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Resumen

El conocimiento sobre las bases moleculares y fisioldgicas que determinan el sexo en los
reptiles es adn incompleto. La determinaciéon sexual es el proceso que guia a las génadas
bipotenciales (indiferenciadas) a desarrollarse en testiculos u ovarios. Puede iniciarse mediante
la activacién de un gen especifico (en especies con determinacién sexual genética -pura- DSG)
o la influencia del ambiente (en especies con determinacién sexual termo-dependiente -DST-por
ejemplo) o puede tener elementos de ambos. La diferenciacion gonadal se refiere al desarrollo
de 6rganos sexuales especializados (testiculos u ovarios).

El sexo de las crias de todas las especies de cocodrilidos y muchas especies de tortugas esta
determinado por el medio ambiente. La temperatura de incubaciéon de los huevos durante un
periodo critico de desarrollo (periodo termosensible-PTS-) es el principal factor que determina
el sexo en ausencia de cromosomas sexuales.

A su vez, en los vertebrados en general, los estrégenos son esenciales para el desarrollo ovérico.
Los estrogenos pueden anular la temperatura e inducir la diferenciacién ovdrica incluso a
temperaturas de masculinizacién. La administracion de 17p-estradiol durante el PTS anula los
efectos de la temperatura productora de machos, produciendo hembras fenotipicas en
Trachemys scripta, tortuga de orejas rojas, (Thunberg in Schoepff, 1792) y Alligator
mississippiensis, aligitor americano, (Daudin, 1802), entre otros. Este efecto se ha definido

como determinacion del sexo inducida por estrégenos (DSE;).

Caiman latirostris, yacaré overo (Daudin, 1802), es una de las dos especies de cocodrilidos que
habitan en Argentina. Es un reptil con DST; como ya se ha mencionado, huevos incubados a 30-
31°C produce el 100% de crias hembras, y la incubacién a 33-34 ° C produce solo machos.
Quedan definidas as{ la temperatura productora de hembras (TPH: 30°C) y la de machos (TPM:
33°0).

En general, se acepta que la temperatura inicia una cascada de eventos moleculares que
favorecen el desarrollo de un sexo u otro, alterando el control de la expresion génica y la
sefalizacidn celular de hormonas esteroides, receptores hormonales y enzimas esteroidogénicas.
Numerosos genes termo-sensibles estan implicados en la diferenciacion gonadal en especies con
DST: amh, sox-9, sf-1 y el gen que codifica para aromatasa (cyp19-al), entre otros. En algunas
especies de tortugas con DST, la actividad de la aromatasa es mas alta en génadas provenientes
de huevos incubados a TPH. A si mismo, los estrogenos son capaces de modificar la expresion
de diferentes genes como ya se ha visto en peces, tortugas y cocodrilidos, entre ellos, nuestro
grupo de trabajo ha demostrado que la expresion de sox-9 se ve alterada en hembras de C.
latirostris, en etapa postnatal, cuya determinacion sexual fue inducida por estrégenos.

Se conoce, que numerosos contaminantes presentes en el ambiente, cominmente denominados

quimicos perturbadores endocrinos (PEs), poseen la potencialidad de alterar la homeostasis del
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sistema endocrino afectando la salud, la reproduccién y el comportamiento de animales y
humanos y de sus progenies.

La atrazina es un herbicida ampliamente usado a nivel mundial, que ejerce su accidn a través de
la inhibicién de la fotosintesis. Posee probada actividad de PE en diferentes especies y su
principal efecto se asocia a su capacidad desmasculinizante de las génadas en peces teledsteos,
anfibios, reptiles y mamiferos. Se habla de "desmasculinizacién" de las génadas masculinas
como una disminucidn en las caracteristicas gonadales masculinas, que incluyen disminuciones
en el tamafio testicular, disminucién en el nimero de células de Sertoli, disminucién en la
produccidén de espermatozoides y disminucion en la produccién de andrégenos.

Dados estos antecedentes, nos propusimos profundizar en el conocimiento respecto a la biologia
del desarrollo y fisiologia del sistema reproductor del yacaré overo, investigar las complejas
interacciones entre genes y ambiente y establecer nuevas vias de accién de PEs, analizando
consecuencias de la exposicién prenatal a contaminantes PEs de origen industrial y aplicacion
agricola a nivel molecular, celular, tisular y organico.

Para ello, huevos de C.latirostris fueron recolectados poco después de la oviposicién (previo al
PTS), de una region ubicada en un area protegida (Reserva Natural “El Cachapé”) en la
provincia de Chaco, Argentina. Esta region, se caracteriza por una baja a moderada intervencion
antropica. Los huevos fueron transportados al laboratorio e incubados a una temperatura
constante de 30°C (TPH) 6 a una temperatura constante de 33°C (TPM).

Para definir la etapa de desarrollo de los embriones de C. latirostris se siguieron criterios ya
establecidos y al momento en que los embriones mostraran las caracteristicas propias del estadio
20 de desarrollo embrionario, se aplicaron los tratamientos topicamente sobre la cdscara del
huevo, en una unica dosis, antes del PTS. Quedando establecidos los diferentes grupos
experimentales. A los 30°C (temperatura de produccién de hembras- TPH) los huevos
recibieron vehiculo (50 pl de etanol absoluto), con el fin de estudiar las génadas embrionarias
femeninas obtenidas por temperatura (hembras-DST). A los 33°C (temperatura de produccion
de machos-TPM), los huevos recibieron diferentes tratamientos: por un lado, recibieron
vehiculo (50 pl de etanol absoluto), con el fin de estudiar las gonadas de embriones machos
obtenidas por temperatura (machos-DST). Otro grupo recibié una dosis de 1,4 ppm de 17p-
estradiol, para estudiar las génadas de hembras obtenidas por acciéon de los estrogenos
(hembras-DSE,) y el ultimo grupo lo formaron huevos incubados a TPM topicados con una
dosis ambientalmente relevante (0,2 ppm) de Atrazina (ATZ), con el fin de evaluar la accién de
este compuesto considerado como un potencial PE (Machos-DST-ATZ). Se seleccionaron tres
estadios de desarrollo embrionario para el estudio: estadio 22 (E22), correspondiente al inicio
del PTS, estadio 24 (E24) hacia el final de PTS y estadio 27 (E27) hacia el final del desarrollo

embrionario. En cada estadio, se obtuvieron las muestras de complejo GAM (Goénada-Adrenal-

12
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Mesonefro) para realizar las diferentes determinaciones en las génadas embrionarias. Se abarca
de este modo, desde el principio hasta el final de la determinacidn sexual y la diferenciacién
sexual embrionaria.

Nos propusimos evaluar las caracteristicas histo-morfoldgicas de la génada embrionaria en los
tres estadios estudiados y en todos los grupos experimentales mediante el procesado histolégico
del complejo GAM y posterior tincién tricrémica con picrosirius-hematoxilina. Ademds, nos
planteamos establecer la ontogenia embrionaria gonadal de la expresion de proteinas implicadas
en la proliferacion celular (PCNA), dafio del ADN (p63) y la apoptosis, como asi también de la
expresion de receptores hormonales: receptor de estrogenos o (REa) y receptor de progesterona
(RP). Se realiz6é mediante procesado histolégico y posterior inmunohistoquimica. Con el fin de
evaluar la presencia de la enzima aromatasa especifica para C. latirostris, en los diferentes
estadios de desarrollo embrionario; debimos generar una proteina recombinante Glutation-S-
Transferasa-Aromatasa con el objetivo de utilizarla como antigeno para la produccién de un
anticuerpo policlonal anti-Aromatasa. Por otra parte, dado que el tamafio y disposicién de las
gbnadas embrionarias no permiten que las mismas sean disecadas de manera quirdrgica, se
obtuvieron las gonadas aisladas mediante la técnica de micropuncién de Palkovits, y luego de
esto se evalud la expresiéon del ARNm de genes implicados en la determinacidn sexual y/o
diferenciacion gonadal: amh, sox9, sfl, aromatasa, mediante RT-PCR.

Los resultados de nuestro trabajo se presentaron comparando por un lado, los aspectos
sexualmente dimoérficos de la DST, analizando machos-DST y hembras-DST. Por otro lado, se
estudiaron comparativamente las hembras, aquellas obtenidas por DST y las obtenidas por
DSE,. Finalmente, se evaluaron las caracteristicas gonadales embrionarias de los machos,
comparando aquellos obtenidos por DST y expuestos a vehiculo (condicién control) con
aquellos obtenidos por DST pero expuestos a ATZ.

En primera instancia, la evaluacion de las caracteristicas histo-morfoldgicas y la expresion de
diferentes moléculas claves en el desarrollo embrionario a 30°C (TPH) y 33°C (TPM), nos
permitié ampliar el conocimiento sobre el desarrollo ovdrico y testicular embrionario de esta
especie. Hallamos dimorfismo sexual presente entre las génadas de hembras y machos de C.
latirostris obtenidas por DST, en tres etapas del desarrollo embrionario (22, 24 y 27). La
histoarquitectura gonadal embrionaria fue claramente diferente entre ambos grupos
experimentales en el estadio 27 de desarrollo. Ademds, demostramos que las génadas
embrionarias muestran también diferencias en la expresiéon proteica de los receptores de
estrogenos y progesterona de acuerdo al sexo, asi como en la expresion de la enzima aromatasa.
Observamos también, dimorfismo sexual en la proliferacion celular y la posible incidencia de
dafio del ADN en las células germinales a través de la expresion de p63 en hembras.

Finalmente, en la expresion génica hallamos patrones de expresion sexualmente dimorficos en
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todos los genes evaluados amh, sox-9 y cyp19-al (aromatasa) y sf-1. Ampliando de este modo el
conocimiento sobre la determinacién sexual y diferenciacién gonadal de esta especie a nivel
embrionario.

Al analizar las similitudes y diferencias de las génadas femeninas de C. latirostris en tres etapas
del desarrollo embrionario, obtenidas por DST y DSE,, demostramos que la histoarquitectura
gonadal comienza a mostrar diferencias entre estas hembras en la etapa embrionaria 24.
Ademads, las génadas de hembras-DSE, muestran alteraciones en la expresion proteica de los
receptores de estrégenos y progesterona, asi como en la expresiéon de la enzima aromatasa,
viéndose un incremento de la misma. Observamos también, un desequilibrio entre la
proliferacion celular y la apoptosis y la posible incidencia de dafio del ADN en las células
germinales en estas hembras, a través de la expresioén de p63. Finalmente, hallamos diferencias
entre estas hembras DST y DSE; en la expresion de genes claves en el desarrollo gonadal como
amh, sox-9 y cypl9-la (aromatasa), en los estadios de desarrollo de mayor sensibilidad al
ambiente, correspondientes al PTS. En resumen, nuestros resultados muestran que tanto en las
condiciones DST como DSE, se producen ovarios en embriones de C. latirostris. Sin embargo,
esas gonadas son diferentes entre si. Los cambios demostrados en embriones hembras-DSE,
reflejan la idea de que los compuestos ambientales con actividad estrogénica comprobada
podrian alterar la funcionalidad ovérica de C. latirostris adulto, poniendo en peligro su salud
reproductiva y el equilibrio de las poblaciones silvestres en el ecosistema.

Con el objetivo de evaluar la accién de una sustancia con probada accién perturbadora
endocrina, decidimos estudiar los efectos de la exposicidn in ovo a atrazina sobre la
determinacion sexual de C. latirostris. Encontramos modificaciones en la histoarquitectura
testicular embrionaria en estadio 27 y cambios en moléculas claves del desarrollo gonadal, tanto
a nivel proteico como a nivel génico, dos genes netamente vinculados a la diferenciacion
gonadal hacia testiculo: amh y sox-9, se vieron modificados por la accion de atrazina. Pudimos
describir el aumento de la expresion de aromatasa gonadal; la exposicion a ATZ modificé de
este modo, moléculas de la via estrogénica. Se alteré también, la proliferacién celular en los
machos-ATZ, lo que podria estar relacionado a un mayor dafio en el ADN de células
germinales, ya en etapas tan tempranas como las del desarrollo embrionario. En resumen, todos
los efectos generados, refuerzan la accion perturbadora endocrina ya comprobada de la atrazina,
feminizando los tejidos reproductores masculinos. Esto es especialmente significativo en
términos del impacto que la atrazina ambiental podria tener sobre el desarrollo y la reproduccién

de C. latirostris 'y tal vez sobre otras especies de vida silvestre.
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Abstract

The knowledge about the molecular and physiological bases that determine sex in reptiles is still
incomplete. Sexual determination is the process that guides bipotential (undifferentiated) gonads
to develop into testicles or ovaries. It can be initiated by the activation of a specific gene (in
species with genetic sex determination - pure - DSG) or the influence of the environment (in
species with thermo-dependent sexual determination -TSD-for example) or it can have elements
of both. Gonadal differentiation refers to the development of specialized sexual organs (testicles
or ovaries).

