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RESUMEN

En los peces, la exposicibn a cambios en el ambiente en estadios tempranos del
desarrollo desencadena una respuesta de estrés, aumentando los niveles de cortisol, con la
concomitante induccién de la inversion sexual de las hembras genotipicas. A pesar de la gran
importancia de este proceso para la acuicultura, en el control sexual, cobmo también en la
busqueda de mejores predictores de los posibles efectos del cambio climatico en este grupo de
vertebrados ectotermos; una comprensidén mas integral de los mecanismos moleculares y
endocrinos detras de la inversion sexual se encuentra lejos de ser establecida, siendo la
principal motivacion del presente trabajo de Tesis. En primer lugar, se realiz6 un microarreglo
para explorar los efectos globales de la exposicion a altas temperaturas durante el desarrollo,
uno de los factores estresantes mas estudiados, en la perfil de transcripcion génica en medaka
(Oryzias latipes). El andlisis reveld la expresion diferencial de genes asociados a la respuesta
ante un estrés, la biosintesis de esteroides, los mecanismos epigenéticos y la biosintesis de la
hormonas tiroideas, entre otros. Curiosamente, el analisis no mostré6 cambios dimérficos
sexuales, lo que demuestra que la respuesta al estrés térmico no depende del sexo genotipico.
Estos resultados nos llevaron a profundizar en los inductores moleculares y hormonales de este
proceso, y cOmo éstos pueden trabajar en conjunto para que se dé la inversion sexual. Nuestro
primer enfoque, fue explorar si el cerebro es el traductor de la respuesta temprana al estrés
ambiental. Para esto se midieron los niveles de ARNm de la hormona liberadora de
corticotropina b (crhb) y de sus receptores (crhr1 y crhr2) durante el periodo crucial de la
determinacion del sexo gonadal en medaka, encontrando que todos son regulados
positivamente por el tratamiento con temperatura alta. Para determinar el rol de Crhb en la
inversion sexual se generaron mutaciones bialélicas en los receptores, crhr1y crhr2, usando la

tecnologia CRISPR/Cas9. Sorprendentemente, los individuos con mutaciones bialélicas para
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los dos receptores no presentaron inversidbn sexual hacia macho tras la exposicion a
temperatura alta. A su vez, la inhibicién de la masculinizacion en individuos mutantes de los
receptores de crh fue rescatada con éxito, mediante la administracién del efector final del eje de
estrés, el cortisol. Posteriormente, exploramos el papel de las hormonas tiroideas en la
inversion sexual, lo que establece por primera vez la participacion del eje tiroideo en este
proceso. Se comprobd, que las hormonas tiroideas pueden inducir la inversion sexual hacia
macho en medaka por si solas, al igual que la exposicidn al cortisol, pero sin un efecto
sumatorio de ambos. A continuacién, se abordo la regulacion cruzada entre los dos ejes
endocrinos, del estrés y el tiroideo, corroborando la participacion de Tsh en la masculinizacion
inducida por el estrés. Para esto, se usaron embriones con mutaciones bialélicas para ambos
receptores de crh y expuestos a altas temperaturas, observando una total inhibicion de la
transcripcion de tsh. Finalmente, para evaluar la participacion de los androgenos como los
efectores finales del desarrollo testicular inducido por las altas temperaturas, se analiz6 la
expresion de genes relacionados con la sintesis de este esteroide sexual, encontrando que
aumentan en los individuos XX bajo temperaturas altas. Ademas, cuando se us6 un antagonista
de androgenos se inhibi6 la inversion sexual, corroborando la importancia de los andrégenos
en la inversion sexual inducida por el ambiente. En este contexto, nuestros resultados ponen en
evidencia por primera vez la participacion del sistema nervioso central como un traductor del
estrés ambiental, la participacién de las hormonas tiroideas, la regulacién cruzada entre los
ejes del estrés y de la sintesis de hormonas tiroideas y la importancia de los andrégenos, como

los efectores finales en la masculinizacion de hembras genotipicas debida a un estrés térmico.

Palabras clave: Inversion sexual, Respuesta al estrés, Hormonas tiroideas, Androgenos

y Medaka
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ABSTRACT

In fish, exposition to high temperatures, or other stressors, increase cortisol levels,
inducing gonadal masculinization of genotypic females. The understanding of the molecular and
endocrine mechanisms behind environmental-induced sex reversal in fish has not been fully
elucidated, representing a huge importance for controlling sex ratios in aquaculture and to
predict the potential effects of climate change in an important group of ectotherm vertebrates.
Firstly, we performed a microarray to explore the global effects of high temperature on genome-
wide transcription in medaka (Oryzias latipes) during early development, revealing significant
changes in several pathways under thermal high-temperature conditions, like stress response
from the brain, steroid biosynthesis, epigenetic mechanisms, and thyroid hormone biosynthesis,
among others. Interestingly, data analysis did not show sexual dimorphic changes,
demonstrating that thermal stress is not dependent on genotypic sex. These microarray data
raised the question of what are the exact molecular and hormonal mechanisms of action and
how they work together to female-to-male sex reversal under high temperatures in fish. Our first
approach was elucidated if all begins in the brain. On this regard, we investigated the mRNA
levels of corticotropin-releasing hormone b (crhb) and its receptors (crhr1 and crhr2) and found
that they were up-regulated at high temperature, during the crucial period of gonadal sex
determination in medaka. To clarify their roles in sex reversal, biallelic mutants for crhr1 and
crhr2 were produced by CRISPR/Cas9 technology. Remarkably, biallelic mutants of both loci
(crhr1 and crhr2) did not undergo female-to-male sex reversal upon exposure to high
temperature. Additionally, the inhibition of this process in double crh receptor mutants was
successfully rescued by the administration of the downstream effector of stress axis, the
cortisol. Following, we explored the role of thyroid hormones in environmental-induced sex

reversal, demonstrating that after exposure embryos to a high temperature, the thyroid hormone
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axis is up-regulated. Besides, we showed that thyroid hormones can induce sex reversion from
female-to-male in medaka on their own, like cortisol exposure. To corroborate the participation
of Tsh in the stress-induced sex reversal and the crosstalk between the thyroid and stress axes,
we used biallelic mutant embryos for both crhrs exposed to high temperature, observing a
down-regulation of tsh that phenocopied the control group without stress. Finally, to test the
involvement of androgens in thermal-induced sex reversal, an analysis of androgen-related
genes expression was performed, revealing their increase in females (XX) experiencing high
temperatures. The use of an androgen antagonist was used to treat XX medaka under a high-
temperature set-up. Data demonstrated the failure for female-to-male reversal when the
androgen action is inhibited, corroborating the importance of androgens in the environmental-
induced sex reversal. Our results highlighted for the first time the participation of the central
nervous system as the transducer of environmental stressors, evidenced the crosstalk between
stress and thyroid hormone axes in female-to-male reversal, and the importance of androgens

as a final inductor of the masculinization process in genotypic females.

Keywords: Sex reversal, Stress response, Thyroid hormones, Androgens and Medaka.
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CAPITULO 1: Efecto de las altas temperaturas en el desarrollo temprano de
Medaka.
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1.1 INTRODUCCION

El establecimiento del sexo bioldgico es un proceso fundamental para la generacién de
gametos y garantizar el éxito reproductivo. En vertebrados existen dos mecanismos que dirigen
el destino gonadal: la determinacién genética del sexo (GSD, por sus siglas en inglés) y la
determinacion ambiental del sexo (ESD, por sus siglas en inglés). En el GSD, diferentes
factores genéticos establecen el destino gonadal en el momento de la concepcion, mientras
que en el ESD, las sefales ambientales experimentadas durante un periodo caracteristico del
desarrollo determinan el sexo fenotipico de la gbnada (Capel 2017, Fernandino et al. 2013,
Gemmell et al. 2019). La distribucion filogenética que presentan estos dos tipos de mecanismos
muestra que han convergido muchas veces a lo largo de la historia evolutiva (Ashman et al.
2014, Capel 2017), donde el ESD es considerado un mecanismo ancestral (Pokorna y
Kratochvil 2009), debido a que las diferentes transiciones de ESD a GSD, por lo general, han
ocurrido en tasas mas altas que en la direccion opuesta (Bull 1981), sugiriendo que el GSD es
un mecanismo mas estable (Kitano y Peichel 2012) (Figural). Algo muy interesante es que los
factores ambientales del ESD pueden influenciar, e incluso anular, el GSD, produciendo un
cambio en el sexo fenotipico del individuo, estableciendo que los mecanismo de determinaciéon
sexual son un proceso continuo que podria considerarse aun mas complejo.

Entre los vertebrados, los teledsteos son un grupo que presenta una enorme variabilidad
de estrategias que determinan el sexo (Figura 1). Esta variabilidad puede darse entre especies
relacionadas estrechamente o incluso entre poblaciones de una misma especie (Ashman et al.
2014). En el caso del ESD, tanto parametros bidticos como abidticos pueden influenciar el
destino gonadal (Figura 2). Entre los parametros biéticos, la densidad y las interacciones
sociales se han caracterizado muy bien en Anguilliformes y en peces hermafroditas,

respectivamente (Geffroy y Bardonnet 2016, Gemmell et al. 2019). En cuanto a los parametros
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abiéticos, han sido caracterizados tanto factores quimicos, como fisicos. Entre los primeros se
ha descrito que las variaciones en las concentraciones de oxigeno disuelto (hipoxia) o en el pH
afectan la proporcion de sexos (Breitburg et al. 2009, Cheung et al. 2014, Pollock et al. 2010,
Shang et al. 2006, Thomas y Rahman 2012, Yu y Wu 2006). Entre los fisicos, se ha reportado
que el fotoperiodo y la longitud de onda dé luz, generan un sesgo hacia el desarrollo de
machos (Baroiller et al. 1996, Brown et al. 2014, Corona-Herrera et al. 2018, Hayasaka et al.
2019, Rémer y Beisenherz 1996, Strissmann et al. 2010). Sin embargo, el cambio en la
temperatura del agua es el factor fisico mas estudiado en el ESD, en parte por su importancia
en el estudio del cambio climatico, pero también por su relativa facilidad a la hora de manipular
y registrar los datos experimentalmente (Avise y Mank 2009, Baroiller et al. 2009, Bezault et al.
2007, Brown et al. 2014, Hattori et al. 2007, Miranda et al. 2013, Ospina-Alvarez y Piferrer
2008, Pavlidis et al. 2000, Uchida et al. 2004, Wang et al. 2017). Los Atherinopsidae o
pejerreyes como comunmente se les conocen, es una de las familias de peces més estudiadas,
se caracterizan por tener progenies sesgadas hacia hembras cuando las larvas se mantienen a
bajas temperaturas durante el periodo de la determinacion sexual, o progenies sesgadas hacia
machos cuando la temperatura del agua es elevada (Strissmann et al. 2010). Aunque los
mecanismos por los cuales se da la feminizacion por bajas temperaturas no se han esclarecido,
en la masculinizacién por la altas temperaturas, por el contrario, se sabe que este cambio
produce una elevacion del cortisol (la hormona del estrés) actuando como un mediador entre la
exposicion a altas temperaturas y el desarrollo testicular, y por lo tanto ha sido establecido
como un jugador clave en el ESD (Geffroy y Douhard 2019, Goikoetxea et al. 2017, Hattori et

al. 2009).
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Figura 1. Representacion esquematica de la diversidad de sistemas de determinaciéon sexual en
los vertebrados.

El andlisis se realizé utilizando la base de datos: Tree of Sex consortium (Ashman et al. 2014). El tamafo
del cada circulo es relativo al nimero de estrategias de determinacién sexual que cada grupo de
vertebrados presenta. El numero de especies (ssp) reportadas y utilizadas en este analisis.
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Figura 2. Factores bioticos y abioticos en la determinacion sexual ambiental, ESD.

El esquema muestra cdmo el sexo fenotipico de los individuos es afectado por diferentes factores
ambientales pero no considera la interaccion entre ellos. Geffroy y Bardonnet 2016 [1], Shang et al. 2006
[2], Thomas y Rahman 2012 [3], Cheung et al. 2014 [4], Rubin 1985 [5], Reddon y Hurd 2013 [6], Brown
et al. 2014 [7], Corona-Herrera et al. 2018 [8], Hayasaka et al. 2019 [9], Strissmann et al. 2010 [10],
Ribas et al. 2017 [11], Hattori et al. 2007 [12] y Castafieda-Cortés et al. 2019 [13].
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Por otra parte, en el GSD se han descrito especies con controles puramente poligénicos y
otras con cromosomas sexuales (XY, machos heterogaméticos o ZW, hembras
heterogaméticas) (Devlin y Nagahama, 2002). Entre los genes determinantes del sexo, que
promueven el desarrollo testicular, se encuentran: dmrt1, sox3 y dmy, estos son factores de
transcripcion relacionados con la misma familia de genes determinantes descritos en otros
grupos de vertebrados, como DMRT1 (aves), SRY (mamiferos) y Dm-w (anfibios) (Fernandino y
Hattori 2019, Herpin y Schartl 2015, Reichwald et al. 2015). Sin embargo, existe otro grupo de
genes que esta recibiendo gran atencidn, pertenecientes a la superfamilia TGF-B (factor de
crecimiento transformante-beta): gsdf, amh, amhrlly gdf6, que han sido reportados en especies
como Odontesthes spp, Oreochromis sp 'y Esox lucius (Hattori et al. 2012, Pan et al. 2019). Por
otro lado, los mecanismos genéticos que promueven el desarrollo ovarico parecen estar mas
conservados entre los diferentes grupos. Por ejemplo, la aromatasa gonadal (cyp19aia) y su
regulador foxl2, son los principales factores que actian aguas abajo cuando los genes
determinantes del desarrollo testicular no estan presentes (Bertho et al. 2018, Zhang et al.
2017).

Ademas de los determinantes que direccionan el sexo biolégico, los peces presentan una
enorme plasticidad gonadal (Hattori et al. 2020). Esta caracteristica podria deberse a que las
gonadas de los peces son estructuras mas simples, en comparacion con las de los mamiferos,
compuestas principalmente por células germinales y células somaticas (Tanaka 2016). Para
que la gbnada se forme, su desarrollo comienza con la migracion de las células germinales
primordiales (PGCs) hacia la zona marginal, alcanzando el celoma donde se establecera el
primordio gonadal (Capel 2017, Nishimura y Tanaka 2016). Una vez que las PGCs colonizan el
primordio gonadal, se detienen en fase G1/GO del ciclo celular, y se denominan células madre
germinales embrionarias (CMGEs), convirtiéndose en los precursores que daran lugar a las

células madre espermatogoniales (SSC, por sus siglas en inglés) en los testiculos y las células
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madre oocitarias (OSC, por sus siglas en inglés) en el ovario (Nishimura et al. 2016). Durante la
diferenciacién temprana de las gbénadas, las células soméaticas se diferencian en células de
Sertoli y Leydig en los testiculos, y en las células Granulosas y la Teca en el ovario (Nishimura
y Tanaka 2014). Una caracteristica importante de las células germinales en los peces, que
difiere notablemente con los mamiferos, es que células germinales puede conservar su
pluripotencia en la etapa adulta (Nakamura et al. 2010), proporcionando una gran plasticidad
gonadal en los peces, donde en los casos mas extremos, como en los hermafroditas, un
individuo puede pasar de tener un ovario a generar un testiculo, y viceversa, varias veces en su
vida (Avise y Mank 2009). Esta plasticidad en las lineas celulares germinales y somaticas, la
estructura gonadal rudimentaria, y la variabilidad en los procesos de diferenciacién gonadal, les
han conferido a los peces una gran diversidad de estrategias reproductivas, permitiendo
conquistar una amplio rango de nichos ecoldgicos, dejandonos ante uno de los grupos mas
diversos de los vertebrados en cuanto desarrollo gonadal y reproductivo se trata (revisado en
Hattori et al. 2020) (Figura 1).

Dentro de los peces, medaka (Oryzias latipes) es una especie modelo para el estudio de
la determinacién sexual y el desarrollo gonadal, debido a que sus mecanismos genéticos y el
desarrollo morfolégico espacio-temporal ha sido ampliamente descritos. Medaka presenta un
sistema de determinacion del sexo genético XX-XY y los dos factores génicos que establecen
la determinacién y diferenciacion sexual han sido identificados. En primer lugar tenemos el gen
maestro de la determinacion del desarrollo testicular: dmy/dmrt1bY, presente en el cromosoma
Y (Matsuda et al. 2002, Nanda et al. 2002) y en segundo lugar el gen foxI3, considerado el gen
desencadenante del destino de la linea germinal hacia oocitos (Nishimura et al. 2015). Ademas,
la determinacion sexual en medaka se encuentra muy bien caracterizada a nivel morfoldgico y
molecular. El proceso comienza con la formacion del primordio gonadal tras la migracion de las

PGCs, en el estadio 33, a los 3 dias post fecundacion (dpf, Figura 3). En las etapas iniciales la
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expresion de foxI3 se da tanto en individuos genéticamente XX, como en los XY, pero cuando
empieza la expresion de dmy/dmrt1bY en células somaticas de los embriones XY, la expresion
de foxI3 se ve inhibida. En el estadio 35 (5 dpf), en presencia de dmy/dmrt1bY, las células
germinales de los XY presentan proliferacién tipo | (division similar a la autorrenovacion de las
células madre) y no entran en proliferacion tipo Il (division mitética exponencial sincronica,
sucesiva e incompleta, también llamada proliferacién cistica, previa a la divisibn meiotica) hasta
después de los 20 dias post eclosion (dph). Al igual que en los mamiferos, la espermatogénesis
en medaka se inicia mucho mas tarde que la oogénesis, sugiriendo que dmy/dmrt1bY y los
genes rio abajo de éste, suprimen la transicion de la proliferacion de tipo | a la tipo Il en los
embriones XY (Nishimura y Tanaka 2016, Saito et al. 2007). Dos de los principales genes
expresados después de dmy/dmrt1bY son: el factor derivado del soma gonadal (gsdf), un
miembro de la familia TGF-B, que no posee homdblogos en mamiferos, y tiene una expresion
fuerte y conservada desde el estadio 37 en las mismas células somaticas que expresan dmy/
dmrt1bY (Shibata et al. 2010, Zhang et al. 2016), y dmrt1a, el cual es un inductor del desarrollo
testicular que se encuentra altamente conservado entre los vertebrados (Matson y Zarkower
2012) y se expresa en células sométicas después de la eclosion (Kobayashi et al. 2004). Se
cree que gsdf y dmrtia podrian estar involucradas de manera coordinada en la regulacién
negativa de foxI3 en los XY, debido a que la expresion de fox/3 disminuye por completo 10 dias
post eclosion (dpe) (Tanaka 2019). En los individuos XX, a diferencia de los XY, durante el
estadio 35, un subconjunto de células germinales con proliferacion tipo | inician la proliferacion
tipo 11, seguida por la meiosis y la oogénesis en los estadio 37-39. Recientemente se describiod,
que foxI3 inicia la oogénesis a través de dos vias genéticamente independientes: la meibtica
regulada por el gen rec8a y el desarrollo folicular, donde fbxo47 es clave en el mantenimiento
del oogénesis, a través de la inhibicion de la espermatogénesis (Kikuchi et al. 2020). La

expresion de foxI3 se puede detectar hasta estadios de adulto en las células germinales de los
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los individuos XX (Nishimura et al. 2015). Por lo tanto, en medaka se sugiere que la
determinacion del destino gonadal esta dada por la supresion del desarrollo del sexo opuesto

en la linea germinal (Tanaka 2019).

Meiosis

Proliferacién tipo Il

Proliferacién tipo |

> Proliferacion tipo |

foxi3

Proliferacién tipo Il

xx Meiosis
\ 2 foxi3
ﬂ Cypj -90 10
rec8q
33 st. —cwo Tbxogy

35 st.

30 dpe

@O PGCs :3 Células somaticas ‘ Proliferacion tipo Il o Oocito o Espermatogonia

Figura 3. Representacion esquematica de la determinacion y diferenciaciéon sexual en medaka.
Células germinales primordiales (PGCs), Dias post fecundacion (dpf), dias post eclosion (dpe).

Sin embargo y dados todos estos controles genéticos y moleculares anteriormente
expuestos, los cambios en el ambiente que se perciben como un estrés en medaka, producen
la inversion sexual en un porcentaje de la poblacion de hembras genotipicas (XX), las cuales
desarrollan testiculos completamente funcionales. El primer reporte de masculinizacién por
altas temperaturas en medaka fue realizado por Sato y colaboradores (2005), donde hasta un
50% de los individuos XX desarrollaron testiculos cuando fueron incubados a 32°C durante el
desarrollo embrionario, y llegando al 100% a 34°C (Hattori et a. 2007). Posteriormente Hayashi

y colaboradores (2010), confirmaron que el cortisol participa en este fenémeno, tras encontrar
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aumento en los niveles de este glucocorticoide en los embriones expuestos a altas
temperaturas (32°C), ademas de producir la inversion sexual de individuos XX con cortisol a
temperatura normal (26°C), y finalmente inhibir la masculinizaciéon bloqueando la enzima 11j3-
hydroxylase, involucrada en la sintesis de cortisol en embriones expuestos a altas
temperaturas. Otro estudio posterior reporté que el tratamiento con temperatura alta inhibe la
proliferacion de las células germinales, observando la disminucion en los niveles de expresion
de genes relacionados con el desarrollo ovarico (aromatasa gonadal, cyp19aia) y el aumento
de genes del desarrollo testicular (gsdf) en las gobnadas de individuos XX durante la
diferenciaciéon sexual. Ademas, la exposicién a 17(3-estradiol, un esteroide sexual necesario
para el desarrollo ovérico, inhibe completamente la masculinizacion inducida por altas
temperaturas en los embriones XX (Kitano et al. 2012). No obstante, los mecanismos
moleculares y genéticos por los cuales el aumento de la temperatura produce la inversion
sexual de individuos XX en medaka, y en todos los peces, no han sido dilucidados.
Considerando lo expuesto a lo largo de esta introduccion, el objetivo de este primer
capitulo es determinar los efectos globales de la exposicion a temperatura alta durante el
desarrollo temprano de medaka, examinando las regulaciones transcriptdmicas de embriones
expuestos a temperatura control 24°C (TC) o altas temperaturas 32°C (TA), desde el primer dia

de fecundacién hasta el estadio de eclosién (39 st, Iwamatsu 2004).

DCCC-2020 24



1.2 RESULTADOS

1.2.1 Perfil transcripcional en embriones expuestos a temperatura alta.

Se realiz6 un microarreglo para examinar las regulaciones transcriptdmicas de embriones
completos, utilizando cuatro hembras y cuatro machos genotipicos para cada temperatura,
control 24°C (TC) o temperatura alta 32°C (TA). Los embriones fueron expuestos desde el
primer dia de fecundacion hasta el estadio de eclosién, donde se colectaron las muestras (39
st, ultima etapa del periodo de determinacién sexual gonadal (Saito et al. 2007)). Para el
analisis de resultados, en primer lugar se realizé un analisis de agrupamiento jerarquico
supervisado, que mostré una clara separacion entre los individuos del tratamiento con TC y TA
(Figura 4A), y una expresion diferencial génica de 2.517 genes de un total de 11.600. El analisis
de componentes principales entre los individuos del tratamiento con TC y TA, también muestra

una clara separacion de los individuos de cada tratamiento (Figura 4B).

