion sobre la cromatina fijada,
sonicada y purificada, sin haber pasado por el ensayo de inmunoprecipitacién. El segundo control
positivo correspondid propiamente al ensayo de ChIP. En este trabajo se uso el anticuerpo anti-RNA
pol Il (CTD4HS; Epigentek) y se analizd el gen Gapdh. Este gen es considerado constitutivo, debido a
qgue se expresa de forma continua y con poca variacidon entre diferentes células. Gapdh codifica la
enzima gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, la cual tiene una funcién en una de las reacciones

enzimaticas de la glucolisis, al catalizar el gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato, en presencia
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de NAD+ y fosforo inorganico. Gapdh puede ser usado como punto de comparacion al calcular el
enriquecimiento asociado a la inmunoprecipitacién por medio de PCR de tipo cuantitativo.

En la Figura 14 se observan amplicones de 169bp, que corresponden a un fragmento de ChIP-DNA en
el que estaba formado el complejo [anti-RNA pol 1l]--[RNA pol Il]--[complejo de inicio de la
transcripcién], en la regién promotora de Gapdh. Este resultado representa el control positivo de los
ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina en testiculos y ovarios de embriones 13.5 dpc (Figura
14, carriles 4 y 9 respectivamente). Por otra parte, es importante mencionar que con el analisis
bioinformatico de la secuencia de Gapdh se observd un motivo [AT]GATA[AG] a -178pb del sitio de
inicio de la transcripcién. En la Figura 14, se observan amplicones que corresponden a un fragmento
de ChIP-DNA en el que estaba formado el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[secuencia motivo
[AT]GATA[AG], en cromatina de testiculos y ovarios de embriones de ratéon 13.5 dpc (Figura 14,
carriles 3 y 8 respectivamente). Este resultado valida a nivel experimental el hallazgo que se hizo a

nivel bioinformatico en relacién a la uniéon de GATA4 rio arriba de Gapdh (Tabla 11 y Figura 6).

Figura 14. Fragmento de ChIP-DNA de 169pb, amplificado por PCR,
en el que estaba formado el complejo [anti-RNA pol 11]--[RNA pol I1]--
[complejo de inicio de la transcripcidn], en la region promotora de
Gapdh. El fragmento amplificado también contiene un motivo
[AT]GATA[AG] al que estaba unido GATA4 en cromatina testicular y
ovdrica (carriles 3 y 8 respectivamente). No hay amplicones en los
controles negativos del ensayo, que corresponden a una
inmunoglobulina no reactiva, ensayada en ChIP-DNA de
. testiculos/ovarios (carriles 5 y 10 respectivamente) y cromatina de
L 3 testiculos/ovarios sin anticuerpo (carriles 6 y 11 respectivamente).

‘ ‘ . . Tablas 8 y 9 indican las condiciones de la PCR.
& v

1 2 3 4 56'7 8 9 10 11

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de testiculos carril 2; ChIP-DNA de testiculos con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA de testiculos con
anti-RNA pol Il carril 4; ChIP-DNA de testiculos con IgG carril5; ChIP-DNA de testiculos sin anticuerpo carril 6; DNA input de ovarios
carril 7; ChIP-DNA de ovarios con anti-GATA4 carril 8; ChIP-DNA de ovarios con anti-RNA pol Il carril 9; ChIP-DNA de ovarios con IgG
carril 10; ChIP-DNA de ovarios sin anticuerpo carril 11.




7.4.3 Validacién de la prediccion del modelo Booleano: GATA4 se une a la secuencia motivo
[AT]IGATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién de Wt1 en cromatina de testiculo,
pero no en cromatina de ovario de embriones de ratén 13.5dpc.

En la Figura 15 se observan amplicones de 141pb de longitud que estan rio arriba del sitio de
inicio del gen Wt1. Los amplicones corresponden a un fragmento de ChIP-DNA de testiculos de
embriones 13.5 dpc, en el que estaba formado el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] y el
complejo [anti-RNA pol II]--[RNA pol Il]--[complejo de inicio de la transcripcidn] (Figura 15, carriles 3y
4 respectivamente). Cabe hacer notar que utilizando los anticuerpos antes mencionados, en el ChIP
de ovario embrionario 13.5 dpc, los fragmentos de cromatina inmunoprecipitada no contenian el
complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] ni el complejo [anti-RNA pol II]--[RNA pol ll]--[complejo de
inicio de la transcripcién], rio arriba del sitio de inicio del gen Wt1, por lo que no se generaron
amplicones en los ensayos de PCR (Figura 15, carril 8 y 9 respectivamente).

Dado que GATA4 estaba unido rio arriba del inicio del gen Wt1 en cromatina de testiculos y la unidn
de GATA4 no fue observada en cromatina de ovarios, se puede sugerir que otros factores de
transcripcién podrian estar regulando a Wtl1 en cromatina de ovario. El resultado valida a nivel
experimental la prediccién del Modelo Booleano relativa a la interaccion de GATA4 con el gen Wt1 en
via masculina. También se valida el hallazgo que se hizo a nivel bioinformatico en relacién a la unién

de GATA4 a la secuencia motivo [AT]GATA[AG] a -318pb del sitio de inicio de la transcripcion del gen

Wt1 (Tabla 11).

Figura 15. Fragmento de ChIP-DNA de 141pb, amplificado por PCR,
que contiene un motivo [AT]GATA[AG] al que estaba unido el factor
de transcripcion GATA4, rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Wt1. El ensayo es positivo en cromatina
testicular de embriones de ratén de 13.5 dpc (carriles 3 y 4) y negativo
en cromatina ovarica de embriones de ratén de 13.5dpc. No hay
amplicones en los controles negativos del ensayo, que corresponden a
una inmunoglobulina no reactiva, ensayada en ChIP-DNA de
testiculos/ovarios (carriles 5 y 10 respectivamente) y cromatina de
- = testiculos/ovarios sin anticuerpo (carriles 6 y 11 respectivamente).

Tablas 8 y 9 indican las condiciones de la PCR.
cone- OO0 v

1 23 456 7 8 91011

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de testiculos carril 2; ChIP-DNA de testiculos con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA
de testiculos con anti-RNA pol Il carril 4; ChIP-DNA de testiculos con IgG carril5; ChIP-DNA de testiculos sin anticuerpo
carril 6; DNA input de ovarios carril 7; ChIP-DNA de ovarios con anti-GATA4 carril 8; ChIP-DNA de ovarios con anti-RNA
pol Il carril 9; ChIP-DNA de ovarios con IgG carril 10; ChIP-DNA de ovarios sin anticuerpo carril 11.
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7.4.4 GATA4 se une a la secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Amh en cromatina de testiculo.

En la Figura 16 se observan amplicones de 108pb de longitud que estan rio arriba del sitio de
inicio del gen Amh. Los amplicones corresponden a un fragmento de ChIP-DNA de testiculos de
embriones 13.5 dpc, en el que estaba formado el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] y el
complejo [anti-RNA pol II]--[RNA pol Il]--[complejo de inicio de la transcripcidn] (Figura 16, carriles 3y
4 respectivamente). Nétese que haciendo uso de los anticuerpos antes mencionados, en el ChIP de
ovario embrionario 13.5 dpc, los fragmentos de cromatina inmunoprecipitada no contenian el
complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] ni el complejo [anti-RNA pol [I]--[RNA pol Il]--[complejo de
inicio de la transcripcion], rio arriba del sitio de inicio del gen Amh, por lo que no se obtuvieron
amplicones en los ensayos de PCR (Figura 16, carril 8 y 9 respectivamente). El resultado confirma a
nivel experimental la union de GATA4 a su secuencia motivo [AT]GATA[AG] a -92pb del gen Amh en
cromatina de testiculo (Tabla 11). Con estos resultados se confirma que GATA4 es parte de los
elementos reguladores del gen Amh, el cual tiene un patrén de expresion dimoérfico (presente en via

masculina y ausente en via femenina).

Figura 16. Fragmento de ChIP-DNA de 108pb, amplificado por PCR,
que contiene un motivo [AT]GATA[AG] al que estaba unido el factor
de transcripcion GATA4, rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Amh. El ensayo es positivo en cromatina
testicular de embriones de ratén de 13.5 dpc (carriles 3 y 4) y negativo
en cromatina ovérica de embriones de ratén de 13.5dpc. No hay
amplicones en los controles negativos del ensayo, que corresponden a
una inmunoglobulina no reactiva, ensayada en ChIP-DNA de
testiculos/ovarios (carriles 5 y 10 respectivamente) y cromatina de
testiculos/ovarios sin anticuerpo (carriles 6 y 11 respectivamente).
Tablas 8 y 9 indican las condiciones de la PCR.

1 234 56 7 8 91011

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de testiculos carril 2; ChIP-DNA de testiculos con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA
de testiculos con anti-RNA pol Il carril 4; ChIP-DNA de testiculos con IgG carril5; ChIP-DNA de testiculos sin anticuerpo
carril 6; DNA input de ovarios carril 7; ChIP-DNA de ovarios con anti-GATA4 carril 8; ChIP-DNA de ovarios con anti-RNA
pol Il carril 9; ChIP-DNA de ovarios con IgG carril 10; ChIP-DNA de ovarios sin anticuerpo carril 11.
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7.4.5 GATA4 no se une a la secuencia motivo [AT]JGATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion para el gen Lrp4, en cromatina de testiculos y ovarios de embriones de ratén 13.5 dpc.

A partir del analisis bioinformatico, se identificd una secuencia motivo [AT]GATA[AG] a -86pb
respecto al primer motivo del elemento promotor rio abajo (DPE) presente en el gen Lrp4 (Tablas 11y
12). A nivel experimental no se obtuvieron amplicones en los ensayos de PCR en los que se uso
fragmentos de ChIP-DNA de testiculos u ovarios de embriones 13.5 dpc. La cromatina fue
inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-GATA4 sc25310 (Santa Cruz Biotechnology) vy el anticuerpo
anti-RNA pol Il CTD4H8 (Epigentek) (Figura 17). De estos resultados se infiere lo siguiente: 1) los
fragmentos de cromatina inmunoprecipitada no contenian el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--
[DNA], rio arriba del sitio de inicio del gen Lrp4 y 2) Los fragmentos de cromatina inmunoprecipitada
no contenian el complejo [anti-RNA pol II]--[RNA pol Il]--[complejo de inicio de la transcripcidon], rio
arriba del sitio de inicio del gen Lrp4.Por lo tanto, GATA4 no estaba unido a su secuencia motivo de
DNA y la RNA pol Il no esta unida al complejo de inicio de la transcripcién, porque dicho complejo no

estaba formado en la regién promotora del gen Lrp4.

Figura 17. El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina fue
negativo para la secuencia motivo [AT]GATA[AG] identificada rio
arriba del gen Lrp4. El ensayo es negativo en cromatina de testiculos y
cromatina de ovarios de embriones de ratén de 13.5 dpc. No hay
amplicones en los controles negativos del ensayo, que corresponden a
una inmunoglobulina no reactiva, ensayada en ChIP-DNA de
testiculos/ovarios (carriles 5 y 10 respectivamente) y cromatina de
testiculos/ovarios sin anticuerpo (carriles 6 y 11 respectivamente). Los
resultados indican que el factor de transcripcién GATA4 no se une a la
secuencia motivo identificada por analisis bioinformatico. Carriles 2 y

.“ ' r: I 17T 7 corresponden a amplicones de 108pb a partir de DNA input
: (cromatina fragmentada sin inmunoprecipitar).

1 2 3 45 6 7 89 10 11

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de testiculos carril 2; ChIP-DNA de testiculos con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA
de testiculos con anti-RNA pol Il carril 4; ChIP-DNA de testiculos con IgG carril5; ChIP-DNA de testiculos sin anticuerpo
carril 6; DNA input de ovarios carril 7; ChIP-DNA de ovarios con anti-GATA4 carril 8; ChIP-DNA de ovarios con anti-RNA
pol Il carril 9; ChIP-DNA de ovarios con IgG carril 10; ChIP-DNA de ovarios sin anticuerpo carril 11.
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7.4.6 GATA4 se une a la secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion para el gen Sp5 en cromatina de ovario.

En la Figura 18 se observan amplicones de 105pb de longitud, que estan rio arriba del sitio de
inicio del gen Sp5. Los amplicones corresponden a un fragmento de ChIP-DNA de ovario de embriones
13.5 dpc, en el que estaba formado el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] y el complejo
[anti-RNA pol 11]--[RNA pol ll]--[complejo de inicio de la transcripcion] (Figura 18 carriles, 8 y 9
respectivamente). Notese que haciendo uso de los anticuerpos antes mencionados, en el ChIP de
testiculos de embriones 13.5 dpc, los fragmentos de cromatina inmunoprecipitada no contenian el
complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] ni el complejo [anti-RNA pol [I]--[RNA pol Il]--[complejo de
inicio de la transcripcion], rio arriba del sitio de inicio del gen Sp5, por lo que no se obtuvieron
amplicones en los ensayos de PCR (Figura 18, carril 3 y 4 respectivamente). El resultado confirma a
nivel experimental la unidn de GATA4 a su secuencia motivo [AT]GATA[AG] a -243pb del inicio de Sp5
en cromatina de ovario (Figura 18, carril 8) y (Tabla 11). Con estos resultados se confirma que GATA4
es parte de los elementos reguladores del gen Sp5, el cual tiene un patrén de expresién dimadrfico

(presente en via femenina y ausente en via masculina).