The sex of the offspring of all the crocodilian species and many species of turtles is determined
by the environment. The incubation temperature of the eggs during a critical period of
development (thermosensitive period-TSP-) is the main factor that determines sex in the
absence of sex chromosomes.

In turn, in birds and reptiles, estrogens are essential for ovarian development. Estrogens can
nullify the temperature and induce ovarian differentiation even at masculinization temperatures.
The administration of 17f-estradiol during the TSP cancels the effects of the producing
temperature of males, producing phenotypic females in 7. scripta and A. mississippiensis
among others. This effect has been defined as sex determination induced by estrogen (E,SD).

C. latirostris, yacaré overo, is one of the two species of crocodilian that habit in Argentina. It is
a reptile with TSD; as already mentioned, eggs incubated at 30-31°C produce 100% of female
offspring, while eggs incubated at 33-34°C produce 100% of male offspring. The production
temperature of females (TPF: 30°C) and that of males (TPM: 33°C) are defined.

In general, it is accepted that temperature initiates a cascade of molecular events that favor the
development of one sex or another, altering the control of gene expression and cell signaling of
steroid hormones, hormone receptors and steroidogenic enzymes. Some molecular events may
precede the formation of the histological architecture that characterizes a testicle or an ovary.
Numerous thermo-sensitive genes are involved in gonadal differentiation in species with TSD:
amh, sox-9, sf-1 and the gene coding for aromatase (cypl9-al), among others. In some species
of turtles with TSD, aromatase activity is higher in gonads from eggs incubated at TPF. In 10-
day-old yacarés we have already shown that the mRNA expression of amh and sox9 is sexually
dimorphic, with higher levels in males than in females. To itself, estrogens are capable of
modifying the expression of different genes as has already been seen in fish, turtles and
crocodilians, among them we have shown in our work group that the expression of sox-9 is
altered in females of C latirostris, in postnatal stage, whose sexual determination was induced
by estrogen.

It is known that many pollutants present in the environment, commonly known as endocrine

disrupting chemicals (EDCs), have the potential to alter the homeostasis of the endocrine
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system affecting the health, reproduction and behavior of animals and humans and their
progenies.

Atrazine is a widely used herbicide worldwide, which exerts its action through the inhibition of
photosynthesis. It has proven EDC activity in different species and its main effect is associated
with its ability to demystify the gonads in teleost fish, amphibians, reptiles and mammals. There
is talk of "desmasculinization" of male gonads as a decrease in male gonadal characteristics,
which include decreases in testicular size, decrease in the number of Sertoli cells, decrease in
sperm production and decrease in androgen production.

Given these antecedents, we set out to deepen our knowledge regarding the biology of the
development and physiology of the reproductive system of the yacaré overo, to investigate the
complex interactions between genes and the environment and to establish new action pathways
for PEs, analyzing the consequences of prenatal exposure to pollutants PEs of industrial origin
and agricultural application at the molecular, cellular, tissue and organic levels.

For this, eggs of C. latirostris (yacaré overo) were collected shortly after oviposition (prior to
the PTS), from a region located in a protected area (Natural Reserve "El Cachapé") in the
province of Chaco, Argentina. This region is characterized by a low to moderate anthropic
intervention. The eggs were transported to the laboratory and incubated at a constant
temperature of 30°C (TPF) or at a constant temperature of 33°C (TPM).

To define the stage of development of C. latirostris embryos, criteria already established were
followed and at the time when the embryos showed the characteristics of embryonic
development stage 20, the treatments were applied topically to the egg shell, in a single dose,
before the TSP. The different experimental groups are established. At 30°C-FTP the eggs
received vehicle (50 pl of absolute ethanol), in order to study the female embryonic gonads
obtained by temperature (TSD-females). At 33°C -TPM, the eggs received different treatments:
on the one hand, they received vehicle (50 pl of absolute ethanol), in order to study the gonads
of male embryos obtained by temperature (TSD-males). Another group received a dose of 1.4
ppm of 17B-estradiol, to study the gonads of females obtained by the action of estrogens (E,SD-
females) and the last group formed eggs incubated at TPM topicated with an environmentally
relevant dose (0, 2 ppm) of atrazine (ATZ), in order to evaluate the action of this compound
considered as a potential PE (TSD- ATZ -males). Three stages of embryonic development were
selected for the study: stage 22 (E22), corresponding to the start of PTS, stage 24 (E24) towards
the end of PTS and stage 27 (E27) towards the end of embryonic development. In which the
samples of GAM complex (Gonad-Adrenal-Mesonephro) were obtained to perform the different
determinations in the embryonic gonads. It is encompassed in this way, from the beginning to

the end of sexual determination and embryonic sexual differentiation.
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We aimed to evaluate the histo-morphological characteristics of the embryonic gonad in the
three stages studied and in all the experimental groups by means of the histological processing
of the GAM complex and subsequent trichrome staining with picrosirius-hematoxylin. In
addition, we set out to establish the gonadal embryonic ontogenesis of the expression of proteins
involved in cell proliferation (PCNA), DNA damage (p63) and apoptosis, as well as the
expression of hormone receptors: estrogen receptor o (REa) and progesterone receptor (PR). It
was performed by histological processing and subsequent immunohistochemistry. In order to
evaluate the protein presence of the aromatase enzyme specific for C. latirostris, in the different
stages of embryonic development; We had to generate a recombinant Glutathione-S-
Transferase-Aromatase protein with the aim of using it as an antigen for the production of a
polyclonal anti-Aromatase antibody. On the other hand, given that the size and disposition of
the embryonic gonads do not allow them to be dissected surgically, isolated gonads were
obtained by the Palkovits micropuncture technique, and after that the expression of the mRNA
of genes was evaluated. involved in sexual determination and / or gonadal differentiation. ambh,
sox9, sfl, cyp19-al, by g-PCR.

The results of our work were presented by comparing, on the one hand, the sexually dimorphic
aspects of the TSD, analyzing TSD-males and TSD-females. On the other hand, the females
were studied comparatively, those obtained by TSD and those obtained by E,SD. Finally, the
embryonic gonad characteristics of the males were evaluated, comparing those obtained by TSD
and exposed to vehicle (control condition) with those obtained by TSD but exposed to ATZ.

In the first instance, the evaluation of the histo-morphological characteristics and the expression
of different key molecules in the embryonic development at 30 °© C (FPT) and 33 ° C (TPM),
allowed us to expand the knowledge about embryonic ovarian and testicular development of this
species. We found sexual dimorphism present between the gonads of females and males of C.
latirostris obtained by DST, in three stages of embryonic development (22, 24 and 27). The
embryonic gonad histoarchitecture was clearly different between both experimental groups at
stage 27 of development. In addition, we show that embryonic gonads also show sexual
dimorphism in the protein expression of estrogen and progesterone receptors, as well as in the
expression of the aromatase enzyme. We also observed sexual dimorphism in cell proliferation
and the possible incidence of DNA damage in germ cells through the expression of p63 in
females. Finally, in gene expression we found sexually dimorphic expression patterns in all
genes evaluated amh, sox-9, cypl9-al (aromatase) and sf-/. Expanding in this way the
knowledge about sexual determination and gonad differentiation of this species at the
embryonic level.

When analyzing the similarities and differences of the female gonads of C. latirostris in three

stages of embryonic development, obtained by TSD and E,SD. We demonstrate that the gonadal
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histoarchitecture begins to show differences between these females in the embryonic stage 24.
In addition, the gonads of E,SD-females show alterations in the protein expression of the
estrogen and progesterone receptors, as well as in the expression of the aromatase enzyme,
Seeing an increase in it. We also observed an imbalance between cell proliferation and
apoptosis and the possible incidence of DNA damage in the germ cells in these females, through
the expression of p63. Finally, we found differences between these females TSD and E,SD in
the expression of key genes in gonad development such as amh, sox-9 and cypl9-al
(aromatase), in stages of development of greater sensitivity to the environment. In summary, our
results show that in both conditions they produce ovaries in C. latirostris embryos. However,
those gonads are different from each other. The changes demonstrated in female embryos- E,SD
reflect the idea that environmental compounds with proven estrogenic activity could alter the
ovarian functionality of adult C. latirostris, endangering their reproductive health and the
balance of wild populations in the ecosystem.

In order to evaluate the action of a substance with proven endocrine disruptive action, we
decided to study the effects of in ovo to atrazine exposure on the sexual determination of C.
latirostris. We found modifications in the embryonic testicular histoarchitecture in stage 27 and
changes in key molecules of gonadal development, both at the protein level and at the gene
level, two genes clearly linked to the gonadal differentiation to the testicle: amh and sox-9, were
modified by the atrazine action. We were able to describe the increase in gonadal aromatase
expression, modifying molecules of the estrogenic pathway. The cell proliferation in the ATZ
males was altered, which could lead to greater damage in the germ cell DNA. As early stages as
those of embryonic development. In summary, all the effects generated reinforce the already
proven endocrine disturbing action of atrazine, feminizing the male reproductive tissues. This is
especially significant in terms of the impact that environmental atrazine could have on the

development and reproduction of C. latirostris and perhaps on other wildlife species.
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1.1 Determinacion sexual y diferenciacion gonadal.

El conocimiento sobre las bases moleculares y fisiolégicas que determinan el sexo en los
reptiles es atin incompleto. La determinacion sexual es el proceso que guia a las génadas
bipotenciales (indiferenciadas) a desarrollarse en testiculos u ovarios. Puede iniciarse mediante
la activacién de un gen especifico (en especies con determinacién sexual genética -pura- DSG)
o la influencia del ambiente (en especies con determinacién sexual termo-dependiente -DST-por
ejemplo) o puede tener elementos de ambos. La diferenciacion gonadal se refiere al desarrollo
de 6rganos sexuales especializados (testiculos u ovarios). Segiin estas definiciones, el proceso
de determinacién sexual guia a la diferenciacién gonadal y finaliza cuando el desarrollo gonadal

queda comprometido irreversiblemente a ser un testiculo o un ovario[1].

1.1.1 Determinacion sexual genética.

Existen genes determinantes del sexo, uno o varios, que pueden o no localizarse en un
cromosoma sexual. Estos genes corresponden a una serie alélica en donde masculino (m) es
dominante frente a hermafroditismo (h), y hermafroditismo dominante frente a femenino (f).
Este sistema es muy habitual en plantas. Asi, los individuos machos serdn los que presenten
genotipos mm, mh y mf; hermafroditas los de genotipo hh y hf y inicamente los genotipos ff

seran de hembras|[2].

1.1.2 Determinacién sexual Cromosdémica.
Mediada por cromosomas sexuales, pudiendo diferenciar entre la presencia de
heterocromosomas o por el contrario, de un solo cromosoma sexual.

a) Sistema XY
Es el sistema de determinacién en humanos y mayoria de mamiferos, asi como equinodermos,
moluscos y algunos artrépodos. El cromosoma Y es el determinante de masculinidad. Las
hembras son el sexo homogamético y por tanto tienen dos cromosomas sexuales homélogos
(XX), mientras que los machos son el sexo heterogamético y tienen dos cromosomas distintos
(XY). El cromosoma Y es el determinante de masculinidad gracias a la presencia en €l de una
serie de genes que determinan el desarrollo gonadal. La sefial primaria para la distincién
testicular de la génada indiferenciada, que en un principio es bipotencial, es la presencia y
expresion del gen Sry. Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma Y. Es el testiculo el
que una vez diferenciado producird las hormonas que controlardn la diferenciacion de los
genitales masculinos internos y externos. En el caso de las hembras la ausencia del gen Sry
ocasiona que la génada se desarrolle como ovario y los genitales como femeninos. Pero ademas
de este gen existen otros muchos que determinan el desarrollo en uno u otro sentido del
individuo[3].

b) Sistema ZW

21



Introduccion

Existen dos cromosomas sexuales, W y Z. Los individuos heterogaméticos, ZW, son las
hembras, y los homogaméticos los machos, ZZ. Este sistema es el habitual en aves, mariposas,
algunos anfibios y reptiles y, dada su enorme variedad de mecanismos de determinacion,
también en algunos peces.

La gran diversidad de formas en la que se determina el sexo, indica que las transiciones entre los
mecanismos determinantes han ocurrido repetidamente a lo largo del arbol de la vida. Estas
transiciones se ilustran claramente cuando los mecanismos de determinacion del sexo se
muestran en un contexto filogenético (Fig. 1). Algunas transiciones son antiguas y han dado
lugar a mecanismos de determinacién del sexo relativamente estables en todos los miembros de
un mismo clado.