A 24°C-TC 32°C-TA B Analisis de componentes principales
XX XY XY XX XY XX XX XY
—— —— 24°C-TC @
E_ — — = — 32°C-TA A
- —— ::—: . ®
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—— Mu— —_— — (]
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Figura 4. Analisis de la expresion génica de embriones expuestos a temperatura alta.
Agrupamiento jerarquico supervisado para la comparacion entre los embriones a 32°C-TA y 24°C-TC
(columnas) y los genes (filas) (A).Analisis de componentes principales para los individuos del tratamiento
con temperatura control 24°C (circulos grises) y los embriones expuestos a temperatura alta 32°C
(triangulos rojos) (B).
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De los 2.517 GED se seleccionaron algunos genes de interés para detallar los patrones
de expresion (Anexo: Tabla 1, Figura 5A). Por una parte se observa expresion diferencial de
genes relacionados con la respuesta ante un estrés ambiental como: chrb (positiva), gr2
(negativa) (Castafeda-Cortés 2019, Trayer 2013; desarrollado en el Capitulo 2), el aumento
hsp90a, hsp47y hsp70 (Mohanty 2018, Uchimura et al. 2019), mientras que otros como crhbpy
gr1 no muestran cambios. También se identifico la expresion diferencial de tsh, tg, iyd, y la dio3,
que son genes relacionados con la vida de la sintesis de las hormonas tiroideas (Blanton y
Specker 2007, desarrollado en el Capitulo 3). Por ultimo, se muestran algunos genes
relacionados con mecanismos epigenéticos como jmjd7, folr1 'y setd7 mayormente expresados
en el tratamiento con TA, mientras que dnmrt3aa y tet2, tiene niveles de expresion bajos en la
misma temperatura. Finalmente, los GED con un umbral de valor p <0.01 y un fold change
(cambio en la proporcion) mayor que 1.5/-1.5, se muestran en la Figura 5B, con un numero total
de 474 genes (Anexo: Tabla 2).
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Figura 5. Genes de interés expresados diferencialmente en el tratamiento con temperatura alta.
Agrupamiento jerarquico supervisado de genes de interés seleccionados en la comparacion entre los
embriones a 32°C-AT y 24°C-CT (columnas) y los genes (filas) (A). Distribucion tipo volcan que muestra
474 GED con un umbral de valor p <0.01 y un fold change de 1.5/-1.5 (B).
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1.2.2 Analisis funcional de los genes regulados por las altas temperaturas.

Con el fin de explorar la importancia biologica y funcional del perfil de expresion génica

diferencial de los embriones expuestos a TA, se realiz6 un andlisis utilizado las anotaciones GO

(por sus siglas en ingles Gen ontology) del conjunto de los 2.517 genes expresados

diferencialmente. En el caso del GO para procesos biolégicos y funcidbn molecular, se

encontraron 304 y 72 términos enriquecidos, respectivamente. En el caso de las vias KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), un total de 31 vias fueron significativamente

diferentes al comparar TAy TC (Anexo: Tabla 3). En la Figura 6, se muestran algunos de los

términos relevantes encontrados, entre estos se resalta la regulacion positiva de la biosintesis

de esteroides (desarrollado en el Capitulo 4) como glucocorticoides (GCs).
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Figura 6. Analisis funcional de los genes regulados por las altas temperaturas.
Anotaciones GO enriquecidas mas relevantes para el andlisis de los GED en embriones expuestos TA.
Procesos bioldgicos (A) Funcion molecular (B),y vias KEGG (C).
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1.2.3 Respuesta sexual genotipica al tratamiento con temperatura alta.

Es importante resaltar que el andlisis de GED entre sexos del mismo tratamiento no
mostro diferencias estadisticas (Figura 7A,B). Al comparar las hembras genotipicas (XX) con
los machos genotipicos (XY) del tratamiento a TC, solo 26 genes mostraron expresion
diferencial, sin embargo no son significativos cuando se corrigi6 con el FDR. Ademas, el
agrupamiento jerarquico no mostré una separacion entre XX y XY (Figura 7A). En el caso de
los XXy XY a TA, los individuos se separaron entre sexos, obteniendo 76 genes con expresion
diferencial, pero como en el caso anterior, la correccién con el FDR determino que ninguno es
estadisticamente significativo (Figura 7B). Las otras posibles comparaciones entre sexos
genotipicos y tratamientos se representan los gréaficos Venn (Figura 7C), donde un total de 78
genes regulados positivamente y 22 negativamente se comparten entre las diferentes
tratamientos. La comparacion entre TC y TA para XX dio como resultado 165 GDE (circulos
negros, Figura 7D), mientras que el XY mostr6 491 GED (circulos azules, Figura 7E). Estas
comparaciones compartieron un total de 28 genes regulados positivamente y 29
negativamente, como se muestra en la Figura 7C. Ademas, las comparaciones entre los XY a
32°C versus los XX a 24°C (circulos rojos, Figura 7F) y los XX 32°C versus los XY a 24°C
(circulos verdes, Figura 7G) generaron un numero similar de GED, con 344 y 314 genes,

respectivamente (Anexo: Tabla 4).
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Figura 7. Respuesta sexual genotipica al tratamiento con temperatura alta.
Agrupamiento jerarquico supervisado para la comparacién entre hembras genotipicas (XX) y machos
genotipicos (XY) del tratamiento con TC-24°C (A) y XX y XY del tratamiento TA-32°C (B). Diagramas
Venn que representan el numero de genes regulados positivamente y negativamente que se superponen
dentro de las posibles comparaciones entre sexos y tratamientos (C). Los GED con un fold change
mayor que 1.5/-1.5, de las posibles comparaciones entre sexos y tratamientos y se muestran en una
distribucion de tipo volcan. Negro: comparacion entre XX a 32°C y XX a 24°C, p <0.03 (D). Azul:
comparacion entre XY a 32°C y XY a 24°C, p <0.015 (E). Rojo: comparacién entre XY a 32°C y XX a

24°C), p <0.03 (F). Verde: comparacion entre XX a 32°C y XY a 24°C, p <0,025 (G).
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1.2.4 Validacion de los resultados del microarreglo por RT-qPCR.

Se seleccion6 un subconjunto de genes para la validacion por RT-qgPCR de los resultados
de microarreglo (Figura 8A-K). El fold change y el p-valor del analisis de expresion diferencial
génica del microarreglo para cada gen que se validé y se muestran en la Figura 8A. Las RT-
gPCRs confirmaron la consistencia general de los resultados de expresion observados por los

dos métodos.
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Figura 8. Validacion de los resultados del microarreglo por RT-qPCR.

Resultados del microarreglo, en las columnas nombre del gen, fold change (FC) y los valores p (p-val)
para cada gen seleccionado (A). Los niveles de expresidn génica se expresan en relacién con el
tratamiento de control a 24°C (B-C). Para el analisis de los datos se usd el método 2-24Ct y |os valores se
normalizaron al gen de referencia rpl7. Las barras horizontales indican la media, con sus respectivo error
estandar. El p-valor se indica cuando la abundancia de transcripto entre tratamientos es estadisticamente
diferente (FgStatistics, p <0.05). NS se usa para indicar que no es estadisticamente significativo.
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1.3 DISCUSION

Diferentes factores ambientales, como el aumento en la temperatura del agua, influyen en
la determinacion sexual en los peces, alterando la proporcion de sexos, especialmente hacia
machos, generando hembras genotipicas con testiculos (Fernandino et al. 2013, Ospina-
Alvarez y Piferrer 2008). Para que esto ocurra es necesario que los mecanismos genéticos
intrinsecos del desarrollo gonadal, donde uno o varios genes estan involucrados, sean “sobre
escritos” (Hattori et al. 2020). Pese a ser un mecanismo ancestral y altamente conservado en
organismos poiquilotermos, se desconoce si este fenébmeno tiene algun valor adaptativo, como
estos cambios ambientales son mediados y traducidos para cambiar el destino gonadal, y cual
es la participacion de los 6rganos extragonadales en este proceso. La comprension de este
mecanismo es de gran interés para la biologia basica de las especies y ademas ha generado
un interés marcado en la perspectiva del cambio climatico global, debido a sus efectos en el
aumento de la temperatura de aguas marinas y continentales. Nuestros resultados
proporcionan una perspectiva global de los efectos de la exposicién a temperatura alta durante
el desarrollo temprano de medaka, con mas de 467 genes expresados diferencialmente y
diversos procesos bioldgicos, funciones moleculares y cambios en las vias KEGG. En base a
estos resultados podemos inferir que la inversidbn sexual por un estrés térmico podria ser
consecuencia de muchas alteraciones transcripcionales del desarrollo normal, principalmente
de las vias endocrinas. Incluso se podria pensar que otras vias pueden contribuir a la inversiéon
sexual, acarreando consecuencias en otros aspectos no tenidos en cuenta hasta el momento,
como la reproduccion y el comportamiento, tanto a nivel individual, como transgeneracional. A
continuacién, queremos resaltar cinco aspectos que arrojé el andlisis transcriptomico de

embriones expuestos a alta temperatura.
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Activacion de la respuesta al estrés por el aumento en la temperatura del agua.

En primer lugar en el andlisis del microarreglo se observd una clara modulacion de los
genes relacionados con la respuesta ante un estrés, como chrb 'y gr2, y otros como hsp90a,
hsp47 y hsp70 (Castafeda-Cortés et al. 2019, Mohanty et al. 2018, Trayer et al. 2013,
Uchimura et al. 2019), mientras que otros como crhbp y gr1 no muestran cambios. La elevacion
en los niveles de transcrito de crhb, indican la activacion del eje por parte del del sistema
neuroendocrino, como ha sido observado en otros trabajos (Alderman y Bernier 2009,
Carpenter et al. 2014, Chen y Fernald 2008, Grone y Maruska 2015). En cuanto a la regulacion
positiva de las hps (heat shot protein, por sus siglas en ingles), recientemente un estudio en
medaka establecidé que la hsp70.1 y hsp30, puntualmente, estan involucradas en la regulacion
transcripcional de chrb en el hipotalamo, en embriones incubados a temperatura alta (Uchimura
et al. 2019). Por otra parte, la respuesta al estrés es regulada de dos formas distintas a nivel
cerebral en los vertebrados. La primera esta dada por la proteina Crhbp (crh-binding protein)
que actua secuestrando a Crh, debido a que tiene una mayor afinidad por esta que sus propios
receptores (Potter 1991, Haass-Koffler et al. 2016). En un segundo lugar, tenemos la
retroalimentacion negativa por parte de los receptores de glucocorticoides (GRs) (Herman et al.
2012). En el presente estudio no se observaron cambios a nivel transcripcional para la crhbp,
mientras que el transcripto para receptor de glucocorticoide tipo dos (gr2) muestra una fuerte
regulacidon negativa en el tratamiento con TA. En diferentes especies de mamiferos, la
retroalimentacion negativa de los GRs es una respuesta rapida al estrés diario, aunque ante un
estrés crbnico (por ejemplo, la separacion materna neonatal) se observa una reduccion en la
expresion de los GRs como respuesta al estrés prolongado, produciendo bucles de
retroalimentacion deficiente en el cerebro (Ladd et al. 2004, Mizoguchi et al. 2003). Nuestros
resultados son consistentes con estos estudios, ante un estrés cronico como es la TA durante

todo el desarrollo gonadal, el gr2 presenta bajos niveles de transcripcién. Sin embargo, estos
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bucles de retroalimentacion negativa han sido poco estudiado en peces. Especificamente en
medaka, se reporto la expresion diferencial entre el gr1 y gr2 en individuos adultos. El gr? se
expresa en general en varias regiones del cerebro, mientras que el gr2 no se detectd en
ninguna region (Kikuchi et al. 2015). Contradictoriamente, en el desarrollo temprano de medaka
y bajo un estrés térmico encontramos que la expresioén de gr1 no presenta cambios, mientras
que el gr2 esta regulado negativamente, esta expresion diferencial proporciona informacion
sobre el papel de cada receptor en el desarrollo y el mecanismo de retroalimentacién negativa
de medaka. En conjunto observamos que la mayoria de estos genes con una expresion
diferencial en el tratamiento con temperatura alta estan relacionados con la activacion del eje
hipotadlamo-hipoéfisis-intrarrenal (HHI), en respuesta al estrés ambiental, donde su principal
disparador seria el aumento en la expresion de crhb en el sistema nervioso central. Esta

hipétesis se desarrolla en el Capitulo 2.

Mecanismos epigenéticos involucrados en la inversion sexual debida a un estrés

térmico.

La activacion de los mecanismos epigenéticos en situaciones de estrés ambiental han
sido relacionados con la modificacion en la expresion de los GRs, involucrados en la
modulacion del eje hipotalamico-hipofisis-adrenal (HHA). En mamiferos, el estrés durante las
etapas embrionarias, genera cambios en la regulacion transcripcional del NR3C1 (gen del
GRs), conllevando una programacidén epigenética en la transcripcion de este receptor, que
inhibe la actividad del eje HHA (Meaney y Szyf 2005, Weaver et al. 2004, Zhang et al. 2013).
Nuestros resultados muestran que el aumento de la temperatura en las primeras etapas del
desarrollo, modula positivamente la expresion de las desmetilacion del ADN como jmjd7 y
negativamente genes relacionados con la metilacion, como dnmrt3aa y tet2. Los datos

transcripcionales obtenidos en este trabajo, estdn en concordancia con otros estudios que
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muestran el aumento de la metilacién del ADN en todo el cuerpo, en condiciones de estrés
térmico (Anastasiadi et al. 2017, Jonsson y Jonsson 2019), que a su vez estan relacionados
con la incidencia de la inversion sexual (Piferrer 2019, Todd et al. 2019). En reptiles,
especificamente en Trachemys scripta elegans, donde la determinacion sexual esta guiada por
la temperatura, recientemente se describi6 como el regulador epigenético, KDM6B (JMJDS3,
una desmetilasa de histonas), se eleva en la temperatura que produce el desarrollo masculino
(26°C) y es esencial para que se exprese Dmrt1 (gen de la determinacion del sexo masculino);
en ausencia de KDM6B, los genes masculinos no se activan y se inicia la via femenina, lo que
conduce a la formacion de un ovario (Ge et al. 2018). Desafortunadamente en peces, solo unos
pocos genes involucrados en la inversion sexual o el desarrollo gonadal han sido
caracterizados por estar regulados epigenéticamente, como por ejemplo la aromatasa gonadal
(cyp19aia) (Navarro-Martin et al. 2011). Por lo tanto es importante identificar mas candidato
susceptibles a las modificaciones epigenéticas, no solo en las gbnadas, si en los diferentes
tejidos involucrados, debido a que como muestran nuestros resultados, todo el individuo puede

resultar afectado por un estrés térmico durante el desarrollo temprano.

Participacion de las hormonas tiroideas en la inversion sexual debida a un estrés

térmico.

Recientemente en peces, se reportd que las hormonas tiroideas (HTs) pueden modificar
la respuesta fisiologica inducida por el estrés, debido a su capacidad de modular diferentes
procesos metabdlicos y osmoticos en los peces (Peter 2013, Simi et al. 2017). Aunque la
participacion de las HTs en la respuesta a diversos tipos de estrés (por ejemplo, cambios de
salinidad del agua, exposiciones a contaminantes quimicos, manipulacién, estrés térmico por
frio) y en la adaptacion al estrés (Little y Seebacher 2014, Peter 2011, 2013) ha sido

establecida, el papel de las HTs en la inversion sexual de los peces inducida por el estrés
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térmico permanece sin explorar. Nuestros resultados muestran una expresion diferencial de
genes pertenecientes al eje hipotalamico-hipdfisis-tiroideo (HHT), lo que sugiere en primer lugar
la activacion temprana de este eje en respuesta al estrés térmico. En concordancia, se observd
qué genes involucrados en la activacion de las HTs, como la hormona estimulante de la tiroides
(tsh), la tiroglobulina (tg) y la yodotirosina desiodinasa (iyd) (Blanton y Specker 2007, Larsen et
al. 1998, Opitz et al. 2011, Phatarphekar et al. 2014), presentan una regulacién positiva en el
tratamiento con TA. Por el contrario, el gen de la deiodinasa tipo 3 (dio3), enzima que participa
en la inactivacion de las HTs (Bianco y Larsen 2005, Bianco y Kim 2006), muestra una
regulacion negativa bajo este estrés. En anfibios se reportd que la exposicion a TA aumenta los
niveles de HTs, afectando la tasa metabdlica y la capacidad de adaptacion a la variacion de la
temperatura ambiental (Freitas et al. 2016, Thambirajah et al. 2019). Por otro lado, en el pez
Danio rerio se reportd que la exposicién temprana a las HTs produce un proporcidén mayor de
individuos con testiculos, y un aumento en la expresidn de genes relacionados con el desarrollo
testicular (por ejemplo, la hormona anti-Miilleriana y el receptor de andrégenos) y una
disminucion en los niveles de expresion de cypi9aila (involucrada en la produccion de
estrégenos) (Sharma y Patino 2013, Sharma et al. 2016). En conjunto, estos resultados
plantean que las HTs tendrian un papel importante en la inversion sexual inducida por las altas

temperatura en los peces. Esta hipotesis se desarrolla en el Capitulo 3.

Los esteroides sexuales participan en la inversion sexual debida a un estrés térmico.

Entre las vias KEEG reguladas positivamente, la biosintesis de esteroides generé una
atencion especial, debido a que en ésta via se agrupan las enzimas responsables de convertir
el colesterol a varias hormonas esteroideas, incluidos los glucocorticoides, andrégenos y
estrégenos, todas estas relacionadas con en la diferenciacion gonadal. Hace una década

aproximadamente, Hattori y colaboradores (2009) establecieron por primera vez que la
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elevacion del cortisol, el principal glucocorticoide efector ante un estrés, es la respuesta al
aumento de la temperatura del agua en Odontesthes bonariensis, un pez con determinacion
sexual dependiente de la temperatura. Posteriormente Fernandino y colaboradores (2012),
sugieren que uno de los efectos secundarios del incremento de cortisol seria la
sobreproduccion de androgenos mediante la regulacién positiva del gen hsd11b2, que codifica
la enzima necesaria para inactivar el cortisol y sintetizar 11-cetotestosterona (11-KT), siendo
este ultimo el principal andrégeno bioactivo en peces (Jiang et al. 2003, Kusakabe et al. 2003,
Meyer et al. 2012, Miura et al. 1991, Tsachaki et al. 2017, Todd et al. 2019). Sin embargo, la
participacion de los andrégenos no ha sido corroborada en la inversion sexual inducida por
factores ambientales, como la temperatura. Sumado a esto, para reforzar la inversién sexual
hacia machos, el aumento en los niveles de cortisol produce una baja expresion de la
aromatasa cyp19aia, generando bajos niveles de estradiol, necesarios para el desarrollo del
ovario, inclinando la “balanza” hacia la formacién de un testiculo (Chen et al. 2020, Navarro-
Martin et al. 2011, Yamaguchi et al. 2010). Es importante resaltar en este punto, que la mayoria
de los estudios se centraron histéricamente en la inhibicion de los estrogenos por el aumento
del cortisol, dejando de lado la participacion de los andrégenos en este fenémeno. Por lo tanto
y en concordancia con todos estos trabajos, nuestros resultados nos instan a explorar en
detalle la participacion de la via de biosintesis de esteroides en la masculinizacién por altas

temperaturas, que se desarrolla en el Capitulo 4.

La respuesta ante un estrés térmico en el desarrollo temprano gonadal no es

sexualmente dimoérfica.
Aunque la respuesta ante un estrés ambiental ha sido altamente documentada durante el
periodo de determinacion del sexo gonadal en peces, la respuesta sexual dimorfica de todo el

organismo durante las etapas tempranas del desarrollo no ha sido explorada. Por ejemplo,
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diferentes estudios en Cynoglossus semilaevis, comparan los perfiles transcripcionales de las
gbnadas indiferenciadas de hembras y machos genéticos, asi como los de gbnadas
diferenciadas de machos, hembras y neo-machos (XX con desarrollo de testiculos) bajo
tratamientos de temperatura alta y normal. En estos estudios observaron diferencias entre neo-
machos y hembras genéticas, especialmente en las vias de la sintesis y secrecidén de cortisol,
biosintesis de hormonas esteroides y en mecanismos epigenéticos. En el caso de los neo-
machos y machos XY se observaron cambios en algunos genes relacionados con la
espermatogénesis y el metabolismo energético en embriones o larvas expuestos a un estrés
térmico (Liu et al. 2019, Wang et al. 2019). Sin embargo, es importante aclarar que estos
estudios fueron circunscriptos a los tejidos gonadales, donde se esperaria encontrar patrones
dimoérficos sexuales mayores, debido principalmente al desarrollo morfoldgico diferencial entre
ovarios y testiculos. Nuestros resultados en embriones completos de medaka muestran que
ambos sexos genotipicos responden por igual al tratamiento con alta temperatura, donde al
tomar todo el embrion, las diferencias sexuales gonadales pueden ser diluidas. Sin embargo,
estos resultados expanden el panorama a nuevas preguntas acerca de como el estrés
ambiental afecta en su totalidad a todos los individuos, donde indudablemente faltan estudios
acerca de los efectos del estrés, principalmente a nivel de modificaciones epigenéticas, en
machos y hembras genotipicas que no presentan inversion sexual.

En resumen, nuestros resultados proporcionan una vision global del efecto del estrés
ambiental en el desarrollo temprano gonadal de medaka y su relacién con la inversién sexual
hacia machos, estableciendo un amplio panorama por explorar. A continuacion se enuncian tres
preguntas que se desprenden de los resultados obtenidos en este primer capitulo, y que nos
llevaron al desarrollo de todo el resto de trabajo presentado en la presente tesis:

1) ¢La activacion de la respuesta al estrés por altas temperaturas es mediada por el

sistema nervioso central?
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2) ¢Las hormonas tiroideas contribuyen en la inversién sexual inducida por un estrés
térmico?
3) ¢Los androgenos tienen un rol crucial en la inversion sexual inducida por un estrés

térmico?
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1.4 Materiales y Métodos

1.4.1 Origen de los animales y disefno experimental.

La linea hi-medaka (ID: MT835) fue suministrada por el Proyecto Nacional de
BioRecursos (NBRP) (www.shigen.nig.ac.jp/medaka/). Todos los peces fueron mantenidos y
alimentados siguiendo los protocolos descritos por Kinoshita y colaboradores (2012). Los peces
se manipularon de acuerdo con el Manual de la Federacién de Universidades para el Bienestar
Animal sobre el Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio (www.ufaw.org.uk), asi como
también regulaciones institucionales internas adicionales. Estas mismas condiciones
experimentales se cumplen para los demas capitulos que componen este trabajo. Los huevos
fecundados de O. latipes fueron incubados en placas Petri de 60mm con medio para embriones

(NaCl 17mM, KCI 0,4mM, CaCl22H20 0,27mM y MgS04 0,66mM, pH 7) a 24°C-TC o 32°C-TA.

1.4.2 Determinacion del sexo genotipico por PCR.

Para determinar el sexo genotipico de cada embrién se usé la presencia/ausencia del
gen de determinacion sexual masculina dmy caracterizado para esta especie (Nanda et al.
2002). ElI ADN de cada muestra se extrajo usando el MicroKit de ADN/ARN AllPrep (Qiagen,
80284) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, por medio de PCR se amplifico
el gen dmy, y como control de carga del ADN se us6 el gen B-actina (Hattori et al. 2007)

(Oligonucleotidos, Tabla 2). Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1%.

1.4.3 Extraccion de ARN y microarreglo.
El ARN total se extrajo utilizando el Micro Kit de ADN/ARN All Prep (Qiagen, 80284)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las concentraciones y la integridad del ARN se

determinaron usando el espectrofotometro NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.) y un
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Bioanalizador (Agilent Technologies), respectivamente. Las muestras de ARN tenian un RIN
promedio de 8.9 + 0.4 (media + desviacidon estandar). La hibridacion del microarreglo se realizd
de acuerdo con los protocolos de Agilent One-Color Microarray Based G2.4 Expression, usando
cianina 3 (Cy3) y 100 ng de ARN total por muestra. Las muestras de ARN se usaron para
sintetizar ADNc y siguiedo los protocolos del fabricante se marcaron/amplificaron a ARNc usado
el kit Agilent Low RNA Input Fluorescent Amplification. La hibridacioén se llevé a cabo a 65°C
durante 17h. Las sefales de intensidad se recogieron utilizando el equipo Agilent High

Resolution DNA Microarray Scanner (Agilent, ON, Canada).