Figura 18. Fragmento de ChIP-DNA de 105pb, amplificado por PCR,
que contiene un motivo [AT]GATA[AG], al que estaba unido el factor
de transcripcion GATA4, rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Sp5. El ensayo es negativo en cromatina
testicular. Mientras que el ensayo es positivo en cromatina ovarica de
embriones de ratén de 13.5 dpc. No hay amplicones en los controles
negativos del ensayo, que corresponden a una inmunoglobulina no
reactiva, ensayada en ChIP-DNA de testiculos/ovarios (carriles 5y 10
respectivamente) y cromatina de testiculos/ovarios sin anticuerpo
(carriles 6 y 11 respectivamente). Tablas 8 y 9 indican las condiciones
de la PCR.

1 2 3 45678 91011

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de testiculos carril 2; ChIP-DNA de testiculos con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA
de testiculos con anti-RNA pol Il carril 4; ChIP-DNA de testiculos con IgG carril5; ChIP-DNA de testiculos sin anticuerpo
carril 6; DNA input de ovarios carril 7; ChIP-DNA de ovarios con anti-GATA4 carril 8; ChIP-DNA de ovarios con anti-RNA
pol Il carril 9; ChIP-DNA de ovarios con IgG carril 10; ChIP-DNA de ovarios sin anticuerpo carril 11.
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7.4.7 GATA4 se une a la secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Sprr2d en cromatina de ovario.

En la Figura 19 se observan amplicones de 114pb de longitud, que estan rio arriba del sitio de
inicio del gen Sprr2d. Los amplicones corresponden a un fragmento de ChIP-DNA de ovario de
embriones 13.5 dpc, en el que estaba formado el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] y el
complejo [anti-RNA pol IlI]--[RNA pol Il]--[complejo de inicio de la transcripcidn] (Figura 19 carriles, 8 y
9 respectivamente). Nétese que haciendo uso de los anticuerpos antes mencionados, en el ChIP de
testiculo embrionario 13.5 dpc, los fragmentos de cromatina inmunoprecipitada no contenian el
complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA] ni el complejo [anti-RNA pol [I]--[RNA pol Il]--[complejo de
inicio de la transcripcidn], rio arriba del sitio de inicio del gen Sprr2d, por lo que no se obtuvieron
amplicones en los ensayos de PCR (Figura 19, carril 3 y 4 respectivamente). El resultado confirma a
nivel experimental la unidon de GATA4 a su secuencia motivo [AT]GATA[AG] a -433pb del inicio de
Sprr2d en cromatina de ovario (Figura 19, carril 8) y (Tabla 11). Con estos resultados se confirma que
GATA4 es parte de los elementos reguladores del gen Sprr2d, el cual tiene un patron de expresion

dimorfico (presente en via femenina y ausente en via masculina).

Figura 19. Fragmento de ChIP-DNA de 114pb, amplificado por PCR,
que contiene un motivo [AT]GATA[AG], al que estaba unido el factor
de transcripcion GATA4, rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Sprr2d. El ensayo es negativo en cromatina
testicular. Mientras que el ensayo es positivo en cromatina ovarica de
embriones de ratéon de 13.5 dpc. No hay amplicones en los controles
negativos del ensayo, que corresponden a una inmunoglobulina no
reactiva, ensayada en ChIP-DNA de testiculos/ovarios (carriles 5y 10
respectivamente) y cromatina de testiculos/ovarios sin anticuerpo
(carriles 6 y 11 respectivamente).

mEEmer Sens

1 2 3 45 6 7 8 9 1011

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de testiculos carril 2; ChIP-DNA de testiculos con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA
de testiculos con anti-RNA pol Il carril 4; ChIP-DNA de testiculos con 1gG carril5; ChIP-DNA de testiculos sin anticuerpo
carril 6; DNA input de ovarios carril 7; ChIP-DNA de ovarios con anti-GATA4 carril 8; ChIP-DNA de ovarios con anti-RNA
pol Il carril 9; ChIP-DNA de ovarios con IgG carril 10; ChIP-DNA de ovarios sin anticuerpo carril 11.
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7.4.8 Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para Gapdh en tejido hepatico de
embriones 13.5 dpc.

En la Figura 20 se observan amplicones de 169pb que corresponden a un fragmento de ChlP-
DNA, rio arriba de Gapdh, en el que estaba formado el complejo [anti-RNA pol II]--[RNA pol II]--
[complejo de inicio de la transcripcién] en cromatina de tejido hepatico de embrién 40,XY de 13.5
dpc, (Figura 20, carril 4). No se observaron amplicones de ChIP-DNA que corresponderia al complejo
[anti-GATA4]--[GATA4]--[DNA], rio arriba de Gapdh en cromatina de tejido hepatico 40,XY de 13.5 dpc
(Figura 20, carril 3). Por otra parte, haciendo uso de los anticuerpos antes mencionados, en el ChIP de
tejido hepdtico de embriones 40,XX de 13.5 dpc, se observaron amplicones que corresponden a
fragmentos de cromatina inmunoprecipitada que contenian el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--
[DNA] (Figura 20, carril 8) y el complejo [anti-RNA pol II]--[RNA pol ll]--[complejo de inicio de la
transcripcién] (Figura 20, carril 9), rio arriba del sitio de inicio del gen Gapdh. Estos resultados indican
gue en cromatina inmunoprecipitada de higado 40,XX la RNA pol Il estaba unida al complejo de inicio
de la transcripciéon y el factor de transcripcion GATA4 estaba unido a su secuencia motivo rio arriba
del gen Gapdh. La ausencia de unién de GATA4, rio arriba de Gapdh, en ChIP-DNA de higado 40,XY
puede deberse a la regulacién de la expresién de Gapdh por otros factores de transcripcion. Gapdh
tiene dos sitios de inicio de la transcripcion (Tabla 12) y es posible que, dependiendo del contexto
molecular en el interior del nucleo celular se active alguno de estos sitios de inicio y para ello se

requiera de una combinacidn distinta de factores de transcripcion.

Figura 20. Fragmento de ChIP-DNA de 169pb, amplificado por PCR,
en el que estaba formado el complejo [anti-RNA pol 11]--[RNA pol I1]--
[complejo de inicio de la transcripcion], en la region promotora de
Gapdh, en cromatina de higado de embriones 40,XY y 40,XX. No hay
amplicones en los controles negativos del ensayo. Los resultados
indican que GATA4 estaba unido a su secuencia motivo de DNA, rio
arriba de Gapdh, sélo en cromatina de higado 40,XX (carril 8). Tablas 8
y 9 indican las condiciones de la PCR.

23456 78 91011

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de tejido hepatico de embriones 40,XY carril 2; ChIP-DNA de tejido hepatico de
embriones 40,XY con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY con anti-RNA pol Il carril 4;
ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY con IgG carril 5; ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY sin
anticuerpo carril 6; DNA input de tejido hepatico 40,XX carril 7; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con anti-GATA4
carril 8; ChIP-DNA de tejido hepdatico 40,XX con anti-RNA pol Il carril 9; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con IgG
carril 10; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX sin anticuerpo carril 11.
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7.4.9 Validacidon de otras interacciones: GATA4 se une a la secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen Sp5 en cromatina de tejido hepatico.

En la Figura 21 se observan amplicones de 105pb de longitud, que estan rio arriba del sitio de
inicio del gen Sp5. Los amplicones corresponden a un fragmento de ChIP-DNA de tejido hepdtico de
embriones 40,XY y 40,XX de 13.5 dpc, en el que estaba formado el complejo [anti-GATA4]--[GATA4]--
[DNA] (Figura 21, carriles 3 y 8 respectivamente) y el complejo [anti-RNA pol 1I]--[RNA pol Il]--
[complejo de inicio de la transcripcion] (Figura 21, carriles 4 y 9 respectivamente). Dado que los
ensayos de inmunoprecipitacion fueron positivos en cromatina de tejido hepdtico de embriones
40,XY y 40,XX se puede decir que en el gen Sp5 la RNA pol Il estaba unida al complejo de inicio de la
transcripcién y que el factor de transcripcion GATA4 estaba unido a la secuencia motivo, identificada

rio arriba del gen Sp5.

Figura 21. Fragmento de ChIP-DNA de 105pb, amplificado por PCR,
que contiene un motivo [AT]GATA[AG] al que estaba unido el factor
de transcripcion GATA4, rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen Gapdh, en cromatina de higado. El ensayo es
positivo en cromatina de higado de embridn 40, XY y embridon 40,XX
de 13.5 dpc. No hay amplicones en los controles negativos del ensayo.
Tablas 8 y 9 indican las condiciones de la PCR.

1 2 3 45 6 78 9 10 11

Escalera de 100pb carril 1; DNA input de tejido hepatico de embriones 40,XY carril 2; ChIP-DNA de tejido hepatico de
embriones 40,XY con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY con anti-RNA pol Il carril
4; ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY con IgG carril 5; ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY
sin anticuerpo carril 6; DNA input de tejido hepatico 40,XX carril 7; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con anti-GATA4
carril 8; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con anti-RNA pol Il carril 9; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con IgG
carril 10; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX sin anticuerpo carril 11.
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7.4.10 Validacion de otras interacciones: GATA4 no se une a la secuencia motivo [AT]GATA[AG], rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen Lrp4 en cromatina de tejido hepatico.

No se obtuvieron amplicones en los ensayos de PCR a partir de cromatina de tejido hepatico
40,XY o 40,XX de embriones 13.5 dpc. La cromatina fue inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-
GATA4 sc25310 o el anticuerpo anti-RNA pol Il CTD4H8 (Figura 22). De estos resultados se infiere lo
siguiente: 1) los fragmentos de cromatina inmunoprecipitada no contenian el complejo [anti-GATA4]-
-[GATA4]--[DNA], rio arriba del sitio de inicio del gen Lrp4 y 2) Los fragmentos de cromatina
inmunoprecipitada no contenian el complejo [anti-RNA pol Il]--[RNA pol Il]--[complejo de inicio de Ia
transcripcién], rio arriba del sitio de inicio del gen Lrp4.Por lo tanto, GATA4 no estaba unido a su
secuencia motivo de DNA y la RNA pol Il no estd unida al complejo de inicio de la transcripcidn,

porque dicho complejo no estaba formado en la regidon promotora del gen Lrp4.

Figura 22. El ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina fue
negativo para la secuencia motivo [AT]GATA[AG], identificada rio
arriba del gen Lrp4 en cromatina de higado.

El ensayo fue negativo en cromatina de tejido hepatico de embriones
de ratén 40,XY y 40,XX de 13.5 dpc.

No hay amplicones en los controles negativos del ensayo, que
corresponden a una inmunoglobulina no reactiva (carriles 5 y 10
respectivamente) y cromatina sin anticuerpo (carriles 6 y 11
respectivamente). Los resultados indican que el factor de transcripcion
GATA4 no se une a la secuencia motivo identificada por anélisis
bioinformatico. Carriles 2 y 7 corresponden a amplicones de 108pb a
partir de DNA input (cromatina fragmentada sin inmunoprecipitar).
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Escalera de 100pb carril 1; DNA input de tejido hepatico de embriones 40,XY carril 2; ChIP-DNA de tejido hepatico de
embriones 40,XY con anti-GATA4 carril 3; ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY con anti-RNA pol Il carril 4;
ChIP-DNA de tejido hepatico de embriones 40,XY con IgG carril 5; ChIP-DNA de tejido hepdatico de embriones 40,XY sin
anticuerpo carril 6; DNA input de tejido hepatico 40,XX carril 7; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con anti-GATA4
carril 8; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con anti-RNA pol Il carril 9; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX con IgG
carril 10; ChIP-DNA de tejido hepatico 40,XX sin anticuerpo carril 11.
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8. DISCUSION

8.1 Modelo Booleano del Desarrollo de la Gonada

Del analisis del modelo se pueden hacer los siguientes comentarios:

1. El modelo requiere del nodo de entrada UGR en un estado inicial (1), para activar nodos de la
etapa bipotencial. A continuacidn, el modelo transita hacia la determinacién del sexo, seguido de
la activacion de los nodos asociados a la via masculina o femenina (Figura 2 y Tabla 6). El modelo
considera a la via masculina y femenina como vias independientes y antagdnicas, de acuerdo a los
estudios experimentales detallados en los antecedentes. El punto de divergencia entre ambas vias
esta dado por el estado de activacién del nodo SRY en la via masculina, o por el mantenimiento de
los nodos de la via Wnt4/B-catenina en la via femenina. El mantenimiento de la via masculina o
femenina estd determinado por asas de retroalimentacidn positiva establecidas con elementos

propios de cada via y por inactivacién de nodos de la via contraria.

2. Los estados de transicidon de tipo silvestre, deben ser interpretados como perfiles de expresion
génica esperada entre los 28 y 44 dias de desarrollo embrionario en el humano, o entre los 10.5y
13.5 dpgc, en el ratdén (Figura 2). Dado que el modelo fue elaborado con informacion de genes que
se expresan en células NR5A1+, se puede decir que los atractores que se obtuvieron,
corresponden a perfiles de expresién que conducen a la diferenciacidon de células de Sertoli o
granulosa. Por estudios de expresion génica, se sabe que ambas vias estan integradas por cientos
de genes especificos que se caracterizan por tener niveles de expresidon dimérficos. Sin embargo,
se desconoce el papel de la mayoria de ellos (Beverdam y Koopman, 2006; Munger et al., 2013). Lo

anterior, representa una oportunidad para estudiar a nivel experimental la funcion de estos genes.