Por lo tanto, un sistema XX/XY regulado por Sry se encuentra virtualmente en todos los
mamiferos térmicos; un sistema ZZ/ZW esté presente en todas las aves, incluidas las ratites (por
ejemplo, avestruces y emues); y la DST ocurre en todos los cocodrilos. En otros casos, las
transiciones se han producido entre especies estrechamente relacionadas o incluso entre
poblaciones dentro de una sola especie. Por ejemplo, los sistemas ZZ/ZW y XX/XY se
encuentran entre las diferentes poblaciones de la rana japonesa, Glandirana rugosa (Temminck
and Schlegel, 1838 — Anura, Ranidae) , y la heterogamia femenina evoluciona al menos dos

veces de forma independiente dentro de la misma especie[4].
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Figura 1: Diferentes mecanismos de determinacidn sexual entre los principales clados de los vertebrados
0seos. Algunos grupos muestran un tinico mecanismo para todas las especies del mismo clado, mientras
que otros utilizan varios mecanismos y hay casos en los cuales el proceso de determinacién sexual.

Modificada de Gamble y col., 2012 [4].
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1.1.3 Determinacion sexual Ambiental

1.1.3.1 Determinacién dependiente de temperatura

Después de la fertilizacion de los ovocitos, el sexo de las crias de todas las especies de
cocodrilidos y muchas especies de tortugas estd determinado por el medio ambiente. La
temperatura de incubacién de los huevos durante un periodo critico de desarrollo (periodo
termosensible-PTS-) es el principal factor que determina el sexo de la progenie en ausencia de
cromosomas sexuales[5]. Se ha encontrado que los cambios de temperatura afectan la
diferenciacion sexual de las génadas, sélo durante un cierto periodo en la incubacién de los
huevos de reptiles. Este periodo generalmente corresponde a los primeras etapas de la
diferenciacion de la histologia gonadal [6]. Se ha determinado, de manera experimental, tanto
para Alligator mississippiensis, aligdtor americano (Daudin, 1802 -Crocodilia, Alligatoridae)
como para Caiman Latirostris, yacaré overo (Daudin, 1802 -Crocodilia, Alligatoridae) los
rangos de temperatura para obtener el 100% de animales de un mismo sexo y el periodo ventana
de sensibilidad a la temperatura. Asi, para estas especies una temperatura de incubacién
constante a 30-31°C produce el 100% de crias hembras, 32°C produce aproximadamente 70%
de hembras, y la incubacidn a 33-34 ° C produce solo machos. El rango de temperatura de
variacion en el porcentaje de machos y hembras es >31°-<33°C [7-9]. A su vez, el PTS abarca
el tercer tercio de desarrollo embrionario, entre los estadios 21 a 24 y coincide con la
diferenciacién gonadal [10,9]. A su vez, las especies estudiadas del orden Crocodilia tienen un
patrén de determinacidn sexual por temperatura donde la incubacion a temperaturas intermedias
produce principalmente machos, mientras que la incubacién a temperaturas bajas y altas
produce principalmente hembras [11-12,10]. Por otra parte, la tortuga Trachemys scripta,
tortuga de orejas rojas, (Thunberg in Schoepff, 1792 — Testudines, Emydidae),
la temperatura de incubacion para la obtencién de machos es de 26°C y la de hembras 32°C. Es
decir, que los rangos de temperatura de determinacion de sexo estan invertidos respecto a los

aligitores[13] tal como se muestra en la figura 2.
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Figura 2: Patrones de determinacion sexual por temperatura en cuatro especies de reptiles. Modificada de

Gilbert, 2000 [12].

1.1.4 Evolucion de la determinacion sexual

Los dinosaurios y los cocodrilos son miembros de Archosauria, un importante grupo de
diapsidos que aparecid en el periodo tridsico temprano, hace unos 245 millones de afios (m.a).
Para el periodo Tridsico tardio (225 m.a), los representantes dominantes eran dinosaurios,
campeosaurios, pterosaurios y cocodrilos [14]. En este escenario, se asume que la DST ha sido
la forma dominante de determinacién sexual durante gran parte de la era Paleozoica de 500 a
245 m.a. (Fig. 3). Se sugiere que la DSG (ambas formas XY y ZW) evoluciond en algunos
grupos anfibios y reptiles (notablemente sinapsidos y fenodontes) antes del evento de extincién
pérmica (P-T) de 245 m.a atrds. Los Archosaurios probablemente no habian desarrollado DSG
en el momento de su aparicién a mediados del Tridsico, pero habria surgido una forma ZW en el
grupo que dio origen a las Ornithuriae. Al igual que los anfibios y los peces, estos reptiles y los
primeros mamiferos desarrollaron independientemente un conjunto homomérfico "primitivo" de
cromosomas sexuales (XY o ZW) derivados de autosomas ancestrales. Con el tiempo, las
regiones no recombinantes en Y y W contribuyeron a un proceso de decadencia y reduccién que
ha llevado a cromosomas sexuales marcadamente heteromoérficos en euterios y marsupiales

(XY) y en aves y viboras (ZW).
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Figura 3: Cronologia de la determinacién sexual durante el tiempo geoldgico. Modificada de Miller y

col., 2004.[15]

1.1.5 Determinacion sexual inducida por estrégenos (DSE»).

En los vertebrados en general, los estrégenos son esenciales para el desarrollo ovdrico. Los
estrogenos pueden anular la temperatura e inducir la diferenciacién ovdrica incluso a
temperaturas de masculinizacién[12]. La administracion de 17(3-estradiol durante el PTS anula
los efectos de la temperatura productora de machos, produciendo hembras fenotipicas en 7.
scripta y A. mississippiensis entre otros [16,13,17]. Este efecto se ha definido como reversion
del sexo o determinacién del sexo inducida por estrégenos (DSE;) [18-22]. Ademads, se ha
propuesto la administracion de 17pB-estradiol durante el PTS como una forma alternativa de
mejorar la recuperacion de especies de reptiles amenazadas, al inclinar la proporcién de
poblacién por sexos a una que favorezca a las hembras reproductoras [23]. A su vez, la DSE,
también se ha descripto en C. latirostris [8-9].

Existe un acuerdo general de que en la determinacién del sexo en la hembra, la aplicacién de
estrogenos es el equivalente fisiolégico de la temperatura de incubacion [13]. Los estrogenos
actian principalmente a través de sus receptores especificos y los niveles de expresion del
receptor pueden reflejar la sensibilidad de un 6rgano/ tejido a estos esteroides. Los estrégenos
estan implicados en la diferenciacién de las génadas, maduracion del tracto reproductivo y

comportamiento durante el apareamiento [24-25].
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Ademds, se ha observado que en huevos de tortugas, aligdtores y yacarés, tratados con
xenoestrégenos, la determinacion sexual de los machos también puede verse alterada [16-
17,9,26].

Es por este motivo que reviste tanta importancia el estudio de la induccién sexual mediante
estrégenos en especies con DST como biomarcador para la evaluacién de compuestos con

potencial accién de perturbacién endocrina.

1.2 Genes implicados en la diferenciacion gonadal.

Cada estadio de la diferenciacidon gonadal en vertebrados, estd gobernado por numerosos genes
que cumplen diferentes roles e interactian unos con otros. En reptiles no se ha identificado un
gen equivalente al gen SRY que, en mamiferos, actia como un iniciador en la via que guia el
desarrollo de los testiculos[27]. Muchos genes termo-sensibles estdn implicados en la
diferenciacion gonadal en especies con DST: amh, sox9, sfl y el gen que codifica para
aromatasa (cypl9al); siendo la regulacién que unos ejercen sobre otros intensamente
estudiada[28-29] (Tabla 1).

En general, se acepta que la temperatura inicia una cascada de eventos moleculares que
favorecen el desarrollo de un sexo u otro, alterando el control de la expresidon génica y la
sefalizacidn celular de hormonas esteroides, receptores hormonales y enzimas esteroidogénicas
[30]. Algunos eventos moleculares podrian preceder a la formacién de la arquitectura
histoldgica que caracteriza un testiculo o un ovario [31].

El factor de transcripcion, Sox-9 (SRY box-9), es un miembro de la gran familia de genes SOX
regulados por el desarrollo que estdn relacionados en virtud de compartir > 50% de identidad de
aminoécidos con la secuencia de HMG (conjunto de proteinas de unién a ADN de SRY) [32].
Sox-9 en ratones y humanos contiene dos dominios de activacién transcripcional, lo que indica
que es un factor de transcripcion tipico [33]. Sox-9 estd altamente conservado en el nivel de
aminoacidos y el gen muestra regulacién positiva testiculo-especifica en todos los vertebrados
examinados hasta la fecha. Este hallazgo indica que sox-9 puede representar un gen ancestral
que determina el sexo y que los mamiferos han evolucionado posteriormente a SRY como un
mecanismo de union al cromosoma Y [34].

La hormona antimulleriana (AMH) es la primera proteina conocida secretada por células de
Sertoli diferenciadas en el testiculo. Por lo tanto, Sox-9 y Amh son dos componentes clave de la
determinacién de testiculos en mamiferos y la diferenciacion de estas génadas [34]. En yacarés
de 10 dias de edad, se ha demostrado que, la expresion del ARNm de amh y sox9 es
sexualmente dimoérfica, con niveles mas elevados en machos que en hembras[35]. El gen Sf-7
(Ad4BP) se requiere en mamiferos para la formacién de los 6rganos esteroidogénicos primarios:

la glandula suprarrenal y la génada. Sf-1 también es probable que tenga un papel en el desarrollo
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de testiculos. La mutacién en Sf-/ humana da como resultado disgenesia gonadal XY e
insuficiencia suprarrenal [36]. Sf-/ es un receptor nuclear huérfano (ligando desconocido) y
tiene un dominio de unién a ADN que comprende dos dedos de zinc altamente conservados. Sf-
1 regula positivamente muchos genes implicados en la esteroidogénesis, incluidos los genes
que codifican la aromatasa y la 3b-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que estdn implicados en la
produccién de estrégenos y testosterona por los linajes celulares esteroidogénicos gonadales
[37]. Sf-1 también regula la expresion de genes no esteroideos en el testiculo, como AMH. Sf-1
se sinergiza con wt-1 e interactiia con sox-9 para transactivar el promotor de amh in vitro [38].
DAX1 puede reclutar el co-represor N-CoR a Sf-1 in vitro, reduciendo asi su actividad [39]. En
todos los vertebrados examinados hasta la fecha, la expresién de Sf-1 se observa en el primordio
gonadal antes de la determinacién del sexo, apoyando un papel para SF1 en el establecimiento
de una génada funcional bipotencial. Sin embargo, los cambios en las cantidades relativas de Sf-
I en las génadas masculinas y femeninas durante el periodo de determinacién del sexo son
notablemente variables entre las especies. En la especie de tortuga de orejas rojas,que utiliza la
determinacion del sexo dependiente de la temperatura, la expresioén de Sf-I se mantiene en los
machos y se regula negativamente en las hembras durante el periodo sensible a la temperatura
[40]. Sin embargo, en los caimanes, que también usan la determinacién del sexo temperatura
dependiente, la expresion de Sf-/ se mantiene en las hembras y se regula negativamente en los
machos de la etapa 23, durante el periodo sensible a la temperatura [41].En pollos, la expresion
de Sf-1 se mantiene en los machos, pero se regula positivamente en las hembras durante el

periodo de determinacidn del sexo [42-43].