1.4.4 Analisis de expresion génica diferencial.

Las senales de hibridacién del microarreglo se procesaron siguiendo el protocolo descrito
en Zhang y colaboradores (2018). El procedimiento se realizé utilizando el paquete limma de R
(Ritchie et al. 2015) usado un script especificamente personalizado para la plataforma de un
solo color de Agilent. Se us6 el método Quantile para normalizar los valores de sefal sin
procesar. Tras la normalizacion, las sondas con un valor de sefial inferior al 10% del 95% del
percentil, se consideraron de baja expresion y, por lo tanto, se eliminaron. Ademas, para
garantizar un analisis estadistico valido, también se eliminaron las sondas con mas de tres
matrices, que cumplian con los criterios de baja expresion mencionados anteriormente. Todos
los archivos sin procesar de datos se enviaron a la base de datos NCBI Gene Expression
Omnibus (GEO) (Accession GSE144740). Los datos del microarreglo filtrados y normalizados
se sometieron a un ajuste de modelo lineal antes de la evaluacion de significancia utilizando el
test empirico Bayesian. Todos los valores p se corrigieron utilizando la tasa de falsos positivos
(FDR, False discovery rate). Las sondas con un valor p menor a 0.05 (corregido por FDR) y un

fold-change mayor a 1.5 veces se consideraron diferencialmente expresadas.
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1.4.5 Analisis de agrupamiento jerarquico supervisado.

El analisis de agrupamiento jerarquico se aplicd a todo el conjunto de datos y a las
sondas diferencialmente expresadas. El analisis de agrupamiento se realizé con la funcion R
native cluster (R Core Team 2018) con el método "completo". Los niveles de expresidn se
agruparon tanto para las sondas, como para las muestras por embriones. Los resultados del
analisis de agrupamiento jerarquico se representd en un mapa de calor con dendrogramas. El
andlisis de componentes principales (PCA) se llevé a cabo utilizando un script R, generando un
diagrama de dispersion para mostrar los patrones de agrupacion de muestras en PC 1y PC 2,

en base a los perfiles generales de expresion génica.

1.4.6 Analisis del las anotaciones GO.

El andlisis se realizé con el método basado en el andlisis de consenso a través del
paquete de Piano de R (Varemo et al. 2013, Zhang et al. 2018). Brevemente, la metodologia
actual utiliza ocho métodos de enriquecimiento: la probabilidad combinada de Fisher, test
Stouffer, test Reporter features, el andlisis paramétrico de la prueba de enriquecimiento del
conjunto de genes (PAGE, por sus siglas e ingles), test Tail strength, test Wilcoxon rank-sum, el
andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA, por sus siglas en ingles), y test de
"maxmean" (Efron y Tibshirani 2007, Fisher 1932, Kim y Volsky 2005, Patil y Nielsen 2005,
Smyth 2005, Stouffer et al. 1949, Subramanian et al. 2005, Taylor y Tibshirani 2006). La
distribucion nula con el test de 1000 interacciones de permutacion, se utilizé6 para los ocho
métodos de enriquecimiento y los valores p obtenidos se usaron para clasificar los conjuntos de
genes. Los rangos de las pruebas individuales se sometieron a un test de votacién para
generar un puntaje de consenso, sobre el cual se obtuvieron los rangos finales. Todos los
valores p se corrigieron con el FDR antes del analisis de consenso. Ademas, se utilizo la lista

completa de sondas para el analisis, en lugar de solo GED, minimizando cualquier sesgo

DCCC-2020 41



potencial introducido en el andlisis estadistico a nivel de gen. Los términos GO y la base de
datos de vias KEGG, se utilizaron para evaluar el posible impacto funcional provocado por los
cambios encontrados en los perfiles de expresidon génica en tratamiento con alta temperatura
(TA) comparado con el tratamiento control (Ashburner et al. 2000, Kanehisa y Goto 2000,
Kanehisa et al. 2016). Para el GO, se evaluaron los términos de proceso biolégico y funcién
molecular. Por ultimo para la visualizacion de resultados se utilizaron los paquetes Pathview,

Teshape2 y Ggplot2 de R (Luo y Brouwer 2013, Wickham 2007, 2009).

1.4.7 Validacion de los resultados del microarreglo por RT-qPCR.

Se usaron 200 ng de ARN por muestra (las mismas usadas en el microarreglo) para
sintetizar el ADNc con el kit GoScript Reverse Transcription (Promega, Madison, WI, EE. UU.),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las muestras se analizaron con el sistema de
PCR Mastercycler Pro S Thermocycler (Thermo Fisher, Ottawa, ON, Canada). El protocolo de
amplificacion consistié en: un ciclo inicial de 1 minuto a 95°C, seguido de 10 segundos a 95°C y
30 segundos a 60°C para un total de 45 ciclos. El método de cuantificacion posterior se realizd
utilizando el método 2-AACt (ciclo umbral, www.appliedbiosystems.com/support/apptech) y los
valores fueron normalizado a los valores de gen de referencia rpl7 (Zhang y Hu 2007). Todos
los valores se presentan como media + error estandar de la media (SEM). El analisis
estadistico de las cuantificaciones RT-gPCR se realizaron mediante la interfaz FgStatistics
(http://sites.google.com/site/fgStatistics/), basada en la Herramienta de software de expresion
relativa (RESTO) (Pfaffl et al. 2002). Todos los oligonucleotidos (Anexo: Tabla 2), se validaron
utilizando la curva de fusion y optimizaron con una eficiencia de amplificacion entre 95-105%,

una pendiente de alrededor de -3,30 y un valor R2> 0,99.
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CAPITULO 2: El sistema nervioso central actua como el traductor del
estrés inducido por las altas temperaturas.
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2.1 INTRODUCCION

La elevacién de la hormona hipotalamica liberadora de corticotropina (Crh) es la principal
respuesta por parte del sistema neuroendocrino en vertebrados frente a un estrés ambiental.
Esta hormona a su vez estimula la secrecion y liberacion de la hormona adrenocorticotropica
(Acth) en la glandula hipofisaria (Aguilera y Liu 2012, Kovacs 2013), esta ultima regula la
sintesis de cortisol en la glandula suprarrenal (Mommsen et al. 1999) (Figura 9). En conjunto
este eje se conoce como hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) en tetrdpodos o -interrenal
(HHI) en peces. En este ultimo grupo, se han identificado dos genes ohnologos para crh,
llamados crha y crhb (Grone y Maruska 2015). La expresion de crha fue observada
principalmente en la retina (Grone y Maruska 2015, Hosono et al. 2015), mientras que en el
cerebro su expresion es muy baja, aproximadamente 100 veces menos que en la retina
(Hosono et al. 2015). Por el contrario, crhb se expresa principalmente en el sistema nervioso
central (SNC), especificamente en el area predptica, el hipotdlamo y el sistema neurosecretor
caudal. Esta distribucidn se ha relacionado histéricamente con el control de Acth en la glandula
hipofisis, aunque también puede presentar otras funciones secundarias (Alderman y Bernier
2009, Bernier et al. 2008, Carpenter et al. 2014, Chen y Fernald 2008, Grone y Maruska 2015).

La accion de Crh en la hipdfisis es mediada por la unién y activacion de dos receptores
de membrana altamente conservados (Crhri y Crhr2), pertenecientes a la clase B de los
receptores acoplados a proteinas G (Lovejoy et al. 2014). Aunque en tetrapodos se inform6 que
Crh tiene una mayor afinidad por Crhr1 (Vaughan et al. 1995), en teledsteos, ambos ligandos
de Crh tienen una afinidad similar por ambos receptores de Crh (Crhrs) (Hosono et al. 2015).
Por otra parte, diferentes estudios en mamiferos muestran que el uso de antagonistas de los
Crhrs disminuye la capacidad de generar repuesta ante un estrés, como lo es la ansiedad o la

depresion (Backstrom y Winberg 2013, Grammatopoulos y Chrousos 2002, Holsboer e Ising
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2008). Por consiguiente, los receptores de Crh podrian pensarse como un punto crucial en la
regulacion del eje HHI, generando un interesante “cuello de botella” en la accion del mismo

La determinacion sexual ambiental es uno de los procesos del desarrollo en el que el
estrés tiene una participacion clave. Los mecanismos moleculares y morfologicos por los cuales
se produce el desarrollo de un testiculo como consecuencia de un estrés ambiental han sido
investigados a nivel casi exclusivamente gonadal, por ejemplo en varias especies de
nematodos (Chandler et al. 2012, 2008), peces (Hattori et al. 2007, Hayashi et al. 2010, Kitano
et al. 2012), anfibios (Nakamura 2009) y reptiles (Ge et al. 2018, Mork et al. 2014, Yatsu et al.
2015). No obstante, la participacidon del SNC en la inversion sexual no ha sido abordada. En
peces, a nivel gonadal, los mecanismos implicados en el desarrollo testicular han sido bien
establecidos (Hattori et al. 2009, Hayashi et al. 2010, Mankiewicz et al. 2013, Ribas et al. 2017,
Tsalafouta et al. 2014, Yamaguchi et al. 2010), siendo él cortisol el factor clave de este
mecanismo. Este glucocorticoide actuaria principalmente mediante tres mecanismos diferentes:
(1) inhibicién de la sintesis de estrégenos (Kitano et al. 2012, Nozu y Nakamura 2015), (2)
elevacion de la sintesis de andrdégenos (Fernandino et al. 2012, Hattori et al. 2009), y (3)
apoptosis o detencién de la proliferacion mitdtica de las células germinales (Yamaguchi y
Kitano 2012, Yamamoto et al. 2013). A pesar de la importancia del cortisol en la regulacién de
los mecanismos mencionados, poco se conoce sobre la regulacidon de los niveles de este
glucocorticoide en estadios tan tempranos del desarrollo , y aln menos en la inversion sexual
inducida por un estrés ambiental.

En base a lo expuesto, el objetivo del capitulo dos es analizar la participacion del sistema
nervioso centra, en particular el la participacion del eje HHA, en la inversién sexual inducida por

altas temperaturas.
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Eje Hipotalamico-Hipofisario-
Interrenal (HHI)

Hipéfisis

Liberacion

Acth

Cortisol

Interrenal
BTl

Figura 9. Representacion esquematica del eje Hipotalamico-Hipofisario-Interrenal (HHI).
Hormona liberadora de corticotropina (Crh), receptores de Crh (Crhrs) y hormona adrenocorticotrépica

(Acth).
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2.2 RESULTADOS

2.2.1 Expresion de genes relacionados con el eje HHI en embriones expuestos a TA.

Para dilucidar si el SNC esta involucrado en la respuesta al estrés por altas temperaturas,
inicialmente se midi6é la expresién de los ohnologos de Crh: crha y crhb (Grone y Maruska
2015). Con este fin, embriones de medaka fueron expuestos a 24°C como temperatura control
(TC) o a 32°C como temperatura alta (TA) desde el primer dia de la fecundacién hasta los
estadios 26, 33 y 37 del desarrollo embrionario. Esos estadios se seleccionaron en base a los

siguientes criterios: Estadio 26 (st. 26), finalizacién de la migracion de las PGCs y empieza la

formacion del primordio gonadal, Estadio 33 (st. 33), comienza la transcripcion de los genes
relacionados con la determinacién sexual (dmy/dmrt1bY) en las células somaticas gonadales

en embriones XY, Estadio 37 (st.37), se observa el primer dimorfismo sexual con la

proliferacibn de PGCs en embriones XX (lwamatsu 2004, Saito et al. 2007). Como resultados,
se observo que los niveles de transcripcion de crha no muestran diferencias significativas entre
tratamientos, en ninguno de los estadios del desarrollo embrionario examinados (Figura 10A).
Por otro lado, crhb se regula positivamente en el estadio 37 a TA, coincidiendo con al periodo
de determinacién del sexual gonadal (Figura 10B). Ademas se observo que el aumento de crhb
no presentd diferencias entre genotipos sexuales, coincidiendo con los resultados previos del
microarreglo (Figura 7B).

Posteriormente se analiz6 la abundancia de transcriptos de otros genes relacionados con
el eje HHI en el st. 37, debido a que solo en este estadio se observé una regulacion positiva de
crhb en el tratamiento con TA. En primer lugar, para las tres urocortinas: urocortinal [Ucn,
también conocido como sauvagine (Svg) y urotensin 1 (Uts1)], urocortina 2 (Ucn2) y urocortina
3 (UcnB) (Hosono et al. 2017), no se observaron diferencias significativas en la abundancia de

transcripcion entre tratamientos (Figura 11A-D). En cuanto a la expresion de los receptores de
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la familia de Crh: crhr1y crhr2, y se encontrd6 que ambos se regulan positivamente por el
tratamiento con TA (Figura 11E, F). Por ultimo, se medi6 los niveles de expresion de acth (Liu et
al. 2003), sin encontrar diferencias significativas entre tratamientos, sugiriendo que el eje HHI

no estan regulado a nivel transcripcional en este punto durante la exposicion al estrés por altas

temperaturas.
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Figura 10. crhb es regulado por el estrés térmico durante el periodo de determinacién del sexual.

Perfiles de expresion génica de crha (A) y crhb (B) en embriones expuestos a 24°C-TC y 32°C-TA. Los
niveles de expresion génica estan relativizados al st. 26 de la TC. Para el andlisis de los datos se uso el
método 2-24Ct y |os valores se normalizaron al gen de referencia rpl7. El sexo genotipico se determind en
las etapas 33 y 37 por la presencia/ausencia del gen dmy, XX y XY estan representados por circulos
rellenos y circulos vacios, respectivamente. Las barras horizontales indican la media, con sus respectivo
error estandar. El p-valor se indica cuando la abundancia del transcripto entre tratamientos de un mismo
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estadio del desarrollo es estadisticamente diferente (FgStatistics, p <0.05). NS se usa para indicar que
no es estadisticamente significativo.
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Figura 11. Regulacion de genes relacionados con el eje HHI durante el periodo de determinacion
sexual bajo un estrés térmico.

Arbol filogenético de la familia de péptidos de Crh en medaka (A), se us6 el método Neighbor-Joining y el
test Bootstrap (software MEGA 7.0). Perfiles de expresion génica de las urocortinas (B-D), los receptores
de Crh (E, F) y de acth (G) en embriones XX (circulos rellenos) y XY (circulos vacios) expuestos a 24°C-
TC y 32°C-TA. Los niveles de transcripto génica estan relativizados al tratamiento TC. Para el andlisis de
los datos se us6 el método 2-24Ct y |os valores se normalizaron al gen de referencia rpl7. Las barras
horizontales indican la media, con sus respectivo error estandar. El p-valor se indica cuando la
abundancia del transcripto entre tratamientos es estadisticamente diferente (FgStatistics, p <0.05). NS se
usa para indicar que no es estadisticamente significativo.
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2.2.2 Generacion de mutaciones bialélicas en los receptores Crh, utilizando CRISPR/
Cas9.

Para analizar la participacion del eje HHI en la masculinizacion inducida por las altas
temperatura, se decidié hacer una disrupcién del mismo usando la técnica CRISPR/Cas9. Para
ello, se generaron las mutaciones bialélicas (indeles en individuos FO) creados mediante la
inyeccion de cas9 ARN (cas9) y ARN guia (ARNg)] en los receptores de Crh. Las guias de
ARNg para los genes crhr1y crhr2 se disefiaron en él exon 7 (hélice transmembranal 3) y en el
exon 10 (hélice transmembranal 6) respectivamente (Figura 12A-B). La eficiencia de
mutagénesis para cada ARNg alcanzé el 96,6% (29/30, embriones con mutaciones bialélicas/
total de huevos inyectados) para crhr1-ARNg (R1.g) y 100% (30/30) para crhr2-ARNg (R2.9)
(Figura 12C). Ademas, algunos de estos individuos se dejaron crecer hasta la etapa adulta y se
aparearon con individuos sin mutaciones para generar una dependencia F1. Se usO esta
progenie para confirmar la presencia de mutaciones para cada receptor a través del clonado y
secuenciacion de las mismas (ver materiales y métodos para mas detalles, Figura 12D). Los
resultados obtenidos indican que la mayoria de las células contienen mutaciones bialélicas y en
consecuencia, una pérdida de funcién en los receptores crhr1y crhr2.

Por otro parte, ninguno de los cinco embriones evaluados para identificar posibles
mutaciones en sitios no-objetivo (off-target) mostré indeles, para ninguna de las dos ARNg
usadas en este trabajo (Figura 13A,B). También se quiso evaluar la morfologia y la tasa de
supervivencia de los individuos FO, estos se dejaron crecer hasta la etapa adulta (60 dias post
eclosion, dpe) a una temperatura de 24°C. No se observaron alteraciones para ninguno de los

individuos ni en la tasa de supervivencia (Figura 13C-J).
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A Cr19: crhri

Cri17: crhr2

bjetivo PAM

5'—GGAGTATCCGCTGT"'{W“ SAACATCATCC? “"MAACTTAATCAC 3' 5'_AARAGCTGTGARAGCCACACTCGTCTTGCTGCCTCTGCTGGGCATC-3'

PR Sy

3'-CCTCATAGGCGACAAACTCCTTGTAGTAGGTGACCTTGAATTAGTG-5"

C cas9 + R1.g - 96,6% (29/30)

NI 1 2 3 4 5

~TTTCGACACTTTC \GCAGAACG? qu" ACGACCCGTAGT-5'
PAM
Cas9 + R2.g - 100% (30/30)
NI 1 2 3 4 5

D Mutaciones crhri

GGAGTATCCGCTGT AGGAACATCATCCACTGG;V: slikiull)]!
GGAGTATCCGCTGTTTGAGGAACATCAT CACTGGAACTT A1
GGAGTATCCGCTGTTTGAGGAACATCAT ——CTGGAACTT A3

GGAGTATCCGCTGTTTGAGGAACAT - —~CACTGGAACTT A4
GGAGTATCCGCTGTTTGAGGAACATCA ————TGGAACTT A5
GGAGTATCCGCTGTTTGA———————————————GGAACTT A15

CCGCTGTTTGAGGAACATCATGAGGAACAT—-CACTGGAAC A1+9
TCCGCTGTTTGAGGAACATCATCTGGAACTTCACTGGAAC +8

Mutaciones crhr2

(FYebibdide GG TETCACCAGARCEACGEAG Yoler-Yolololel -\ ||

CACTTTCGG———————————————AGACGACCCGTA AT7
CACTTTCGGTGT —-GCAGAACGACGGAGACGACCCGTA A2
cACTTT——————————————CGACGGAGACGACCCGTA A4
CACTTTCATCCACT————————ACGGAGACGACCCGTA A15+7
CACTTTCG————— ACACGACGGAGACGAC———ACGA A10. +16

CACTTTCGGTGTGAAGGCAGAACGACGGAGACGACCCG +2
CACTTTCGGTGTGAAACIACGAAGCAGAACGACGGAGACGA +9

Figura 12. Generacion de mutaciones bialélicas en los receptores Crh.

Estructura gendmica de crhr1 (A) y crhr2 (B), las regiones exdnicas se muestran como cuadros sélidos.
El ARNg para cada gen se indica en con un recuadro gris y el motivo adyacente protospacer NGG (PAM,
por sus siglas en ingles) en un recuadro negro. En el ensayo de movilidad heteroduplex (HMA) de cada
ARNg (C), se observa una Unica banda para embriones no inyectados (NI) y el ejemplo de 5 embriones
inyectados con cas9+R1.g y cas9+R2.g con multiples bandas. Secuencias subclonadas observadas en
embriones F1 (D), las rayas y letras azules indican las mutaciones identificadas, el tamafio de las indeles
se muestra a la derecha de cada secuencia.
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A cas9 cas9+R1g

Cromosoma
19 10 15

TTGAGGACCATCATCCTCAGG

ARNg Sitio Secuencia % Mutacién

R1.g  Objetivo Cr 19 TTGAGGAACATCATCCACTGG 96,6% (29/30)
No-Objetivo Cr 10 GTGAGTAACATCATCCACAGG 0% (0/5)
No-Objetivo Cr 15 0% (0/5)

B cas9 cas9+ R2.g
Cromosoma

ARNg sitio

Secuencia

% Mutacion

17 4 5 12 18 23 R2.g  Objetivo Cr 17

No-Objetivo Cr 4
No-Objetivo Cr 5
No-Objetivo Cr 12
No-Objetivo Cr 18

No-Objetivo Cr 23

GAGGCAGCAAGACGAGTGTGG
GAGTCAGGAAGACGAGTGAGG
AAGGCAGCAACACGAGTGAGG
GATGCAGCAAGACGAGAGCGG
GAGGCAGCAAGACAAGGGGGG

GAGGCAGCAACACCAGTGCGG

100% (30/30)
0% (0/5)
0% (0/5)
0% (0/5)
0% (0/5)

0% (0/5)

cas9+ R2.g ; cas9+ R2.g

Figure 13. Ensayo de movilidad de heteroduplex (HMA) y mutantes bialélicos FO adultos.

Los posibles sitios no objetivo para R1.g (A) o R2.g (B) se analizaron usando ADN gendmico extraido de
cinco embriones co-inyectados con 100ng/mL de cas9 ARN y 25ng/mL de ARNg. Las tablas indican los
sitios objetivo, los potenciales no-objetivo con su respectivo cromosoma (Ch), la secuencia genémica y el
porcentaje de embriones con mutacion bialélicas detectado (el nUmero de embriones con mutaciones
bialélicas y total de huevos inyectados se muestran entre paréntesis). Fotografias de peces inyectados
con cas9 (C, G), cas9+R1.g+R2.g (D, H), cas9+R1.g (E, I) y cas9+R2.g (F, J), de cada sexo que fueron

criados a 24°C hasta 60 dph.
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2.2.3 Regulaciéon de genes relacionados con el desarrollo gonadal en hembras
genotipicas XX con mutaciones bialélicas en los crhrs.

La primera aproximacion, para evaluar la posible disrupcion de la masculinizacién
inducida por altas temperaturas, fue medir el patron de expresion de genes relacionados con la
inversion sexual de hembras genotipicas a machos fenotipicos, en los individuos con
mutaciones bialélicas en los crhrs. El disefio experimental consisti6 en co-inyectar huevos
fertilizados de medaka en estadio de una célula con las siguientes combinaciones: 1) el ARN de
la cas9 y el ARNg de ambos receptores doble mutante (cas9 + R1.g + R2.g, generando
individuos con mutaciones bialélicas en los dos receptores, circulos color violeta), 2) el ARN de
la cas9 y el ARNg del crhr1 (cas9 + R1.g, circulos color celeste) y 3) ARN de la cas9 y el ARNg
del crhr2 (cas9 + R2.g, circulos color celeste oscuro). Los tres tratamientos se incubaron a
TA-32°C y solo se evaluaron aquellas hembras genotipicas (XX) que presentaron indeles en el
estadio 37 (periodo de determinacion sexual). Como tratamiento control se inyectaron
individuos solo con el ARN cas9 (cas9) y se incubaron a TC-24°C (circulos color gris) y TA
(circulos color rojo) (Figura 14A).

Se analiz6 la expresion de marcadores moleculares de la diferenciacion sexual gonadal
en peces: los marcadores del desarrollo testicular: gsdf y sox9a2 (Chakraborty et al. 2016, Imai
et al. 2015, Nakamura et al. 2012, Shibata et al. 2010, Zhang et al. 2016) y del desarrollo
ovarico: cypi9ala (gen que codifica la enzima aromatasa implicada en la sintesis de
estrégenos, Zhou et al. 2016). Como se esperaba, los individuos XX cas9 del tratamiento con
TA, presentaron un perfil de expresion caracteristico de desarrollo testicular, con niveles mas
altos de gsdf y sox9a2, y bajos niveles de expresion de cyp19aia, en comparacion con los
individuos cas9 del tratamiento con CT (Figura 14B-D), evidenciando que las altas
temperaturas inducen el mecanismo molecular para producir el desarrollo de testiculos. Por

otro lado, en los individuos XX doble mutantes para los receptores de crh a TA, se observé un
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patron de expresion de desarrollo de ovarios, gsdfy sox9a2 con expresion baja'y cyp19aia con
altos niveles de expresion, fenocopiando el patron del grupo control cas9 a TC (Figura 14B-D).
Los individuos XX con mutaciones bialélicas en cada uno de los dos receptores de crh a TA,
mostraron fenotipos intermedios en su patron de expresion entre el desarrollo ovarico y/o
testicular (Figura 14B-D). Hay que tener en cuenta que en estos individuos uno de los
receptores se encuentra completamente activo.