3. El inicio de la via femenina esta menos caracterizada, porque no hay una seiial evidente de
determinacidon como la que se puede observar en la via masculina con el gen SRY. En el modelo
Booleano se consideraron los nodos de la via candnica WNT4/B-catenina como la posible sefial de
inicio de la via femenina. Las razones son las siguientes: 1) Se ha observado que Wnt4 se expresa
tempranamente en el primordio de la gonada, alrededor de los 10.5 dpc. Posteriormente, la
expresion de Wnt4 es regulada negativamente al inicio de la via masculina a los 11.5 dpc, mientras
que en la via femenina la expresion aumenta (Vainio et al., 1999); 2) WNT4 como proteina, se

secreta al medio extracelular y funciona como una sefial paracrina. El mecanismo de la via
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Wnt4/B-catenina es el siguiente: WNT4 reconoce a los receptores de membrana Frizzled (Fz) y
LRP5/6. Esto resulta en la liberacién de B-catenina de un complejo de proteinas que la degradan.
La B-catenina como molécula efectora transloca al nucleo de la célula donde se une con los
factores de transcripcion TCF/LEF para formar un complejo que promovera o inhibira la expresion
de genes blanco (Tevosian y Manuylov, 2008); 3) El patron de expresion de Wnt4 es dimérfico. Si
el primordio de génada da inicio a la via masculina, Wnt4 es regulado negativamente por Sox9 y
Fgf9. De forma contraria, si el primordio da inicio a la via femenina, la expresion de Wnt4 se
mantiene y la expresidn de Sox9 y Fgf9 se bloquea (Kim et al., 2006). En la via femenina, la B-
catenina como molécula efectora de la via Wnt4- B-catenina, promueve la expresién de Fox/2 que
representa un marcador de desarrollo ovarico situado en la parte mas alta de la via femenina. Una
de las funciones de FOXL2 como factor de transcripcidon, es regular negativamente a Sox9

(Hersmus et al., 2008).

4. Consideramos que el modelo Booleano debe ser actualizado para que pueda describir con mayor
precision algunos aspectos que han sido observados en el desarrollo de la génada. Por ejemplo, se
deben considerar multiples valores de activacidon para los nodos de la gbénada bipotencial que
promueven la activaciéon del nodo SRY. También se deben considerar multiples valores de
activacion para los nodos que funcionan como asas de retroalimentacion positiva dentro de la via
masculina/femenina. Lo mismo se debe aplicar para aquellos que tengan un papel antagdnico de
regulacién con la via opuesta de desarrollo. Por otra parte, el método de actualizaciéon de los
nodos de la red debe ser asincrono, esto puede ser particularmente util al simular alteraciones en

los nodos como ganancia/pérdida de funcidn.

8.2 Modelos computacionales alternos

Sanchez y Chaouiya (2016) propusieron un modelo computacional minimo, que describe el
proceso de determinacidn del sexo y diferenciacién hacia Sertoli/granulosa. Los autores recopilaron
informacidn sobre los genes que forman parte de la red de desarrollo de la génada y las interacciones
gue mantienen. A partir de su revisidon elaboraron un esquema de red que contiene 18 nodos. Las
interacciones entre nodos fueron 29 positivas y 10 negativas. Sin embargo, para la elaboracién del
modelo computacional solo consideraron 10 nodos de su red. A continuacidon se describen los

aspectos mas importantes.



1. Caracteristicas del modelo: los autores consideraron un modelo computacional discreto. Para los
nodos Gata4, Wtl, Sry, Dmrtl, Foxl2, se asignaron valores binarios de activacidn: inactivo (0);
activo (1). Mientras que para los nodos Sfl, Sox9, Fgf9, Wnt4 y B-catenina se asignaron tres
valores de activacidn: inactivo (0); activo (1); nivel maximo (2), esto con el propdsito de considerar
el aumento de expresidon que se observa en los genes arriba mencionados. El método de
actualizacién de los estados de activacidn de los nodos fue sincrono y asincrono. Ademas, para
algunos nodos se establecieron prioridades de transicidn, que consistian en favorecen la transicion
de un nodo con relacién a otros.

Los autores consideraron seis nodos de entrada que funcionaban como activadores o inhibidores,
distribuidos en tres etapas o fases de la simulacion computacional del modelo. Los nodos de
entrada son: 1) nodo de entrada del cromosoma Y, que activa al nodo Sry; 2) nodo de entrada AS
(activador de Sry); 3) nodo IW (inhibidor de la via de Wnt4; 4) nodo AF (activador de FoxlI2); 5)
nodo Gata4; 6) nodo Wt1. Los autores asignaron valores de activacion (1) a los nodos de entrada y
consideraron que debian entrar en un estado activo, dependiendo de la fase de la simulacién a la

que fueron asignados.

2. Modelado de la via masculina y femenina: La simulacién computacional de su modelo, se divide
en tres etapas o fases: 1) fase de inicio; 2) fase de mantenimiento; 3) fase final. A grandes rasgos,
en la fase de inicio de la via masculina, los nodos de entrada Gata4, Wt1, el nodo del cromosoma
Y, el nodo AS, tienen un estado activo (1), e inciden sobre el nodo Sry. La activacion del nodo Sry
lleva al nodo Sox9 a su valor maximo de activacién (2). Con este umbral, el nodo Sox9 activa a los
nodos Fgf9 y Dmrt1 e inhibe al nodo de B-catenina. Después el modelo de la red transita hacia la
fase de mantenimiento. Los autores definieron que durante la fase de mantenimiento los nodos
Gatad y el nodo activador de Sry (AS) pasaban a un estado inactivo, de tal manera que se pierde
la actividad de estos nodos sobre el nodo Sry, y se pierde la actividad de Gata4 sobre el nodo
Dmrtl. Estas reglas se establecieron con la finalidad de que el nodo Sox9 en combinacién con el
nodo SF1, mantuvieran el estado activo de los nodos Fgf9 y Dmrtl de la via masculina. El estado
final de la via masculina esta dado por el nivel maximo (2) de actividad de los nodos Sf1, Sox9,
Fgf9, Dmrtl. Ademas, permanecen en estado activo los nodos de entrada Wt1, nodo activador
de FoxI2 (AF), el nodo del cromosoma Y, el nodo inhibidor de la via Wnt4.

Para modelar la via femenina, la fase de inicio considerd el estado activo (1) de los nodos de

entrada Gata4, Wtl, y el nodo activador de Sry (AS). El nodo del cromosoma Y permanecié en
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estado inactivo (0). En la fase de inicio, el nodo Dmrt1 esta en un nivel maximo de activacion (2)
y el nodo Sox9 esta activo en un nivel (1), mientras que los nodos Wnt4 y B-catenina estan en un
estado activo (1). En esta fase de inicio el nodo Wnt4 mantiene activo al nodo B-catenina, que a
su vez mantiene bajo el nivel del nodo Sox9 (1), mientras que el nodo Fgf9 mantiene bajo el nivel
del nodo Wnt4 (1). Cuando el modelo transita a la fase de mantenimiento se inactivan los nodos
de entrada de la fase de inicio Gata4, AS, y es activado el nodo AF (Activacidon de FoxI2) y el nodo
inhibidor de la via Wnt4 (IW). En la fase final, el nodo FoxI2 transita hacia el nivel maximo de
activacion (2), lo que ocasiona la inhibicién del nodo Dmrt1, mientras que el nodo IW y el nodo

Fgf9 inactivan a la via Wnt4.

8.3 Discusion del modelo de Sanchez y Chaouiya (2016)

Sanchez y Chaouiya (2016) no incluyeron al gen NROB1 en su modelo. Este gen es relevante
porque estd asociado a alteraciones en el desarrollo de la génada, especialmente en individuos 46,XY.
Al respecto, Bardoni y colaboradores (1994) reportaron en un estudio clinico, la duplicacién de un
locus a 160kb de la region Xp21 del cromosoma X. El locus fue originalmente nombrado Dosage
Sensitive Sex Reversal-Adrenal Hypoplasia Congenita (AHC) on X chromosome gene 1 (DAX1). Los
pacientes XY con duplicaciones en este locus (actualmente conocido como NROB1) presentaron un
rango variable de alteraciones que resultaron en reversidon del sexo masculino a femenino. Por
ejemplo, presentaron estrias de tejido fibroso en lugar de génadas, algunos pacientes presentaron
estructuras derivadas de ductos de Miiller, otros pacientes presentaron testiculos en area inguinal
con hiperplasia de células de Leydig, genitales externos ambiguos con hipospadias, entre otras
alteraciones (Bardoni et al., 1994). Sanchez y Chaouiya (2016) no consideraron a NROB1 y perdieron la
oportunidad de modelar un gen en el que se podian haber asignado valores 0, 1, 2, dependiendo su
nivel de expresion. Esto es de interés, debido a que las duplicaciones en via masculina estarian
asociadas a un nivel maximo de expresidn (2), que conducirian una alteracion en el desarrollo de
testiculos.

El presente Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada consideré al nodo NROB1. Se puede
observar en la Figura 2a y 2b de la seccidon de resultados la dindmica de activacidon de dicho nodo en
condiciones silvestres. En la via masculina, el estado activo de NROB1 inicia al momento de la
determinacidn y continla hasta el tiempo 5 de la simulacién, antes de que los nodos de la via
masculina lleguen a un estado estable de activacidon. En el caso de la via femenina el nodo NROB1 se

activa en el tiempo dos de la simulacién y su estado permanece activo, debido en parte al estado
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activo de los nodos WTImKTS, WNT4 y CTNNB1. Estas interacciones de regulacién fueron
confirmadas en humano (ver Tabla 4 de interacciones y Tabla 5 de reglas ldgicas del modelo).
También se simulé la duplicacion de NROB1 (en estado activo (1) desde el inicio de la simulacién), en
un contexto XY (Figura 4b). Esta simulacion requiere de siete pasos en el tiempo para llegar a un
estado estable en el que se observa activaciéon de nodos de la via femenina. Durante las transiciones
de la simulacidn se activaron nodos de la via masculina, pero se perdieron por el estado activo de
NROB1. Es importante destacar que en el humano la duplicacion de este locus resulta en una
alteracién en el desarrollo de la gdénada, especialmente en la via masculina, sin embargo en
experimentos de aumento de expresion de NROB1 en ratén, no se observa que se ocasione reversién
del sexo de masculino a femenino, solo se ha observado retraso en la formacion de testiculos (Swain

et al., 1998).

8.3.1 Comentarios sobre el modelo de Sanchez y Chaouiya (2016)

1) Si se analiza al nodo de entrada que corresponde al cromosoma Y (nodo Y), éste nodo debe estar
activo (1) para dar inicio y mantener activa a la via masculina. Consideramos que ésta propuesta es
incorrecta debido a que bioldgicamente el cromosoma Y no tiene efecto en la activacion del gen
SRY. Estd reportado que el cromosoma Y contiene al menos 78 genes codificantes. De estos, se ha
observado que 11 genes se expresan predominantemente en testiculos. Sdnchez y Chaouiya
(2016), deberian especificar con evidencia experimental cual o cuales genes dentro del
cromosoma Y participan en la activacion y mantenimiento de la expresion del gen SRY. Es
importante esclarecer que los factores de transcripcién que activan la expresiéon de SRY son:
NR5A1, CBX2, WT1, GATA4, los cuales son codificados por genes localizados en autosomas. La
evidencia mads clara que indica que la activacion de SRY es independiente al resto de genes que se
encuentran en el cromosoma Y, corresponde a los reportes clinicos de translocaciones de
secuencias de SRY al cromosoma X, o a un autosoma, en individuos 46,XX. Los individuos
portadores de esta alteracion presentan reversién del sexo de femenino a masculino y tienen un
desarrollo masculino aparentemente normal, generalmente descubren su alteracidn por estudios
de fertilidad. Por otra parte, en el modelo de Sanchez y Chaouiya (2016), se desconoce la
identidad molecular del nodo activador de Sry (AS). Ambos nodos (Y) y (AS) son usados como
nodos activadores de entrada de la via masculina, pero su identidad molecular es desconocida. En
el caso del Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada, el nodo UGR es el Unico que se requiere

en un estado activo para detonar los estados de activacidn de los nodos del modelo. En este caso
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2)

3)

el nodo UGR no es una caja negra ya que agrupa la expresion de los genes LHX1, LHX9, EMX2,

PAX2, PAX8 que son esenciales para el origen y mantenimiento de la cresta urogenital.

En el modelo de Sanchez y Chaouiya (2016), el nodo GATA4 solo esta activo en la fase de inicio y
permanece inactivo en la fase de mantenimiento y en la fase final de los estados de activacién.
Consideramos impreciso que el nodo GATA4 sea conceptualizado como un nodo transitorio de
entrada. Para esclarecer la importancia de GATA4 en el desarrollo de la gdnada, véase la seccion
de resultados experimentales del Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada, dénde se observa
claramente con ensayos de inmunofluorescencia, que la sefial de GATA4 es intensa desde los 10.5
dpc, que corresponden a la etapa de gdénada bipotencial. La expresién de GATA4 se mantiene a los
13.5 dpc, cuando las génadas estan en via de desarrollo ovérico o testicular. La expresion de
GATA4 continla en génadas de ratones post parto (aunque la sefial es mas tenue en comparacion
con las etapas previas). Por lo tanto, GATA4 es un factor de transcripcidon esencial para la
activacion y mantenimiento de ambas vias testicular u ovarica. Por ésta razén, es una idea poco

precisa que el nodo GATA4 sea asignado como un nodo de entrada transitorio.