1.3 Rol de la enzima aromatasa en la determinacion sexual y diferenciacion gonadal.

La citocromo P450 aromatasa (aromatasa) es la enzima responsable de la conversién de los
andrégenos en estrogenos, y como tal desempefia un papel clave en muchas funciones
bioldgicas que dependen de los estrégenos, incluyendo la diferenciacion sexual durante el
desarrollo embrionario en vertebrados [44]. En algunas especies de tortugas con DST, la
actividad de la aromatasa es mds alta en goénadas provenientes de huevos incubados a TPH[45-
46]. El tratamiento de huevos con un inhibidor de la aromatasa para bloquear la sintesis de
estrogenos inhibe el desarrollo ovarico en embriones de cocodrilo incubados a TPH. A pesar de
ello, la génada no se hallé totalmente masculinizada [47]. En cambio, en tortugas [48] y aves
[49], se ha logrado la masculinizacién completa de la génada mediante este tratamiento. Estos
datos indican que los estrégenos serian necesarios para el desarrollo gonadal femenino en estas
especies y que, en ausencia de estrégenos, se desarrollaria el testiculo [S0]. Varios estudios
realizados en todo el complejo gonadal/adrenal/ mesonefros (GAM) no encontraron diferencias

entre las temperaturas de producciéon de machos y hembras, en el contenido endégeno de
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estrégenos, la actividad de la aromatasa o la expresion del gen de la aromatasa durante el PTS
para la determinacién del sexo [51,50,17]. Esta falta de expresién de la aromatasa gonadal
enddgena hasta el final del desarrollo llevé a la hipdtesis contradictoria de que los estrégenos
enddgenos no estdn implicados en la diferenciacion ovérica temprana en las especies de TSD.
Se propuso que tejidos distintos de las génadas proporcionan al sitio la sensibilidad térmica
primaria, asi como la fuente de estrégeno para el desarrollo ovérico temprano. De esta forma, la
aromatasa serfa un elemento descendente en la cascada de desarrollo de TSD [52]. Sin embargo,
los experimentos y ensayos llevados a cabo en génadas aisladas (separadas de la adrenal /
mesonefros) proporcionan evidencia de que las génadas responden a los cambios de temperatura
modificando su diferenciacién sexual y son el sitio de la actividad de la aromatasa y la sintesis
de estrégenos durante el PTS [53]. Los trabajos realizados en Xenopus laevis mostraron que el
ovocito participa significativamente en la sintesis de estrégenos ovdricos y esto puede ser una

caracteristica comun de los vertebrados vitelogénicos [54].
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Tabla 1. Genes, esteroides y enzimas involucrados en la determinacién sexual en vertebrados.*

Factor determinante del

Nombre completo

Definiciéon o funcion para el desarrollo sexual

sexo
Gen

SRY Regién Y determinante del sexo Principal factor determinante de testiculo, localizado en el cromosoma Y. Se encuentra en
mamiferos placentarios.

s0x9 SRY-like HMG box Regula la transcripcion del gen de la hormona anti-miilleriana en mamiferos. Involucrado
en la diferenciacién testicular.

sf1 Factor 1 esteroidogénico Involucrado en la formacién de érganos esteroidogénicos primarios (gldndulas adrenales y
gbnadas). Participa en el desarrollo testicular y en la regulacién de amh.

wtl Gen supresor del tumor de Wilms Factor de transcripciéon involucrado en el desarrollo urogenital. Necesario para el
mantenimiento de los tibulos seminiferos y de las células de Sertoli en mamiferos.

amh Hormona anti-miilleriana Regula a la proteina AMH, la cual inhibe el desarrollo de los ductos de Miiller y es clave en
el desarrollo testicular.

dmrtl Doublesex- and mab-3 related | Factor de transcripcién involucrado en la diferenciacion gonadal, pero su rol no estd

transcription factor completamente dilucidado.
daxl Reversién sexual dosaje-sensible Puede antagonizar la funcién SRY en mamiferos. Reprime la expresioén de sfl y wtl y es

importante en la diferenciacién ovdrica.

Hormonas esteroides y
enzimas esteroidogénicas

DHT Dihidrotestosterona Andrégeno no aromatizable, involucrado en el desarrollo testicular.
T Testosterona Andrégeno involucrado en el desarrollo testicular.

E, 17pB-estradiol Estrégeno involucrado en la diferenciacién ovdrica.

Aromatasa |- Enzima que convierte andrégenos en estrégenos.

Reductasa |- Enzima que convierte testosterona en dihidrotestosterona.

*Con la excepcién del gen SRY, todos los factores enumerados se encuentran en todos los vertebrados y cumplen funciones similares tanto en especies con DST

como en aquellas con DSG.
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1.4 Mecanismos de proliferacion y muerte celular relacionados con la determinacion
sexual y diferenciacion gonadal.

Como es bien sabido, los procesos de proliferacion y apoptosis estdn estrechamente
relacionados con la determinacién del sexo y la diferenciacién gonadal. La diferenciacién
ovérica en los caimanes se caracteriza por la proliferacion de células germinales en el corteza
gonadal [55], mientras que la apoptosis de las células germinales estd relacionada con la
diferenciacion del testiculo en algunas especies de peces [56]. Ademds, se relaciona la apoptosis
de células germinales con la pérdida de ovocitos durante el establecimiento de la reserva de
foliculos primordiales, en la mayoria de los mamiferos hembras [57]. TAp63 es una isoforma de
p63, perteneciente a la familia p53 de factores de transcripcién. Esta isoforma, es el nico
miembro de la familia p53 identificado hasta el momento, que participa en la respuesta de dafio
del ADN en los ovocitos de los mamiferos. TAp63 se ha propuesto como el "guardidn de la
recombinacidn meidtica", conduciendo a la apoptosis cualquier ovocito que no retina sus brazos
cromosémicos a tiempo [58]. Esta proteina induce la detencién del ciclo celular e inicia la
reparacion del ADN o la apoptosis en el ratén después del proceso de cruce cromosémico [59].
Generalmente se acepta que la apoptosis gonadal es un proceso hormonalmente regulado. Los
estrogenos son reguladores potenciales de la apoptosis gonadal durante la diferenciacién sexual
en peces [60,56]. A nuestro conocimiento, la presencia de p63 nunca antes se ha descrito en

reptiles no avianos.

1.5 Caiman latirostris (yacaré overo).

En Argentina, habitan dos especies de cocodrilidos (Crocodylia: Alligatoridae); el yacaré overo,
fato o de hocico ancho (Caiman latirostris — Daudin, 1802) (Fig.4) y el yacaré negro (Caiman
yacaré — Daudin, 1802) [61]. Ambas especies comparten gran parte de su distribucién, pero C.
latirostris llega mds al sur que C. yacaré. [62]. Se ha registrado la existencia de C. yacaré en
Formosa, Chaco, Corrientes y Santa Fe,
mientras que el yacaré overo ademads llega a
Entre Rios, Misiones, Salta y Jujuy (Fig. 5).
La mayor distribucién de C. latirostris
dentro del territorio nacional y su alcance
mas austral, se debe a que esta especie tiene

una mayor tolerancia climatica [61]

\ P O By o / Figura 4: Ejemplar adulto de C. latirostris-

yacaré overo. Fotografia obtenida en la reserva natural “El Cachapé”- provincia de Chaco.
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Los yacarés son reptiles de hdbitos anfibios que pasan la mayor parte del tiempo en el agua,
donde satisfacen la mayoria de los requisitos de la vida[63]. A su vez, son vertebrados
poiquilotermos que alcanzan una longitud médxima aproximada de 2,5 m con un peso de 80-90
kg y son depredadores oportunistas[64].

En Argentina, a partir del afio 1990, la situacién poblacional de C. latirostris ha mejorado
debido al desarrollo y aplicacién de programas de rancheo que promueven el uso sustentable del
yacaré fomentando la conservacién de la especie y su hébitat al otorgarle valor econémico. En
el marco del estos programas se realiza la cria de animales en cautiverio, los cuales son
identificados al nacimiento, para luego realizar un seguimiento de los individuos en su hébitat
natural. En Argentina, C. latirostris ha sido transferido al apéndice II de la Convencion Sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES)[65], lo

cual significa que es una especie no amenazada de extincién[66].

PARAGUAY

Figura 5: Distribucion geografica de C. latirostris y C. yacare en Argentina. Mostrando el drea
compartida por ambas especies y el drea exclusiva de C. latirostris. Modificado de Poletta y col. 2009

[67].

1.5.1 Biologia Reproductiva

La madurez sexual del yacaré ocurre una vez que los animales alcanzan un tamafio aproximado

de 120-140 cm. En animales silvestres esto puede tener lugar entre los 6 y 10 afios de edad, en
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funcién del ambiente y del estado nutricional [68-70] siendo la expectativa de vida del yacaré
semejante al humano.

La reproduccién es estacional, el cortejo y la cépula se producen durante la primavera (octubre-
diciembre), y los nacimientos ocurren a fines del verano y comienzos de otofio (febrero-abril)
[71]. Sin embargo, pueden presentarse desfases debidos a irregularidades en las precipitaciones,
temperaturas ambientales y el nivel de las aguas [68]. Durante la época de apareamiento, los
individuos con capacidad reproductiva se congregan en cuerpos de agua con cierta profundidad
donde ocurre la cépula y la fecundacion. Las hembras gravidas construyen, en horario nocturno,
un nido en forma de monticulo con material caracteristico del lugar en las proximidades del
agua, de manera que las crias puedan acceder facilmente a ella [72-73].

La ovipostura es tnica [8,74], con un tamafio que varia entre 18 y 50 huevos [75]. Durante la
incubacién la hembra tiene conducta de vigilancia del nido. Mantiene la correcta humedad del
mismo, sea mojandolo o facilitando la pérdida de agua luego de lluvias. Mantiene la
temperatura de incubacién, promoviendo el proceso de descomposicién del material de nido a
través de la orina o deposiciones que efectia sobre él. Sin embargo, no tiene contacto con los
huevos hasta el momento de la eclosion [75]

Para lograr una incubacidn exitosa, la humedad de la cdmara de incubacién debe estar cerca del
95% y la temperatura promedio debe estar entre los 30°C y los 32°C. C. latirostris es un reptil
con DST; como ya se ha mencionado, huevos incubados a 30-31°C produce el 100% de crias
hembras, y la incubacién a 33-34 ° C produce solo machos. Quedan definidas asf la temperatura
productora de hembras (TPH: 30°C) y la de machos (TPM: 33°C), a temperaturas intermedias
dan porcentajes variables de ambos sexos [8-9,76].

Los huevos resisten temperaturas entre 25°C y 36°C, siempre que estas condiciones no se
prolonguen en el tiempo [75]. Dependiendo de la temperatura media, el periodo de incubacién
dura entre 65 y 90 dias. Temperaturas de incubacién mayores aceleran el proceso, mientras que
temperaturas bajas, lo retardan [77].

Como sucede en la mayoria de los cocodrilidos, la pérdida de individuos durante el proceso de
incubacion y el primer afio de vida, en la naturaleza, alcanza el 90% de los huevos depositados
en una temporada [68]. Los factores mds influyentes en esta situacién son la depredacién e
inundacién durante el periodo de incubacién de los huevos y la sequia, frio y depredacion
durante el primer afio de vida [78].

La estrategia reproductiva de la especie, como en el caso de la mayoria de los reptiles, es
producir una fragil pero abundante descendencia, lo que garantiza que al menos unos pocos

individuos lleguen a la adultez.
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1.6 Perturbacion endocrina.

Los seres humanos y la vida silvestre estin expuestos a numerosos contaminantes
hormonalmente activos cominmente denominados quimicos perturbadores endocrinos (PEs) y
su presencia pone en riesgo la salud del ecosistema [79]. Los PEs son compuestos exdgenos con
la potencialidad de alterar la homeostasis del sistema endocrino afectando la salud, la
reproduccion y el comportamiento de animales y humanos y de sus progenies[80]. Una inmensa
variedad de compuestos quimicos de uso industrial, agropecuario y/o doméstico contaminan el
ambiente y han sido caracterizados como PEs [81]. La mayoria de las sustancias PEs conocidas
exhiben actividad estrogénica y se clasifican como xenoestrégenos [82].

Las acciones de los estrogenos estin mediadas por una plétora de mecanismos moleculares que
constituyen vias diferentes a través de las cuales los PEs desencadenan sus efectos. Los efectos
de la exposiciéon medioambiental a los PEs sobre la fauna estdn ampliamente documentados
[83,76,84-86]. Los avances del conocimiento en el campo de la perturbaciéon endocrina han
permitido determinar ademds, efectos sobre el metabolismo y su capacidad de actuar como
obesdgenos [87]. Actualmente, se reconoce que la exposicion a PEs durante etapas criticas del
desarrollo pueden generar una mayor susceptibilidad hacia enfermedades no transmisibles tales
como cancer, enfermedades respiratorias crénicas y diabetes mellitus [88]. Estudios hechos en
aves indican que el desarrollo gonadal de aves urbanas se da mas tempranamente que el de las
rurales y esta diferencia se debe al aumento de la actividad endocrina de las mismas [89].
Aunque se reconoce que deberian realizarse mas estudios, se ha relacionado la exposicién a
diversos PEs con la pubertad precoz [90,88]. Debido a la presencia medioambiental de de PEs y
la gran variedad de efectos que estos pueden tener sobre los ecosistemas y el hombre, es
necesario detectar su presencia a través de signos tempranos de alerta.

Los organos reproductores de yacaré overo tanto hembras, como machos son altamente
sensibles a los efectos de los PEs tales como el endosulfin, la atrazina y el bisfenol A
[91,35,76,9]. La exposicion prenatal a estrogenos o PEs modifica la dindmica folicular ovarica y
los niveles de esteroides hormonales en las hembras posnatales [76]. Otros resultados revelaron
que la exposicién postnatal temprana a PEs altera el patrén de expresion temporal y espacial de
los biomarcadores de diferenciacion histofuncional en el oviducto en estadios juveniles y
adultos [92]. Dado que C. latirostris puede estar naturalmente expuesto a PEs [84-85], la
biisqueda de conocimientos sobre el mecanismo de accion de los estrégenos sobre esta especie
es de particular interés tanto para evaluar el impacto de los PEs en caimanes, como para

caracterizar mejor a C. latirostris como monitor bioldgico de la salud del ecosistema.
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1.7 Especie centinela.