También se analizaron genes relacionados con la sintesis de esteroides con el propdsito
de corroborar que las mutaciones bialélicas en crhrs alteran el eje HHI. En primer lugar, se
midio el gen que codifica para la enzima P450 11-beta (cyp11b), involucrada en la sintesis de
cortisol en la glandula interrenal (Montero et al. 2015), encontrando un aumento de la expresion
en los individuos cas9 a TA-32°C. Por el contrario, los individuos XX doble mutantes a TA
presentaron bajos niveles de expresion, similares a los observados los individuos cas9 de la TC
(Figura 14E), indicando que la via implicada en la sintesis de cortisol puede estar
transcripcionalmente inactiva. En segundo lugar, se midieron los niveles de expresion de la
hidroxiesteroide 11-beta deshidrogenasa 2 (hsd11b2), gen que codifica para la 11 beta-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (113-HSD), que es una enzima que cataliza la conversion de
cortisol a cortisona y la sintesis de androgenos 11-oxigenados (Fernandino et al. 2012). Sin
embargo, sus niveles de expresion no presentaron cambios entre los diferentes tratamientos

evaluados (Figura 14F).
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Figura 14. Hembras genotipicas XX con mutaciones bialélicas en crhrs no muestran un desarrollo
testicular inducido por las altas temperaturas.
Esquema experimental utilizado para generar la pérdida de funcion de los crhrs (A). Perfiles de expresion
génica de los marcadores de desarrollo testicular gsdf (B) y sox9a2 (C), el marcador de desarrollo
ovarico cyp19aia (D), y los genes relacionados con la sintesis de esteroides cyp11b (E) y hsd11b2 (F).
Los niveles de expresion génica estan relativizados al tratamiento de embriones inyectados con cas9 y
expuestos a TC-24°C. Para el analisis de los datos se us6 el método 2-24Ct y |os valores se normalizaron
al gen de referencia rpl7. Las barras horizontales indican la media, con sus respectivo error estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (FgStatistics, p

<0.05).
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2.2.4 Las mutaciones bialélicas de los receptores Crh inhiben la liberacion de Acth y la
sintesis de cortisol.

Previamente no se observd una correlacion entre la regulacion positiva de crhb con los
niveles de transcripcion de acth (Figuras 10B y 11G, respectivamente) al inicio de la
determinacion sexual gonadal (st. 37). Como Crh regula también la liberacion de Acth
(Mommsen et al. 1999, Wendelaar Bonga 1997), se decidié tomar hembras genotipicas XX al
final de la determinacion sexual, st. 39, cuando las PGCs de los individuos XX alcanzan su
maxima proliferacion y se produce la eclosién de los embriones (lwamatsu 2004, Saito et al.
2007), con o sin mutaciones en los crhrs y se expusieron a TC o TA (mismos tratamientos del
experimento que se explico en la seccion 2.2.3) y se procedid a identificar células productoras
de Acth en la hipéfisis usando inmunofluorescencia. Se observo células inmune-reactivas para
Acth (Acth-ir) en la pars rostral distalis (RPD) y en la pars intermedia (Pl). También se cuantifico
la intensidad de fluorescencia de éstas células (Figura 15A), observando una menor intensidad
de fluorescencia de las células Acth-ir en los embriones sin mutaciones bialélicas y en los
expuestos a TA, en comparacion con los expuestos a TC (Figura 15B,C,H). Estos resultados,
sugieren que el estrés térmico induce la liberacion de Acth, y no su transcripcion. En el caso de
los mutantes bialelicos para los receptores de Crh y expuestos a TA se observé una mayor
intensidad de fluorescencia en comparacion con los embriones sin mutaciones a TA (Figura
15C-F,H), fenocopiando a los individuos sin mutaciones expuestos a TC (Figura 15B,H).

Para corroborar finalmente que las mutaciones bialélicas en los receptores de Crh
interrumpen el eje HHI, se cuantificaron los niveles de cortisol en los diferentes tratamientos a
través de la técnica de EIA. Se observé que en los individuos con mutaciones para ambos
receptores (doble mutantes) presentan niveles tan bajos de cortisol como los individuos del
tratamiento a TC al final del periodo de la determinacion sexual gonadal, corroborando la

interrupcion del eje HHI por las mutaciones de los receptores de Crh. Sorprendentemente, en
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los individuos que solo presentan mutaciones de uno de los los receptores de crh, se observo
un aumento en los niveles de cortisol (Figura 15I), estableciendo una posible compensacion

molecular del otro receptor no mutado, analizado en el punto 2.2.6.
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Figura 15. Las mutaciones bialélicas de los receptores Crh inhiben la liberacion de Acth y el
aumento de cortisol inducido por la TA.

Esquema experimental y de la glandula hipofisiaria (Hip: hipotdlamo, PI: pars intermedia, PN, pars
nervosa, PPD, pars distal proximal, RPD, pars rostral distalis) (A). Células Acth-ir positivas en la hip&fisis
de embriones inyectados con los diferentes tratamientos: ARN de la cas9 expuestos a 24°C hasta el
estadio 39 (B) y embriones expuestos a 32°C hasta la etapa 39 inyectados con el ARN de la cas9 (C),
cas9+R1.g+R2.g (D), cas9+R1.g (E) y cas9+R2.g (F), por ultimo el control negativo (incubacién con
anticuerpo secundario solo) de la inmunofluorescencia (G). Intensidad de fluorescencia expresada en
unidades arbitrarias (au) por micrbmetro cuadrado de células Acth-ir positivas (H) y Cuantificacion de los
niveles de cortisol (I) en los diferentes tratamientos enunciados anteriormente. Las barras horizontales
indican la media, con sus respectivos s.e.m. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (ANOVA unidireccional, seguido de la prueba de comparacion
multiple de Tukey, P <0.05).
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2.2.5 Inhibicion de la masculinizacion en hembras genotipicas (XX) con mutaciones
bialélicas en los receptores de Crh.

La mejor forma de corroborar la importancia del eje HHI en la masculinizacion inducida
por estrés es el analisis del fenotipo gonadal final de los individuos XX con mutaciones
bialélicas. Para esto, se realizaron las microinyecciones de las diferentes combinaciones de
ARNg y cas9, en embriones en estadio de una célula y se expusieron a TC (24°C) y TA (32°C).
Una vez eclosionaron los individuos de cada tratamiento se trasladaron peceras a 26°C
(temperatura de crianza y reproduccion) y se dejaron crecer hasta los 20 dpe (en este estadio
la gbnada se encuentra diferenciada morfolégicamente y se puede discernir entre un ovario o
un testiculo). Los individuos incubados a TC e inyectados con las diferentes combinaciones de
cas9 y ARNg para generar las mutaciones y los controles, presentaron una morfologia gonadal
correspondiente a su sexo genotipico (XX-ovario) y no se encontré ningun individuo con
inversion sexual (Figura 16A,B). Estos resultados confirman que la técnica de inyeccion por si
sola no genera ninguna alteracién en el desarrollo gonadal, y por otro lado indican que el eje
HHI no es necesario para la diferenciacion ovarica a TC.

En el caso de los individuos XX, inyectados con cas9 (control) e incubados en TA, el
68.8% presentd inversidn sexual, desarrollado un testiculo en lugar de un ovario (Figura
16A,C). Los individuos con mutaciones bialélicas para los dos receptores de Crh (mutantes
dobles, cas9 + R1.g + R2.g), mostraron una amplia resistencia a la inversion sexual inducida
por las altas temperaturas, donde el 95% de los individuos XX present6 una morfologia de
ovario normal (Figura 16A,B), mientras que el 5% restante present6 un fenotipo intermedio, es
decir gbnadas con oocitos y espermatocitos (Intersexo, Figura 16D). Los individuos con
mutaciones para uno de los receptores de Crh también presentaron una reduccion de la
masculinizacién, aunque no tan drastica como los mutantes doble. Los individuos mutantes

para crhri1, presentaron un 19% de inversion sexual y los mutantes para el crhr2 un 35%
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(Figura 16A,C). Al igual que el doble mutante, estos tratamientos también presentaron fenotipos
intermedios (intersexo), sin embargo los porcentajes son mayores, con 9.25% y 10% para los

mutantes del crhr1y crhr2, respectivamente (Figura 16A,C,D).
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Figura 16. Participacion de los crhrs en la inversion sexual inducida por la TA.

(A) Porcentaje de hembras genotipicas (XX) que exhiben diferentes morfologias gonadales: (B) ovario
(gris), (C) testiculos (azul oscuro), (D) intersexo ganadas con ovocitos (OC) y espermatocitos (EC) (azul
claro), en embriones inyectados con cas9 (control), cas9+R1.g+R2.g, cas9+R1.g 6 cas9+R2.g,
expuestos a TC (24°C) 6 TA (32°C). El nimero de individuos analizados para cada tratamiento se
muestra entre paréntesis en la parte superior de las columnas. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (prueba de hipo6tesis para comparar dos
proporciones de poblacién, prueba Z, P <0.05).
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2.2.6 Rescate del fenotipo de los individuos con mutaciones bialélicas en los receptores
de Crh expuestos a TA.

Debido a que las mutaciones bialélicas en los receptores de Crh inhiben el desarrollo
testicular en hembras genotipicas incubadas a TA, se decidi6 realizar el rescate del genotipo
con la adicién de cortisol, el efector final del eje HHI. El disefio experimental consistié en
incubar a todos los embriones de los diferentes tratamientos en medio para embriones con 5
MM de cortisol o sin éste (solo con vehiculo), desde el estadio de una célula hasta los 5 dpe,
Este tiempo se decididé teniendo en cuenta el trabajo realizado por Hayashi y colaboradores
(2010) en el cual se describe que en esta etapa los individuos son sensibles al tratamiento con
cortisol (Figura 17A). Posteriormente se realiz6 la cuantificacion de la expresion del gen gsdf,
que como se menciond anteriormente es un marcador del desarrollo testicular en medaka
(Chakraborty et al. 2016, Imai et al. 2015, Nakamura et al. 2012, Shibata et al. 2010, Zhang et
al. 2016).

Se encontr6 que los individuos XX mutantes dobles para los crhrs sin cortisol y a TA
(circulos violeta), presentan niveles de expresion bajos de gsdf similares a los individuos XX no
mutados, sin la adicién de cortisol y TC (circulos grises) (Figura 17B), es decir un patrén de
expresion que llevaria al desarrollo ovarico, y concordante con los resultados que
anteriormente se describieron para el estadio 37 (Figura 14B). Los XX no mutados a TA y sin
cortisol (circulos rojos), presentaron un patrén de expresion acorde con la induccion de
desarrollo testicular (niveles altos de expresion de gsdf). En concordancia con nuestra
hipotesis, los individuos XX con mutaciones dobles para los crhrs expuestos a TA y tratados
con cortisol (circulos violetas partidos), presentaron niveles altos de expresion de gsdf,
indicando que la adicién de cortisol rescata el fenotipo de los individuos control expuestos a TA

sin mutaciones (circulos rojos y circulos violetas partidos).
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En el caso de los individuos mutantes XX para cada uno de los crhrs se encontraron
niveles de expresion interesantes sorprendentes. Por una parte los mutantes XX del crhr1
tratados con cortisol (circulos celestes) o sin cortisol (circulos celestes partidos) a TA,
presentaron niveles altos de gsdf, similares a los individuos XX no mutados y expuestos a TA,
con patrones de expresion relacionados con el desarrollo testicular (circulos rojos, Figura 17B),
sugiriendo que las mutaciones bialélicas del crhr1, y por tanto su perdida de funcién, no son
suficiente para generar la inhibicion de la masculinizacion. Por otra parte, en los individuos XX
con mutaciones bialélicas en crhr2, sin cortisol y expuestos a TA (circulos celestes oscuros) se
encontr6 un patron de expresion bajo de gsdf, similar a los individuos XX no mutados a TC
(circulos grises), sugiriendo que las mutaciones en este receptor pueden inhibir con mayor
importancia el desarrollo testicular. Cuando se trataron con 5 pM cortisol a estos individuos
(circulos celestes oscuros partidos), se encontraron niveles de expresidon altos de gsdf
rescatando el fenotipo de la masculinizacién inducida por altas temperatura (Figura 17B). Estos
resultados opuestos, en los individuos que solo tienen mutaciones en uno solo de los crhrs, nos
llevaron a pensar que el receptor que sigue activo generaria un efecto compensatorio que
desencadenaria la respuesta al estrés, y por lo tanto el desarrollo testicular en las hembras XX,
al menos parcialmente. Para evaluar como podria darse esta compensacidon molecular,
analizamos la abundancia de transcriptos de crhr2 en los mutantes XX del crhr1 (Figura 17C) y
viceversa (Figura 17D). Se observd una regulacién positiva de crhr2 en los XX mutantes
bialélicos crhr1, pero no de crhr1 en los mutantes bialélicos de crhr2, sugiriendo que solo el
crhr2 en este estadio responde como mecanismo de compensacion molecular por la perdida de

funcién de crhri.
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Figura 17. Rescate del fenotipo de la masculinizaciéon con cortisol en los mutantes bialélicos de
los crhrs.

Esquema del disefio experimental, los embriones inyectados con cas9 a TC (24°C) y cas9 a TA (32°C)
(control), cas9+R1.g+R2.g, cas9+R1.g 6 cas9+R2.g, expuestos a TA tratados con cortisol (5 pM) 6 sin
cortisol pero con el vehiculo (etanol) desde estadio una célula hasta los 5 dpe a TA (32°C) (A). Perfil de
expresion génica del marcador de desarrollo testicular gsdf (B). Cuantificacion de la expresion génica de
crhr2 (C) y crhr1 (D) en embriones inyectadas con cas9+R1.gy cas9+R2.g, respectivamente. Los niveles
de expresidn génica estan relativizados al tratamiento cas9 24°C en caso de gsdfy para crhr1 y crhr2 a
cas9 32°C. Los datos se midieron por qPCR en embriones completos con el genotipo XX. Para el
analisis de los datos se uso el método 2-24Ct y |os valores se normalizaron al gen de referencia rpl/7. Las
barras horizontales indican la media, con sus respectivo error estandar. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (FgStatistics, p <0.05).
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2.3 DISCUSION

En el presente capitulo, por primera vez, se demostr6 el papel fundamental del SNC
como traductor de la determinacion del sexual ambiental (ESD), a través de la activacion del
eje HHI. La respuesta al estrés se inicia con la sintesis y liberacion del neuropéptido Crh, que
en peces presenta 5 miembros en su familia. Inicialmente en medaka crha fue identificado
errobneamente como un nuevo miembro de la familia Crh y nombrado como telocortin (fcn). En
este trabajo la expresion de tcn/crha se observé principalmente en la retina, con una expresion
débil en el cerebro (Hosono et al. 2015). A su vez en Astatotilapia burtoni, otro pez telebsteo,
crha ha sido relacionado con la respuesta a la informacion social o al estrés a través del
sistema visual, facilitando el procesamiento de la senal antes de que llegue al cerebro (Grone y
Maruska 2015). Estos trabajos concuerdan con nuestra observaciéon, donde la transcripcién de
crha no es inducida por factores de estrés ambiental, como lo es la temperatura alta. Ademas
de crhay crhb, en medaka estan presentes los otros miembros de la familia Crh-like, las tres
urocortinas (uts1, ucn2y ucn3) (Hosono et al. 2017). Estas son neuropéptidos que comparten
similitud estructural con las proteinas Crh y pueden actuar como ligandos endbgenos
adicionales a los receptores de Crh. En ratones se ha reportado que estan involucrados en la
respuesta al estrés y a la ansiedad (Bale y Vale 2004, Sztainberg y Chen 2012). Sin embrago,
nuestro analisis en medaka mostré que ninguno de los transcriptos de las urocortinas presenta
algun tipo regulacién durante el periodo de determinacién sexual gonadal en los individuos
expuestos a temperatura alta.

La expresion alta de crhb, que se observé en el tratamiento con TA en medaka,
concuerda con los resultados obtenidos en otros tipos de estrés bien caracterizados en adultos,
incluyendo su participacion en la regulacion de la liberacién de glucocorticoides (Alderman y

Bernier 2009, Carpenter et al. 2014, Chen y Fernald 2008, Grone y Maruska 2015). En medaka
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el primer pico de cortisol ocurre normalmente dos dias después de la eclosién de las larvas,
momento en el cual los animales deben empezar a alimentarse (Trayer et al. 2013). No
obstante, Hayashi y colaboradores (2010) y en nuestro estudio, muestran que el pico de cortisol
ocurre antes de la eclosion cuando hay un aumento de la temperatura del agua, justo cuando
esta ocurriendo la determinacion sexual gonadal (Hattori et al. 2009, Hayashi et al. 2010). Este
adelantamiento y superposicién del pico de cortisol con el periodo de determinacion sexual
gonadal, es clave para comprender como las temperaturas altas producen la masculinizacién
de las hembras genotipicas. Es importante resaltar que los receptores de Crh (crhr1y crhr2),
cruciales para la activacion del eje HHI (Lovejoy y de Lannoy 2013), también presentan una
regulacidn positiva y temprana con el tratamiento térmico en medaka. Esto ultimo, sumado a la
alta expresion de crhb, que se observé en este mismo periodo del desarrollo, desencadenan el
aumento del cortisol necesario para que se induzca la inversion sexual hacia machos.
Consecuentemente, la interrupcion del eje HHI mediante la generacion de mutantes dobles
para los receptores de crh, se caracterizO por no presentar respuesta al estrés por altas
temperaturas, mostrando bajos niveles de cortisol y una morfologia ovarica, y por lo tanto, la
inhibicion de la inversion sexual de la hembras genotipicas. Estas resultados en conjunto
demuestran por primera vez la participacion del cerebro en la masculinizacién inducida por el
estrés.

En general para todos los vertebrados se reporta que Crh regula la sintesis y liberacion
de Acth (Mommsen et al. 1999, Wendelaar Bonga 1997) a través de los Crhrs en la glandula
hipofisis (Lovejoy et al. 2014). En el presente trabajo, la abundancia de transcripcion de acth no
mostré ningun cambio durante el periodo de determinacion sexual gonadal en condiciones de
estrés. Sin embargo, se detect6 baja intensidad de fluorescencia en las células Acth-ir positivas
de embriones a TA, indicando que la respuesta en la hipofisis al estrés lleva a la estimulacion

de la liberacion de Acth, o la falta de traduccion de este péptido (Aguilera y Liu 2012, Kovacs
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2013). En los individuos mutantes dobles para los crhrs se observé una acumulacién de Acth,
en la hipdfisis, debido posiblemente a la falta de liberacion de Acth en los individuos sometidos
a TA, fenocopiando al grupo a temperatura control. Estos resultados, van de la mano con los
bajos niveles de cortisol que también fueron observados en los individuos mutantes dobles para
los crhrs, indicando que la disrupcion del eje HHI en medaka, genera una falta de respuesta al
estrés ambiental, conllevando a la anulacién de la inversién sexual. En un trabajo anterior en
medaka, la inhibicion de la sintesis de cortisol con Metirapona, también muestra una falta de
inversion sexual por parte de las hembras (Hayashi et al. 2010), apoyando nuestra hipotesis
inicial, donde la activacion del eje HHI es crucial para la masculinizacion de hembras
genotipicas.

El andlisis de las respuestas moleculares a la pérdida de funcién de solo uno de los crhrs,
bajo un estrés térmico mostré6 una inhibicion temprana de los marcadores de desarrollo
testicular (gsdf, sox9a2), una acumulacién de Acth en la hipéfisis y altos niveles de cortisol al
final del periodo de determinacion sexual gonadal. Inicialmente, es necesario tener en cuenta,
que para cada mutante su receptor pardlogo se encuentra esta completamente activo,
pudiendo generar un efecto compensatorio tardio, lo que explicaria los altos niveles de cortisol
al final del periodo de determinacion sexual gonadal. No obstante, se observaron diferencias en
los mecanismos regulatorios para cada crhrs. En los mutantes bialélicos para crhr1, se observo
un efecto compensatorio transcripcional con la regulacion positiva de crhr2, que podria
correlacionar con la alta intensidad de la fluorescencia observa en las células Acth-ir positivas y
altos nivel de cortisol reportados en los mutantes del crhri. Sin embargo, en los mutantes
bialélicos para crhr2, la transcripcidn de crhr1 no cambia, y la alta intensidad de la fluorescencia
observa en las células Acth-ir positivas en estos mutantes, podria explicarse por una inhibicion
tardia de la liberacién de Acth, que conduce a un alto nivel de cortisol. En los mamiferos, el

receptor Crhr1 esta asociado con la respuesta inicial al estrés, mientras que Crhr2 juega un
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papel importante durante la respuesta cronica y posterior, de mantenimiento de la respuesta
(Lovejoy y de Lannoy 2013). Diferentes estudios en ratones muestran que los mutantes para
Crhr1 sometidos a estrés, presentan una liberacion reducida de Acth y niveles menores de
corticosterona, hormona del estrés en roedores (Smith et al. 1998, Timpl et al. 1998), mientras
que ratones deficientes para Crhr2 presentan hipersensibilidad al estrés, exhibiendo una
disminucion de Acth en plasma y un aumento tardio de corticosterona (Bale et al. 2000, Coste
et al. 2000). Los resultados obtenidos con la pérdida de funcion de crhr2 en este trabajo,
muestran un mecanismo de regulacién similar al reportado en ratones, donde la disminucion de
la liberacidn de Acth resultaria ser tardia, y no inhibe el aumento inicial de los niveles de
cortisol. Sin embargo, resulta muy importante destacar que en el presente trabajo, se observo
cémo el Crhr2 cumple un rol compensatorio frente la perdida de funcién del crhr1, que
promueve la sintesis tardia de Acth, y consecuentemente un alto nivel de cortisol. En conjunto
estos resultados muestran que los Crhr juegan un papel clave en la masculinizacion de
hembras genotipicas sometidas a un estrés ambiental durante la determinacién sexual gonadal.

El cortisol es la hormona del eje HHI que finalmente genera la respuesta al estrés en los
diferentes érganos blanco. Sin embargo, una pregunta importante a resolver es como el cortisol
promueve el desarrollo testicular. En algunos peces, incluido medaka, se ha propuesto que el
cortisol inhibe la transcripcion de la aromatasa gonadal, que como fue mencionado
anteriormente es una enzima involucrada en la sintesis de estradiol, u otros genes relacionados
con su regulacion, como FTZ-F1 (ortélogo del factor esteroidogénico 1 en mamiferos) (Hayashi
et al. 2010, Navarro-Martin et al. 2011, Yamaguchi et al. 2010). Por otra parte, un trabajo
realizado en O. bonariensis, sugiere que la sintesis de androgenos aumenta como
consecuencia indirecta de la inactivacién del cortisol, debido a que la enzima Hsd11b2 es la
responsable de convertir el cortisol a corticosterona (hormona inactiva) y a su vez en la gbnada

estaria implicada en la reduccion de la testosterona a 11-KT, que es el androgeno bioactivo
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mas importante en los peces (Fernandino et al. 2013, 2012). Nuestros resultados confirman
que hay una regulacion negativa de cyp79ala en los individuos expuestos a altas
temperaturas. Sin embargo, cuando se midieron los niveles de transcripcion de la hsd11b2 en
el estadio de la determinacion sexual gonadal (st.37), no se observaron diferencias entre los
tratamientos, aunque si para otros genes involucrados en la sintesis de GCs, como cyp11b.
Ademas, el tratamiento con cortisol induce niveles altos de transcripcion del gen gsdf (marcador
testicular) en individuos doble mutantes para los crhrs, sugiriendo que el cortisol podria
promover la sintesis de andrégenos, hipotesis que se analizara en el Capitulo 4.

En resumen, los resultados de este capitulo nos permiten concluir que el SNC esta
involucrado en la respuesta ante un estrés ambiental, con la consecuente inversion sexual de
hembras genotipicas, que adquieren destino testicular. Esto fue corroborado de tres formas
diferentes: (1) El aumento de los genes relacionados con la repuesta al estrés y de los
marcadores de desarrollo testicular, con la consecuente inversidbn sexual de las hembras
genotipicas, (2) La inhibicion de la masculinizacion debida la disrupcion del eje HHI a causa de
las mutaciones bialélicas de los crhrs, y finalmente (3) el rescate del fenotipo de la

masculinizacidén en los mutantes con cortisol (Figura 18).
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RESPUESTA AL ESTRES TERMICO

Glandula ™ Cortisol
Interrenal
Tcypllb
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Figura 18. Resumen capitulo 2.