Los autores consideran que los estados finales de las simulaciones de ganancia o pérdida de
funcidn, resultan en el desarrollo hacia testiculos u ovarios. En este caso, los autores caen en una
imprecision porque los testiculos o los ovarios representan un conjunto de linajes de células
diferenciadas y organizadas a nivel histolégico. Con los elementos de su red solo pueden hacer
inferencias de la poblacién de células que se diferenciard hacia Sertoli o granulosa. En cualquier
caso, la ganancia o pérdida de funcién de un gen dado, comprometera el desarrollo ovarico o
testicular en mayor o menor grado. Por lo tanto, el desarrollo normal quedarad impedido. Por
ejemplo, algunas mutaciones en los genes WT1, NR5A1, NROB1, CBX2, en individuos 46,XY causan
disgenesia gonadal completa. Los individuos portadores de ésta alteracion carecen de génadas. En
su lugar se observan estrias de tejido fibroso. En resumen, cualquier alteracidon en los genes
asociados al desarrollo de la génada, ocasionara alteraciones de uno o varios linajes de células de

la gonada, que tendrd como resultado alteraciones a nivel histolégico de las gdnadas.
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9 DISCUSION DE LA VALIDACION EXPERIMENTAL

9.1 Ensayos de inmunofluorescencia: El papel de GATA4 en el desarrollo de génadas

A los 10.5 dpc, cuando los primordios de gdnadas son bipotenciales, se pudo observar que
GATA4 estaba presente con mucha intensidad en células provenientes del epitelio celémico, que
convergen en las crestas genitales (Figuras 9 y 10). En esta etapa se identificd una poblacién de
células GATA4 positivas en los bordes del mesenterio dorsal, que parece tener continuidad con
células del epitelio celémico de las crestas genitales. Debido a esta observacién, puede plantearse la
hipdtesis de que células somdticas del mesenterio dorsal migran hacia las crestas genitales y ahi se
diferenciaran en células que formaran parte de la génada.

Alos 13.5 dpc, se observé que la sefial de GATA4 se mantenia con mucha intensidad en ovarios
y testiculos en via de diferenciaciéon Figura 11a-c y Figura 12a-c, respectivamente. Por ultimo, fue
posible observar la sefial de GATA4 en ovarios y testiculos y de individuos de 10 dias post parto,
aunque con mucha menor intensidad Figura 11d-f y Figura 12d-f, respectivamente. En resumen, con
los ensayos de inmunofluorescencia se valida la importancia del factor de transcripcion GATA4 a
través del desarrollo de testiculos u ovarios. GATA4 es un factor de transcripciéon que funciona como
activador y regulador de la transcripcién de genes asociados a via masculina o femenina.

Cabe mencionar que la expresion del gen Gata4 puede observarse en otros érganos en via de
desarrollo. Por ejemplo, Gata4 y Gata6 se expresan principalmente en tejidos derivados del
mesodermo y endodermo como: corazdn, higado, intestino posterior y medio. En el caso del
desarrollo del higado, se ha observado por estudios In vivo, que los factores GATA4-6 se unen a
elementos potenciadores del gen de la albumina (Alb), lo que favorece la transcripcion de este gen. La
expresion del gen de la albumina ocurre tempranamente en el desarrollo del higado y se mantiene a
lo largo de la vida del individuo. Por esta razén el gen Alb se considera como marcador de hepatocitos
en etapas tempranas de desarrollo. Se ha observado en ratones Gata4 y Gata6 nulos, que el
desarrollo hepatico se detiene a los 9.5 dpc (Zorn, 2008). En el caso del desarrollo del corazon,
Bondue y colaboradores (2008) reportaron a través de diferentes ensayos, que el factor de
transcripcién MESP1 promueve de forma directa la expresion de Gata4 y Gata6, entre otros genes
asociados a las etapas tempranas del desarrollo cardiovascular. Ratones Gata4 nulos mueren entre
los 8.5 y 10.5 dpc, debido a defectos en el desarrollo del corazéon (Kuo et al., 1997), mientras que

ratones Gata6 nulos mueren alrededor de los 5.5 dpc, debido a defectos en el desarrollo de
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membranas extraembrionarias (Koutsourakis et al.,, 1999). Dado que GATA4 esta asociado al
desarrollo de diferentes drganos, podria suponerse que su localizacidn y funcidn es general y poco
especifica. Sin embargo, los factores de transcripciéon GATA son una familia de proteinas, cuya
localizacién durante el desarrollo embrionario, puede observarse en regiones como: sistema nervioso
central, espina dorsal, primer y segundo arcos branquiales, vesicula dtica, oido interno, linajes
hematopoyéticos (Weiss y Orkin, 1995), entre otros, de manera que la localizacion de los diferentes
factores de la familia GATA no presentan una distribucion aleatoria durante el desarrollo

embrionario, sino que se localizan en regiones especificas del embridn

9.2 Analisis bioinformatico y validacidon experimental de la inferencia del modelo Booleano

Con el andlisis bioinformatico se observé que el gen Wt1 cuenta con una secuencia consenso
de inicio de la transcripcién [CT][CT]A+1[ATGC][TA][CT][CT], localizada en Chr2:104,966,625. Mientras
que el motivo de DNA que reconoce GATA4 fue ubicado a -318pb del sitio de inicio (Tablas 11 y 12).
Por otra parte, el ensayo de ChIP sugiere la posibilidad de que Wtl tenga un patrén de expresion
dimorfico (i.e., activo en el desarrollo testicular e inactivo en desarrollo ovérico a los 13.5 dpc). Lo
anterior se infiere de la ausencia de amplicones para el ChIP-DNA de ovario 13.5dpc. Al respecto, se
buscd evidencia experimental sobre el posible patrén de expresién dimdrfico. Bouma y colaboradores
(2004) analizaron los niveles de expresion de genes asociados al desarrollo de la génada e indicaron
que el gen Wt1 se expresa en niveles similares en testiculos/ovarios entre 12 y 14 dpc, aunque no
presentan los datos de dicha observacién (Bouma et al., 2004). En otro estudio, Smith vy
colaboradores (2008) reportan por medio de ensayo de inmunofluorescencia, la localizacion de
RSPO1 y WT1 en ovarios y testiculos de embriones de 14.5 dpc, de tipo silvestre. En el ensayo se
observa claramente que WT1 estd presente con mucha intensidad en los bordes de los cordones
seminiferos de testiculos en desarrollo, mientras que la sefial de WT1 en ovario es reducida. Con su
ensayo, los autores observaron dos tipos de poblaciones de células somaticas en el ovario. La primera
(RSPO1+; WT1-), mientras que la segunda fue (RSPO+; WT1+). Por ultimo Takasawa y colaboradores
(2014) cuantificaron el nivel de expresién de WT1 en ovarios y testiculos de ratén de tipo silvestre,
entre 11.5 y 14.5 dpc. Los autores reportaron que el nivel de expresiéon de WT1 entre los 11.5y 12.5
es similar en ovarios o testiculos. A los 13.5 dpc, se observé disminucidén de la expresion en ambos
tejidos. Sin embargo, a los 14.5 dpc, se observd una tendencia de aumento en testiculo, mientras que
el ovario mantuvo una tendencia de disminucién. Por otra parte, los autores reportaron por un

estudio In vitro, que el nivel de expresion de NR5A1 disminuye significativamente en presencia de
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FOXL2. Mientras que en presencia de WT1 el nivel de expresion de NR5A1 aumentaba
significativamente. Con estos resultados los autores sugieren que NR5A1 es regulado negativamente
en el desarrollo ovarico por FOXL2, ya que reconoce un motivo de DNA rio arriba de NR5A1. Esta
union es antagonica con la unién que establece WT1 rio arriba del mismo gen (Takasawa et al., 2014).
En resumen, a los 13.5 dpc, el nivel de expresion de Wtl disminuye en testiculos y ovarios.
Consideramos que la ausencia de seinal de GATA4 en el ChIP-DNA de ovario para Wt1 es consecuencia

de este cambio en los niveles de expresidn.

9.3 El papel de GATA4 en otros genes asociados a via ovarica/testicular

Con el analisis bioinformatico, se identificé que el motivo de DNA que reconoce GATA4, es
distal a la regiéon promotora proximal. En algunos casos la separacion es por varios cientos de bases
rio arriba de la regidn promotora, como fue observado en Wt1 y Sprr2d, mientras que en otros genes
como Amh y Gapdh, el motivo de DNA fue encontrado mas cerca de la regidn promotora (Tablas 11y
12).
Un hallazgo relevante fue encontrado en el gen Sprr2d. Este gen forma parte de la familia de genes
SPRR que codifican proteinas ricas en prolina. Todos los genes de la familia SPRR (14 en total), estan
distribuidos en tdndem en un fragmento de DNA de 220kb de extensidn en el cromosoma 3 del ratén.
Sprr2d contiene una TATAbox seguida inmediatamente por una secuencia consenso del elemento
promotor rio abajo (DPE). También se identificaron dos secuencias consenso de inicio de la
transcripcidn. La primera a +443pb y la segunda a +945pb rio arriba de TATAbox. Por otra parte, hay
dos motivos de DNA que reconoce GATA4 el primero esta a -628pb mientras que el segundo estd a -
433pb respecto a TATAbox. El hallazgo que vale la pena comentar, es la presencia de cuatro motivos
de DNA que reconoce SOX9. Tres motivos estan rio abajo de TATAbox y uno rio arriba a -617pb de
TATAbox (Tabla 12). Nétese que este motivo estd a 11pb de separacion del primer motivo que
reconoce GATA4. Es importante mencionar que la expresidon de Sprr2d tiene una ventana de tiempo
especifica tanto en el desarrollo testicular como ovarico (Lee et al., 2009); en el caso del testiculo, la
expresion de Sprr2d estd reportada a los 11.5 dpc. Sin embargo, a los 12.5 dpc, la expresion se pierde
por completo. En el caso del ovario, la expresién estd reportada a los 11.5 dpc, y disminuye
gradualmente hasta el dia 14.5 dpc. Posterior a esta etapa ya no se observa expresion de Sprr2d en
ovario (Lee et al., 2009). Con los hallazgos arriba mencionados, se propone la siguiente hipdtesis: El
factor de transcripcién SOX9 tiene la funcién de regular negativamente la expresion de Sprr2d,

consideramos que entre 11.5 y 12.5 dpc, de desarrollo testicular, el factor de transcripcion SOX9
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ocuparia todos los motivos de DNA identificados, para inactivar la expresidon de Sprr2d. Por otra
parte, en el desarrollo ovarico, se esperaria que SOX9 sélo ocupe algunos de estos motivos de DNA,
hasta los 12.5 dpc, porque posteriormente se pierde la expresion de SOX9 (Smith et al., 2004). Es
importante mencionar que estdn identificadas otras secuencias motivo de DNA que pueden tener un
posible papel de regulacién en Sprr2d. Por ejemplo, se ha identificado un motivo de DNA que
reconoce el factor de transcripcion kruppel a -15pb de TATAbox de Sprr2d. También estdn
identificadas secuencias motivo que reconocen los factores de transcripcion ETS, OCT, AP-1 (Patel et
al., 2003). En resumen, la expresién de Sprr2d se regula por la combinacion de multiples factores de
transcripcién. Seria relevante identificar la combinacidon de factores que regulan su actividad en las
etapas tempranas de desarrollo de la génada, entre los 11.5 y 14.5 dpc.

Otro hallazgo identificado a nivel bioinformatico y validado experimentalmente fue el motivo que
reconoce GATA4 a -178pb de la primera secuencia consenso de inicio de Gapdh. Cabe mencionar que
con el analisis bioinformatico también se identificaron dos motivos de DNA que reconoce SOX9
(Tablas 11y 12). Consideramos relevante analizar el posible papel de GATA4 y SOX9 en la activacién y
regulaciéon de la expresion de Gapdh. Esta reportado en el humano, que la regulacion de la expresion
de Gapdh depende de elementos de respuesta a insulina IRE-A (-480, -435pb) e IRE-B (-408, -269pb)
del sitio de inicio de la transcripcién. El factor de transcripcidén que reconoce estos motivos en el DNA,
es la proteina de union al DNA sensible a la insulina (IBP), por sus siglas en inglés. Ademas de la
insulina, el estrés por hipoxia promueve la expresién de Gapdh, ya que hay elementos de respuesta a
hipoxia (HRE) por sus siglas en inglés, que son reconocidos por el factor HIF-1a. Los elementos
reguladores arriba mencionados tienen la funcién de regular positivamente la expresidon de Gapdh,
que resulta en aumento de la glicolisis (Zhang et al., 2015).

Con nuestros resultados de los ensayos de ChIP en gdnadas e higado de embriones 13.5 dpc, no se
pudo identificar unién de GATA4 en el motivo de DNA identificado para el gen Lrp4. En relacion a la
region promotora, se identific6 que Lrp4 carece de TATA box y secuencia consenso de inicio. Sin
embargo, cuenta con dos secuencias del elemento promotor rio abajo (DPE), con una separacién de
135pb entre ambas (Tabla 11). Yamaguchi y colaboradores (2006) reportaron con ensayos de
inmunofluorescencia, que la expresién de Lrp4 co-localiza con la expresion de Pou5fl, que
corresponde a un marcador de células germinales primordiales (PGCs). El patréon de co-localizacion
pudo observarse en las PGCs durante su paso por el intestino posterior; durante su paso por el
mesenterio dorsal y en su arribo a las crestas genitales. A los 13.5 dpc, se observé disminucién de la

sefial de Pou5f1 y Lrp4 en testiculo en comparacion con ovarios donde la seial permanecio intensa.
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Yamaguchi y colaboradores no pudieron identificar expresion de Lrp4 en células somaticas de génada.
Por lo tanto, concluyeron que Lrp4 puede ser considerado marcador de PGCs (Yamaguchi et al. 2006).
Por otra parte, Hu y colaboradores (2015) observaron lo siguiente: 1) la sefial de GATA4 es especifica
de células somaticas de la génada; 2) en ratones knock-out condicionales para GATA4, la pérdida de
expresién de GATA4 no alteré la migracidon y el arribo de las PGCs a las crestas genitales sin embargo,
se observd que las células germinales no iniciaban la expresion de Dazl. Se considera que el inicié de
la expresion de Dazl marca el inicio de la pérdida de marcadores de pluripotencia y el inicio de Ila
expresién de marcadores de diferenciacidon sexual de las células germinales que las conducira hacia
células competentes para gametogénesis, 3) Por cultivos In vitro de las crestas genitales GATA4
knock-out condicionales, se observd que la expresidon de los marcadores de pluripotencia NANOG,
OCT4, SOX2, SSEA1 continuaba y las células germinales no entraron en meiosis. Mientras que en
crestas genitales control se observé que las PGCs perdieron la expresién de marcadores de
pluripotencia y expresaron marcadores del inicio de diferenciacién sexual como DAZL, MVH, GCNA,
MILI y ademas entraron a meiosis (Hu et al., 2015). Con la informacidn previa se concluye lo siguiente:
1) No se podia esperar amplicones a partir de ChIP-DNA de higado, porque Lrp4 se expresa
exclusivamente en PGCs; 2) Dado que las PGCs son GATA4 negativas, no podia esperarse amplicones
que indicaran union de GATA4 rio arriba de Lrp4; 3) GATA4 actia de forma indirecta al inducir el
cambio del programa de pluripotencia al programa de diferenciaciéon sexual. 4) Se espera que las
células somaticas (GATA4+) pre-Sertoli a Sertoli en testiculo o pre-granulosa a granulosa en ovario,
induzcan a través de una sefial paracrina, el cambio hacia el programa de diferenciacién sexual en las
PGCs. Se considera éste linaje de células porque son las que se asocian directamente con las células

germinales para dar soporte.