Puesto que la presencia de PEs en el medioambiente y sus efectos deletéreos son hechos
ampliamente probados, es necesario el control y monitoreo del ecosistema para garantizar la
salud del mismo. Una de las formas en las que este control puede realizarse, es a través del
estudio de distintas especies domésticas y/o silvestres denominadas organismos centinelas [93].
El concepto de organismo centinela fue definido por Stahl como “cualquier organismo no-
humano que pueda reaccionar ante un contaminante ambiental, antes de que el contaminante
impacte sobre los humanos™ [94].

Una de las formas en la cual los organismos centinelas ofrecen informacién es a través de
indicadores precisos y tempranos de alerta o biomarcadores. Un biomarcador, puede definirse
como “una respuesta bioldgica a un compuesto quimico o a diferentes compuestos quimicos que
provee una medida de exposicion y a veces, también de efectos toxicos” [95]. Desde un punto
de vista mas especifico, los biomarcadores son “medidas en los niveles molecular, bioquimico o
celular, tanto en poblaciones naturales provenientes de hdbitats contaminados, como en
organismos expuestos experimentalmente a contaminantes, y que indican que el organismo ha
estado expuesto a sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta del organismo al

contaminante”.

1.7.1 Caiman latirostris como organismo centinela de contaminacién ambiental.

La seleccion de una especie para ser utilizada como centinela de contaminacién ambiental,
requiere de la consideracidn de una serie de atributos[96].

- Tener amplia distribucién en la zona a ser evaluada.

- Ser abundante y suficiente para hacer el muestreo estadisticamente significativo y ldgicamente
posible.

-Tener un tamaiio suficientemente grande como para proporcionar adecuadamente las muestras
de tejidos y fluidos biol6gicos necesarias para el estudio de los biomarcadores seleccionados.

- Tener sensibilidad al compuesto o grupo de compuestos que desea evaluarse. La sensibilidad
debe ser mayor que la de los seres humanos, para proporcionar una alerta temprana a través de
biomarcadores.

- Debe bioacumular el compuesto que desea evaluarse a concentraciones medibles o tener
cambios fisiolégicos o conductuales medibles en respuesta al agente o tipo de agente en
cuestion.

- Tener larga vida, suficiente como para demostrar tanto los efectos inmediatos como los efectos
de la exposicion en el tiempo, extraer conclusiones sobre la exposicion crénica y también sobre

posibles efectos a distintos grupos etarios.
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- Ser preferentemente territorial y que no posea habitos migratorios, porque esto refleja que el
contaminante en estudio estd presente en el lugar. Ademds esta caracteristica permite evaluar las
consecuencias de la exposicion a los habitantes de ese preciso lugar.

- Estar en el tope de la red tréfica. Esta condiciéon le da el potencial de bioacumular
contaminantes locales a los largo de grandes periodos de tiempo.

C. latirostris posee caracteristicas eco-fisioldgicas ya descriptas como: su amplia distribucién
geografica, longevidad, fidelidad al sitio geografico y posicién superior en la red tréfica, que lo
hacen un buen candidato como organismo centinela. Ademds, como también se ha mencionado

C. latirostris ha mostrado ser sensible a los contaminantes ambientales con actividad de PEs.

1.8 Atrazina.

La atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilammino-S-tiazina) (Fig. 6), es un herbicida
ampliamente usado a nivel mundial, que ejerce su accién a través de la inhibicién de la
fotosintesis. Se utiliza en el control de malezas en plantaciones de maiz, sorgo, cafia de azicar,
entre otros y en plantas coniferas para reforestacion. Ademds se emplea como herbicida no
selectivo en tierras que no se utilizan para cultivo. Se clasifica como Clase II, producto
moderadamente peligroso —nocivo[97]. Respecto a su carcinogenicidad para seres humanos es
considerada dentro del Grupo 3: No clasificable como carcinégeno [98-99]. La atrazina es
altamente persistente en el suelo, no se absorbe en gran medida en sedimentos y es
moderadamente soluble en agua. No se hidroliza facilmente a pH neutro pero si alejandose de
esta condicién. Un estudio realizado con muestras de agua de localidades de Mississippi, Ohio y
sus alrededores (Estados Unidos), revel6 que el total de muestras analizadas contenia atrazina,
que persistio en el 27% de las muestras sobre el nivel de concentracién maximo definido por la
EPA como segura para consumo humano, 3 pg/L. Por su parte el SENASA a nivel nacional,
establece un limite maximo definido entre 0,15 y 15 mg/kg de peso, para diferentes tipos de
forrajes[100]. El nivel de aplicacién recomendado de atrazina varia de 2.500 ppm a 29.300
ppm[101]. La atrazina puede alcanzar hasta 0,1 ppm en cuencas hidrograficas en areas

agricolas, hasta 0,22 ppm en arroyos y hasta 2,3 ppm en pozos de agua en zonas agricolas[102].

Figura 6: Férmula quimica de la atrazina. 2-cloro-4-etilamina-6-isopropilammino-S-tiazina.
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En peces se observé que existe una rdpida captura de atrazina del agua a través de las branquias,
contaminando los otros érganos via circulacién sanguinea.

Varios estudios en anfibios han sugerido que la atrazina se asocia con machos feminizados en la
naturaleza [103-105]. En estudios a campo, la atrazina se ha asociado repetidamente con la
presencia de ovocitos testiculares [106,105,104,103], asi como con caracteristicas sexuales
secundarias feminizadas en las ranas macho [107].

La atrazina es una gonadotoxina en los machos. La atrazina demasculiniza las génadas de los
peces teledsteos expuestos, los anfibios, los reptiles y los mamiferos. Se habla de
"demasculinizacién" de los testiculos como una disminucién en las caracteristicas gonadales del
macho, que incluyen disminuciones en el tamafio testicular, disminucién en el nimero de
células de Sertoli, disminucién en la produccién de espermatozoides y disminucién en la
produccién de andrégenos [108]. Se ha reportado que la exposicién a la atrazina interrumpe el
desarrollo testicular, dando como resultado lesiones testiculares (pérdida de tejido testicular) en
todas las clases de vertebrados examinadas excepto en aves. En los peces, la atrazina causa la
degeneracién del tejido intersticial en los testiculos, pero no se ha reportado atn si las células
germinales o las células de Sertoli son también los blancos [109]. En anfibios [110], reptiles
[111]y mamiferos [112-113], sin embargo, la atrazina tiene efectos casi idénticos. La exposicién
a la atrazina en estas clases de vertebrados produce aumentos en el tamafio de los tibulos
testiculares, pérdida de células de Sertoli y una marcada pérdida de células germinales, a
menudo dejando los tdbulos testiculares vacios o solo con lo que parecen restos celulares
[110,113,111-112].

La atrazina es frecuente y persistente en el medio ambiente. Hay muchos otros efectos
reproductivos documentados de atrazina en roedores de laboratorio: aborto inducido [114-116];
desarrollo mamario deteriorado [117], la induccién de cdnceres en érganos reproductivos y
dependientes de hormonas [118-119]asi como otros tipos de cdncer no reproductivos. Se
observaron ademas, efectos sobre el deterioro de la funcién inmunitaria [120] y el desarrollo
neuronal [121-123]. Por lo tanto, todos estos efectos de la atrazina en diferentes habitats [124-
126], hacen que este compuesto pueda ejercer efectos dramdaticos en los ecosistemas, la salud

ambiental y la salud publica.
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Hipdtesis

2.1 Hipétesis general:

La exposicion prenatal a estradiol y a un contaminante ambiental como es la Atrazina, modifican la
expresion de moléculas claves en la determinacion sexual y la diferenciaciéon gonadal de Caiman
latirostris.
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Objetivos

3.1. Objetivo general

Profundizar en el conocimiento respecto a la biologia del desarrollo y fisiologia del sistema
reproductor del yacaré overo, investigar las complejas interacciones entre genes y ambiente y
establecer nuevas vias de accién de PEs, analizando las consecuencias de la exposicién prenatal
a Atrazina, un contaminante PE de origen industrial y aplicacién agricola, a nivel molecular,

celular, tisular y orgénico.

3.2. Objetivos especificos

A) En embriones de Caiman latirostris (yacaré overo) en distintos estadios de desarrollo e
incubados a temperatura productora de hembras (TPH: 30°C) o temperatura productora de
machos (TPM: 33°C):
1) Evaluar las caracteristicas histo-morfoldgicas de la génada.
2) Establecer la ontogenia gonadal de:
2.1) expresion de proteinas implicadas en la proliferacién celular (PCNA), dafio del
ADN (p63) y la apoptosis, como asi también de la expresion de receptores hormonales: receptor
de estrogenos o (REa) y receptor de progesterona (RP).
2.2) expresion del ARNm de genes implicados en la determinacién sexual y/o
diferenciacién gonadal: amh, sox9, sfl, aromatasa.
3) Generar una proteina recombinante Glutation-S-Transferasa-Aromatasa con el objetivo
de utilizarla como antigeno para la produccién de un anticuerpo policlonal anti-aromatasa
especifico para C. latirostris. Con este anticuerpo se evaluard la presencia de la proteina de la

enzima mencionada en los diferentes estadios de desarrollo embrionario.

B) En embriones de yacaré overo en distintos estadios de desarrollo e incubados a TPM:
4) Determinar si la exposicién in ovo a 17B-estradiol (E;) o atrazina —ATZ- produce
cambios a nivel gonadal en:

4.1) las caracteristicas morfoldgicas, la proliferacién celular, dafio del ADN vy la
apoptosis, como asi también de la expresion de receptores hormonales: receptor de estrégenos o
(REa) y receptor de progesterona (RP) y de la enzima aromatasa.

4.2) la expresién gonadal de ARNm de genes implicados en la determinacién sexual
y/o diferenciacién gonadal: amh, sox9, sfl, aromatasa.

5) Proponer potenciales mecanismos de accion de ATZ y E, sobre los genes que regulan la

DST y/o DSE..
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Materiales y métodos

4.1 Recoleccion y traslado de los huevos

Huevos de Caiman latirostris (yacaré overo) fueron recolectados poco después de la
oviposicidon (previo al PTS), de siete nidos seleccionados al azar durante dos temporadas
reproductivas diferentes (2013 y 2016), tres y cuatro nidos cada afio (tamafio promedio del nido:
35 huevos). Los nidos fueron cosechados de una regién ubicada en un 4rea protegida (Reserva
Natural “El Cachapé€”) en la provincia de Chaco, Argentina. Esta region, caracterizada por una
baja intervencién antrépica, se sitia por encima de zonas urbanizadas, industriales y agricolas,
minimizando asf la exposicién a aguas residuales o a la agricultura y/o al escurrimiento de los
lotes de engorde (feedlots). Para establecer la edad de los embriones, se abrié un huevo de cada
nido a campo. Sélo los nidos con embriones en estadios inferiores a 15 fueron transportados al
laboratorio. Antes de ser retirado de cada nido, cada huevo se marcé con un ldpiz de grafito para
mantener la orientacion original del mismo durante el trasporte y la incubacién en condiciones
controladas de laboratorio. Los huevos fueron transportados al laboratorio y distribuidos
aleatoriamente en dos grupos, de manera que la mitad de los huevos de un nido fueran
incubados a una temperatura constante de 30°C (100% produccién de hembras) y la otra mitad a
una temperatura constante de 33°C (100% produccién de machos) [127,111,9]. El desarrollo de
la banda opaca de cada huevo se utiliz6 para comprobar la viabilidad del embrién [9]. La
temperatura fue monitorizada por registro automdtico de temperatura mediante el dispositivo
HOBO (Onset Computer, Pocasset, MA) y por registro diario de lecturas de termémetro
electrénico de cada incubadora. Los huevos se mantuvieron a aproximadamente 90% de
humedad. Dentro de cada grupo de temperatura de incubacién, los huevos de cada nido se
distribuyeron de manera equitativa entre los grupos de tratamiento. S6lo un porcentaje de los
huevos fueron utilizados en este estudio (n=160), mientras que otros fueron asignados a otros

estudios.