Hormona liberadora de corticotropina a y b (crha, crhb) Hormona liberadora de corticotropina a (crha),
urocortinas 1,2 y 3 (uro 1,2,3), receptores de Crh (Crhrs) y hormona adrenocorticotropica (Acth), los
marcadores del desarrollo testicular (gsdf y sox9a2) y del desarrollo ovarico (cyp19ata).
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2.4 Materiales y Métodos

2.4.1 Extraccion de ARN y cuantificacion por RT-qPCR.

El ARN total se extrajo de cada embridén usando el kit RNAqueos®-Micro (Ambion by Life
Technologies) para el estadio 26, el lllustra RNAspin Mini se usé para la estadio 33, y 350 L de
reactivo TRIzol® (Life Technologies) para los estadios 37, 39 y 5 dpe, siguiendo las
instrucciones de cada uno de los fabricantes. Para realizar la sintesis de ADNc, el 240 ng de
ARN de cada muestra individual se traté con desoxirribonucleasa | de grado de amplificacion
(Life Technologies) y se transcribié de forma inversa usando SuperScript Il (Life Technologies)
con oligo (dT) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los oligonucledétidos utilizados para
cada gen (Anexo: Tabla 2) se validaron previamente con los siguientes parametros: una
eficiencia entre 95-105%, con una pendiente de alrededor de -3,30 y un valor R2> 0,99. Las
muestras se analizaron con el sistema de PCR en Tiempo Real Step One Plus (Applied
Biosystems). El protocolo de amplificacion consisti6 en un ciclo inicial de 1 minuto a 95°C,
seguido de 10 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C para un total de 45 ciclos. El método de
cuantificaciéon posterior se realizé utilizando el método 2-AACt (ciclo umbral,
www.appliedbiosystems.com/support/apptech) y los valores fueron normalizado a los valores

del gen de referencia rpl7 (Zhang y Hu 2007).

2.4.2 Determinacion sexo genotipico por PCR.

Para cada embrién de los estadios 33, 37, 39 y larvas de 5 dpe y 20 dpe se determiné su
sexo genotipico. A cada individuo se le realizd la extraccion de ADN y la posterior
determinacion de la presencia del gen dmy. Para este propdsito se realizd un analisis de PCR

utilizando los oligonucle6tidos para dmy (Nanda et al. 2002) y como control de carga del AND

DCCC-2020 69



se uso la amplificacion del gen B-actina (Anexo: Tabla 2) (Hattori et al. 2007). Los productos de

PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1%.

2.4.3 Generacion de mutaciones bialélicas de los receptores de Crh.

Es importante destacar, que se utilizaron embriones inyectados con cas9 + ARNg
generando las mutaciones bialélicas en GO, porque como es conocido las modificaciones
epigenéticas, intra y transgeneracionales, pueden afectar la diferenciacion sexual gonadal
(Kuroki et al. 2013, Navarro-Martin et al. 2011, Shao et al. 2014, Ribas, et al. 2017) y el
desarrollo del cerebro (McCarthy 2009, Tsai et al. 2009). Para evitar éstos y otros factores
desconocidos, y teniendo en cuenta la alta eficiencia de inyeccidn, se decidi6 usar esta

estrategia.

Disenio de sitio de destino de CRISPR / Cas9 y construccion del ARN guia (ARNQ).

Los sitios objetivos para CRISPR/Cas9 se seleccionaron utilizando el predictor en linea
CCTop - CRISPR / Cas9 (crispr.cos.uni-heidelberg.de/index.html)(Stemmer et al. 2015), que
identificd la secuencia 5 'GG- (N18 ) -NGGS3 'en el exon 7 de crhr1 (TTGAGGAACATCATCCAC
TGG) y el ex6n 10 de crhr2 (GAGGCAGCAAGACGAGTG TGG) (Figura 12A,B
respectivamente). Se seleccionaron estos exones dado que la generacion de mutaciones
bialélicas en los dominio transmembrana producirian como resultado un mal plegamiento de la
proteina y posiblemente un mal anclaje a la bicapa lipidica de la membrana, resultando en la
falta de activacion de la proteina G intracelular en estos receptores (Grammatopoulos 2012).

Cada ARNg se sintetiz6 clonando la secuencia de oligonucleétidos a reconocer en el
vector de expresidbn de sgRNA-pDR274 (Addgene # 42250) (Hwang et al. 2013). Los
oligonucledtidos del ARNg sentido y anti-sentido para cada receptor de crh, se diluyeron en una

concentracion final de 10 mM en el buffer de alineamiento (Tris-HCI 40 mM [pH 8.0], MgCI2 20
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mM y NaCl 50 mM), después fueron calentadas a 95°C durante 2 min y se dejaron enfriar
lentamente hasta 25°C. El vector pDR274 se digiri6 con la enzima Bsal-HF (New England
Biolabs) y posteriormente se realiz6 su ligacion. Para la sintesis del ARNg primero se realizo6 la
digestion del los plasmidos con la enzima Dral y luego se procedi6é a hacer la sintesis de ARN
usando el kit de transcripcion MEGAshortscript T7 (Thermo Fisher Scientific). Por ultimo, la
purificacion se realizé con kit RNeasy Mini (QIAGEN) y finalmente se diluyeron en una

concentracion final de 50 ng/ul (Ansai y Kinoshita 2014).

Sintesis del ARN codificante de la Cas9 con caperuza

El ARN con caperuza de Cas9 (cas9) se transcribié del plasmido pCS2-nCas9n (Addgene
# 47929). Inicialmente, el plasmido fue linealizado con la enzima Notl y luego se sintetizd el
ARN con el kit MMESSAGE mMACHINE SP6 (Life Technologies). EI ARN cas9 sintetizado se
purificd usando el kit RNeasy Mini (QIAGEN) y finalmente diluido en una concentracion final de

200 ng/pL.

Microinyeccion en embriones

La microinyeccion se realizd en huevos de medaka fertilizados antes de la primera
division celular, como fue descrito por Kinoshita y colaboradores (2000). Para el sistema
CRISPR/Cas9 se co-inyectaron 4,6nL a una concentracion final de 25 ng/uL del ARNg y 100
ng/uL del cas9. Como control de manipulacién fueron inyectados embriones solo con el ARN
cas9 (100 ng/uL). La microinyeccidn se realizd con un inyector de nanolitro automatico
Nanoject Il (Drummond Scientific) acoplado a un micromanipulador M-152 (Narishige) y un

microscopio estereoscopico (Olympus).
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Extraccion de ADN y ensayo de movilidad de Heteroduplex (HMA)

Para el analisis de la eficiencia y la especificidad del sistema CRISPR/Cas9, se extrajo
ADN gendmico de los embriones 3 dias después de la inyeccion, mediante un método rapido.
Brevemente, para cada embrion de medaka se sumergieron en 25 yL de NaOH 5 mM, EDTA
0,2 mM, se rompi6 el corion mecanicamente con una punta de pipeta de 200 yL y luego se
llevaron a 95°C durante 5 min. Después se enfriaron hasta llegar a temperatura ambiente y se
anadié 25 pL de Tris-HCI 40 mM, pH 8,0 (Ansai y Kinoshita 2014). Del sobrenadante resultante
se usaron 2 yplL de templado para realizar una PCR utilizando los oligonucleotidos que
flanquean el ARNg para cada receptor. La electroforesis se realiz6 en gel de acrilamida al 12%
(Ota et al. 2013) y posteriormente se tind con Bromuro de Etidio durante 15 minutos. Se
consideraron embriones con mutaciones bialélicas, a aquellos individuos que presentaron
multiples bandas de heteroduplex, mientras que los que presentaron una sola banda se
consideraron como embriones no editados (Figura 12C). Por lo tanto, la tasa de mutacion se
calcul6 como el porcentaje de embriones que presentaban multiples bandas de heteroduplex

del total de los embriones inyectados Cas9-ARNg para casa receptor (Ansai y Kinoshita 2014).

Analisis de secuencias no-objetivo (off-targets)

Se buscaron potenciales sitos no-objetivo en el genoma de medaka, a los cuales puedan
unirse las diferentes ARNg, usando dos herramientas: 1.“Pattern Match” del New Medaka Map
(beta) en el sitio web de NBRP medaka (http://viewer.shigen.info/medakavw/patternmatch ) y 2.
CCTop-CRISPR/Cas9 (Stemmer et al. 2015). Todos los off-targets identificados fueron

analizados por HMA utilizando los oligonucle6tidos enumerados en el Anexo: Tabla 2.
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Mutaciones bialélicas en la primer generacion (F1)

Como una confirmacion mas de la generacibn de mutaciones bialélicas, algunos
individuos inyectados con la cas9 y ARNg de cada receptor de Crh se dejaron crecer hasta la
adulto (GO) y se aparearon con otros adultos de la cepa silvestre hi-medaka, para generar la
segregacion de los diferentes alelos (indeles). Posteriormente a los individuos de la F1, se les
realizd una extraccidon de ADN para el andlisis de mutaciones por HMA, como se describid
anteriormente. Los alelos mutantes en cada embridbn se determinaron por secuenciacion

directa, generada por PCR de la region del gen para cada receptor, crhr1 o crhr2.

2.4.4 Determinacion del sexo genotipico y fenotipico en individuos a 20 dpe.

En primer lugar, se tom6 parte de la aleta caudal para realizar la extraccion de ADN
mediante un buffer salino (siguiendo los protocolos de Aljanabi y Martinez 1997). El sexo
genotipico y la presencia de mutaciones bialélicas en los crhrs, se determin6 cémo fue
descripto previamente en la secciones 2.4.2 y 2.4.3. Posteriormente, el cuerpo de aquellos
individuos que resultaron ser XX fueron fijados en solucion de Bouin, deshidratados vy
embebidos en parafina. Luego se realizaron cortes transversales de 6um y finalmente fueron
coloreados con hematoxilina y eosina. El sexo fenotipico se determind observando la
morfologia gonadal bajo el microscopio Nikon ECLIPSE Ni-U (Nikon) y sé capturaron imagenes

con una camara digital Digit Sight DS-Fi2 (Nikon).

2.4.5 Deteccioén de Acth por inmunofluorescencia.

Se utilizaron embriones de medaka en estadio 39, tomando el pedunculo caudal para
determinar el sexo genotipico (solo se utilizaron embriones XX en el andlisis) y la presencia de
mutaciones bialélicas usando el andlisis de HMA como se menciono anteriormente. Luego, los

cuerpos de los individuos con genotipo XX se fijaron en la solucion de Bouin, se deshidrataron
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y embebieron en parafina para realizar cortes sagitales de 6um. Todos los individuos fueron
procesados en las mismas condiciones para el lavado e incubacién con suero y anticuerpos.
Brevemente, las secciones se lavaron con solucion buffer salino con fosfato 0,1 M (PBS pH 7,4)
y se bloquearon en PBS 0,1 M que contenia 0,5% de albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich)
durante 60 minutos. Seguido a esto se realiz6 la incubacién con él anticuerpo primario contra
ACTH-NIDDK -anti-hatch-IC-3 (conejo,1:250, amablemente proporcionado por Dante Paz,
Universidad de Buenos Aires) (Garrel et al. 2002), durante toda la noche a temperatura
ambiente. Después de la incubacion, las secciones se lavaron dos veces en PBS durante 10
min cada una y se incubaron a temperatura ambiente 90 min con el anticuerpo secundario IgG
de cabra-anti-conejo (Life Technologies) conjugado con Alexa Fluor 488 (verde), a una dilucién
de 1:2000 en PBS. Después de la incubacioén, las secciones se enjuagaron dos veces con PBS
y se montaron con Fluoromount (Sigma Aldrich) que contenia 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
5 pg/ml, Life Technologies). Se tomaron fotografias en las mismas condiciones de captura de
exposicion y ganancia para todas las muestras, utilizando la camara Nikon Eclipse E7000 y el
software Image Pro Plus (Media Cybernetcs). Finalmente, usando ImagedJ (https://
imagej.nih.gov/ij/m), se determino la relacién de la intensidad de fluorescencia del area de
glandula pituitaria y la fluorescencia media de fondo, para determinar la intensidad de

fluorescencia en las imagenes tomadas.

2.4.6 Medicion de los niveles de cortisol.

El inmunoensayo enzimético (EIA) se realizd utilizando el Kit Cortisol Express EIA de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, EE. UU.). Para el
muestreo se recolectaron de 23 a 25 embriones de cada tratamiento sin diferenciar el sexo
genotipico y se congelaron inmediatamente a -80°C. Para la extraccion de esteroides primero

se homogeneizaron en 0.2 ml de PBS y después se agrego 1 mL de éter etilico. Luego se dejo
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evaporar el éter etilico, repitiéndose dos veces, y luego las muestras se resuspendieron
inmediatamente en 2 mL de buffer EIA y se analizaron en un lector de microplacas (Rayto
Modelo RT-2100C, Hong Kong) siguiendo las instrucciones del kit. La variacion intra- e inter-

ensayo (CV%) vari6 del 4 al 13%.

2.4.7 Rescate del fenotipo de los individuos con mutaciones bialélicas a través de la
adicion de cortisol.

Los embriones con las diferentes combinaciones de inyecciones de cas9y ARNg, fueron
incubados a TC (24°C) o TA (32°C) en medio para embriones (25 ml) y suplementado con
cortisol 0 con vehiculo (etanol: 4.53 pL , 0.018%) en placas de Petri de 60 mm, siendo
renovado todos los dias. A los 5 dpe se procedié a la extraccion de ADN y ARN (siguiendo los
protocolos anteriormente descriptos). De cada embridn se determind el sexo genotipico, la
presencia de mutaciones bialélicas y los niveles de expresiones de los genes de interés con

RT-qPCR.

2.4.8 Analisis estadistico.

Todos los valores se presentan como media + error estandar de la media (SEM). El
andlisis estadistico de las cuantificaciones por RT-gPCR se realizaron mediante la interfaz
FgStatistics (http://sites.google.com/site/fgStatistics/), basada en la Herramienta de software de
expresion relativa (RESTO) (Pfaffl et al. 2002). La cuantificacion de la inmunohistoquimica se
analizé utilizando la distribucion x2 y los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
SPSS v20, utilizando el Andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba de
comparacion multiple de Tukey. Las diferencias en la proporcion de sexos se analizaron con la
Prueba de hipétesis para comparar dos proporciones de poblacién. Todas las diferencias

estadisticas fueron aceptadas como significativas cuando p <0.05.
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CAPITULO 3: Participacion de las hormonas tiroideas en la
masculinizacién inducida por un estrés térmico.
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3.1. INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas (HTs) han sido implicadas en una gran cantidad de procesos
fisiolégicos en los vertebrados, como el metabolismo, el desarrollo, el crecimiento y la
reproduccion (Blanton y Specker 2007, Swapna y Senthilkumaran 2007, Zhang y Lazar 2000).
El mecanismo de accién de las HTs empieza en el SNC, por la estimulacion de diferentes
factores ambientales. En respuesta a estos estimulos, la hormona hipotalamica TRH (hormona
liberadora de tirotropina) estimula a los tirotropos en la hipoéfisis para que sinteticen y secrete la
hormona estimulante de la tiroides (TSH, Figura 19). En tetrdpodos este mecanismo de accidn
(TRH-TSH) ha sido bien establecido (Galasa et al. 2009), sin embargo en peces los resultados
son contradictorios. Por ejemplo en Aristichthys nobilis y Anguilla japonica se demostré que la
TRH aumenta la expresion en la hipéfisis de tsh-B (Chatterjee et al. 2001, Han et al. 2004),
mientras que en Oncorhynchus kisutch, el tratamiento in vitro con TRH no estimula la liberacién
de TSH, pero sorprendentemente si el tratamiento con Crh (Larsen et al. 1998). En aves,
especificamente en Gallus gallus, se observd que CRH puede inducir la secrecion de TSH,
debido a que su receptor (CRHR2) se expresa en los tirotropos y desencadena una respuesta
cuando detecta su ligando (De Groef et al. 2003). Resultados similares fueron reportados en
anfibios, reptiles y otras especies de aves (revisado en Castafieda-Cortés et al. 2014),
sugiriendo que TRH no es el principal factor en la liberacion de TSH en peces y por lo tanto,
tampoco en la activacién de la sintesis de HTs. Estas evidencias establecerian una posible
regulacion cruzada entre dos de los principales ejes enddcrinos, el del estrés y el tiroideo o eje
hipotalamico-hipofisario-tiroideo (HHT).

Una vez liberada TSH, ésta se une a sus receptores en los foliculos tiroideos,
estimulando la biosintesis y secrecion de la hormona tiroxina (T4, la hormona tiroidea

circulante). Una vez liberada esta hormona llega a los tejidos blanco y se metaboliza
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rapidamente a triyodotironina (T3, hormona tiroidea activa), a través de los diferentes tipos de
enzimas deiodinasas (Blanton y Specker 2007, Orozco y Valverde 2005). Las deiodinasas
activan y desactivan a las HTs mediante la yodacion y la desyodacidén de sus anillos fendlicos
(Kohrle 1996, Visser y Schoenmakers 1992) (Figura 19), jugando un papel clave en la
regulacion de las concentraciones de T3 y por lo tanto en la biodisponibilidad en cada uno de
los tejidos blanco (Dentice y Salvatore et al. 2011, St Germain et al. 2009). En consecuencia, el
estudio de la expresion y la actividad de las deiodinasas son un punto necesario para entender
la activacién o desregulacion del eje HHT. Otro componente importante del eje HHT son los
receptores de hormona tiroideas (Thrs). Los Thrs son miembros de la super-familia de
receptores nucleares, especificamente de los factores de transcripcion dependientes de
ligandos, mediando la senalizacion y actividad transcripcional sobre los genes blanco (Evans
1988, Mangelsdorf et al. 1995). La expresion de los thrs depende directamente de las
concentraciones circulantes de las HTs (Cheng et al. 2010).

La participacion de las HTs en la reproduccion en humanos y otros mamiferos ha sido
ampliamente estudiada (Wagner et al. 2009, 2008). Particularmente en la espermatogénesis, la
influencia de las HTs es relacionada con la regulacién transcripcional de genes que participan
en la sintesis de esteroides sexuales (revisado en Flood et al. 2013). Ademas, se reportd que
regulan la proliferacion y diferenciacion de las células de Sertoli y Leydig en el testiculo
(Holsberger y Cooke 2005, Mendis-Handagama y Siril 2005). Sin embargo, en peces los
estudios de la participacion de las HTs en el desarrollo gonadal son escasos. Por ejemplo, en
Scarus iseri se demostrd que los niveles de expresion de los thrs fluctian en los tejidos
gonadales con la produccion de las HTs, siendo mayor la expresion de thrs en los testiculos
que en los ovarios (Johnson y Lema 2011). Por otro lado en D. rerio se reportd que las HTs
podrian participar también en el desarrollo gonadal temprano. En esta especie la exposicion a

HTs (induccion de un hipertiroidismo) genera un sesgo hacia machos, aumentando la expresion
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de genes relacionados con el desarrollo testicular (Sharma y Patino 2013, Sharma et al. 2016).
En base a esto, el objetivo del presente capitulo es establecer el rol de las hormonas tiroideas
en la determinacion sexual inducida por factores ambientales, asi como la regulacioén cruzada

con el eje del estrés en medaka.

Eje Hipotalamico-Hipofisario-
Tiroideo (HHT)

Foliculos
tiroideos

Thra/b ’°o‘
+ \
u\o'l-
0\0

Nucleos celulares
tejidos blanco

Figura 19. Representacion esquematica del eje Hipotalamico-Hipofisario-Tiroideo (HHT).

Hormona liberadora de tirotropina (Trh), hormona liberadora de corticotropina (Crh), receptores de Crh
(Crhrs), hormona estimulante de la tiroides (Tsh), tiroxina (T4), triyodotironina (T3), 3,5-Diiodo-L-tironina
(T2), triyodotironina reversa (rT3), desiodinasa tipo 1, 2 y 3 (Dio 1, 2 y 3), receptores de hormonas
tiroideas a 'y b (Thra/b), elementos de respuesta a los receptores de hormona tiroidea (TRE).
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3.2. RESULTADOS

3.2.1 Expresion de genes relacionados con la sintesis de hormonas tiroideas en
embriones expuestos a TA.

En consecuencia con los resultados observados en el Capitulo 1, en donde el analisis del
perfil transcripcional en embriones expuestos a un estrés térmico mostr6 la activacion del eje
HHT (Figura 20A), se decidi6 profundizar en el estudio de la expresion de diferentes genes
relacionados con éste eje enddcrino y su rol en en la masculinizacion por altas temperaturas.
Para esto, los embriones fueron expuestos a tratamientos con temperatura (temperatura control
24°C-TC y temperatura alta 32°C-TA) desde el primer dia de fecundacion, hasta dos diferentes
estadios de la determinacion sexual gonadal de medaka: el estadio 37 (st. 37), donde se
observa el primer dimorfismo sexual, la proliferacion tipo Il de las CMGEs en embriones XX, y
el estadio 39 (st. 39), donde las CMGEs de los individuos XX alcanzan su maxima proliferacion
mitdtica, y ademas se produce la eclosion de los embriones (lwamatsu 2004, Saito et al. 2007).

En primer lugar, se evalué la transcripcion de tsh, encontrando que en los dos estadios
del desarrollo estudiados y en ambos sexos genotipicos se regula positivamente por exposicion
a altas temperaturas, con un mayor aumento en el st. 39 (Figura 20B). Posteriormente, se
evaluo la expresion de los genes que codifican para las deiodinasas tipo 2 y 3, encargadas de
la deiodinacion de la T4, ya sea para pasar a su forma activa o inactiva, respectivamente
(Orozco y Valverde 2005). En el caso de dio2, se observd una regulacion positiva en ambos
sexos genotipicos del st. 39, mientras que en el st. 37 no se observan cambios (Figura 20C).
Por el contrario, la dio3 muestra una regulacién negativa en el tratamiento con alta temperatura
para todos los casos, sin embargo, solo los individuos XX del st. 37 y los XY del st. 39 alcanzan
la significancia estadistica (Figura 20D). Por ultimo se evalu6 la expresion de los receptores

tiroideos, thra y thrf3, que son los que finalmente activan la respuestas transcripcionales en los
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genes blanco (Blanton y Specker 2007). Curiosamente, solo se observaron diferencias
estadisticas para el thra en el st. 39 para ambos sexos genotipicos, donde el tratamiento con

altas temperaturas produce la regulacion positiva de este receptor (Figura 20E,F).
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Figura 20. Activacion del eje HHT debido al estrés por altas temperaturas durante el periodo de
determinacion del sexual.

Agrupamiento jerarquico supervisado de genes relacionados con el sintesis de hormonas tiroideas
seleccionados para la comparaciéon entre los embriones a 32°C-AT y 24°C-CT (columnas) y los genes
(filas) (A). Perfiles de expresion génica de tsh (B), las deiodinasas tipo 2 y 3 (C, D) y los receptores de
hormonas tiroides ay b (E,F) en embriones expuestos a 24°C-TC y 32°C-TA en dos diferentes estadios
de la determinacion sexual gonadal: estadio 37 y 39. Los niveles transcripcionales estan relativizados a
las individuos XX del st. 37 a TC. Para el andlisis de los datos se usé el método 2-2ACt y |os valores se
normalizaron al gen de referencia rpl7. El sexo genotipico se determin6é por la presencia/ausencia del
gen dmy. Los individuos XX y XY estan representados por barras llenas o vacias, respectivamente. El p-
valor se indica cuando la abundancia del transcripto entre tratamientos de un mismo estadio del
desarrollo y sexo genotipico es estadisticamente diferente (FgStatistics, p <0.05). NS se usa para indicar
que no es estadisticamente significativo.
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3.2.2 La exposicion a T3 produce la masculinizacion de hembras genotipicas.