9.4 Relacidon de GATA4 con SOX9 y DMRT1

Rahmoun y colaboradores (2017) hicieron ensayos ChIP-seq con anticuerpo anti-SOX9 en
testiculos embrionarios de ratén 13.5 dpc, y bovino ES0. Ambos tejidos correspondieron a la etapa
embrionaria de diferenciacion de células de Sertoli. En el genoma de ratdén se identificaron 5844 picos
de senal, mientras que en el bovino se identificaron 8229 picos de sefial de SOX9, que fueron
asignados a genes especificos. En el ratdn, el 70% de los picos fueron localizados preferencialmente
dentro del cuerpo del gen es decir, en 5'UTRs, 3'UTRs, exones, e intrones. El 30% restante de los picos
de sefial fueron observados fuera del cuerpo del gen, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion. A
partir del ensayo de ChlP-seq, los autores presentaron una lista de genes que son blanco de SOX9 en

raton. Por ejemplo: Emx2, Lhx9, Wt1, Gatad, Nr5al, Cbx2, Amh, Dhh, Fgf9, Sox9, Dmrtl, Ctnnbl,
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Bmp2, Foxl2, Fst, NrOb1, entre otros. Cabe mencionar que los autores compararon las secuencias de
los picos identificados entre ratén y bovino, y encontraron que el 75% de los picos entre ratén y
bovino eran homdlogos ya que se traslapaban en una longitud mayor a 500pb. Con estos resultados,
los autores indican que SOX9 se une y regula un nucleo de genes que es comun en el desarrollo
testicular, entre dos especies de mamiferos evolutivamente separadas.

En otro apartado del estudio, los investigadores se preguntaron si podia haber otros motivos de DNA,
gue estuvieran cerca de la secuencia motivo que reconoce SOX9. Especialmente, preguntaron si habia
motivos de DNA que fueran reconocidos por los factores de transcripcion DMRT1, GATA4, WT1,
NR5A1. Se seleccionaron estos factores porque tienen la capacidad de reprogramar fibroblastos
embrionarios hacia células de Sertoli embrionarias. Los resultados del andlisis mostraron una
correlacién de cercania entre la secuencia motivo de DNA que reconoce SOX9 y las secuencias motivo
qgue reconocen los factores de transcripcion GATA4 y DMRT1. No se observd asociacion de cercania
entre SOX9 y los motivos de DNA que reconocen WT1 y NR5A1. Por otra parte, los autores
identificaron el patron de regiones enriquecidas con secuencias motivo para SOX9, GATA4 y DMRT1
en genomas de otras 12 especies de mamiferos, por lo que consideraron que este patrén esta
evolutivamente conservado. A este patrén de motivos adyacentes SOX9/GATA4/DMRT1 se le dio el
nombre de “firma de célula de Sertoli”. Cabe mencionar que se observé una mayor preferencia de
asociacion SOX9/GATA4 en comparacion con DMRT1. Los investigadores siguieron indagando sobre
este patron identificado y se preguntaron si era un patrdon especifico de Sertoli o si era un patréon que
podia identificarse en otros tipos de células. Los investigadores analizaron datos de ChIP-seq de
condrocitos de la costilla, ChIP-seq de células de canal atrio-ventricular, Chlp-seq de células del
foliculo piloso, ChIP-seq de células de carcinoma basal de ratén, ChIP-seq de células de cancer
colorectal en humano. Los resultados de la comparacion indicaron traslape de sefal entre las células
cancerigenas y el patrdn identificado en Sertoli. No se observé traslape con los datos de ChlP-seq de
otras células. Ademas, identificaron que la firma de célula de Sertoli estd generalmente ubicada entre
-500pb a +600pb respecto al sitio de inicio de la transcripcion de los genes analizados. Por ultimo, los
autores plantearon que los motivos adyacentes GATA4 y DMRT1 pueden tener la funcion de
sefializacion para facilitar la atraccién de SOX9 a su motivo de DNA, entre otros posibles factores de
transcripcién. Esto resultaria en la formacion de complejos de multiples factores que regularian la
expresion de un gen dado, por lo que sugieren estudios de ganancia-pérdida de funcién de
SOX9/GATA4/DMRT1 para analizar cdmo son alterados estos complejos y el efecto en la expresidn de

sus blancos.



En relacidn a los resultados obtenidos en la validacién experimental del modelo Booleano, se observd
que Sprr2d presenta los motivos de DNA que reconocen GATA4/SOX9 a -628pb y -617pb
respectivamente, en relacidon a TATAbox. Por otra parte, se observé un motivo de DNA que reconoce
SOX9 a -365pb de la secuencia consenso de inicio de la transcripcion Amh mientras que el motivo que
reconoce GATA4 se ubicd a -92pb del inicio, y no se identificd la secuencia motivo que reconoce
DMRT1. Dado que GATA4 se expresa durante el desarrollo testicular y ovarico, consideramos
relevante hacer analisis en ovarios de ratén y bovino con ensayos de ChIP-seq y anticuerpo GATA4
para identificar los blancos a los que se une. El objetivo de estos analisis seria identificar si existe una
posible “firma de células de la granulosa” Consideramos que esta posible firma puede contener la
secuencia motivo que reconoce FOXL2 y posiblemente otras secuencias motivo. Fox/2 se considera
como uno de los marcadores mas tempranos del programa transcripcional de la via femenina y su
expresion se mantiene en las células de la granulosa a lo largo de la vida fértil de los individuos

femeninos, ademas antagoniza con SOX9 para mantener la via femenina (Hersmus et al., 2008).

10. INTEGRACION DE LOS RESULTADOS DEL MODELO BOOLEANO Y LOS RESULTADOS
EXPERIMENTALES

El Modelo Booleano del Desarrollo de la Génada integra conceptos bioldgicos y resultados
experimentales en un conjunto de funciones de algebra Booleana. Con las funciones del modelo
(Tabla 5), se pudieron analizar los estados de activacion de los nodos de la red en condiciones
normales o simulando alteraciones. A partir del andlisis de la dindmica de activacion de los nodos, se
infirid que GATAA4 tiene el papel de activar genes de la via masculina y genes de la via femenina. Dado
que Wt1 es un gen comun en ambas vias y existe una secuencia motivo que reconoce GATA4, se
decidié validar la unidon de este factor de transcripcion, rio arriba de Wt1. Los resultados
experimentales validaron dicha unién en la via masculina, aunque no fue observada en la via
femenina. Cabe mencionar que se pudo validar la unién de GATA4 rio arriba del gen Amh, asociado a
via masculina y a los genes Sprr2d y Sp5 asociados a via femenina. La unién de GATA4 también fue
observada rio arriba de un gen constitutivo como Gapdh.
Por otra parte, es importante indicar la necesidad de un estudio sistemdtico de los factores de
transcripcién GATA4, FOXL2 y el complejo de factores B-catenina+TCF/LEF en células NR5A1+ de
gbénadas de ratdn femenino, entre los 12.0 dpc, y 13.5 dpc, ya que los elementos arriba mencionados
tienen una funcidn clave en la activacion y regulacion de genes de la via femenina. En resumen, los

modelos computacionales aplicados a las redes de regulacidon génica son de gran utilidad porque
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integran el conocimiento bioldgico obtenido a partir de experimentos para facilitar el entendimiento
de sistemas que tienen mecanismos de regulacion muy complejos. Desde un punto de vista ideal,
esperariamos que los resultados de las simulaciones de un modelo se ajusten estrechamente con los
datos experimentales aunque la resolucidon del modelo dependerd mucho del estado de conocimiento
e integracion de las variables que son clave en un sistema biolégico determinado. Otro aspecto que
vale la pena mencionar, es que los modelos se encuentran en un proceso de mejora continua debido
al establecimiento de un asa de retroalimentacién positiva derivada de 1) resultados experimentales;
2) integracion de los resultados al modelo; 3) andlisis del modelo, que resulta en unas serie de
inferencias; 4) validacion experimental de las inferencias para integrarlas al modelo y repetir el ciclo
nuevamente.

Finalmente, podemos mencionar que la seleccion del modelo animal de estudio no es una decisidn
facil ya que cada modelo animal presenta ventajas y desventajas en su uso. Por ejemplo, en el caso
del ratén de laboratorio, aunque su manejo sea relativamente simple y su tiempo de gestacion sea
relativamente corto, el proceso de desarrollo de las génadas es muy rapido ya que el primordio
gonadal pasa del estado bipotencial en el dia 11.0 dpc, a la determinacidn del sexo entre 11.0-11.5
dpc, seguido de la activacion del programa transcripcional hacia Sertoli o granulosa, mientras que los
primeros rasgos de diferenciacién a nivel histoldgico de testiculos u ovarios pueden observarse
alrededor del dia 13.5. Esto quiere decir que el proceso de determinacion y diferenciacién ocurre en
una ventana de tiempo muy reducida. Por lo tanto, es posible que por la rapidez del proceso de
desarrollo, el mecanismo molecular y muchas interacciones estén simplificadas o no alcancen a ser
detectadas por la brevedad de las mismas. Esto representa un problema cuando los resultados
experimentales del raton tratan de ser extrapolados a otros mamiferos como los humanos. Por
ejemplo, en el humano la expresién de SRY inicia alrededor del dia 42, alcanza un maximo en el dia 44
y disminuye gradualmente para el dia 52 aunque su expresidn no se pierde del todo. Esto quiere decir
que en el humano, SRY se expresa durante 10 dias de desarrollo, mientras que en el ratén la
expresion de Sry se reduce a aproximadamente 24 horas de desarrollo embrionario. De la misma
manera, la diferenciacién de Sertoli o granulosa y los primeros indicios de diferenciacién histolégica
de la génada en humano, requieren mas dias en comparacién con lo que sucede en el ratén. Por lo
tanto, el mecanismo molecular perdura mas en el humano en comparacién con el ratén. Por esta
razon, se ha tratado de utilizar un modelo animal que tenga mds parecido con los tiempos de
gestacion del humano. En este caso, el conejo se ha usado como alternativa de modelo de estudio

animal. Otro problema que no es trivial cuando se trabaja con génadas de ratén embrionario, es que
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éstas son muy pequefias y estan constituidas por pocas células en comparacién con otros érganos
como el higado embrionario. Lo anterior representa un reto a nivel experimental ya que se debe
tener habilidad en la forma y tiempo de diseccidn de las génadas. Ademas, por su tamafno pequefio,
se requiere de varias camadas de ratones embrionarios para agrupar la cantidad de gdénadas
necesarias para hacer un experimento. En resumen, el estudio de las redes de regulacién génica
requiere de la integracién de dos disciplinas: Biologia de Sistemas y Biologia experimental. El Modelo
Booleano del Desarrollo de la Génada en Humano pudo integrar ambas disciplinas y generd
conocimiento sobre el proceso bioldgico. Los siguientes estudios relacionados al proceso de
determinacidn y diferenciacién de células de la génada deben concentrarse en la identificacién de
interacciones de factores de transcripcién que tienen una funcién clave en la via femenina como:
GATA4, FOXL2 y el complejo de factores B-catenina+TCF/LEF, rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcién de genes blanco. Los datos experimentales que sean generados, en combinacién con
estudios de cambio de abundancia de expresién de los blancos identificados, deben ser formalizados

en un modelo computacional.

11. CONCLUSIONES

> El Modelo del Desarrollo de la Gonada formaliza en una serie de funciones de algebra Booleana, el
proceso bioldgico de determinacidn del sexo de la génada que conduce en su etapa mas temprana
a la diferenciacidn hacia el linaje de Sertoli o granulosa. A través de simulaciones computacionales,
los nodos transitan por tres fases observadas en el proceso bioldgico 1) etapa bipotencial; 2)
proceso de determinacién del sexo; 3) inicio de via masculina o femenina, que conduce a
diferenciacion de células de Sertoli o de la granulosa. El punto de divergencia entre ambas vias
esta dado por el estado de activacién del nodo que corresponde al gen SRY en la via masculina, o
por el mantenimiento de los nodos que corresponden a de la via Wnt4/B-catenina en la via
femenina.

» El modelo computacional debe ser actualizado considerando los siguientes aspectos 1) los nodos
del modelo deben tener multiples valores de activacion con la finalidad de representar diferentes
niveles de expresidn; 2) La activacidon de nodos especificos de via masculina o femenina, debe
darse por arriba de un nivel de activacion. Lo mismo debe plantearse para las asas de
retroalimentacion positiva dentro de cada via, asi como en las interacciones antagdnicas entre

nodos de las dos vias.
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> A partir del andlisis de activacion de los nodos de la red se infirieron 24 interacciones, la mayoria
de éstas en los nodos que corresponden a la génada bipotencial. Se decidié validar
experimentalmente la inferencia del modelo, que sugiere activaciéon del nodo WT1 a partir de la
interaccion con GATAA4. La interaccion (unidn del factor de transcripcidn GATA4, rio arriba del gen
Wt1), fue validada en ratén, con ensayos de ChIP en cromatina de testiculo embrionario 13.5 dpc,
y descartada en cromatina de ovario embrionario 13.5 dpc. Con ensayos de ChIP adicionales, se
confirmd la unién de GATA4 rio arriba de Amh en via masculina; rio arriba de los genes Sp5 y
Sprr2d en via femenina; y rio arriba del gen Gapdh.