4.2. Diseiio experimental y obtencion de muestras

Se siguieron los criterios definidos por Stoker y col.[9] y Iungman y col. [128] para definir la
etapa de desarrollo de los embriones de C. latirostris. Estos criterios son consistentes con la
serie estandar de Ferguson [129] para A. mississippiensis. Dos dias después de que los huevos
llegaran al laboratorio, se abrié un huevo de cada nido para comprobar el estadio de desarrollo.
El procedimiento se repiti6 cada 7 dias, a las dos temperaturas de incubacidn, hasta el momento
en que los embriones mostraran las caracteristicas propias del estadio 20. Resultados
previos[9,35,111] nos permiten estimar este tiempo con mayor exactitud. Todos los embriones
fueron examinados bajo lupa estereoscépica Stemi 305 Zeiss (Carl Zeiss Microscopy,
Alemania).para establecer una descripciéon morfolégica detallada.
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Los tratamientos se aplicaron topicamente a la cdscara del huevo, sobre la superficie apical del
mismo, donde se ubica la banda opaca y donde fue marcado para mantener su posicién original
en el nido durante el traslado y la incubacién. Los tratamientos se aplicaron en una dnica dosis
durante la etapa 20 del desarrollo embrionario antes del PTS para C. latirostris [9]. A los 30°C
(temperatura de produccién de hembras) los huevos recibieron vehiculo (50 pl de etanol
absoluto), con el fin de estudiar las génadas embrionarias femeninas obtenidas por temperatura
(hembras-DST). A los 33°C (temperatura de produccién de machos), los huevos recibieron
diferentes tratamientos: por un lado, recibieron vehiculo (50 ul de etanol absoluto), con el fin de
estudiar las génadas de embriones machos obtenidas por temperatura (machos-DST). Otro
grupo recibidé una dosis de 1,4 ppm de 17B-estradiol (Sigma Chemical, St. Louis, MO) para
estudiar las génadas de hembras obtenidas por accién de los estrégenos (hembras-DSE,) [9].
Finalmente el tltimo grupo lo formaron huevos incubados a TPM topicados con una dosis de
0,2 ppm de Atrazina, con el fin de evaluar la accién de este compuesto considerado como un
potencial PE. La dosis de ATZ se considerd ecoldgicamente relevante y se ha asociado con

hermafroditismo e interrupcién gonadal en anfibios [103].

Se seleccionaron tres estadios de desarrollo embrionario para el estudio: estadio 22 (E22),
correspondiente al inicio del PTS, estadio 24 (E24) hacia el final de PTS y estadio 27 (E27)
hacia el final del desarrollo embrionario. Abarcando desde el principio hasta el final de la

determinacion sexual y la diferenciacion sexual embrionaria (Fig.7).

Luego de la apertura de los huevos, los embriones se sacrificaron por decapitacion y se verificd
inmediatamente su estadio de desarrollo embrionario. Se sacrificaron doce animales por grupo
en cada estadio, estos se destinaron a dos metodologias diferentes, que se explican a
continuacién. Por lo que cada condicién quedd conformada por un nimero de muestras igual a

seis (n=6).

Todo el trabajo de laboratorio y de campo se realizé de acuerdo con las directrices publicadas
para el uso de anfibios y reptiles vivos en investigacién de campo y laboratorio [131] y en
pleno cumplimiento del Comité Institucional de Bioética en Cuidado y Uso de Animales de la

Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina.

4.3 Procesamiento de muestras:

Posterior al sacrificio, se diseccionaron ambos complejos GAM bajo lupa estereoscépica Stemi
305 Zeiss (Carl Zeiss Microscopy, Alemania) y se destinaron a dos metodologias diferentes. Por
un lado al procesado histologico, de esta manera se evalu6 la histo-arquitectura gonadal,

mediante la tincién histoquimica, picrosirius- hematoxilina y la expresion de proteinas mediante
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inmunohistoquimica (IHQ). Por otro lado, las muestras se procesaron en frio sobre hielo seco,
para luego ser guardadas a -80°C hasta su inclusién en OCT, medio sintético que favorece la
realizacién de cortes en criostato a temperaturas bajo cero, con el fin de extraer posteriormente
el material genético gonadal, separado del complejo GAM mediante la técnica de micropuncién

de Palkovitz [132].
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Figura 7: Secuencia de pasos metodolégicos previos a la obtencién del complejo GAM. Grupos

experimentales. Principales caracteristicas de cada estadio de desarrollo evaluado.
4.3.1 Procesado Histolégico:

Fijacion: Ambos complejos GAM se fijaron inmediatamente, luego de la diseccién quirtirgica.
El proceso de fijacién se llevo a cabo por inmersién en buffer fosfato al 10% (pH 7,4) durante 6
h a temperatura ambiente. Los tejidos ya fijados, se deshidrataron en series ascendentes de

etanol, se aclararon en xileno, hasta su inclusién en parafina.

Coloraciones: Secciones seriadas (5 pm) de ambos complejos GAM se cortaron en planos

transversales y se tifieron con la coloracién tricrémica picrosirius/ hematoxilina, tal como se
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describié anteriormente [76,9]. Se estudiaron secciones transversales con el objetivo de
identificar las estructuras embrionarias que dardn origen a ovarios o testiculos [11] y realizar
una descripcién histo-morfolégica. Se evaluaron al menos tres secciones en cada génada para

determinar si la organizacién del tejido era consistente en su extension.

Inmunohistoquimica: Se utilizaron técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) para detectar
células germinales, células proliferantes, expresiéon de p63, receptores hormonales (receptores
de estrogenos alfa (ERa) y receptores de progesterona (PR)) y la enzima esteroidogénica
aromatasa. La tincién con inmunoperoxidasa permite identificar in situ un antigeno celular
mediante una reaccién antigeno-anticuerpo, que se visualiza gracias a una molécula marcadora.
Para la inmunomarcacién, se siguié un protocolo previamente publicado, que utiliza el
calentamiento de la muestra en horno microondas como método de recuperacién antigénica,
extravidina-biotina peroxidasa como sistema de revelado y Diaminobencidina (DAB) (Sigma-
Aldrich, Buenos Aires, Argentina) como sustrato cromogénico [133], utilizando anticuerpos
previamente probados descriptos en la Tabla 2. En todos los ensayos se incluyeron controles
positivos y negativos. Los cortes inmunomarcados fueron contracoloreados con Hematoxilina
de Mayer o bien, se dejaron sin contracoloracion. El protocolo general empleado se muestra en
la Tabla 3.

Para el andlisis de imdgenes, las mismas se capturaron mediante una cdmara de video color
SPOT (Diagnostic Instruments, Inc., Arnold, MD) conectada a un microscopio Olympus BH2
(Olympus Optical, Tokio, Japén). El microscopio se calibré para la iluminacién de Koehler. La
correccion de la iluminacién desigual (correccién de sombreado) y la calibracion del sistema de
medicion se realizaron con una imagen de referencia. Las imdgenes fueron analizadas utilizando

el software Imagel / Fiji 1.46.
a) Identificacion de células germinales

Con el propésito de identificar las células germinales, se realizé inmunotincién para la proteina
VASA. Vasa codifica un tipo DDX4 de ARN helicasa, ATP dependiente. Estas proteinas se
expresan en células germinales de la mayoria de los organismos y estan implicadas en la
regulacién de la traduccién de los ARNm de la linea germinal [134]. Una vez individualizado,
se pudo continuar con su observacién morfoldgica a través de tincién con picrosirius /

hematoxilina.
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Tabla 2: Anticuerpos y kits utilizados en IHQ.

Generado Dilucion

Anticuerpo en... utilizada Proveedor
Anti-Receptor de Estrégenos alfa Conejo 1/100 LETH-ISAL*
Anti-Receptor de Progesterona Conejo 1/300 DAKO-Corporation
Anti-Aromatasa Conejo 1/2000 LETH-ISAL*

Anti- Antigeno Nuclear de

Ratén 1/1000 Novocastra
Proliferacién Celular (anti-PCNA)
Anti-p63 Ratén 1/50 Santa Cruz Biotecnology Inc.
Anti- VASA Conejo 17200 Santa Cruz Biotecnology Inc.

In Situ Cell Death Detection Kit, POD -Roche Diagnostics

Apoptosis mediante TUNEL ) )
GmbH, Roche Applied Science-.

*Para los anticuerpos generados en el laboratorio, se utilizaron las secuencias para A. mississipiensis para

la constriccién de los antigenos especificos.

b) Expresion de receptores hormonales
La expresion de ERa y PR se determind en el compartimiento total de las gonadas. La
reactividad cruzada de anticuerpos anti-ERa se ha probado previamente [135], y la especificidad
de anti-PR se ensayé mediante la técnica de Western-blot [92]. La expresion de ERa se
cuantificé por andlisis de imdgenes como se describid anteriormente [135]utilizando el software
Fiji de ImageJ. El resultado se expres6 como el porcentaje del drea con inmunomarca
positiva.

¢) Evaluacion de la Proliferacion Celular, Dafio de ADN y Apoptosis
La actividad proliferativa de la génada se evalué mediante la expresion del antigeno nuclear de
células proliferantes (PCNA), una molécula altamente conservada asociada con el ciclo de
division celular [91]. Se definid6 un umbral para seleccionar solamente aquellas células
intensamente teflidas, ya que representa mejor la fase S del ciclo celular [92]. La expresion se
cuantificé mediante andlisis de imigenes El resultado se expresé como porcentaje del area
positiva.
TAp63 es una isoforma de p63 perteneciente a la familia p53 de factores de transcripcion, que
participa en la respuesta al dafio del ADN de células germinales en mamiferos [58]. La
expresion de p63 se determiné en los grupos de células germinales (previamente identificadas
por VASA) a través del andlisis de imdgenes digitalizadas como se describié previamente [135].
Los resultados se expresaron como densidad 6ptica integral (IOD), una combinacion lineal entre

la densidad Optica en escala de grises y la superficie relativa ocupada por células positivas.
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Dado que 10D es un pardmetro adimensional, los resultados se expresan como unidades

arbitrarias.

Tabla 3: Protocolo general de la técnica de IHQ

Desparafinizacion e hidratacion

Xilol 1,2y 3 3 min c/u
Alcohol 100°,96° y 70° 1 min c/u
PBS 5 min

Recuperacion Antigénica

Buffer citrato 0,01M pH 6,00 en microondas
Potencia 100% (900) Sin portas
Potencia 100% (900) Con portas

PBS

Apagado

3 min

5’ (agregar agua destilada a RT)

3’ (agregar agua destilada a RT) + 3’
20 min

10 min

Bloqueo de la actividad de peroxidasa endogena

4 ml de H202 (30 volimenes) + 36 ml de metanol

15 min

PBS

15 min

Bloqueo de uniones inespecificas

Normal Goat Serum (NGS) —PBS leche 1/20

30 min (en camara himeda) a RT

Anticuerpo Primario

Incubacién con anticuerpo especifico

14-16 hs a 4°C (en camara humeda)

PBS

15 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo Secundario Biotinilado

30 min (en camara himeda) a RT

PBS

5 min

Extravidina-Peroxidasa

30 min (en camara himeda) a RT

PBS Smin
Sustrato enzimadtico (5 pl de H,O, 30 vol) + cromégeno (2,3 | 6 -10 min
mg DAB) disueltos en 3,3 ml Tris-HCI 0,05 M (pH 7,5)
Agua destilada 5 min
Contra-coloracién y Deshidratacion
Hematoxilina de Mayer 1 min
H20 de Ia canilla 1 min
Agua amoniacal 15 seg
H20 de la canilla 3 min
Alcohol 70°, 96°, 100° Iy 100° IT 1 min c/u

Xilol 1 y Xilol 2

2 min y 5 min

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt, Sigma, Aldrich)
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La apoptosis se evalué mediante el método TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated sUTP nick end-labelling). Utilizando el kit de deteccién de muerte celular in situ,
POD (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) [111]. El
método se basa en la capacidad de la desoxinucleotidil-transferasa para marcar los extremos
romos de las rupturas de ADN de doble cadena, que se observan dada la fragmentacion del
mismo, durante las dltimas etapas de la apoptosis [136]. Se identificaron células apoptéticas
usando el sustrato cromogeénico DAB. Las muestras de complejo GAM embrionario, se
contracolorearon con hematoxilina de Mayer. Los resultados se expresaron como porcentaje del

drea positiva.

- Inmunofluorescencia:

Se realizé una inmunofluorescencia doble para evaluar la co-localizacién de VASA/p63 en las
génadas embrionarias. Secciones transversales de complejo GAM, fueron desparafinadas,
rehidratadas y sometidas a microondas para la recuperacién antigénica. Para reducir la
autofluorescencia, las secciones se bloquearon con borohidruro sédico durante 40 minutos y con
suero normal de cabra (Sigma) durante 1 h. La incubacidn con anticuerpos primarios (descritos
en la Tabla 1) se realizé durante la noche a 4°C. Los anticuerpos secundarios se incubaron
durante 1 h, y a continuacion, los vidrios se lavaron en tres cambios de PBS durante un total de
45 min. Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 488 cabra anti-conejo
(para VASA, fluorescencia verde, dilucién 1: 100, Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR,
EE.UU.) y Alexa Fluor 546 cabra anti-ratéon (para p63, fluorescencia roja, Dilucién 1:100,
Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.). A continuacidn, se incubaron todas las
muestras con dihidrocloruro de 4 '6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, dilucién 1: 1000, Fluka,
Sigma-Aldrich) durante 5 min y se almacenaron en la oscuridad a temperatura ambiente. Por
ultimo, las secciones se montaron en Prolong Gold (Fluorescent mountant - Invitrogen). Los
controles negativos incluyeron secciones de GAM incubadas usando solucién de tampén de
anticuerpo primario (BSA al 3%, Tween 20 al 0,1% en PBS) en lugar del anticuerpo primario
para controlar la tincién inespecifica. Todas las secciones inmunotefiidas se examinaron
utilizando un microscopio Olympus BX-51 equipado para la deteccién de epifluorescencia con
los filtros apropiados (Olympus). Las imdgenes fueron grabadas usando una cdmara digital de
alta resolucién de color USB 2.0 (QImaging Go-3, QImaging, Surrey, Columbia Britdnica,
Canada).
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4.3.2. Extraccion de material genético gonadal, separado del complejo GAM

mediante la técnica de micropuncién de Palkovitz.