Para corroborar el efecto del aumento de las HTs en la masculinizacion en medaka, se
simulé un escenario de hipertiroidismo durante el desarrollo temprano de medaka bajo un
régimen térmico no estresante. Para esto, se expusieron embriones a 0.5nM de T3 (Triiodo-L-
Thyronine, concentracion fisiologica) y a 50nM (concentracién farmacolégica) desde primer dia
de la fecundacién hasta la eclosion (st. 39) y mantenidos a 24°C. Como resultado, el 100% de
los individuos XX del tratamiento control, presentaron una morfologia gonadal correspondiente
a su sexo genotipico (XX-ovario) (Figura 21B,C). En el caso de los individuos XX expuestos a
una concentracion fisiologia (0.5nM), se observdé un 38% con inversion sexual y para los
expuestos a una concentracion farmacoldgica (50nM) se observo un 30% con inversion sexual,
confirmando que el aumento de las hormonas tiroideas durante el desarrollo temprano puede

producir la masculinizacion de hembras genotipicas (Figura 21B,D).
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Figura 21. La exposicion T3, produce la masculinizacion de hembras genotipicas.
Disefio experimental (A). Porcentaje del sexo fenotipico de hembras genotipicas (XX) a los 20 dias
después de la eclosion, y previamente expuestos a las diferentes concentraciones de Triiodo-L-
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Thyronine (T3) en temperatura de 24°C (B). Imégenes representativas de la morfologia gonadal
encontrada en los individuos, ovario (C) o testiculo (D).

3.2.3. Perfil de expresion génica en embriones expuestos a T3.

Luego de observar que las HTs inducen la inversion sexual en individuos XX nos
interesamos en conocer el perfil transcripcional de los individuos expuestos a T3. Para esto se
expusieron embriones a 0.5 nM de T3 desde primer dia de fecundacion hasta el estadio de
eclosion (st. 39) a 24°C. Concluido este tiempo los cuerpos enteros fueron procesados para
ejecutar un microarreglo. Para el analisis se realiz6 un agrupamiento jerarquico supervisado,
observando que los embriones tratados con T3 y el control se agrupan en un mismo cluster, sin
una clara separacion entre tratamientos (Figura 22A). Posteriormente de realizo un analisis de
componentes principales, que confirma que los individuos expuestos a T3 tienen una
distribucion similar a los del tratamiento control (Figura 22B). Por tanto, se concluye que el
tratamiento con 0.5 nM de T3, no tiene efectos globales sobre los perfiles de expresion génica

del desarrollo de medaka.
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Figura 22. Analisis del perfil transcripcional en embriones expuestos a triyodotironina (T3).
Agrupamiento jerarquico supervisado para la comparacion entre los embriones control (columnas grises)
y T3 0.5nM (columnas celestes) a 24°C y los genes (filas) (A). Andlisis de componentes principales para
los individuos del tratamiento control 24°C (circulos grises) y los embriones expuestos a 0.5nM de T3
(cuadrados celestes) (B).

3.2.4 Efectos de la exposicion a T3 en la expresion de genes relacionados con la sintesis
de hormonas tiroideas y el desarrollo gonadal.

En consecuencia a lo observado en las secciones anteriores, donde a pesar de observar
una inversion sexual de embriones XX expuestos a HTs no se observaron cambios en el perfil
transcripcional de embriones completos en estadio 39, se decidid evaluar la expresion puntual
de genes relacionados con la sintesis de HTs (dio2, dio3, thra y thrf3) y dos marcadores de
desarrollo gonadal (gsdfy cyp19aia), en embriones expuestos a 0.5nM de T3 (tratamiento con
concentracion fisioloégica) y a 50nM (tratamiento con concentracion farmacologica), en dos
estadios del desarrollo, 37 y 39 que corresponden al inicio y final del desarrollo gonadal
respectivamente. En primer lugar se analiz6 la expresion de las deiodinasas, observando que el
transcripto de dio2 muestra una regulaciéon positiva en los individuos XX del st. 39 para ambas
concentraciones (Figura 23A). Por el contrario, la dio3 se muestra regulada positivamente solo
en la concentraciéon farmacoldgica, en individuos de ambos sexos genotipicos y en los dos
estadios del desarrollo gonadal (Figura 23B). En el caso de los receptores tiroideos (thra 'y
thrB), el thra presentd una regulacion positiva en embriones XX en el st. 39 expuestos a la
concentracion fisiolégica (Figura 23C). El thr3 muestra diferentes respuestas entre XX y XY. En
el st. 37, thrP3 se regula positivamente en embriones XX bajo la concentracion farmacoldgica de
T3; mientras que en los XY, las dos concentraciones generan un regulacion positiva de thrB. En
el st. 39, los embriones XX muestran un regulacion positiva de thr3 para las dos
concentraciones, mientras que en los XY solo la concentracion farmacoldgica genera un

aumento en la expresion de este gen (Figura 23D).
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Figura 23. La exposicion a T3 afecta la expresion de genes relacionados con la sintesis de
hormonas tiroideas y el desarrollo gonadal.

Perfiles de expresion génica de las deiodinasas tipo 2 y 3 (A, B), los receptores de hormonas tiroides a'y
b (C,D), los marcadores de desarrollo testicular gsdf (E), y ovarico cyp19aia (F), en embriones
expuestos a a 0.5nM y 50nM de T3 en dos diferentes estadios de la determinacién sexual: estadio 37 y
39. Los niveles de expresion génica estan relativizados a las individuos XX del st. 37 a TC. Para el
analisis de los datos se us6 el método 2-2ACt y |os valores se normalizaron al gen de referencia rpl/7. El
sexo genotipico se determind por la presencia/ausencia del gen dmy, los individuos XX y XY estan
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representados por barras rellenas o vacias, respectivamente. El p-valor se indica cuando la abundancia
del transcripto entre tratamientos de un mismo estadio del desarrollo y sexo genotipico es
estadisticamente diferente (FgStatistics, p <0.05). NS se usa para indicar que no es estadisticamente
significativo.

Por ultimo, se analiz6 la expresion de los marcadores de desarrollo testicular y ovarico,
gsdfy cypi19aia, respectivamente. En el caso de gsdf, los embriones XY para ambos estadios
muestran una regulacion positiva de este gen en las dos concentraciones de T3, mientras que
los embriones XX solo aumenta en el st. 39, mostrando un aumento en la expresién en ambas
concentraciones, indicando que el desarrollo testicular podria estar siendo promovido (Figura
23E). Por otra parte el marcador de desarrollo ovarico cyp19ala muestra una regulacion

negativa en los individuos XX del estadio 39, indicando que el desarrollo ovarico podria estar

siendo inhibido (Figura 23F).

3.2.5. La perdida de funcion de los receptores Crh, produce la regulacion negativa de tsh
en individuos expuestos a altas temperaturas.

Una vez comprobado que las HTs por si solas inducen el desarrollo testicular en hembras
genotipicas, se procedi6é a evaluar cdmo las altas temperaturas promueven el aumento en la
produccién de hormonas tiroideas mediante una regulacion cruzada de los ejes HHT y HHI.
Para esto se evalué si las mutaciones bialélicas en los crhrs (como se explicé en el Capitulo 2),
afectan los niveles de expresion de tsh bajo un tratamiento con TA (Figura 24A). Los individuos
cas9 del tratamiento con TA (32°C), presentaron niveles mas altos de tsh (como se observé en
los resultados previos Figura 20B), en comparacién con los individuos cas9 en temperatura
control (TC, 24°C) (Figura 24B). Por el contrario en los individuos XX doble mutantes, asi como
para los mutantes para cada receptor a TA presentaron bajos niveles de tsh, fenocopiando los

niveles observados en los individuos cas9 de la TC.
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Figura 24. Hembras genotipicas XX con mutaciones bialélicas en los crhrs no muestran un
incremento en la expresion de tsh bajo temperatura alta.

Esquema experimental utilizado para generar de la pérdida de funcion de los crhrs (A). Perfile de
expresion génica de tsh (B). Los niveles de expresion génica estan relativizados al tratamiento de
embriones inyectados con cas9 y expuestos a TC-24°C. Para el andlisis de los datos se usé el método 2-
AACty |os valores se normalizaron al gen de referencia rpl7. Las barras horizontales indican la media, con
sus respectivo error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (FgStatistics, p <0.05).

3.2.6 La exposicion a Cortisol, T3 y su combinacion, induce el desarrollo testicular en
hembras genotipicas.
Una vez dilucidado el entrecruzamiento de los eje HHI y HHT por los receptores de Crh,

nos propusimos evaluar si sus efectores finales, Cortisol y T3 respectivamente, pueden inducir
sinérgicamente la masculinizacibn de hembras genotipicas bajo un régimen térmico no
estresante. Para corroborar esta hipotesis los embriones fueron expuestos desde el primer dia
de fecundacién hasta el estadio de eclosion a un medio para embriones suplementado con 5

MM de cortisol, 0.5 nM de T3 y su combinacion. Como control se usaron las mismas
concentraciones de vehiculo de cada una de las drogas y se incubaron a TC y TA. Luego de la
eclosion, los individuos se dejaron crecer durante 20 dias a 26°C, y posteriormente se

determino el sexo genotipico y fenotipico (Figura 25A). Los resultados muestran que el
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tratamiento con Cortisol o con T3 produce 38% y 27% de inversién sexual en hembras
genotipicas, respectivamente. Por su parte, el tratamiento con la combinacién de las dos
hormonas no muestra un efecto aditivo, con un 33% de inversién sexual, un porcentaje similar

al observado en los tratamientos con cada hormona. Comparando, estos tres tratamientos con

el control de masculinizaciéon (32°C-TA), se observd que no hay un efecto sumatorio de los dos

ejes endocrinos (Figura 25B).
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Figura 25. La exposicion a Cortisol y T3 produce la inversiéon sexual de hembras genotipicas XX.

Disefio experimental (A). Porcentaje del sexo fenotipico de hembras genotipicas (XX) a los 20 dias
después de la eclosion, y previamente expuestos a 5 M cortisol, 0.5 nM de Triiodo-L-Thyronine (T3) y
su combinacién a 24°C-TC. Como control de masculinizacion se usaron hembras expuestas a 32°C-TA

(B).
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3.3. DISCUSION

Aunque la mayoria de de estudios se han enfocado en el papel clave del eje estrés-
cortisol en la inversidbn sexual inducida por factores ambientales, algunos otros autores
proponen que debe considerarse la participacion de otros ejes endocrinos. La activacion del
eje HHT, se ha propuesto como un disparador de la respuesta ante un estrés que influencia el
destino gonadal frente a cambios en el ambiente (Castafieda-Cortés et al. 2014). Los
resultados descriptos en este capitulo, nos permitieron corroborar el rol del eje HHT en la
inversion sexual de hembras genotipicas debido a un estrés térmico, aportando informacion
valiosa de la activacion de mas de un eje endocrino, y como su regulacion cruzada, permite
que se produzca este proceso.

El rol de las HTs en la reproduccion de los peces en las etapas adultas ha sido bien
establecido (revisado en Tovo-Neto et al. 2018). Sin embargo, la participacién de este eje en el
desarrollo gonadal se ha estudiado principalmente en especies de mamiferos y anfibios,
mientras que los estudios en peces siguen siendo limitados (revisado en Castafieda-Cortés et
al. 2014). Hasta la fecha se tienen algunas evidencias de como las HTs estarian involucradas
en el destino gonadal. Por ejemplo, en D. rerio la exposicion a inhibidores de la sintesis de HTs
durante el desarrollo temprano produce una proporcion mayor de hembras en las etapas
adultas, sugiriendo que el hipotiroidismo inducido retrasa el desarrollo testicular dando paso a
la formacion del ovario (Mukhi et al. 2007, Sharma y Patifio 2013). Sin embargo, solo hasta el
2016, Sharma y colaboradores, y actualmente, nuestro estudio, demuestran que la exposiciéon a
HTs durante el desarrollo temprano produce la masculinizacién de los individuos, siendo un
buen punto de partida para establecer la importancia de las HTs en el desarrollo gonadal.

En peces, se ha reportado que existe una expresion diferencial de las desiodinasas y los

thrs entre machos y hembras durante el desarrollo gonadal, o cuando un evento de inversion
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sexual ocurre (revisado en Tovo-Neto et al. 2018). Nuestros resultados, muestran qué los
transcriptos de las dio2 y dio3 presentan una regulacion positiva bajo un estrés térmico en
ambos sexos. Sin embargo, cuando son expuestos a T3 solo los embriones XX presentan altos
niveles de dio2 al final del periodo de la determinacién sexual (estadio 39). La Dio2 es la
enzima que principalmente convierte a T4, hormona circulante, a su forma activa T3, mientras
que la Dio3 participa en la inactivacién de las HTs, de T3 a T2 (diyodotirosina) (revisado en
Kohrle 1996, Visser y Schoenmakers 1992). En telebsteos, diferentes estudios reportan la
expresion diferencial de la dio2'y dio3 en los tejidos gonadales, siendo mayor en los testiculos
que en el ovario (S. iseri, Johnson y Lema 2011; Oncorhynchus mykiss, Sambroni et al. 2001).
A nivel cerebral, en D. rerio también a sido reportado este dimorfismo, siendo mayores los
nieles de expresion de la dio2 en el cerebro de machos control y en el de individuos
masculinizados con 17a-Methyltestosterone, en comparacion con el cerebro de hembras (Lee
et al. 2018). Los altos niveles de expresion de la dio2 en hembras genotipicas en el tratamiento
con HTs, podrian explicarse por el hecho que un porcentaje de esta poblacién esta sufriendo
eventos de masculinizacion. En este contexto, la regulacién de los niveles de expresion de las
dios en respuesta a un estrés térmico o0 en un escenario hipertiroideo, implicaria un papel
funcional de las HTs en el desarrollo testicular, y postularia a las deiodinasas como mediadores
claves entre los ejes HHT y el eje HH-gonadal.

La accion de las HTs es mediada por sus receptores nucleares, por o que es condicién
necesaria la presencia de los mismos, temporal y espacialmente. Como mencionamos
anteriormente, los niveles de los receptores tiroideos (thrs) fluctuan en las gbénadas con las
concentraciones de HTs (De Paul et al. 2008, Johnson y Lema 2011, de Montgolfier et al. 2009,
Wagner et al. 2009, 2008). Nuestros resultados muestran que bajo un estrés térmico los niveles
del transcripto del thra se regulan positivamente en ambos sexos, mientras que el thrB no

cambia. Ademas, cuando se simul6 un hipertiroidismo, solo el thra muestra una regulaciéon
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positiva en los embriones XX bajo la concentracion fisiologica de T3 y al final de la
determinacion sexual (estadio 39), mientras que el thr8 present6 una variacion diferencial entre
los tratamientos, siendo mas contundente su regulacion positiva en los embriones XX del
mismo tratamiento en el que aumenta el thra. Si bien los Thrs se expresan en una variedad de
tejidos y 6rganos, en peces se ha reportado su expresion en las gbnadas, siendo mayor en los
testiculos que en el ovario (Johnson y Lema 2011, Sambroni et al. 2001). En adultos, se ha
localizado la expresion de los thrs especificamente en las células de Sertoli (Morais et al. 2013,
Singh et al. 2011); pero en el desarrollo temprano no es clara su expresion espacio-temporal.
Los perfiles transcripcionales de thrs descriptos en este trabajo en respuesta a un estrés
ambiental o estado tiroideo inducido, sugiere un papel funcional de los mecanismos
moleculares de las HTs en la inversidn sexual. Sin embargo, es necesario realizar estudios
sobre la regulacién transcripcional de las HTs y sus receptores, por ejemplo la activacion por
androgenos (revisado en Flood et al. 2013), para comprender completamente su papel en la
inversion sexual inducida por factores ambientales en medaka.

Como mencionamos anteriormente, el mecanismo de accion las HTs se da a través de la
unidén a sus receptores nucleares, para después interactuar con las regiones promotoras de los
genes blanco (revisado en Flood et al. 2013). Cuando evaluamos los perfiles transcripcionales
de los genes marcadores del desarrollo ovarico o testicular en medaka, que podrian ser blanco
del mecanismo de accion de las HTs, en un tratamiento hipertiroideo durante la determinacién
sexual gonadal, encontramos que lo niveles de expresion de cypi19aia (aromatasa; marcador
de desarrollo ovarico) estan regulados negativamente sélo en los embriones XX tratados con
T3 y al final de la determinacion sexual gonadal (estadio 39), sugiriendo la inhibicién del
desarrollo ovarico. Por el contrario, en estos mismos individuos el marcador de desarrollo
testicular gsdf, esta regulado positivamente en el hipertiroidismo inducido. Este mismo patron

de expresion fue encontrado en el trabajo que reportd la masculinizacion por la exposicion a
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HTs en D. rerio, en ese caso el tratamiento con T4 disminuye la expresion de cypi19aiay de los
receptores de estroégenos (esr1, esr2ay esr2b), al tiempo que aumenta la expresion de genes
relacionados con el desarrollo testicular, como amh, y los receptores de andrégenos (ar)
(Sharma et al. 2016). Como se describié en capitulos anteriores, la inhibiciébn del desarrollo
ovarico por la disminucion en la produccion de estrogenos, da paso a la diferenciacion
testicular, ya sea por un estimulo ambiental o en condiciones normales del desarrollo (Guiguen
et al. 2010, Devlin y Nagahama 2002, Nakamura et al. 1998, Yamamoto 1969). Por lo tanto,
que la exposicion a HTs o el hipertiroidismo inducido repitan este patron sobre los genes
relacionados con el desarrollo gonadal, asi como el fenotipo gonadal, confirma la importancia
de las HTs en la inversion sexual.

Una vez establecido el rol del eje HHT, en sus diferentes niveles, en la masculinizacién
inducida por hipertiroidismo y por un estrés térmico, nuestro siguiente abordaje fue establecer
si los ejes HHI y HHT presentan una regulacion cruzada es estadios tempranos del desarrollo,
como se ha sugerido para otras especies de vertebrados (O. kisutch, Rana catesbeiana, Rana
pipiens, Xenopus laevis, Pyrgulina scripta, G. gallus, revisado en Castafieda-Cortés et al.
2014). Los autores proponen que Crh a través de sus receptores estimulan la produccién de
Tsh en la hipdfisis, activando de esta forma el eje HHT. Nuestros resultados muestran una clara
regulacion positiva de tsh para ambos sexos cuando los individuos son sometidos a TA,
confirmando la activacion del eje tiroideo bajo estrés térmico durante el periodo de
determinacioén sexual gonadal en medaka. Aun mas contundente, la pérdida de funcion de los
receptores de crh en embriones XX mantenidos a temperaturas que promueven la
masculinizacion, no mostraron una regulacion positiva tsh, fenocopiando los niveles de este
transcripto de los individuos a temperaturas control. Ademas, la falta de regulacion de tsh se
observé tanto en los individuos con mutaciones bialélicas para los dos crhrs, como para cada

uno de ellos, sugiriendo que los dos receptores son necesarios en la estimulacion de la
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expresion de tsh. Nuestros resultados difieren a lo reportado para G. gallus, donde se
determino que solo Crhr tipo 2 se expresa en los tirotropos e induce la secrecion de Tsh (De
Groef et al. 2003). Por este motivo, son necesarios estudios de co-localizacion de los
receptores de Crh en los tirotropos para confirmar la importancia de ambos receptores en la
regulacidon cruzada entre los ejes endécrinos en medaka.

Se ha propuesto que la doble accion hipofisiotropica por parte de Crh, tiene implicaciones
cuando la respuesta ante un estrés debe producir cambios a nivel morfoldgico, fisioldégico y/o
en el comportamiento. Es entonces cuando la activacién de la maquinaria de las HTs ayudaria
a desempefiar estos cambios, debido a su rol modulador sobre los diferentes tejidos
(Castaneda-cortés et al. 2014, De Groef et al. 2006, Peter 2011). Por ejemplo en anfibios,
Denver (2013) plantea que la accion conjunta del eje HHI y HHT confiere una respuesta rapida
a las senales ambientales, permitiendo a los renacuajos escapar y sobrevivir a la desecacion
del habitat y el hacinamiento, o la restriccién de alimentos durante la prometamorfosis. Ademas,
se ha observado que el tratamiento con corticosteroides se sinergiza con los HTs, lo que lleva a
una metamorfosis acelerada (Bonett et al. 2010). Nuestros resultados no muestran un efecto
sinérgico o sumatorio cuando se usa cortisol y T3 para producir la inversion sexual de
embriones XX, siendo menores los porcentajes a los que se obtuvieron cuando la
masculinizacion es inducida por el tratamiento con TA, sugiriendo que la sinergia de estos dos
ejes HHI y HHT no esta dada por sus efectos finales (cortisol y T3), sino que puede estar
reducida a nivel cerebral en la hip6fisis. Por tanto realizar méas estudios para dilucidar como Crh
puede actuar como un neurorregulador comun de los ejes es de gran importancia en la
inversion sexual inducida por un estrés térmico en medaka. Otra hip6tesis a ser estudiada, es si
el cortisol y T3 actuan regulando las mismas vias moleculares o enddcrinas para promover el
desarrollo testicular, por ejemplo la sintesis de andrégenos, por lo cual no se observa el efecto

sumatorio.
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En resumen, en este capitulo presentamos tres resultados contundentes que nos
permiten resaltar el rol y la importancia de las HTs en la masculinizacion inducido por las altas
temperaturas (Figura 26): (1) Las HTs por si solas producen la la inversion sexual de hembras
genotipicas, siendo el primer reporte en medaka. (2) Tanto el estrés térmico como el
hipertiroidismo inducido activan la maquinaria relacionada con las hormonas tiroideas,
provocando cambios en los genes relacionados con el desarrollo gonadal que adquieren un
patron de desarrollo testicular y (3) La falta de regulacion positiva del niveles de transcripto de
tsh, debido a las mutaciones bialélicas de los receptores de Crh, sugiere una posible regulacion

cruzada entre los ejes HHI y HHT durante el estrés térmico.
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RESPUESTA AL ESTRES TERMICO
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Figura 26. Resumen capitulo 3.
Hormona liberadora de corticotropina a y b (crha, crhb) Hormona liberadora de corticotropina a (crha),
urocortinas 1,2 y 3 (uro 1,2,3), receptores de Crh (Crhrs), Hormona liberadora de tirotropina (Trh),
hormona adrenocorticotropica (Acth), hormona estimulante de la tiroides (Tsh), tiroxina (T4),
triyodotironina (T3), 3,5-Diiodo-L-tironina (T2), desiodinasa tipo 1, 2 (Dio1,2), los marcadores del
desarrollo testicular (gsdf y sox9a2) y del desarrollo ovarico (cyp19ata).
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3.4. Materiales y Métodos

3.4.1 Exposicion a temperatura alta, Triiodo-L-Thyronine (T3) y cortisol.

Los embriones fue medaka fueron incubados a TC (24 °C) o TA (32 °C) en medio para
embriones, suplementado con cada una de las concentraciones de Triiodo-L-Thyronine (T3,
0.5nM o 50nM), cortisol 5 pM, y/o los vehiculos de estas drogas, DMSO (0.00325%) y etanol
(0.018%), respectivamente, en placas Petri de 60 mm. El medio fue renovado todos los dias, y

la exposicion se hizo desde la fecundacion hasta el estadio deseado segun cada experimento.

3.4.2 Determinacion del sexo genotipico, extraccion de ARN y cuantificacion por RT-
qPCR, en la exposiciéon a temperatura alta y Triiodo-L-Thyronine (T3).

El ADN de cada muestra se extrajo usando el MicroKit de ADN/ARN AllPrep (Qiagen,
80284) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como se explico en los capitulos previos, el
sexo genotipico se determin6 por la presencia o ausencia de la amplificacion del gen dmy,
identificado por PCR (Nanda et al. 2002). Posteriormente se extrajo el ARN total de cada
muestra, utilizando el Micro Kit de ADN/ARN All Prep (Qiagen, 80284) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las concentraciones y la integridad del ARN se determinaron
usando el espectrofotémetro NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.). Se usaron 200 ng
de ARN por muestra para sintetizar el ADNc con el kit GoScript Reverse Transcription
(Promega, Madison, WI, EE. UU.), siguiendo los protocolos del fabricante. Las muestras se
analizaron con el sistema de PCR Mastercycler Pro S Thermocycler (Thermo Fisher, Ottawa,
ON, Canada). La amplificacién consistio en: un ciclo inicial de 1 minuto a 95°C, seguido de 10
segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C para un total de 45 ciclos. El método de cuantificacion
posterior se realizd utilizando el método 2-AACt (ciclo umbral, www.appliedbiosystems.com/

support/apptech) y los valores fueron normalizado a los valores de gen de referencia rpl7

DCCC-2020 96



(Zhang y Hu 2007). Todos los valores se presentan como la media + error estdndar de la media
(SEM). El analisis estadistico de las cuantificaciones RT-qPCR se realizaron mediante la
interfaz FgStatistics (http://sites.google.com/site/fgStatistics/), basada en la Herramienta de
software de expresion relativa (REST®O) (Pfaffl et al. 2002). Todos los oligonucleotidos (Anexo:
Tabla 2) se validaron utilizando la curva de fusion y fueron optimizados con una eficiencia de

amplificacion entre 95-105%, una pendiente de alrededor de -3,30 y un valor R2> 0,99.