» A través de ensayos de inmunofluorescencia, se observé que el factor de transcripcién GATA4 esta
presente a lo largo del desarrollo de la génada. Desde la etapa que corresponde al primordio
bipotencial, durante las etapas tempranas de diferenciacion ovarica/testicular, hasta testiculos y
ovarios diferenciados de individuos de diez dias post parto. Por lo tanto, concluimos que GATA4
tiene un papel relevante para el establecimiento de la génada bipotencial; para el inicio de la senal
de determinacion del sexo gonadal y para el mantenimiento del desarrollo ovarico y testicular. Es
importante mencionar que GATA4 participa en la activacidon de genes especificos de via masculina,
asi como genes especificos de via femenina. Por ésta caracteristica, es relevante hacer
experimentos que permitan tener un mejor entendimiento del contexto molecular en el que se

encuentra GATA4 en via masculina/femenina.

12. PERSPECTIVAS

> Se recomienda el disefio de estudios experimentales in vitro para confirmar los resultados
obtenidos por ChIP-PCR. Por ejemplo, se pueden hacer ensayos de retardo de movilidad
electroforética para confirmar la unién de GATA4 a los motivos de DNA que reconoce, rio arriba
de Wt1, Amh, Sprr2d, Sp5, Gapdh. Otra alternativa, consistiria en analizar los niveles de expresién
in vitro a partir del disefio de un plasmido que contenga el motivo que reconoce GATA4 y un gen
reportero como GFP, en células NT2/D1.

> Se recomienda hacer ensayos de ChlIP-seq dirigidos a factores de transcripcidn clave en el
establecimiento y mantenimiento de la via femenina como GATA4, FOXL2 y el complejo de
factores PB-catenina+TCF/LEF. El objetivo de dichos experimentos es la identificacion de
interacciones (positivas/negativas), que conduzcan a la activacién de la via femenina e inhibicién
de genes asociados a via masculina. Con estas interacciones se espera obtener un modelo

computacional actualizado especialmente para la via femenina.
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Abstract

Background: Gonadal sex determination (GSD) in humans Is a complex biological
process that takes place in early stages of embryonic development when the
bipotential gonadal primordium (BGP) differentiates towards testes or ovaries. This
decision is directed by one of two distinct pathways embedded in a GSD network
activated in a population of coelomic epithelial cells, the Sertoli progenitor cells (SPQ)
and the granulosa progenitor cells (GPC). In males, the pathway is activated when the
Sex-Determining Region Y (SRY) gene starts to be expressed, whereas in females the
WNT4/B-catenin pathway promotes the differentiation of the GPCs towards ovaries.
The Interactions and dynamics of the elements that constitute the GSD network are
poorly understood, thus our group is interested in inferring the general architecture of
this network as well as modeling the dynamic behavior of a set of genes associated to
this process under wild-type and mutant conditions.

Methods: We reconstructed the regulatory network of GSD with a set of genes
directly associated with the process of differentiation from SPC and GPC towards Sertoli
and granulosa cells, respectively. These genes are experimentally well-characterized
and the effects of their deficiency have been clinically reported. We modeled this GSD
network as a synchronous Boolean network model (BNM) and characterized its
attractors under wild-type and mutant conditions.

Results: Three attractors with a clear biological meaning were found; one of them
comresponding to the currently known gene expression pattern of Sertoli cells, the
second correlating to the granulosa cells and, the third resembling a disgenetic gonad.
Conclusions: The BNM of GSD that we present summarizes the experimental data on
the pathways for Sertoli and granulosa establishment and sheds light on the overall
behaviar of a population of cells that differentiate within the developing gonad. With
this model we propose a set of regulatory interactions needed to activate either the SRY
or the WNT4/8-catenin pathway as well as their downstream targets, which are critical
for further sex differentiation. In addition, we observed a pattern of altered regulatory
interactions and their dynamics that lead to some disorders of sex development (OSD).

Keywords: Sex determination, Gonadal sex determination, Boolean model, Gene
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Background

Sex development is a complex biological process that occurs during the embryonic and
fetal stages of an individual, For a better understanding sex development is divided
into three consecutive steps: 1) chromosomal sex determination (CSD); 2) gonadal
sex determination (GSD); and 3) phenotypic sex differentiation (PSD). CSD is estab-
lished at conception when the complement of sex chromosomes, XX or XY, is received.
GSD, which Is the process that we analyze in this study, refers to the set of genes
and their regulatory interactions that trigger the development toward testes or ovaries,
underlined by a gene regulatory network [1—4]. Finally, PSD involves the development
of the female and male internal and external genitalia in response to the hormones
secreted by the ovaries and testes. Both male and female PSD occur in two tempo-
ral phases, the first occurs within the fetus after GSD and the second occurs during
puberty [5, 6].

GSD occurs within a heterogeneously composed structure called bipotential gonadal
primordium (BGP). This structure, located on the ventromedial surface of the
mesonephros [5-7], is critical for sex development since it can differentiate either as
testes or ovaries [8]. The BGP originates the actual gonad that is composed by a) the
germinal cells (GCs), &) the steroidogenic somatic cells, such as the theca cells in ovary
and the Leydig cells in testis that produce stradiol and testosterone, respectively; and
¢) the support somatic cells, including granulosa cells in ovary and Sertoli cells in
testis.

Sertoli and granulosa cells originate from a common population of coelomic epithelial
cells corresponding to the Sertoll progenitor cells (SPC) or granulosa progenitor cells
(GPC) that migrate towards the BGP [9, 10]. In males, the SPCs start to differentiate
toward Sertoli cells after 44 days of development (Carnegie-Stage 18). The mechanism
involves activation of the expression of the Sex-determining Region Y gene (SRY) that
codifies the SRY transcription factor [9, 11]. SRY associates with other transcription fac-
tors (i.e., CBX2, SF1) to regulate expression of the SOX9 gene that positively regulates the
expression of genes associated to Sertoli cells (i.c., SOX9, FGFS, PGD2, DHH, AMH) [2].
In fernales, where SRY is absent, GSD initiates after 49 days of development (Carnegie-
Stage 20). In this case, the GPCs of coelomic origin differentiate towards granulosa cells
by the action of a distinct gene regulatory pathwey. Most likely, an increased amount of
the transcription factor B-catenin up-regulates a set of downstream genes associated to
granulosa, such as FOXL2 and RSPOI (2, 12, 13]. Thus, the mechanism underlying GSD
involves a common population of undifferentiated cells with the potential to diverge into
two cell fates. The male pathway leads towards Sertoli cell fate determination and dif-
ferentiation, whereas the female pathway leads to granulosa cell fate determination and
differentiation.

Once differentiated, the Sertoli cells act as organizing centers, enclosing GCs to form
testicular cords and secreting factors such as DHH and PDGF, which are essential for
development of the fetal population of Leydig cells [14]. Granulosa cells are the female
equivalent of the Sertoli cells, as they enclose GCs and secrete factors necessary for
oocyte growth and maturation. The regulatory network controlling GSD and differentia-
tion toward Sertoli or granulosa cell consists, in & broad sense, of multiple target genes,
different types of RNAs, transcription factors, nuclear receptors and signaling molecules.
These elements are present in undifferentiated cells and interact in a concerted way either
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activating or repressing target genes at the time of GSD to balance the fate toward Sertoli
or granulosa cells [15-17].

The total number of genes implicated in the regulatory network of GSD of humans
and mammals remains elusive, as well as their complete regulatory interactions and their
effects on the process of Sertoli or granulosa cells differentiation. However, it is well
known that mutations in their components underlay the so-called disorders of sex devel-
opment (DSD), a series of genetic conditions characterized by anomalies in gonads as
well as in internal and external genitalia. The incidence of DSDs, as estimated by the
The Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society (LWPES) and the Enropean Society for
Pediatric Endocrinology (ESPE), is 1 in 4,500 births [18] and can be attributed to muta-
tions in various genes of the GSD network. For example, murations in CBX2, GATA4 and
WT1I genes result in a wide range of phenotypic alterations characterized by ambiguous
or female external genitalia with the presence or absence of Mullerian structures in 46,XY
DSDs patients [19]. In contrast, 46,XX DSDs cause masculinization of the female fetus
(normal males with no ovarian tissue) [20]. In other cases 46,XX DSD patients have a
female phenotype but fail to develop ovaries, presenting instead a “streak gonad”? (streaks
of connective fibrous tissue) [21].

Boolean network models (BNM) are formal tools for analyzing the structure and
dynamic behavior of genetic regulatory networks. BNM are best suited for describing
poorly-characterized systems with no or few kinetic detalls, such as the GSD network.
These models represent molecular entities (genes, transcription factors and RNAs) as
nodes interacting among them within a network. Each node can have only two qualitative
states: 0 (OFF) and 1 (ON). The OFF state is equivalent to a below-threshold concen-
tration or activity, which is insufficient to initiate the intended process or regulation,
while the ON state is equivalent to an above-threshold concentration or activity [22]. The
ON/OFF state of a node within the network is determined by a Boolean function that
encompasses the known regulatory elements of the target node (Lranscription factors,
nuclear receptors, signaling molecules). The state of these regulatory elements is updated
over consecutive time steps of a simulation until the system converges to either a steady
state or a cycle. BNMs describe the dynamic state of the nodes in a network by updating
the state of the nodes according with the set of regulatory functions [23]. BNMs have been
implemented for the analysis of developmental programs such as flower morphogenesis
in A, thaliana [24], early cardiac development in mice [25], and expression pattern of the
segment polarity genes in Drosophila [26] to name a few.

Despite the relatively high incidence of DSDs, their molecular basis at the level of the
regulatory network remain poorly understood. Thus, we are interested in constructing
a BNM of the process of gonadal sex determination with an emphasis on the regulatory
elements that are present at early stages of development and control the differentiation of
SCP and GCP towards Sertoli and granulosa cells, respectively, allowing us to analyze the
origin of some DSDs. For in-depth reviews about the genes involved in GSD and DSDs
see: [18, 19, 27, 28], as well as the list of genes and interactions in the Additional file 1 of
the supplementary information,

In this study we present a BNM that describes the dynamics of the GSD regulatory
network starting from the UGR until Sertoli/granulosa cells differentiation. The pro-
posed regulatory network incorporates a large amount of published information related
to functional interactions among the genes involved in this process, while the BNM of
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GSD describes the dynamics of the elements contained within the network under wild-
type and mutant conditions, With the current model we explore a formal description of
the functional relationships among the genes and gene products associated to GSD, and
generate some predictions about the expected regulatory behavior under wild-type or
altered conditions within elements of the UGR and elements of the bipotential gonadal
primordium such as CBX2, GATA4, and WT1. Additional predictions are indicated in
the female pathway where the transcription factor f-catenin seems to play an impor-
tant role in the activation of female-specific genes (for example, WNT4, RSPOI, and
FOXL2),

Methods

The network of gonadal sex determination

To construct the network we selected a set of genes with well-known clinical and
experimental data demonstrating their association to GSD under wild-zype and mutant
conditions. The genes, depicted in a regulatory diagram (Fig. 1), include: CBX2, NR5A1,
GATA4, WT1pKTS, WT1mKTS, NROB1, SRY, SOX9, FGF9, PGD2, DHH, AMH, DKK1,
DMRT1, CTNNB1, WNT4, FOXL2, RSPO1, and a special node called UGR. The inter-
actions among these nodes are denoted by edges. We distinguish positive interactions
(activation) by connecting two nodes with an arrow-head line. Negative interactions
(inhibition) are denoted by connecting two nodes with a bar-head line,

The regulatory interactions among nodes were inferred, with emphasis in humans,
from: (1) clinical studies of patients with DSDs, which carried mutations on sex deter-
mining genes; (2) genetic expression patterns associated to GSD (between 5th and 8th
weeks of embryonic development); and (3) molecular evidence of interactions at the
level of transcriptional regulation of target genes (i.e,, up or down regulation of a tar-
get gene by means of protein-DNA interactions under wild type, mutated or transgenic
constructs). Experimental evidence on mice was Integrated into the network when neces-
sary, especially in the female pathway where human information is lacking, References to
clinical and experimental data can be found in the Additional file 1 of the Supplementary
Information,

The network includes the special UGR node, representing the urogenital ridge, an
embryonic structure precursor of the nephrogenic cord and gonads, The UGR node
encompasses the following genes: LHXI, LHX9, EMX2, PAX2 and, PAXS. Although
expression of these genes is essential for growth and maintenance of the UGR, little
evidence was found in human, as well as in mouse, about their specific regulatory inter-
actions, thus these genes were grouped within the UGR node, since mutations in any of
these genes impair subsequent gonadal development [29-31].