La técnica de micropuncién de Palkovitz [132] permite extraer el material genético a partir de
muestras guardadas a -80° C en tacos de OCT, medio sintético liquido a temperatura ambiente
que se solidifica en frio y permite el corte histoldgico a temperaturas bajo cero. En micrétomo
de tipo criostatico se realizaron cortes de 300 um de espesor en los cuales se pudo identificar y

aislar la génada del complejo GAM mediante sacabocados de didmetro interno 0,5 mm y Imm.

Los fragmentos de génada aislados fueron unificados para cada embrién y homogeneizados en
reactivo Trizol® para extraer ARN total, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen
Argentina, Buenos Aires, Argentina), cada muestra (considerada como la suma de fragmentos
de goénada aislados de cada embridn), se procesé individualmente. La concentracion y la pureza
de ARN total se determind mediante la medicién de la absorbancia al UV a 260 y 280 nm con el
espectrofotdmetro Thermo Scientific™ NanoDrop Lite. Solamente aquellas muestras con un

cociente Ayg/Azso mayor a 1,8 se almacenaron en freezer a -80° C hasta su utilizacion.

Cantidades equivalentes de ARN (0,5 pg) fueron retro-transcriptas a ADN copia (ADNc) con
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (200 U; Promega, Madison,
WI) usando 200 pmoles de hexanucleédtidos al azar (Promega). Veinte unidades de inhibidor de
ribonucleasas (RNAout; Invitrogen) y 100 nmoles de una mezcla de los cuatro trifosfatos de
desoxinucledtidos (dNTPs) fueron agregados a cada tubo de reaccién en un volumen final de
30 ul de buffer de transcriptasa reversa 1x. La transcripcion reversa se realizé a 42 °C durante
90 min y la reaccidn fue finalizada mediante calentamiento a 97 °C durante 5 min y posterior
enfriamiento en hielo. El ADNc obtenido se llevé a un volumen final de 60 ul con agua libre de

ribonucleasas y fue guardado a -20°C, hasta el momento de realizar las PCR en tiempo real.

Se utilizé un protocolo optimizado de la técnica de PCR en tiempo real para analizar los niveles
de expresion relativa del ARNm de los genes implicados en la determinacién sexual y en la
diferenciaciéon gonadal: amh, sox9, sfl, aromatasa. Como control interno de carga
(housekeeping gene) se determind la expresion del gen que codifica para la proteina ribosomal
L8. En la tabla 4 se detallan los oligonucleétidos cebadores utilizados para este estudio,

disefiados mediante el uso de secuencias para A. mississipiensis.

Todas las muestras retrotranscriptas a ADNc fueron amplificadas por triplicado. Los niveles de
ADNCc fueron detectados utilizando el sistema Real-Time DNA Step One Cycler (Applied
Biosistems Inc., Foster City, CA, USA). Para la amplificacion, 5 ul de ADNc se combinaron

con una pre-mezcla comercial HOT FIREPol -EvaGreen -gPCR Mix Plus (Solis BioDyne;
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Biocientifica, Rosario, Argentina) y 10 pmol de cada cebador (Invitrogen, Carlsbad, CA), en un
volumen final de 20 pl. Luego de la desnaturalizacion inicial a 95°C durante 15 min, la mezcla
de reaccién fue sometida a ciclos sucesivos de desnaturalizacion a 96°C durante 15 s,
hibridacién a 52-60 °C durante 15 s, y extensién a 72°C durante 15 s. La pureza del producto se
confirmd por curvas de disociacion (melting curve) y electroforesis en gel de agarosa utilizando
el colorante GelRed™ (Biotium ®, Hayward, CA). Controles sin ADNc fueron incluidos en
todos los ensayos, los cuales no produjeron amplificacién consistente. El ciclo umbral (Ct) de
cada muestra fue calculado utilizado el programa de andlisis Step One Software (Applied
Biiosystems Inc. Foster City, CA, USA). La eficiencia de las reacciones de PCR se evalué para
cada par de cebadores por la amplificacién de ocho diluciones en serie de los ADNc y posterior
construccién de la recta Ct vs. log de la dilucién (eficiencia = 10 ©P"%™ _1) Dependiendo de
las condiciones especificas de PCR, la eficiencia vari6 de 98% a 102%. No se observaron
diferencias significativas en los valores de Ct del gen de expresion constitutiva de L8 entre los

grupos experimentales.

Los niveles de expresién de las muestras experimentales sobre los valores controles se
calcularon para cada gen target utilizando el método de la curva estdndar relativa [137]. Para
cada uno de los genes farget y para el gen de referencia se construyd una curva estdndar
relativa (curva de calibrado) Ct vs. Log Cg (donde Cg es Concentracion Relativa). Para todas las
muestras experimentales, la cantidad relativa del gen de interés del gen de referencia fue
determinada de la curva realizada. La cantidad obtenida correspondiente al gen farger fue
normalizada contra la cantidad relativa del gen de referencia en cada uno de los grupos

experimentales.
4.4. Generacion de un anticuerpo policlonal anti-aromatasa.

4.4.1. Disenio bioinformatico, amplificacion, clonado de la secuencia nucleotidica

necesaria para la expresion del antigeno de Aromatasa.

Mediante el estudio taxondémico, usando la herramienta Taxonomy Browser del portal
informatico del National Center for Biotecnology Information, se evalu6 en primera instancia, la
secuencia aminoacidica de aromatasa disponible, més cercana a C. latirostris desde el punto de
vista filogenético. De esta manera se decidi6 trabajar con la secuencia reportada para aromatasa

de Alligator Mississippiensis.

La regién de la secuencia del gen de aromatasa que fue utilizado para generar el antigeno se
selecciond utilizando la herramienta BioPlot del programa bioinformatico Vector NTI, capaz de

identificar zonas proteicas con alta antigenicidad tedrica. Para la produccién del antigeno, se
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utiliz6 una estrategia de clonado direccionada, amplificando por PCR las secuencias
nucleotidicas de las regiones antigénicas seleccionadas. El antigeno de aromatasa incluyé la
regiéon correspondiente a los aminodcidos 591 a 875 de la secuencia para Alligator
mississipiensis (alligator americano) (nimero de acceso AY029233.1).Para las amplificaciones
por PCR, se emple6 ADNc obtenido de una muestra de complejo GAM de C.latirostris y se
utilizaron oligonucledtidos disefiados especificamente con el agregado de sitios de corte para

enzimas de restriccion (Xhol: CTCGAG, EcoRIl: GAATTC) que se detallan en la tabla 5.

Tabla 4: Cebadores utilizados para el estudio de expresion de genes implicados en la determinacién

sexual y en la diferenciacion gonadal a nivel de ARNm, mediante PCR en tiempo real.

G Acceso Cebador Sentido Cebador Anti-sentido Tamano
en
GenBank 5°-3” 5°-37 (pb)

é AF180294 TCCACCCGTGCCGACTACTA CAGAGTATTGGACGGGCACG 106

=

E AF106572 GGCTCGGAGCAAACCCACAT TGCCAGGCTGGACGTCTGTT 172
R

: AF180296 GGCTCCATCCTGAACAACCT TTGAGGCAGACGAACTCCTG 95
)

=

% AY029233.1 CTGGAGATGATGATCGCTGC TGGCATGTCATCGCTCTGTA 152
o

S ES316580.1 CACGACCAGCCTTTAAGATA CTCACAATCCTGAAACCAAG 141

El producto de PCR obtenido, se purific a partir de un gel de agarosa utilizando el kit Wizard
SV Gel and Clean-Up System (Promega) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Luego,
cada producto de PCR se digiri6 con las enzimas EcoRI y Xhol en Buffer H (Promega) durante
2 h a 37°C. Los productos de los cortes de restriccion fueron purificados y ligados al vector
pGEX-4-T3 (Fig.2, Stragene Corp., La Jolla, CA) digerido con las mismas enzimas, durante
toda la noche a 4°C utilizando la enzima T4 ADN ligasa (Promega). Asi, se logr6 el clonado

direccional en el vector de expresion recombinante pGEX-4T-3/arom. (Figura 8).
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Tabla 5: Cebadores utilizados para amplificar y clonar las secuencias de aromatasa para C. latirostris.

Gen Aromatasa

Tamafio (pb) 296

Cebador Sentido 57 tggg GAATE’%}EIG CCTGGTCTTGTACGTATGATA -3°
Cebador Anti-sentido 5 tggg CTCGX%&} TCCTCATATTTCTTGTACAG -3

* En minudsculas se muestran los extremos 5° no especificos de los oligonucleétidos. En negrita se resalta
la secuencia de corte de las enzimas EcoRI y Xhol (Promega) utilizadas para el clonado direccional en el

vector de expresion pGEX4T-3.

pGEX-4T-3

Thrommbin

|Le-J Vol Pro Arg=Gly Ser| P
CTG GTTCCG CGT GEA TCC CY

L ] L

BomH|

Figura 8: Plasmido pGEX-4T-3 y estrategia de clonado utilizada para la expresién del antigeno de
aromatasa como una proteina de fusién con glutation-S-transferasa (GST-aromatasa). Tomado y

modificado de GE Healthcare Life Sciences 2014.

De esta forma, el marco de lectura de aromatasa queda en fase con el de la Glutation-S-
transferasa (GST, Figura 8). Asi, el constructo pGEX-4T-3/arom, dirige la sintesis de la proteina
de fusién GST-aromatasa. Con los pldsmidos recombinantes obtenidos se trasformaron bacterias
Escherichia coli (E. coli) DH5a (Stratagene) por el método de CaCl,. Se seleccionaron clones
de bacterias transformadas al azar y se cheque6 por PCR que efectivamente habian sido
trasformadas con el vector recombinante. Se generaron stocks de esas bacterias y se

almacenaron a -80°C.
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4.4.2. Expresion y purificacion del antigeno recombinante.

Para expresar en forma soluble las proteinas recombinantes, células de E. coli JMI109
(Stratagene) fueron transformadas con el vector pGEX-4T-3/aromatasa y cultivadas en medio
Luria Bertoni (1% peptona de carne, 0,5% extracto de levadura, 1%NaCl). La expresion de las
proteinas de fusion se indujo con el agregado de Isopropil-f-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG,
Promega) en una concentracién final de 250 nM. Luego de la induccidn, el cultivo de células
fue sonicado en bafio de hielo (High Intensity Ultrasonic Processor, Vibra-Cell, Sonics and
Materials Inc. Newton, CT, USA) y centrifugado a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante fue recuperado y la proteina de fusién fue purificada a partir del mismo utilizando
una columna cromatogrifica GSTrap'" (GE Healthcare, Buenos Aires, Argentina). Se
recogieron las fracciones de elucién, cuya concentracion de proteina se estimé determinando la
absorbancia a 280 nm. Las fracciones obtenidas fueron sembradas y corridas en un gel de
poliacrilamida del 5 al 20 % para evaluar su pureza relativa. Se juntaron todas las fracciones
contenfan protefna y se las concentrd utilizando tubos de filtracién forzada (Centricon, limite de

paso 10 KDa, Milipo, Billerica, MA).

4.4.3. Obtencion, purificacion y caracterizacion del anticuerpo policlonal

monoespecifico de conejo.

a) Inoculacion de los conejos: una vez obtenida la proteina de fusién purificada (GST-
Aromatasa) se procedié a la inoculacién de dos conejos, de acuerdo al siguiente protocolo
(Harlow y Lane 2014; Vaitukaitis y col., 1971):

- Se tomd una muestra de sangre de la cual se obtuvo el suero basal y luego se inoculé el
antigeno.