3.4.3 Extraccion de ARN y analisis del microarreglo.
Los métodos usados para esta parte fueron los mismos que se detallan en la seccién

1.4.3 del Capitulo 1.

3.4.4 Generacion de mutaciones bialélicas de los receptores de Crh, extraccion de ARN y
cuantificaciéon por RT-qPCR.

Para el disefio de guias destino de CRISPR/Cas9, construccion de los ARN guia, sintesis
del ARN codificante de la Cas9 y la microinyeccion en embriones, se siguieron los mismos
procedimientos descriptos anteriormente en el capitulo 2 seccion 2.2.3. Después de la
explosion alta temperatura y crecimiento de los embriones hasta el estadio deseado, se extrajo
el ARN y ADN de cada embrién usando el reactivo TRIzol® (Life Technologies) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El sexo genotipico y la presencia de mutaciones bialélicas en los
crhrs, se determino como se describidé previamente en la seccion 2.4.2 y 2.2.3-Extraccion de
ADN al ensayo de movilidad Heteroduplex, respectivamente.

Para realizar la sintesis de ADNc, 240 ng de ARN de cada muestra individual se tratdé con
desoxirribonucleasa | de grado de amplificacién (Life Technologies) y se transcribié de forma
inversa usando SuperScript Il (Life Technologies) con oligo (dT) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Los oligonucleétidos utilizados para cada gen (Anexo: Tabla 2) se validaron
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previamente analizando para tener una eficiencia entre 95-105%, con una pendiente de
alrededor de -3,30 y un valor R2> 0,99. Las muestras se analizaron con el sistema de PCR en
tiempo real Step One Plus (Applied Biosystems). El protocolo de amplificacién consistié en un
ciclo inicial de 1 minuto a 95°C, seguido de 10 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C para un
total de 45 ciclos. El método de cuantificacion posterior se realizé utilizando el método 2-AACt
(ciclo umbral, www.appliedbiosystems.com/support/apptech) y los valores fueron normalizado a

los valores de gen de referencia rpl7 (Zhang y Hu 2007).

3.4.5 Determinacién del sexo genotipico y fenotipico en individuos de 20 dpe.

Los métodos usados son los mismos que se detallan en la seccién 2.4.4 del Capitulo 2.
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CAPITULO 4: Participacion de los andrégenos en la masculinizacion
inducida por un estrés térmico.
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4.1. INTRODUCCION

Las hormonas sexuales esteroideas, estrdgenos, andrégenos y progestagenos, juegan
un papel importante en el desarrollo gonadal, la maduracion de las células germinales y el
desarrollo de caracteres sexuales secundarios. Histéricamente se ha asociado a los esteroides
sexuales con la diferenciacion sexual gonadal inicial, debido a que la administracién exégena
de esteroides sexuales durante este periodo produce una inversion sexual: los androégenos
inducen el cambio de hembra a macho y la exposicién estrédgenos de macho a hembra (Devlin
y Nagahama 2002, Guiguen et al. 2010, Nakamura et al. 1998, Yamamoto 1969). Sin embrago
esto ha comenzado a ponerse en duda en los procesos normales de diferenciacion gonadal.

Los esteroides sexuales se sintetizan en las células de Leydig de los testiculos y en las
células de la Granulosa/Teca del ovario. Esta biosintesis comienza con el transporte de
colesterol desde la membrana mitocondrial externa a la interna a través de la proteina StAR
(del ingles Steroidogenic Acute Regulatory). Tanto en el testiculo como en el ovario, el
colesterol se transforma secuencialmente mediante las siguientes enzimas: citocromo P450
(P450scc, cypi1ia), 17a-hidroxilasa/17, 20-liasa citocromo P450 (P450c17, cyp17), 3B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/D5-D4 isomerasa (3B-Hsd, hsd3b) y 11/17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (11/17B8-Hsd, hsd11b, hsd17b) para producir varios andrégenos, entre estos la
11-Cetotestosterona (11-KT), el principal andrégeno bioactivo en peces (Jiang et al. 2003,
Kusakabe et al. 2003, Meyer et al. 2012, Miura et al. 1991, Todd et al. 2019, Tsachaki et al.
2017). En el ovario, estos andrégenos se transforman una vez mas por una aromatizacion a
través de la enzima citocromo P450 (P450arom, cyp19aia), para producir los estrdgenos,
predominantemente el 17B-estradiol, que es la principal forma bioactiva (Lubzens et al. 2010,

Nagahama y Yamashita 2008, Young et al. 2005).
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Anteriormente en el Capitulo 2, se describi6 como los cambios en el ambiente natural
pueden ser percibidos como un estrés por los peces, comenzando a nivel cerebral con la
elevacion de los niveles de Crh para producir un incremento en cortisol, y finalmente, como un
efecto secundario de esta respuesta una inversion sexual de hembras genotipicas a mochos
fenotipicos, como principal caracteristica morfoloégica (Castaneda-Cortés et al. 2019). Sin
embargo, como el cortisol regula y dirige la determinacion del sexo gonadal hacia el desarrollo
testicular no se ha dilucidado por completo. Diferentes estudios han centro su atencién en
como el cortisol regula la sintesis de estradiol, inhibiendo su produccion por diferentes
mecanismos moleculares que afectan la expresion de la aromatasa (cyp19aia). El primero es
la union directa del cortisol, a través de sus receptores, a los elemento de respuesta a AMPc en
el promotor de este gen, y el segundo una represion epigenética por el aumento de la
metilacion del mismo (Chen et al. 2020, Navarro-Martin et al. 2011, Yamaguchi et al. 2010). Sin
embargo, un estudio realizado en medaka demostré que la pérdida de funcién de la enzima
aromatasa no produce una inversiobn sexual temprana, por el contrario, los individuos
desarrollan un ovario, aunque los foliculos ovaricos son incapaces de acumular vitelo,
produciendo una degradacion del tejido ovarico que da paso al desarrollo de tejido testicular,
todo esto en una etapa adulta (Nakamoto et al. 2018). Por esta razoén, la falta de actividad de
aromatasa, y en consecuencia la baja sintesis de estrdgenos no explica por completo el
desarrollo de testiculos en hembras genotipicas en etapa tempranas del desarrollo gonadal, y
debe considerarse que otros mecanismos contribuyen a que este fenbmeno ocurra.

Siguiendo esta linea de pensamiento, se propuso que la inactivacion de los altos niveles
de cortisol debido a un estrés ambiental, induciria como efecto secundario un aumento en la
produccién de las enzimas involucradas en la sintesis de androgenos (Fernandino et al. 2012,
Hattori et al. 2009, Todd et al. 2019). Esto se deberia a que la sintesis e inactivacioén del cortisol

comparten las mimas enzimas que la sintesis de andrdégenos. En O. bonariensis se demostro
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que el tratamiento con cortisol durante el periodo de determinacion sexual produce la
regulacion positiva del transcripto de la enzima Hsd11b2, y una poblacién segada hacia
machos. A nivel ex vivo, utilizando explantos testiculares de adultos, el mismo tratamiento
aumenta los niveles de GCs, conllevando una produccion alta del andrégeno 11-KT, mediante
la regulacién positiva de la transcripcion de las enzimas esteroidogénicas que codifica las
enzimas necesaria para inactivar el cortisol y sintetizar 11-KT, principalmente el hsd11b2
(Fernandino et al. 2012). Sin embargo, los mecanismos moleculares que acompanan esta
sobreproduccion de androégenos, y la participaciéon de los mismos, no han sido dilucidadas
durante la determinacion sexual gonadal inducida por cambios en el ambiente. En este capitulo
centraremos la atencion a la desregulacion de la biosintesis de esteroides y en como los

androgenos contribuyen a la inversion sexual causada por un estrés ambiental.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1 Regulacion positiva de la biosintesis de hormonas esteroideas en embriones
expuestos a un estrés térmico.

Retomando los resultados del Capitulo 1, en donde el analisis de las vias KEGG con el
perfil transcripcional diferencial resultante de los embriones expuestos a TA mostr6é un total de
31 vias significativamente diferentes y entre estas, la regulacion positiva de la biosintesis de
hormonas esteroideas. Se observé en detalle los niveles de expresidon de cada uno de los
genes que constituyen esta via, y como su desregulaciéon contribuye a la produccién de
hormonas esteroideas (glucocorticoides, andrégenos, estrégenos y progesterona). Se encontrd
la regulacidén positiva de los genes, star, hsd3b y hsd11b3, mientras que sdr5b1 'y cyp19at
estan reguladas negativamente. Por ultimo los genes cyp11a, hsd17b3, 7, 8 y 12 no se ven

afectados por la altas temperaturas (Figura 27).
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Figura 27. Regulacion positiva de la biosintesis de hormonas esteroideas en embriones
expuestos a un estrés térmico.

Representacion esquemética de lo sintesis de glucocorticoides (naranja), andrégenos (turquesa),
estrégenos (bordo) y progesteronas (azul). Los recuadros verdes y violeta representan los genes
regulados de forma positiva y negativa, respectivamente, en gris lo genes que no cambian, y en blanco
aquellos genes sin sonda en el microarreglo.

4.2.2 Diferencias sexuales en la expresion de genes relacionados con la sintesis de
esteroides sexuales en embriones expuestos a un estrés térmico.

Con el fin de evaluar diferencias transcripcionales entre individuos XX y XY expuestos a
TA, se cuantificaron cuatro genes relacionados con la sintesis de esteroides sexuales y el
desarrollo gonadal en el st. 39, caracterizado como el final del periodo de la determinacion
sexual gonadal (lwamatsu 2004, Saito et al. 2007). En primer lugar se determiné la expresion
de los genes cyp11by hsd11b2, que no fueron inicialmente incluidos en el microarreglo. Estos
genes codifican para dos enzimas claves en desactivacion de cortisol y la produccion del
andr6geno mas importante en peces, la 11-KT (Blasco et al. 2010, Fernandino et al. 2012). Con
respecto a cyp11b se observaron altos niveles de transcripcion para ambos sexos expuestos a
TA (Figura 28A). En el caso de la hsd11b2 se encontrdé un aumento 2.5 veces en los individuos
XX a TA en comparacion con los XX A TC, sin embargo en los XY a TA, se observé una
disminucion del 50% con respecto a los niveles de control (Figura 28B).

Por el lado, de los genes directamente relacionados con el desarrollo gonadal, se decidi6
cuantificar los niveles de expresion de la aromatasa gonadal: cyp19aia, gen que codifica para
la enzima clave en la sintesis de estrogenos. Se detect6 una baja abundancia en los individuos
XX a TA en comparaciéon con XX a TC, mostrando una inhibicién del desarrollo del ovario; por el
contrario en los individuos XY no se observaron cambios significativos entre los tratamientos TA
y TC (Figura 28C). Finalmente, como marcador del desarrollo testicular se cuantificé la
abundancia de gsdf, que ademas es regulado por los andrégenos (Chakraborty et al. 2016,

Imai et al. 2015, Shibata et al. 2010, Zhang et al. 2016). Los individuos XX expuestos a TA
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presentaron una mayor expresion de gsdf, 2,4 veces mas, en comparacion con los XX a TC
(Figura 28D), indicando que la exposicion a TA induce la inversion sexual de los individuos XX.

En el caso de los individuos XY no se encontraron diferencias significativas en la expresion de

gsdfentre TAy TC.
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Figura 28. Perfiles de expresion génica de individuos XX y XY de genes relacionados con la
sintesis de esteroides sexuales.

Se cuantificaron los transcriptos de cyp11b (A), hsd11b2 (B) cypi19aia (C), y gsdf (D) mediante RT-
gPCR, en embriones completos en el estadio 39 y expuestos a temperatura de 24°C-TC (barras grises) y
32°C-TA (barras rojas). Los niveles de transcripto se expresan en relacion a los individuos XX a 24°C,
correspondiente para cada gen. El analisis de los datos se hizo usando el método 2-2ACt y |os valores se
normalizaron al gen de referencia rpl7. El sexo genotipico se determin6é por la presencia/ausencia del
gen dmy. El p-valor se indica cuando la abundancia del transcripto entre tratamientos es
estadisticamente diferente (FgStatistics, p <0.05). NS se usa para indicar que no es estadisticamente
significativo.
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4.2.3 Inhibicion de la acciéon de los andrégenos en embriones expuestos a un estrés
térmico.

Para corroborar la participacion de los andrégenos en la masculinizacion inducida por un
estrés térmico, embriones de medaka se incubaron a dos dosis de Flutamida (1,55 mg/L y 3,1
mg/L; Flu, 2-metil-N-[4-nitro-3-(trifluorometil) fenil] propanamida, Sigma-Aldrich), un conocido
antagonista de androgenos (Ankley et al. 2005), y sin Flu (vehiculo) a las temperaturas usadas
durante todo el trabajo, 24°C-CT y 32°C-TA, desde el primer dia de fecundacién hasta el
estadio de eclosion. Posteriormente, los individuos se dejaron crecer durante 20 dias a
temperatura normal de crecimiento, 26°C, para determinar el sexo genotipico y fenotipico
(Figura 29A). Los resultados muestran que los individuos XX y XY expuestos a TC, con o0 sin
Flu, presentaron la morfologia gonadal correspondiente a su sexo genotipico, es decir, XX-
ovario (barras celestes) y testiculo-XY (barras grises). Por otra parte, en los embriones
expuestos a TA los individuos XX presentaron inversion sexual, donde el 52.4% de los
individuos desarrollaron testiculos (barras azul oscuro). No obstante, en aquellos individuos XX
expuestos a TA, pero con las diferentes dosis de Flu se observo que el porcentaje de inversion
sexual disminuyé en forma dosis-dependiente, obteniéndose un 15% para los embriones
expuestos a 1.55 mg/L y de 5.3% a 3.1 mg/L. Sorprendentemente para los individuos XY no se
observo ningun cambio en su morfologia gonadal en ninguno de los tratamientos evaluados,
indicando que la inhibicién de la accion de los andrégenos no es suficiente para promover el

desarrollo del ovario en individuos XY (Figura 29B-D).
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Figura 29. Exposicion a Flutamida para inhibir la accion de los andrégenos bajo un estrés
térmico.

Disefio experimental (A). Porcentaje del sexo fenotipico de hembras genotipicas (XX) y machos
genotipicos (XY) a los 20 dias después de la eclosion, y previamente expuestos a las diferentes
concentraciones de Flutamida (Flu), y las temperaturas 24°C-TC y 32°C-TA (B). Iméagenes
representativas de la morfologia gonadal encontrada en los individuos, ovario (C) o testiculo (D).
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4.3. DISCUSION

La inversion sexual de hembras genotipicas a machos fenotipicos consecuencia de un
estrés ambiental ha sido reportado en diferentes especies de peces, y a su vez en muchos de
ellos demostraron que la disminucién en la produccién de estrdgenos induce la masculinizacion
Chen et al. 2020, Navarro-Martin et al. 2011, Yamaguchi et al. 2010). Sin embargo, no se ha
establecido completamente si solo éste, o mas factores, son necesarios para producir la
inversion sexual por un estrés ambiental. Por lo tanto, es necesario el estudio de la
desregulacion de otras vias endoécrinas que contribuyan a entender los efectos generados por
el estrés por altas temperaturas durante el desarrollo temprano en los peces. Nuestros
resultados corroboran finalmente el papel de los andrégenos en la inversion sexual de hembras
genotipica y su contribucién en el desarrollo testicular y ovarico en medaka.

Inicialmente nuestro analisis del perfil transcripcional en embriones completos bajo un
tratamiento con TA evidencié una regulacion positiva de la biosintesis de hormonas
esteroideas. Esta via esta compuesta por varios tipos de enzimas, por ejemplo las citocromo
P450, las hidroxiesteroides deshidrogenasas (HSDs) y las reductasas (Miller 1988), que
participan en la biosintesis del glucocorticoides, andrégenos y estrégenos a partir de colesterol.
En primer lugar, encontramos que el gen que codifica para la P450scc (cyp11a), enzima que
convierte el colesterol a pregnenolona y es el primer paso limitante de la esteroidogénesis
(Nakamoto et al. 2010), no cambia sus niveles transcripcionales frente a un estrés térmico. Sin
embargo, se observo que el gen star, el cual codifica para la proteina encargada del transporte
del colesterol desde la membrana mitocondrial externa a la interna, esta regulado
positivamente bajo el tratamiento con TA. En un segundo paso de la via esteroidogénica se
encuentra la 33-HSD, cuyo gen hsd3b se reguld positivamente bajo el tratamiento con TA. Esta

enzima es responsable de la oxidacion y la isomerizacion de los hidroxiesteroides-beta delta
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5-3 a la configuracion 4-3-ceto, y es por lo tanto, esencial para la biosintesis de todas las clases
de hormonas esteroideas, es decir, los progestagenos, glucocorticoides, mineralocorticoides,
andrégenos, y estrogenos (Nakamoto et al. 2012). Posteriormente en la via se encuentra la
proteina Cyp11b, cuyo gen presentd una expresion diferencial de hasta 15 veces mayor en
promedio para hembras y machos genotipicos en el tratamiento con TA, en comparacion con el
tratamiento TC. Esta enzima es la encargada directa de la produccidn de cortisol y
corticosterona en la glandula interrenal y en la gbnada cataliza la conversion de la
androstenediona y testosterona a andrégenos 11-oxigenados, precursores de la 11-KT (Blasco
et al. 2010).La regulacién positiva de todos estos pasos indican la sobreproduccién de los
diferentes esteroides.

Sin embargo, el punto clave de la desregulacion que contribuiria al aumento de los
androgenos seria la alta expresion de hsd11b2'y hsd11b3. En la glandula interrenal, la enzima
11B-HSD2 (11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2; codificada por el gen hsd11b2)
participa en la inactivacion de los GCs (cortisona y 11-deshidrocorticosterona) luego de que
estos aumentan en respuesta al estrés. Pero en la gbnada, la regulacidon positiva de la hsd11b2
podria estar contribuyendo a la conversiéon de 11B-OH-Testosterona (11-OHT) a 11-KT,
androgeno bioactivo principal y bien conocido por promover el desarrollo testicular en los peces
(Jiang et al. 2003, Kusakabe et al. 2003, Meyer et al. 2012, Miura et al. 1991, Tsachaki et al.
2017). En el caso de 11B-HSDS3, el pardlogo la 11B-HSD1 en mamiferos, participa en la
reduccion de cortisona y 11-KT, convirtiendo a los GCs y andrégenos a sus formas activas e
inactiva, respectivamente (Baker 2010, 2004, Huang et al. 2009). Sin embargo, un estudio
reciente en D. rerio demostré que la 113-HSD3 no puede reducir los GCs ni los andrégenos,
proponiendo que la ausencia de éste proceso conduciria a la produccién unidireccional y
continua de 11-KT (Tsachaki et al. 2017). Curiosamente, los genes de las 173-HSD tipo 3, 7, 8

y 12, una de las vias alternativas de sintesis de 11-KT (Mindnich et al. 2005), no mostraron
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cambios en el tratamiento con TA. Las enzimas HSD17 estan involucradas en la reduccion u
oxidacion de las hormonas sexuales para modular la potencia biol6gica de los estrogenos y los
androgenos. Las formas ceto estan inactivas, mientras que las formas hidroxi estan activas y
acceden a los receptores (Mindnich et al. 2004). En conjunto, la desregulacién de estos genes
de la via esteroidogénica esta en concordancia con la hipétesis previamente establecida por
Fernandino et al. (2013), donde la maquinaria de sintesis de cortisol en respuesta a un entres
ambiental, produce el aumento en la produccion de andrégenos como consecuencia de la
inactivacion de esta respuesta.

En este sentido, el siguiente paso fue la corroboracion de la participacion de los
androgenos en la inversion sexual inducida por la temperatura. Para ello se bloque6 su accion
a través del antagonista Flutamida, el cual se une a los receptores de andrégenos impidiendo
su union a las regiones promotoras de los genes blanco (Ankley et al. 2005). En las hembras
genotipicas (XX) sometidas a un estrés térmico, se observd una disminucion en el porcentaje
de inversion sexual de una manera dosis dependiente de Flu. En el 2010, Hayashi y
colaboradores publican un trabajo donde usaron Metopirone como inhibidor de la sintesis de
cortisol, obteniendo la completa inhibicion de inversién sexual de individuos XX bajo un estrés
por alta temperatura en medaka, por lo que los autores asumieron que al no tener cortisol no se
da la inhibicion de la aromatasa y la consiguiente inversidbn sexual. Sin embargo, no
consideraron que el Metirapone, al ser un inhibidor de la enzima Cyp11b, afectan tanto la
produccién de cortisol como la de 11-KT. En conjunto con nuestros resultados, podemos
corroborar finalmente que al igual que la inhibicion de la sintesis de estrogenos, los androégenos
también son necesarios para el desarrollo testicular en hembras que experimentan un estrés
ambiental durante el periodo de determinacion sexual, estableciendo que méas de una via

estaria contribuyendo en este proceso.
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Adicionalmente, los machos genotipos (XY) no presentaron ningun cambio en su
morfologia gonadal en todos los tratamientos con el antagonista de androgenos, desarrollando
testiculos en el 100% de los individuos. En medaka, un estudio previo reportd que una
mutacion en el gen que codifica para la enzima P450c17-I (cyp17), cuya actividad liasa produce
androstenediona, precursor clave para la sintesis de estrdgenos y andrégenos, no afecta el
desarrollo gonadal en machos, obteniendo testiculos completamente funcionales. Sin embargo,
las hembras desarrollan gébnadas intersexuales y ambos sexos presentan la falta de caracteres
sexuales secundarios (Sato et al. 2008). Aunque los autores aseguran que los niveles de
testosterona y 17p-estradiol en estos mutantes no alcanzan los niveles de deteccién, los
procedimientos y resultados para esta prueba no fueron publicados. No obstante, estos
resultados estan en concordancia con nuestros tratamientos sin un estrés ambiental. Por otro
lado, otros estudios en medaka mostraron como la exposicién a Flutamida durante una etapa
larval o adulta, en concentraciones menores a las usadas en el presente trabajo, produce la
formacion de gbnadas intersexuales (testiculos-6vulos), en un porcentaje bajo de los machos
genotipicos estudiados (Kang et al. 2006, Ledn et al. 2007). Este ultimo trabajo, que parece
contradictorio con los resultados obtenidos en la presente tesis, podria deberse a que la
inhibicion de la accion androgénica fue realizada en etapas del desarrollo diferentes,
llevandonos a considerar la importancia de realizar estudios durante todo el desarrollo testicular
y no solo en la etapa de determinacién sexual gonadal en individuos XY. En resumen, los
resultados del presente trabajo corroboran la importancia de los andrégenos en la inversion
sexual inducida por cambios ambientales durante etapas tempranas del desarrollo gonadal

(Figura 30).
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RESPUESTA AL ESTRES TERMICO
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Figura 30. Resumen capitulo 4.

Hormona liberadora de corticotropina a y b (crha, crhb) Hormona liberadora de corticotropina a (crha),
urocortinas 1,2 y 3 (uro 1,2,3), receptores de Crh (Crhrs), Hormona liberadora de tirotropina (Trh),
hormona adrenocorticotropica (Acth), hormona estimulante de la tiroides (Tsh), tiroxina (T4),
triyodotironina (T3), 3,5-Diiodo-L-tironina (T2), desiodinasa tipo 1, 2 (Dio1,2). Genes de relacionados con

biosintesis de hormonas esteroideas (cyp11b, hsd112/3), marcadores del desarrollo testicular (gsdf y
sox9a2) y del desarrollo ovarico (cyp19aia)
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4.4 Materiales y Métodos

4.4.1 Determinacion del sexo genotipico y extraccion de ARN.

El ADN de cada muestra se extrajo usando el MicroKit de ADN/ARN AllPrep (Qiagen,
80284) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como se explico en los capitulos previos, el
sexo genotipico se determin6 por la presencia/ausencia del gen dmy, mediante PCR (Nanda et
al. 2002). Posteriormente se extrajo el ARN total de cada muestra, utilizando el Micro Kit de
ADN/ARN All Prep (Qiagen, 80284) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
concentraciones y la integridad del ARN se determinaron usando el espectrofotometro

NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.).