The pathway towards pre-Sertoli or pre-granulosa cells is shown in Fig. 1. The blue
nodes correspond to Sertoli cell fate determination pathway and include: SRY, SOX9,
FGF9, PGD2, DHH, AMH, DKK1 and DMRT1 nodes, whereas the pink nodes correspond
to granulosa cell fate determination pathway including: CTNNB1, WNT4, FOXL2 and
RSPO1, Notice that the granulosa cell fate determination was complemented with mice
information. For example, we considered the canonical Wnt4/8-catenin pathway as a key
regulatory element of female nodes within the network since relative expression of Fst,
Grigl3, Foxl2, Irx3 and, Sp5 has been shown to be down-regulated when f-catenin is lost
in fernale mice in early stages of ovarian development [32].
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The network as a Boolean model

The process of GSD is poorly characterized at the quantitative level, i.e., kinetic informa-
tion regarding the interactions of the elements of this regulatory network is still lacking,
therefore the implementation of the GSD network as a continuous model is, at this
moment, out of reach. Given this, we decided to model the network as a discrete dynami-
cal system so as to describe the qualitative observations that are experimentally reported.
Specifically, we used a Boolean approach where every node might have one of two pos-
sible states; 1 (ON) or 0 (OFF), indicating that a given node within the network model is
active or inactive, respectively.

To determine the activation state of each node in the GSD model we translated the
experimental regulatory interactions into a set of Boolean functions with the use of the
logical operators AND, OR and NOT (Table 1), The logical operator AND is used if two
nodes named A and B are required to activate a third node named C. The logical operator
OR is used if two nodes named A or B can activate, by its own, node C. The logical opet-
ator NOT is used If node A is an inhibitor of node B. Thus, the state of a given node over
time is determined by the activation state of its regulators. We integrated to the model
additional regulatory interactions not reported by observational or experimental studies
(Table 2). These interactions were inferred from analysis of the dynamics of the Boolean
model and might be considered as model predictions that deserve further experimen-
tation to be validated. Interactions of model predictions are shown in Fig. 1 as orange
dashed lines.

We performed an initial exhaustive evaluation of the dynamic behavior of the wild
type model, simulating all possible Initial activation states. Three fixed-point attractors
were obtained, and we performed a search focused in finding the state transitions cor-
responding to both male and female pathways. To recover the wild type “male pathway’,
we initiated the simulations with the UGR node in ON. In contrast, to created a wild
type "female pathway’, without the SRY node, we set the UGR and WINT4 nodes as active

Table 1 Set of functions for the Boolean model of gonadal sex determination

UGR, UGR & (NRSA1 | WNT4)

CBX2, UGR & (NROB1 8 WNT4 & CTNNB1)

GATA4, (UGR | WNT4 | NRSA1 | SRY)

WTImKTS, (UGR | GATA4)

WT1pKTS, (UGR | GATA4) &1 (WNT4 & CTNNB1)

NRSAT, (UGR | CBX2 | WT1mKTS | GATA4) &! (NROB1 & WNT4)

NROB1, (WTImKTS | (WNT4 & CTNNBT)) & | (NRSA1 & SOX9)

SRY, ((NRSA1 & WT1mKTS & CBX2) | (GATA4 & WT1pKTS & CBX2 & MR5AT1) | (SOX9 | SRY)) & ! {CTNNBT)
SOX9, ((SOX9 & FGF9) | (SRY | PGD2) | (SRY & CBX2) | (GATAA & NRSA1 & SRY)) & | (WNT4 | CTNNB1 | FOXLZ)
FGF9, SOX9 & | WNT4

PGD2, SOX9

DMRT1, (SRY | SOX9) &! (FOXL2)

DHH, SOX9

DKK1, (SRY | SOX9)

AMH, ((SOX9 & GATA4 & NRSA1) | (SOX9 &NRSAT & GATA4 & WTImKTS)) & ! (NROB1 & CTNNB1)
WNTA4, (GATAA | (CTNNBT [ RSPOT | NROB1)) &! (FGF9 | DKK1)

RSPO1, (WNT4 | CTNNB1) & (DKK1)

FOXL2, (WNT4 & CTNNB1) &! (DMRT1 | SOXS)

CTINNBT, (WINT4 | RSPO1) & (SRY | (SOXS & AMH))
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Table 2 Set of regulatory interactions inferred from analysis of the dynamics of the Boolean model,
colored in orange, that deserve further experimentation to be validated

UGR UGR&!(NRSA1[WNT4)
CBX2, UGR &! (NROB1 & WNT4 & CTNNB1)
GATA4, (UGR | WNT4 | NRSA1 | SRY)
WTImKTS, (UGR | GATA4)

WT1pKTS, (UGR | GATAS) &! (WNT4 & CTNNB1)
NRSAT, (UGR | CBX2 | WTTmKTS | GATA4) &! (NROB1 & WNT4)

NROB1, (WTTmKTS | (WNT4 & CTNNB1) &1 (NRSA1 & SOX9)

SRY, ((NRSAT &WT1mKTS & CBX2) | (GATA4 & WT1pKTS & CBX2 & NRSA1} | {SUX9 | SRY)) &! {CTMMNBET}
S0X8, ((SOX9 & FGFO) | (SRY | PGD2) | (SRY & CBX2) | (GATA4 & NRSAT & SRY)) &1 (WNT4 | CTNNB1 | FOXL2)
FGFg, SOX9 & WNT4

PGD2, SOX9

DMRT1, (SRY | SOX9) & | (FOXL2)

DHH, SOXe

DKK1, (SRY | SOX9)

AMH, {(SOX9 & GATA4 &NRSAT) | (SOX9 & NRSA1 & GATA4 & WT1mKTS) & (NROB1 & CTNNB1)

WNT4, (GATA4 | (CTNINB1 | RSPO1 | NROB1)) & (FGF9 | DKKY)

RSPO1, (WNT4 [ CTNNBT) & (DKK1)

FOXLZ, (WNT4 & CTNNBT) &1{DMRTT | 50X3)
CTHNNB1, (WNT4 | RSPO1) & | (SRY | (50%2 & ANH)

at the beginning of simulations. Besides the wild type madel, we simulated all possible
loss and gain of function of single mutants, so as to describe alterations in activation
states that might be interpreted as alterations in gene expression. Loss and gain of fune-
tlon single mutants were simulated by fixing the relevant node to 0 or 1, respectively, All
simulations were carried out under the synchronous updating scheme with the use of
BoolNet [33].

Testing properties of the Boolean model: random networks and robustness of attractors

We performed tests by creating random networks in order to analyze the frequency of
appearance of point attractors identical to those of the wild type model (Fig. 2). The tests
consisted in the construction of 1000 random networks with 12 nodes each one. The
number of inputs for each node in the random networks was the same as in the original
model. We kept this configuration in order to be consistent with the network architecture
of the model. The wild type attractors shown in (Fig. 2) were compared by performing
three independent tests of 1000 random networks each one. Additionally, we tested the

F

o - - -
sn 88228, 00 8Ezgz2gp8 i

= n o e = cell fate
Eggggggﬁéﬁegngéigggé
00 1t 1 1 14 0 ¢ 1 1 1 1 1 1 1 0 O 0 0 4B91 Towardsensl
a o 2 1 0 @ 1 0 0 0 0 © 0 0 0 4 1 1 1 5095 Towadgranulon
0 0 0 o D Qg D 0O 0O 0 O €0 0 0O D 0O O 0 O 0314 s

Fig. 2 Fixed point attractors of the Boolean model of gonadal sex determinatlon. The atractors were
obtained by simulating all possible (2%} initial activation states. The attractor with the largest basin of
anraction (50.95 %) can be interpreted as the gene expression profile observed in the somatic pra-Granulosa
cells. The attractor with the second-largest basin (48.91 %) can be interpreted as the gene expression profile
observed in the somatic pre-Sertoli cells. The model also presents a third attractor with a small basin cavering
only 0.14 % of the state space Interpreted as a null atractor due 10 a UGR node set 16 zero
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robustness of the attractors of the BNM with a set of 1000 perturbed copies of the networl
by using the testNetworkProperties function of BoolNet [33]. This test gives the percent-
age of the original attractors shown In Fig. 2 recovered after 1000 copies of the Boolean
model functions randomly perturbed.

Results

The network of gonadal sex determination

The network was constructed with 19 nodes and 78 regulatory interactions: 42 of these
interactions have been reported in humans; 12 in mice and 24 were predicted from
analysis of transition states of the simulated Boolean model. The network is directed
towards the male pathway if the SRY node is active. SRY leads to activation of SOX9,
which in turn activates FGF9, PGD2, DMRT1, DHH, DKK1, and AMH nodes. At the
same time, the female pathway is repressed by inactivating CTNNB1 and FOXL2 nodes
(Fig. 1). On the contrary, the network is directed towards the female pathway in absence
of SRY and when the WNT4, CTNNBL, RSPO1 and, FOXL2 nodes are active. In this case,
the male pathway is repressed by CTNNBI1 and FOXL2 mediated inactivation of SOX9,
DMRT1 and AMH (Fig. 1).

Predictions of the Boolean model

The current model contains 24 interactions inferred from dynamic modeling, these are
predominantly related to the UGR node and the genes expressed in the bipotential
gonad. Model predictions were drawn as orange dashed lines within the following nodes:
UGR, CBX2, GATA, WTImKTS, WT1pKTS5, NROB1, SRY, DMRT1, DKK1, WNT4 and
CTNNB1 (Fig. 1). The model predicts that the activity of UGR depends of an activation
self-loop and functions as an input to activate CBX2, GATA4, WtlmI'TS, WT1pKTS,
and NR5A1 (Table 2). The scarcity of information regarding UGR function and mainte-
nance clearly indicates that more experimental studies are necessary to understand the
mechanisms of gene expression control in the BGP especially for CBX2, GATA4and WT1.

Dynamic behavior of the gonadal sex determination Boolean network model

The dynamic behavior of the GSD BNM was exhaustively analyzed by starting the
dynamical simulations of the system from all possible 2'* = 524288 initial states. After
simulations, three fixed-point attractors where obtained (Fig. 2). The first of these attrac-
tors can be interpreted as the gene expression profile observed in Sertoli cells, the second
can be interpreted as the gene expression profile observed in granulosa cells, and the third
attractor, with a very small basin of attraction, might represent a disgenetic gonad without
Sertoli or granulosa activity.

After the initial exhaustive search of the GSD attractors, we performed a search focused
in finding the state transitions of both male and fernale pathways. In the case of 46,XY
simulations, the UGR node was set to ON in the initial condition (Time step 0) to transit
toward the BPG and then turning ON the SRY node leading toward the Sertoli cell attrac-
tor. Since 46,XX wild type females do not have SRY gene, we searched from all possible
initial states the activation patterns that had UGR and female nodes as initial condition.
From this search we found that UGR + WNT4 were the initial conditions (Time-step 0)
to transit from the BPG toward the granulosa attractor. Thus in male and female simula-
tions we started with an active UGR node as the initial condition, followed by activation of
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the nodes representing the BPG (CBX2, GATA4, WT1mKTS, WT1pKTS, and NR5A1).
‘The NROB1, WNT4 and RSPO1 nodes were subsequently activated, in agreement with
the reported gene expression patterns, showing that these genes are co-expressed in
both male and female embryos during the stage of BPG and previous to GSD (Fig. 3a
and b) [7, 34].

If the simulation transited toward the Sertoli attractor, then the NROB1, WNT4 and
R8POL nodes were inactivated by NR5A1, SRY, SOX9 and DKK1 nodes. In male the
expression of NROBI s dosage sensitive, since duplication of this gene in 46,XY patients
produces a male-to-female sex reversal with streak gonads [35]. It is important to notice
that NROBI might play an important role in male after the time of GSD because NROBI
knockout mice showed disorganized Sertoll, Leydig and germ cells due to defects in
testis cord formation [36]. Thus, it has been suggested that NROBI has a time frame of
expression [37] with reduced levels of the DAX1 protein during GSD. Since the BNM con-
siders active or inactive states, the NROBI node was inactive at the sixth time step, which
corresponds to the Sertoli attractor (Fig. 3a)

When the UGR + WNT4 nodes were set to ON, twa fixed point attractors were
obtained: (1) the granulosa attractor and the (2) dysgenetic gonad attractor. Thus the
transition towards the granulosa attractor is characterized by the initial activation of the
UGR + WNT4 and BPG nodes, followed by activation of the NROB1, RSPO1, FOXL2 and
CTNNBI. As we previously stated, B-catenin, plays a key role in up-regulation of pre-
granulosa genes in femnale mouse {32, this factor actively antagonizes SOX9 and AMH
expression, inactivating the pathway toward Sertoli cells (Fig. 3b) [38, 39]. The attrac-
tor with no activity reflects the importance of the UGR node within the network model
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Fig. 3 State transitions leading to a fixed point attractor corresponding to pre-Sertoli or to pre-granulosa
cells. The state of the nodes over time was simulated starting from an activated UGR node (1). White and
black cells represent inactive o active nodes respectively, The fixed point attractor toward pre-Sertoli is given
by activation of SRY node (a), The polnt attractor Is in agreement with experimental observations after six
time steps, whereas the fixed point attractor toward granulosa is given by absence of SRY and activated
UGR+WNT4 nodes (b). The point attractor is In agreement with experimental ohservations after three time
steps
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given that loss of function mutants of UGR components have an impaired subsequent
gonadal development, as observed in mouse. Therefore, the dysgenetic gonad attractor
(Le, streaks of fibrous tissue instead of a gonad) might be interpreted as a condition
expected in some individuals when gonadal development fails, especially in the case of
LHX1, LHX9, EMX2, PAX2 and PAX8 mutants.

In summary, state transitions in Fig. 3a and b qualitatively coincide with gene expres-
slon patterns observed during GSD [7, 34]. However, notice that the state transitions
and steady state attractors must be considered as snapshots of the gene expression pat-
tern between 41-52 days of development and do not represent the complete process of
gonadal development.