4.4.2 RT-PCR de genes relacionados con la sintesis esteroides sexuales.

Se usaron 200 ng de ARN por muestra para sintetizar el ADNc con el kit GoScript
Reverse Transcription (Promega, Madison, WI, EE. UU.), siguiendo los protocolos del
fabricante. Las muestras se analizaron con el sistema de PCR Mastercycler Pro S
Thermocycler (Thermo Fisher, Ottawa, ON, Canada). La amplificacién consistié en: un ciclo
inicial de 1 minuto a 95°C, seguido de 10 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C para un total
de 45 ciclos. El método de cuantificacion posterior se realiz6 utilizando el método 2-AACt (ciclo
umbral, www.appliedbiosystems.com/support/apptech) y los valores fueron normalizado a los
valores de gen de referencia rpl7 (Zhang y Hu 2007). Todos los valores se presentan como
media + error estandar de la media (SEM). El analisis estadistico de las cuantificaciones RT-
gPCR se realizaron mediante la interfaz FgStatistics (http://sites.google.com/site/fgStatistics/),
basada en la Herramienta de software de expresion relativa (REST®O) (Pfaffl et al. 2002). Todos

los oligonucleotidos (Anexo: Tabla 2) se validaron utilizando la curva de fusion y optimizaron
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con una eficiencia de amplificacion entre 95-105%, una pendiente de alrededor de -3,30 y un

valor R2> 0,99

4.4.2 Exposicion a diferentes concentraciones de Flutamida.

Los embriones se incubaron en una placa de Petri de 60 mm con medio para embriones
(25 ml) suplementado con cada una de las concentraciones de Flu o con el vehiculo (metanol
0.1%). Las dos concentraciones de Flutamida (Flu, 2-metil-N- [4-nitro-3- (trifluorometil) fenil]
propanamida, Sigma-Aldrich) fueron 1,55 mg/L y 3,1mg/L. El medio fue renovado todos los dias
y cada grupo de tratamiento se mantuvo en TC o TA desde la fecundacion hasta la eclosion de
los individuos (estadio 39). Por ultimo los individuos se llevaron a peceras y se dejaron crecer

durante 20 dias para la determinacion del sexo genotipico y fenotipico.

4.4.3. Determinacion del sexo genotipico y fenotipico.

Después de transcurridos 20 dias, los individuos expuestos a las diferentes
concentraciones de Flu y tratamientos control, se colectaron tomando parte de la aleta caudal
para la extraccion de ADN con buffer salino (siguiendo los protocolos de Aljanabi y Martinez
1997). El resto del cuerpo fue fijado en solucién de Bouin y se proces6 de acuerdo con los
protocolos descritos anteriormente para la preparacion de secciones histologicas tefiidas con
hematoxilina-eosina (ver seccion 2.2.4). Las diferencias en la proporcibn de sexos se
analizaron con la Prueba de hipotesis para comparar dos proporciones de poblaciéon. Las

diferencias estadisticas fueron aceptadas como significativas cuando p <0.05.
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CONSIDERACIONES FINALES

La capacidad de los organismos de adaptarse a los cambios del ambiente implica una
gran plasticidad de los 6rganos y de sus procesos morfoldgicos y moleculares, llegando incluso
a cambiar el destino de los 6rganos sexuales. Los peces en especial presentan una
extraordinaria plasticidad cerebral y gonadal, confiriéndoles un amplio repertorio de estrategias
reproductivas frente a un entorno en constante cambio (Hattori et al. 2020). En este contexto el
pez medaka se nos presenta como un excelente modelo para profundizar en este fenébmeno de
adaptabilidad. Aunque su determinacién/desarrollo sexual gonadal es dirigido por mecanismos
genéticos fuertemente establecidos, los cambios del ambiente que se perciben como factores
estresantes, pueden como caracteristica principal, cambiar el destino gonadal (Kitano 2018). A
lo largo de este trabajo nos propusimos entender como y cuales son los responsables de
promover la respuesta endocrina y molecular de la inversidbn sexual inducida por las altas
temperaturas, considerando una vision mas amplia y teniendo en consideracion que mas de
una via del desarrollo podria ser modulada como respuesta. Por esto, al final del primer
capitulo nos planteamos tres preguntas, que fueron resueltas satisfactoriamente en los
capitulos siguientes. En resumen, se demostré que el SNC participa en la respuesta al estrés a
través de la activacion transcripcional de crhby su receptores, que a su vez estimula la sintesis
de las hormonas tiroideas, activando la transcripcidn de tsh. En conjunto, estas dos vias
endocrinas direccionan el destino gonadal, en el cual los androgenos cumplen un papel
fundamental para que finalmente en el tejido gonadal se “sobre escriba” el sexo genético y
desarrolle morfoldgica vy fisiolégicamente un testiculo.

Estas tres conclusiones nos llevaron a plantearon una pregunta mas integral: ;Cuédl es la
relacion de los tres ejes endocrinos principales, el eje hipotalamo-hipéfisis-Intrarenal, -tiroideo y

-gonadal, en la activacion de la respuesta a un estrés térmico a nivel cerebral para producir la
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inversion sexual de hembras genotipicas en medaka? A continuacién, intentaremos darle una
respuesta a esta pregunta, apoyados en nuestros resultados y en la informacién bibliografica
de la cual disponemos.

Empezando a nivel cerebral, dilucidar los mecanismos que dan respuesta al estrés en
etapas tempranas del desarrollo, es un punto clave para vincular los estimulos ambientales
externos con las respuestas fisiologicas internas durante la inversion sexual de los peces. En
un principio, en ciertas especies de reptiles con TSD (Temperature Sex Determination) se
postuldé que el tejido gonadal puede percibir los cambios ambientales directamente, para luego
moldear el destino gonadal segun el estimulo recibido (Ge et al. 2018, Moreno-Mendoza et al.
2001), algo que fue también extrapolado oportunamente a los peces. Sin embargo, nuestros
resultados publicados recientemente(Castafieda-Cortés et al. 2019), demuestran que el cerebro
es el iniciador de la inversion sexual de hembras genotipicas en medaka. En este sentido,
postulamos que la respuesta cerebral al estrés se superpone con el periodo de determinacion
sexual gonadal, condicién necesaria para que se produzca este proceso, donde el aumento en
la expresion crhb desencadena la respuesta a los cambios ambientales. La disrupcién de esta
respuesta, debida a la perdida de funcién de los receptores de Crh, causa la supresion de la
sintesis de cortisol y por consiguiente, la inhibicion de la inversion sexual de los embriones XX.
Estos hallazgos, resaltan la importancia de realizar estudios en otras especies de peces y
vertebrados, para corroborar la participacion de Crh como transductor de los estimulos
ambientales que pueden cambiar el destino gonadal en etapas tempranas del desarrollo
sexual. Ademas, establecen una nueva perspectiva en los estudios de la determinaciéon sexual,

donde el cerebro cumpliria un rol fundamental.

En concordancia con esta nueva e interesante perspectiva, es necesario explorar quién o

quienes regulan la repuesta del neuropéptido Crh durante la inversion sexual ambiental.
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Uchimura y colaboradores (2019), postularon que en medaka la regulacion transcripcional
positiva de crhb esta dada por las proteinas hsp70.1 y hsp30 (hsp, heat-shot proteins), en el
hipotalamo de los embriones incubados a altas temperaturas. En general, se ha reportado que
las Hsp actuan como chaperonas de los receptores de hormonas esteroides (glucocorticoides,
androgenos y estrogenos), involucrados en la diferenciacidbn gonadal, y por consiguiente el
papel de estas proteinas en la inversion sexual (Pratt y Toft 1997). Sin embargo, también debe
considerarse la participacion de otros neuropeptidos en la inversion sexual. Por ejemplo, en
especies hermaforoditas, donde el cambio de sexo es un evento que ocurre naturalmente
incluso en adultos, se ha reporta que la arginina-vasotocina (Avt) y el neurotransmisor.
norepinefrina (NE), regulan positivamente los niveles de cortisol durante las primeras etapas
del cambio de sexo (Larson et al. 2003, Liu et al. 2017, Solomon-Lane et al. 2013). Por otra
parte, la dopamina (DA) y la serotonina (5-HT), estarian involucradas en la regulacién negativa
de Crh (Gemmell et al. 2019). En conjunto, las regulaciones endocrinas y transcripcionales de
Crh proporcionarian una idea de la complejidad de la respuesta al estrés ante los estimulos
ambiental, exaltando la necesidad de mas experimentos que confirmen el rol de Crh como
regulador comun en la determinacion sexual ambiental en peces.

Aunque el eje HHI tiene un papel clave en la inversidbn sexual inducida por factores
ambientales, se han propuesto la participacion de otros dos ejes endocrinos que actuarian en
conjunto o en paralelo, reforzando las interrelaciones cerebro-gbnada: el eje hipotalamo-
hipéfisis-gonadal (HHG) y el -tiroideo (HHT). Esta idea fue establecida inicialmente en una
revisiobn que establecio los lineamientos principales presente tesis (Castafieda-Cortés et al.
2014). Siguiendo estas hipétesis, establecimos que las temperaturas altas activan el eje HHT y
su principal regulador, la hormona hipofisiaria Tsh. A su vez, esta hormona puede estar siendo
regulado por Crh a través de sus receptores en los tirotropos. Ademas el hipertiroidismo

inducido, un escenario potencialmente homologo a la sobre produccion de hormonas tiroideas
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por la activacion de las altas temperaturas, produce la inversion sexual de hembras
genotipicas. Si bien algunos experimentos adicionales son necesarios para corroborar la
participacion del eje HHT en la inversidn sexual inducida por un estrés ambiental, nuestros
resultados postulan por primera vez la participacidon del eje tiroideo en este proceso.

Finalmente nos gustaria abordar el rol del eje HHG, en sus diferentes niveles, en la
inversion sexual, ya que en la presente tesis solo nos enfocamos en los efectos finales de este
eje, que son las hormonas sexuales. El principal regulador de la reproduccion en los
vertebrados es la hormona relacionada con la gonadotropina (GnRH) en el hipotalamo, que
modula la liberacion de gonadotropinas, la hormona foliculo estimulante del foliculo (FSH) y la
hormona luteinizante (LH), en el hipdfisis. Estas gonadotropinas regulan luego la sintesis de
hormonas esteroides sexuales y el ciclo reproductivo de la gbénada (Young et al. 2005).
Diferentes trabajos reportan que la regulacién positiva GnRH y su neuromodulador,
denominado Kisspetina, estan fuertemente relacionados con el desarrollo testicular durante la
diferenciacién sexual (Elofsson et al. 1997, Kim et al. 2014, 2012, Kuramochi et al. 2011,
Miranda 2003, Shi et al. 2010, Tovar-Bohérquez et al. 2017). Sin embargo, estos trabajos se
basaron principalmente en correlaciones de expresion, por lo que serian necesarios estudios
adicionales de pérdida o ganancia de funcién para corroborar su importancia durante este
proceso. Por otro lado, para las gonadotropinas se observo una expresién temprana de fsh, y
anterior a Ih, previo al periodo de diferenciacion morfolégica gonadal (Chen y Ge 2012, Gao et
al. 2019, Garcia Ayala 2003, Guzman et al. 2009, Miranda et al. 2001, Moles et al. 20011, 2007,
Pandolfi et al. 2006). Puntualmente en medaka, se generaron mutantes para el receptor de
Fsh, observando que las hembras fueron infértiles y en bajos porcentajes algunos individuos
desarrollaron testiculos en lugar de ovario; mientras que los machos presentaron testiculos
completamente funcionales. Estos resultados establecieron que Fsh tiene un rol clave solo en

el desarrollo ovérico en medaka (Murozumi et al. 2014).
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Por otra parte, en peces se ha descrito que GnRH puede regular los niveles de HTs,
aunqgue los resultados son contradictorios entre especies. Algunos estudios reportan que la
inyeccion de GnRH-Ill aumenta los niveles plasmaticos de T4 (Chiba et al. 2004, Roy et al.
2000), mientras que en otros, no se observaron cambios en esta hormona tiroidea (MacKenzie
et al. 1987). En D. rerio, utilizando cultivos primario de tejido de testicular, se observd que que
el tratamiento conjunto de FSH y HTs potencia la liberacidon de andrégenos, produciendo un
aumento en la proliferacion de células de Sertoli y de las espermatogonias tipo A, lo que podria
dar lugar a un desarrollo testicular avanzado (Morais et al. 2013). Aunque se evidencia una
posible relacién entre los HHT y HHG, son necesario estudios adicionales que aclaren su rol
especialmente en las etapas tempranas del desarrollo gonadal.

En conjunto son muchos los aspectos por esclarecer en el estudio de la inversion sexual
de los peces por un estrés ambiental, no solo a nivel endocrino y molecular. Por ejemplo, un
punto interesante que se observo en esta tesis fue que la respuesta transcripcional, tanto a
nivel global como puntal, de genes relacionados con la respuesta a los cambios ambientales no
fue sexualmente dimoérfica, por ejemplo crhb y tsh, lo que demuestra que la respuesta no es
dependiente del sexo genotipico. Ademas, aunque nuestro estudio se centr6 en la inversion
sexual de hembras genotipicas, los efectos de la activacion del eje del estrés, el eje tiroideo y
por consiguiente la sobre induccion del desarrollo testicular, permanecen sin ser explorados en
los individuos XY. Ademas, si esta desregulacion endocrina de los ejes HHI-T-G podria afectar
la reproduccion y otros aspectos de la biologia basica de las especies, tanto a nivel individual
como transgeneracional, sigue siendo desconocido. Estos conocimientos seran cada vez mas
necesarios en disciplinas como la acuicultura, donde el uso de regimenes térmicos se utilizan
como una opcién ambientalmente sustentable, al uso de esteroides sexuales, para generar
planteles monosexo de individuos (Hattori et al. 2020). Por otro lado, teniendo en cuenta el

actual contexto de cambio climético, donde la temperatura del agua probablemente aumentara,
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afectando a las poblaciones de peces e induciendo una desregulacion de la proporcién de
sexos, por el aumento de la inversidbn sexual de hembras a machos y otros aspectos aun

desconocidos en este fendmeno (Honeycutt et al. 2019).
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ANEXOS

Tabla 1. Genes de interés expresados diferencialmente en el tratamiento con alta temperatura.

Fold o
Gen Nombre Genbank changue p valor Funcién
corticotropin Activa la sintesis y la
crhb releasing AB070612.1 0.392286226  0.000607890 liberacion de la hormona
hormone b adrenocorticotropica
corticotropin
releasing Inactivacion de la familia
crhbp hormone XM_004074502.1 -0.241945982 0.246503792 de peptidos de Crh
binding protein
lodothyronine Inactivacién de las horm
dio3 deiodinase type  XR_177596.1  -0.659120941 0.00051553g ' actvaclon oe 1asnormas
1 tiroideas
DNA
(cytosine-5)- I
dnmt3aa methyltransfera XM_004083889.1 -0.338972507 0.000801784 Metilacién del ADN
se 3a
estrogen- Receptor nuclear,
esrrg related receptor NM_001104919.2 -0.254520149 0.000536235 activador constitutivo de la
gamma transcripcion
folate r tor Ingreso de 5-
folr1 olate receplor w1 004075753.1  0.674495595  0.013245125  metiltetrahidrofolato a las
alpha .
células.
y ticoid Receptor nuclear que une
grt g “C"tcor t’co’ . AB842172.1 -0.070920619  0.231221834  ligandos como el cortisol y
receptor type otros glucocorticoides
y ticoid Receptor nuclear que une
gr2 g “Cofor t’CO’ > NM_001163133.1 -0.644050490 0.000288859 ligandos como el cortisol y
receptor type otros glucocorticoides
3beta- Cataliza la sintesis de la
hsd3b hydroxysteroid AB426890.1 0.342541821  0.002549722 progesterona desde la
dehydrogenase pregnenolona
heat shock Respuesta al estrés a nivel
hsp47 protein 47 XM_004075929.1 1.811032233  0.000000419 celular
heat shock Respuesta al estrés a nivel
hsp70 protein 70 EF535802.1 0.557238849  0.002729018 celular
hsp90a heat shock .\ 0040837711 2.437754488  0.000000000 HesPuesta alestres anivel
protein 90-alpha celular
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iodotyrosine

iyd dehalogenase = XM_004083836.1 0.789707063 0.001003147 Reciclaje de yoduro
1-like
jumonji C
L domain- Eliminacién de marcas de
jmjd7 containing XM_004082130.1 0.627547599  0.000001414 metilo de residuos lisina
protein 7
prostate
androgen- Diferenciacion
parm1 regulated XM_004085075.1 0.880190333  0.000004134 . . y
L supervivencia celular
mucin-like
protein 1
SET Domain
Containing 7,
setd7 Histone Lysine ~ XM_004073593.1 0.458911892  0.013079857 Metilacion de lisina
Methyltransfera
se
sex hormone- Se une a las hormonas
shbg binding globulin XM_004079810.1 0.486047677 0.000320170 sexuales
steroidogenic Regula el ingreso del
star acute requlatory ~ DQ988930.1 0.391113587  0.010058737 9 gr .
. colesterol a la mitocondria
protein
tet
tet2 methylcytosine ~ XM_004065914.1 -0.410921639 0.010199455 Metilacién del ADN
dioxygenase 2
thyroglobulin- Sintesis de las hormonas
tg like XM_004078544.1 1.470074875 0.000384846 tiroideas
thyrotropin Activacion de la sintesi
tsh subunit beta-  XM_004068796.1  0.000894489  0.005857117 ~ /‘cuvacion deia sintesis
like de las hormonas tiroideas
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Tabla 2. Secuencias Oligonucleotidos

DCCC-2020

Gen Sequencia
RT-gPCR
" : Fw. 5- TCAAACCAAACGCTCCTACTCC -3'
ac : Rv. 5'- TCCTCATCTCACCTGGGAAAAC -3'
" : Fw. 5- TGAACTCATCAAAAGCTGTCCT -3'
crha : Rv. 5- CTTCTCCTTTTCCTCGCCGT -3'
b : Fw. 5- TGAACTCATCAAAAGCTGTCCT -3'
cr : Rv. 5'- CTTCTCCTTTTCCTCGCCGT -3'
et : Fw. 5- AATTGACCATGAGCCCTGA -3'
crar : Rv. 5'- GATGTTTGGAGAAGGCTGCT -3'
e ; Fw. 5- TTGCTTCAGCTGATTGACCAC -3'
crhr. : Rv. 5'- GCATCCTTCAACGAACATCC -3'
Cvott : Fw 5' TCAAGCGAAATGGCCAGAAC -3’
ypiia ; Rv 5’ TCAATGAAGTGCTGGGCTTC -3’
b : Fw. 5- CAGGTTATACCCAGTAGGAATC -3'
cyp : Rv. 5- GTCTTAGGTTGCAGGATCAG -3
1901 : Fw. 5- AGCTTATTTTTGCCCAAGGCC -3'
cypizaia Rv. 5'- TTGAGCAGCAGGAGCATGAAA -3
dio2 Fw. 5 TGGACAACAATGCGAACGTG -3’
: Rv 5'- CAGGTAGGCGATCTTTCTTTG -3’
dio3 Fw. 5- GTGGTGGACAACATGGACAAC -3’
: Rv 5'- TCATCCCTCACGACGTAAAGTC -3’
o ; Fw 5'- GGGCTGGACACTATTCGAGA -3'
gs : Rv 5'- CATGACACAGAGGAGCTGGA -3'
, : Fw 5- ATCGGCTTTTTGCTCGACAC -3’
gr. : Rv 5- TTGCTGCCCAAATCTGTTGG -3’
hed3b : Fw 5'- TGATGTCTCCTTTGGGCTTCAG -3’
S : Rv 5'- ATTCATCGGCGGAACAATGC -3’
hed11b2 : Fw. 5- GAACAACGCTGGTGTTTGTG -3'
s : Rv. 5- AAGTTGACCTCCATGCATCC -3'
hed17b3 : Fw 5'- ATTGCTTCTGTCCCGTTTCC -3’
S : Rv 5'- ATGGAGCCACTGCCTGTATAAG -3’
hb : Fw 5'- TGCAGATCAGCAAAGAAGGC -3’
shog : Rv 5- TTGCTTACTTCCAGCGTGTG -3’
942 ; Fw. 5- CTCCGACGCTCCCAGTCCCA -3'
soxva : Rv. 5 GACGGCCGGGTGTTTTCGGT -3

502 5 Fw 5- AACCATCCGCTTTACACCAC -3’
srasa : Rv 5- TGTTTCAGGTTACGCAGCAC -3’
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Fw 5- TGTTGGTTACTGCCCACTTG -3’

srdsb.1 : Rv 5'- GCACATTGAAGCGTAGAGC -3'
5.2 Fw 5- TGGAGGATGAAGTGCTGAAGTC -3’
Srasb. Rv 5'- AATGCGGGCTGAAGTGAAAC -3’
7 Fw 5'- CGCCAGATCTTCAACGGTGTAT -3'
p Rv 5'- AGGCTCAGCAATCCTCAGCAT -3'
sh Fw. 5- ACCATCTGCACAGGGTTTTG -3'
S : Rv 5- ATCATATGTGCAGCCTCTCTG -3'
o1 Fw. 5- AACCACAGTGGAATCCGAAC -3'
uts Rv. 5- GATGCCTCCATTGTTTGGTC -3'
) Fw. 5- AGCTTAGAGCCGTTTTGTGC -3'
uecn Rv. 5- TGCGGAGTTCAGTGTTTCAC -3'
3 Fw. 5- CCAACATCATGAACGTCCTC -3'
ucn Rv. 5- AAATGTAGTGCGCCGAGAAG -3'
Sexado
a Fw 5'- CAACTTTGTCCAAACTCTGA -3'
my Rv 5'- TGATGCAGCATTTTGACACATTTA -3'
g-actin Fw 5'- GGATGACATGGAGAAGATCTGG -3'
Rv 5'- ATGGTGATGACCTGTCCGTC -3'
Heteroduplex mobility assay (HMA)
et : Fw 5- TCCTTAGTGCCGCATCT AC -3'
erar : Rv 5'- AGTTACCACGCACCACGTTG -3'
e Fw 5- AGAAACTTGGCTTGCTGATG -3'
erhr. Rv 5- TGTTTAACAGCTCTCTGCAG -3'
Off-target HMA
Chr10 Fw 5'- GGGCGCTTTCCTACACCAG -3'
r Rv 5'- TCACACATAAAGGGCCGCAG -3'
Chit5 Fw 5- TCGTGGGGAAGCTCATGTTC -3'
r : Rv 5'- CCGGTTCAGATGACCCAACA -3'
Chra Fw 5'- AGGGATGGGACACGTCATAG -3'
d Rv 5- TTATGCTGCTCAATCGTCCTC -3'
Chrs Fw 5'- CCATGCCAGTCCAATCCTGG -3'
r Rv 5- TCAGAGGAAGGCCTGTGTTC -3'
Chr12 Fw 5- CTTTAGTGTGCCAGAAGTGAT -3'
r : Rv 5- TTCCTGTTACTCCCAACCTG -3'
chr1 Fw 5'- ACATCTCACCCGCTAGTATC -3'
r Rv 5'- TGAACCACATTCTCGTGGTC -3'
Chr23 Fw 5'- TCAGCGTAGCAACCACAGAG -3

Rv 5- GTTGGAGCCAGGTGTCCATG -3'
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Las siguientes tablas se pueden consultar siguiendo el link:

Tabla 3. Lista de los 474 genes con expresion diferencial y fold change mayor que 1.5/-1.5

entre los tratamientos TAy TC.

Tabla 4. Términos GO (Procesos Biolégicos Y Funcion molecular) y Vias KEGG enriquecidas
entre los tratamientos TAy TC.

Tabla 5. Genes expresados diferencialmente entre las comparaciones de hembras genotipicas

(XX) y machos genotipicos (XY) de los diferentes tratamientos.
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