Modeling disorders of sex development

46,XX sex reversal

We simulated the DSD known as 46,XX sex reversal or testicular DSD, characterized
by an apparently normal development of male structures, including testes and male
internal/external genitalia [20, 40]. To simulate such a condition either the SRY node
or the SOX9 node were left permanently active (ON = 1) during the entire simulation
(Fig. 4a, b). The SRY node activates SOX9 in coordination with CBX2, GATA4, WT1
and NR5A1, SOX9 in turn inhibits the female pathway through CTINNB1 Inactivation.
CTNNBI is the node of the transcription factor £-catenin, a key regulatory element of
the female pathway, Our BNM generates in both simulations a Sertoli-like attractor that
presents activation of the FGF9, PGD2, DMRT 1, DHH, DKK1 and AMH nodes. The sim-
ulation observed in Fig. 4a might be interpreted as the process underlying a 46,XX sex
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FOXL2

CTHNNB1
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SRY
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PGD2
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WNT4
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WT1mKTS
WT1pKTS
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Fig.4 Modeling 46 XX sex reversal. The SRY node was kept as active (1) 50 a5 10 simulate traslocation ina

46 XX background. SRY activates SOX9 in combination with CBX2, GATA4, WT1 and NRSA1. Then, SOX9

activates nodes assodated with the male pathway (Le, FGF9, PGD2, DHH, AMH). The fixed point attractor can

be interpreted as a 464X sex reversal after three time steps (a), The SOX9 node was set as active in order to

simulate a duplication ina 465X background (b). The resulted aclivation states were similar to the cbserved

in the male pathway. Thus, the fixed point attractor can be interpreted as a 46,XX sex reversal in absence of
SRY, as reported in dinical cases
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reversal when the SRY gene is translocated to one autosomic chromosome or to the X
chromosome, whereas the simulation in Fig. 4b might represent a 46,XX sex reversal due
SOX9 gene duplication.

46,XY (SRY-) sexreversal

SRY is considered the trigger of the male pathway and testis development [9]. This tran-
scription factor possesses a highly conserved domain called HMG box that binds to the
GAACAAAG DNA motif and bends the DNA molecule about 80 degrees. The loss of its
chromatin-remodeling activity [41] is considered to impair the three dimensional archi-
tecture of chromatin and compromises the proper interaction of SRY with its target genes.
Mutation of the DNA binding region of SRY in 46,XY subjects has been associated with
female external genitalia, normal Mullerian ducts and streak gonads [42]. When we sim-
ulated the SRY loss of function, the female pathway was activated by the CTNNB1 node
and the male pathway blocked through a CTNNBI1 and FOXL2- mediated SOX9 inhi-
bition. SRY is considered the trigger of testis development by expressing in the somatic
pre-Sertoli cells [9]. The mechanism suggested for normal function of this transcrip-
tion factor is a highly conserved domain within the protein, called High Mobility Group
(HMG box).

Concerning the model simulation in Fig. 5¢, loss-of-function of SRY leads to inacti-
vation of the male and activation of the female pathway. To this respect, Hawkings and
colleagues [42] described five subjects with 46,XY karyotype associated with completely
female external genitalia, normal Mullerian ducts, and streak gonads. All the patients
showed mutations in the DNA binding region of the SRY protein [42]. Since model sim-
ulations agree with clinical observations of loss-of-function mutations in the HMG box
of SRY, we interpret this simulation as the possible gene expression dynarmics in a 46,XY
(SRY-) individual during the time of GSD. In these subjects the female pathway would
become active by increasing amounts of f-catenin within the cell nucleus and active
repression of the male pathway by a B-catenin and FOXL2-mediated inhibition of SOX9.
Given this results we interpret that our simulations (Fig. 5¢) resemble the early gene
expression dynamics in a 46,XY (SRY-) individuals.

Modeling other DSDs

Other relevant elements that have a common function in both male and female pathways
at the BPG and thorough the differentiation of testis and ovaries are the transcription
factors GATA4 and WTI. In the case of GATA4, it has been observed in mice that
GATA4 is expressed at E10.5 during formation of the UGR and its deficiency impairs
subsequent gonadal differentiation [43]. In the male pathway, GATA4 associates with
the -KTS isoform of WT1 protein for an optimal activation of the SRY gene [44]. Other
example of the GATA4 protein activity in the male pathway is its role in the activa-
tion of the AMH gene in association with SF1 and WT1-KTS transcription factors
[45, 46). Simulation of GATA4 loss of function in the male pathway is given in Fig. 6
(notice the altered dynamics of activation patterns compared with the wild-type simula-
tion shown in Fig, 3a). WT1mKTS, WT1pKTS, NR5A1 and AMH nodes were inactive
in the attractor because the GATA4 node is their positive regulator, The SRY node
remained active due to an activation self-loop and additional interactions with NR5A1,
WTImKTS, CBX2 and a possible feedback loop with SOX9, thus the altered activation
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Fig.5 Modeling 46,XY sex reversal. The CBX2 node was Inactivated In order to simulate a loss of function
mutation in a 46, XY backgreund which resulted in a steady state attractor that showed activation of female
nodes (&), The NROB1 node was set as active in order to simulate a duplication in a 46, XY background. The
activation states were altered and resulted In an steady state attractor with activated female nades (b), The
SRY node was inactivated in order to simulate a loss of function muration which resulted in a steady siate
attractor that showed activation of female nodes ()
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Fig.6 State transitions when the GATA4 node was inactive (0) in a 46, XY context, The GATA4 node was
inactivated in order to simulate a loss of function mutation in a 46,XY background which resulted in
inactivated AMH node although an attractor with activated male nodes was recovered
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state shown in Fig. 6 might be interpreted as the source of & DSD. To this respect, the
clinical spectrum of developmental anomalies due to GATA4 mutations in male patients
is variable. Patients might show bilateral dysgenetic testes containing Sertoli cells and
no visible Leydig cells and show male internal genitalia to normal-ambiguous external
genitalia [46].

On the other hand, WT1 has a key role in the development of kidney and gonads, its
expression is observed at the UGR and continues through the differentiation of testis
and ovaries interacting In both pathways of cell differentiation. Homozygous mutations
in mice are embryonic lethal and result in renal agenesis, as well as cardiac and gen-
ital tract abnormalities [29]. Since WT1 is an important element in carly stagcs of
gonadal development we simulated the loss of function of WT1 in a 46 XY context
(Fig. 7), notice that the attractor has an activation pattern similar to the female path-
way. Importantly, mutations in this gene impair the development of male in a certain
degree; mutations in the intron 9 splice site of the WTI gene affects the balance of
the +IKTS/-KTS isoforms impairing the development of testis resulting in streak gonads
and ambiguous external genitalia [47]. In females the role of WT1 is less defined, how-
ever there Is experimental evidence about its role in the positive regulation of the
NROBI gene by binding to two potential sites located at the 5 flanking region of the
gene [48].

‘We analyzed in addition the effect of loss-of-function mutations in the NR5A1 node.
Since the dynamics of the simulations of WT1 and NR5A1 were identical we show only
the attractor in Fig. 7.

Testing properties of the Boolean model: random networks and robustness of the attractors
On average, the three independent tests of 1000 random networks generated 103,000
attractors each one. We found that none of the random networks recovered the set of
three point attractors of the wild type model shown in Fig. 2. This results indicate that the
attractors of our BNM could not be expected in a network made with random interac-
tions. Thus, the attractors in Fig, 2 can be considered as biologically meaningful and not
a statlstical artifact,

Concerning the test of attractor robustness we observed that 95% of the perturbed
networks recovered less than 30% of the original attractors of our model. This means
that the model is relatively sensitive to perturbations in the functions of the model. The
reduced robustness can be due to the scarce redundancy in the model, given that we
opted by including a small number of regulatory molecules, so as to be close to a minimal
model. We expect that the introduction of more nodes and regulatory feedback circuits
would result in an increased robustness,
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Discussion

The classical observations of Alfred Jost (1947) that early castration in utero of rabbit
fetuses resulted in female internal and external genitalia (independent of their chro-
mosomal sex complement) lead to the hypothesis of a testis-determining factor (TDF),
According to this hypothesis the ovary was considered the default developmental state,
while testis represented an induced and active state that repressed female development.
Experimental evidence accumulated in the last 20 years have enriched our view of
sex determination where developmental programs toward testis or ovaries represent
two independent antagonistic regulatory pathways of high complexity intertwined in a
regulatory network: the GSD network.

The BNM used in this study, although discrete in its approach, can be considered as a
simplified version of a very dynamic and complex biological network that incorporates
the major regulatory elements of the GSD network, The GSD BNM summarizes in a
formal language the set of experimentally-confirmed interactions associated with the pro-
cess of GSD. Although the attractors obtained in our model cannot be interpreted as as
anatomical structures of high developmental complexity, they can be reliably seen as the
gene expression profiles expected during the process of determination and differentiation
of SPC and GPC towards Sertoli and granulosa cells respectively.

The network of gonadal sex determination

We inferred the regulatory network of human GSD and modeled it as a BNM. With such a
model we were able to describe the molecular dynamics of the first stage in gonadal mor-
phogenesis, which is the cell fate determination and further differentiation of Sertoli and
granulosa cells. The network contains 19 nodes as well as their regulatory interactions, as
evidenced by published experimental and clinical data.

Recent studles regarding early gonadal differentiation suggest a highly complex biolog-
ical process regulated by many, probably hundreds, of genes. However, our BNM shows
that only a handful of them are sufficient to activate the male or female pathway, allowing
us to propose that the gonadal fate commitment and differentiation is a direct conse-
quence of activation and repression of a transeriptional program encoded as a regulatory
network. Although part of the information used to infer this regulatory network was taken
from experiments in mice, we consider that the model might be considered as a good
approximation to the corresponding regulatory network in humans.

The Boolean model of gonadal sex determination

The BNM describes the dynamics of 19 nodes associated with GSD between 41-52 days
of embryonic development. The results cannot be considered as final activation states
of the biological process, instead they should be considered as a snapshot in the pro-
cess of Sertoli and granulosa cell differentiation., At the quantitative level, GSD is poorly
understood given the lack of information about kinetic details of each regulatory ele-
ment, therefore it is difficult to establish a continuous model with differential equations
with the current available data. Despite the large amount of gene expression data, little
is known about the regulatory mechanisms leading to GSD under normal conditions, as
well as their downstream effects under mutant conditions. To shed light about the regula-
tory mechanisms we used a discrete modeling approach because most of the information
relies on qualitative descriptions,
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Model predictions and the role of the UGR and bipotential gonad genes in early gonadal
development
The UGR is a very important structure within the developing embryo since it is the com-
mon structure that leads to testis and ovaries. Notice that just a few regulatory elements
of the UGR have been studied. For example, Lhx1 expression has been reported in mice
and has a key role in the development of kidney, female reproductive tract and anterior
head [30]. Conditional knockout mice lack uterus, cervix and upper vagina [49]. Lhx9 has
a role in the activation of NrSal gene, in synergy with Wl in mice. Other example is
given by PAX2 and PAXS genes. In humans, these genes have a role in the activation of
the WTI gene [29, 50] thus, we underline the need for additional studies regarding the
regulatory interactions that led to the establishment of the UGR and BPG primordium.
As we mentioned previously, the human female pathway is less characterized, and its
current cumulative knowledge is mainly based on mice findings. In this case, the GATA4-
FOG2 complex has an important function by activating the Fst, Wnt4, Sprr2d, Foxl2,
Gngl3 genes [32)]. It has been observed in female mice that loss of function of Gatat
impairs the expression of these genes and leads to the development of a male-specific
coelomic vessel [32]; therefore GATA4 can be considered as a key regulatory element in
the early stages of gonadal development toward ovaries.

The role of WNT4/S-catenin in the female pathway

Concerning the female pathway most of the inferred interactions derive from mice. To
this respect we notice the role of the WNT4 and Bcatenin nodes in the regulation of
WNT4, RSPO1, and FOXL2. In the biological process we predict a key role of S-catenin
regulating the fernale pathway. The general mechanism of the canonical Wnt4/8-catenin
signaling pathway can be explained as follows: the pathway is initiated by expression of
the wingless-type MMTYV integration site family, member 4 (WNT4). The product of this
gene is a ligand that binds to Frizzled (Fz) and LRP5/6 co-receptors at the plasma mem-
brane, disengaging B-catenin from the proteins of the “destruction complex"? (Axin and
APC). Then B-catenin translocate into the nucleus where associates with TCF7/LEF, this
protein contains an HMG box with capacity to recognize specific DNA sequences, The
p-catenin-TCF7/LEF complex activates target genes, whereas in absence of f-calenin
TCE7/LEF alone represses gene transcription [51, 52). From the set of interactions
inferred from mice, that fitted perfectly in our model, we would expect that g-catenin
might have an important role regulating the expression of the FST, FOXL2 and IRX3 genes
in humans.

The BNM of GSD summarizes in a formal language the set of experimentally-confirmed
interactions associated with the process of GSD. The attractors of our model can be
interpreted as the gene expression profiles expected during the process of GSD and dif-
ferentiation of Sertoli or granulosa cell lineages. According to our simulations, the loss of
function of GATA4 results in inactivation of the AMH node in the attractor. This result
is particularly interesting given the existence of the persistent Miillerian duct syndrome
(PMDS), a relatively rare inherited defect in the sexual differentiation, characterized by
failure in the regression of the Miillerian ducts in males. Affected individuals present per-
sistent uterus and tubes due to a defect in the synthesis of the AMH hormone, which is
normally produced by the Sertoli cells, Mutations in the AMH gene have been reported
in these patients [20, 53], however the majority of PMDS remain without molecular
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diagnosis, therefore GATA4 mutations emerge, according to our model predictions, as a
potential PMSD causing gene.

Conclusions

We propose the present model as a starting point for future mathematical modeling
and integration of experimental research regarding sex development. The model can be
upgraded in several aspects for example, incorporating additional nodes and interactions,
as well as modeling more cell lineages of the gonad such as the Leydig or theca cells,
Finally the current BNM describes the dynamics of the GSD network under perturba-
tions. Importantly the analysis of these states can have potential implications in the study
of DSDs.
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