- Se inyect6 por via subcutinea una preparaciéon de 300 ul del antigeno en una
concentracion de 1 pg/ul disuelto en PBS con 300 ul de adyuvante completo de Freund,

- 15 dias después se realiz6 una inoculaciéon de la misma preparacion antes descripta,
pero esta vez, se utiliz6 adyuvante incompleto de Freund. Este procedimiento se repitié6 dos
veces cada 15 dias, finalizado el proceso de inoculacién a los 60 dias de la primera inoculacidn.
Dos semanas luego del dltimo estimulo, los conejos fueron sacrificados y exanginados,
almacenandose los sueros a -20°C.

b) Purificacion de los anticuerpos especificos: Se realiz6 mediante dos cromatografias
de afinidad sucesivas, utilizando columnas cuya matriz se componia de agarosa unida a
radicales N-hidroxisuccinamida (NHS) activados (GSTrap FF, GE healthcare). Estas columnas
permiten adherir a la matriz activada, antigenos especificos de los anticuerpos que se desean

aislar. En la primera cromatografia, nos hemos propuesto separar del antisuero, los anticuerpos
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que pudiesen haberse generado contra el péptido de GST (que formaba parte de los antigenos
recombinantes inoculados a los conejos). Para ello se adhirié a la columna cromatogrifica el
péptido de GST obtenido a partir de la expresion en células E. coli JM109 transformadas con el
plasmido pGEX-4T-3, es decir, sin ninguna proteina fusionada a GST. Para ello, 5 mg de
proteina GST purificada, se concentraron con tubos Centricon (Milipore) a un volumen final de
1 ml. Esta solucién se adicioné a la columna de 1 ml de lecho activado y se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se desactivaron los grupos NHS activos remanentes y la
columna se lavé con PBS, luego con solucién de elucién (glicina 100 mM pH 3) y finalmente,
se equilibré con PBS. Una vez preparada la columna se sembr6 el antisuero y se lavé con PBS.
En esta columna quedan retenidos los anticuerpos contra GST, pasando al percolado la fraccién
de antisuero que contiene los anticuerpos especificos contra aromatasa. De esta manera, el
percolado se conserva hasta la siguiente cromatografia. La columna luego se eluye con buffer de

elucion, y se descarta el eluato que contiene los anticuerpos contra GST.

En la segunda cromatografia nos propusimos purificar los anticuerpos especificos contra
la proteina de interés, descartando otros anticuerpos o moléculas contaminantes del antisuero.
Por lo tanto, para estas cromatografias se emplearon las mismas columnas GSTrap FF, pero
adicionando a la columna de 1 ml de lecho activado, 5-7 mg de proteina recombinante GST-
Aromatasa purificada y concentrada. En este caso el percolado se descart6 y los anticuerpos de
interés retenidos en la columna se eluyeron y se recogieron fracciones de 1 ml con 60 pl de
Tris-HCI1 1,5 M pH 8,6 para neutralizar el eluido. Luego se ley6 la absorbancia de cada fraccién
en espectrofotéometro a 280 nm. Las fracciones con absorbancias mayores a 0,2 se juntaron,
homogeneizaron y posteriormente se concentraron con tubos Centricon (Iimite de paso 30 KDa,

Milipore) y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizadas para los inmunoensayos.

¢) Caracterizacion de los anticuerpos generados por IHQ:

Para las pruebas de validacion de especificidad, el péptido antigénico se usé para pre-absorber
el anticuerpo de aromatasa incubando 1 pg del anticuerpo con 10-20 pg del péptido antigénico
durante 24 ha 4°C. El anticuerpo de aromatasa se ensayé mediante IHQ en secciones de ovarios
control de C. latirostris neonatal. La expresion de la aromatasa en las génadas embrionarias se
cuantificé mediante andlisis de imagen en las génadas. Los resultados se expresaron como

porcentaje del drea positiva.

4.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a test de normalidad y homogeneidad de varianzas (Shapiro-

Wilk y Levene, respectivamente). Se utilizaron test paramétricos para aquellas variables con
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distribucién normal: test de varianza miltiple (ANOVA) para determinar diferencias
estadisticas entre estadios de desarrollo y test t de student de dos colas para determinar
diferencias estadisticas entre los grupos de tratamiento. Cuando lo datos no cumplieron los
supuestos de normalidad, los andlisis estadisticos se realizaron utilizando la prueba U de Mann-
Whitney y el andlisis de varianza unidireccional de Kruskal-Wallis seguido por Dunn como
post-test (Siegel, 1956). Los datos se informaron como la media + SEM. En todos los casos, las
diferencias se consideraron significativas con p<0,05. Para todos los andlisis, se utilizé el

software IBM SPSS Statistics 19 (IBM Inc.).
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S. RESULTADOS
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5.1 Caracterizacion de la Determinacion Sexual por Temperatura (DST)

5.1.1. Obtencion de embriones de Caiman latirostris en estadios 22, 24 y 27 de

desarrollo.

Como hemos demostrado anteriormente [9], el crecimiento embrionario es mds acelerado por
incubaciéon a 33°C que a 30°C. El periodo de incubacién total de C. latirostris es de
aproximadamente 76 dias a 30°C, mientras que a 33°C es de aproximadamente 67 dias. La
sincronia del desarrollo embrionario debido a la temperatura comienza justo después de la etapa
22. Los embriones en la etapa 22 se obtuvieron al quinto dia después de la etapa 20 (la etapa en
la que se realizaron los tratamientos) a ambas temperaturas de incubacion. Los embriones en la

etapa 24 se obtuvieron 9 dias después de la etapa 22 a 33°C y 11 dias después a 30°C. Los

embriones en la etapa 27 se obtuvieron 15 dias después de la etapa 24 a 33°C y 18 dias después

a 30°C (Fig. 9).

30° C Topicacién > _ B 15 dias Hembras- DST

Temperatura Vehiculo -
productora de ‘ Perfodo Termo-sensible —I

hembras
Estadlo 20 Estadio 22 Estadio 24  Estadio 27
Temperatura

productora de < i [

machos  Vehiculo

33° C Topicacién E 9 dias. l

Machos- DST

Figura 9: Esquema que muestra la secuencia de los principales acontecimientos en el desarrollo de las
gbénadas embrionarias de C. Latirostris. Las hembras se obtuvieron a 30°C - temperatura de produccién
femenina y los machos a 33°C - temperatura de produccion masculina. Las flechas muestran el tiempo en
dias necesarios para pasar a la siguiente etapa que difiere entre las temperaturas de incubacién. Los
tratamientos (en este caso es s6lo vehiculo, porque se estudia la DST) se aplicaron en el estadio 20, previo
al periodo termo-sensible. Las etapas estudiadas fueron elegidas considerando los periodos de

determinacién del sexo (E21 a E24) y diferenciacidn gonadal (E24 a post-eclosion).
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5.1.2. Localizaciéon anatémica y cambios histo-morfologicos durante el desarrollo de

las géonadas.

Se identificaron génadas embrionarias en todos los estadios estudiados (22, 24 y 27). Las
génadas son estructuras localizadas en la cavidad abdominal media-baja, dispuesta
simétricamente como una imagen especular en el complejo GAM. Los conductos de Miiller
fueron ttiles para localizarlos, ya que yacen dorso lateralmente a ambos lados del complejo
GAM. Las goénadas aumentan en tamafio y diferenciacion conforme avanza el desarrollo del
embrién (Fig.10). En la etapa 22, los complejos GAM se componen de estructuras pareadas
situadas ventralmente asociadas con los rifiones que estdn en posicién dorsal (Fig.10A, D).
Frente a los complejos GAM estd la cloaca. Los conductos de Miiller se encuentran dorso
lateralmente en ambos lados. El complejo GAM se compone de la génada primordial de
pequefias dimensiones situada en posiciéon ventral unida a la gliandula suprarrenal y al
mesonefros. Este dltimo puede o no observarse en secciones transversales dependiendo de la
profundidad del corte histolégico, entre la génada y la suprarrenal. En esta etapa los primordios
gonddicos se enfrentan y se encuentran muy proximos. En etapas posteriores las estructuras
aumentan de tamafio y empiezan a separarse unas de otras (Fig. 10B, E, C, F). Finalmente,
puede observarse la distincién anatémica entre machos y hembras DST en estadio 27 de

desarrollo embrionario, donde hay ausencia del ducto de Miiller en los machos DST. (Fig. 10F)

Estadio 22 | Estdio 24 Estadio 27

Q : S

Hembras
DST

Machos
DST

Figura 10: Fotomicrografias de bajos aumentos representativas de los complejos GAM (Gonad-Adrenal-
Mesonephros) de hembras de Caiman latirostris incubadas a 30° C - temperatura de produccién femenina
en A) estadio 22, B) estadio 24 y C) estadio 27 de desarrollo embrionario; y machos incubadas a 33° C -
temperatura de producciéon masculina en D) estadio 22, E) estadio 24 y F) estadio 27 de desarrollo

embrionario. Las imdgenes muestran el crecimiento progresivo en tamafio y diferenciacion. Génada (G),
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suprarrenal (A), ducto Miilleriano (DM), mesonefros (M) y rifién (R). Secciones de tejido transversales

tefiidas con la solucién tricrémica de Picrosirius y contrastadas con hematoxilina Harris.

Histolégicamente en la etapa 22, la génada en ambas condiciones de incubacién (TPM 6 TPH)
comprende un epitelio germinal externo y cordones medulares subyacentes. En las secciones
transversales, la génada estd compuesta por una corteza definida y la médula (Fig. 11A y D). En
la corteza, las células germinales primordiales grandes, con citoplasma débilmente tefido
(células VASA positivas), se distribuyen dentro de un epitelio pseudoestratificado a
estratificado de células epiteliales columnares. Las células germinales se observan
ocasionalmente en la médula, solas o formando nidos. La inmunomarcaciéon con anticuerpos
anti-VASA constituye una herramienta util para confirmar la identidad de las células germinales
en esta etapa del desarrollo temprano. La médula contiene cordones celulares poco organizados,
separados por células mesenquimales oscuras. Los espacios vacios que se ven en la médula,
podrian ser el primer signo de la diferenciacién de la génada femenina. A pesar de ello, no hay
signos consistentes de diferenciacion sexual gonadal en la etapa 22 a 30°C ni a 33°C (Fig. 11Ay
D). Las génadas de embriones hembra en la etapa 24 obtenidas por incubacién a 30°C (DST)
no difieren de las obtenidas por incubacién a 33°C (machos DST). El estadio 27 en las hembras
DST se caracteriza por un aumento en el nimero de células germinales agrupadas en
conglomerados y una mayor delimitacién de los cimulos por las células estromales. La médula
aparece en mayor regresion y las lagunas tipicas comienzan a ser observadas (Fig. 11C). Los
machos DST en estadio 27, muestran tibulos seminiferos de alto grado de desarrollo, difiriendo

ampliamente de la génada de la hembra en esta etapa (Fig. 11F).

Estadio 22 Estadio 24 Estadio 2

b3 8

Hembras
DST

Machos
DST

Figura 11: Fotomicrografias representativas que muestran las goénadas en diferentes estadios de
desarrollo (E22, E24 y E27), y en dos condiciones de incubacién (a 30°C TPH y 33°C TPM) Las flechas

muestran un grupo de células germinales. El recuadro muestra una mayor ampliacién de esos nidos. Los
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asteriscos muestran cavidades irregulares que dan lugar a las lagunas. Los signos numerales muestran los
tibulos seminiferos en alto grado de desarrollo. Los cambios se observan en las diferentes condiciones de
incubacién (30°C y 33°C) en la etapa 27. Secciones transversales de tejido gonadal tefiidas con la

solucidn tricromica de Picrosirius y contrastadas con hematoxilina Harris.
5.1.3. Expresion de los receptores hormonales

Se evalué por THQ si la expresion de ERa y PR difiere entre las hembras DST y los machos
DST. En el caso del ERa, se detectd como una proteina nuclear en las gonadas embrionarias. Su
expresion no se modificé a lo largo de las etapas de desarrollo evaluadas en las hembras DST.
Mientras que en los machos se observé un aumento durante el PTS, cayendo hacia el final del
desarrollo, en las etapa 27 (p=0,0302). Los machos mostraron una mayor expresion de ERa en
las etapas 22 y 24 (p=0,0286; p=0,0423), mientras que en la etapa 27, la expresion fue menor en
este grupo que las hembras DST (p <0,05) (Fig. 12 A-F)

Al igual que ERa, el PR mostré un patrén nuclear en las génadas embrionarias (Fig. 12 G-L).
La expresion de PR en las hembras DST, si bien fue baja durante las etapas de desarrollo
estudiadas, en el estadio 22, fue mayor que el grupo incubado a temperatura para machos. Sin
observarse diferencias entre ambos grupos en los estadios 24 y 27. A lo largo del desarrollo, las
hembras no mostraron un cambio de expresion de este receptor, mientras que en los machos, la
expresion de PR aument6 significativamente hacia el final del desarrollo embrionario

(p=0,0082) (Fig. 12).
5.1.4. Desarrollo del anticuerpo policlonal para la deteccion de Aromatasa por IHQ.

Teniendo en cuenta el rol fundamental de la enzima citocromo P450-aromatasa, responsable de
la conversién de los andrégenos en estrégenos. Esta como tal, desempefia un papel clave en
muchas funciones bioldgicas que dependen de los estrégenos, incluyendo la diferenciacion
sexual durante el desarrollo embrionario de vertebrados. Por esto, nos propusimos estudiar la

expresion de esta enzima en las génadas embrionarias de C. latirostris.
5.1.4.1. Diseiio y obtencion de antigenos especificos

Mediante el estudio bioinformdtico de dicha secuencia, se detecté una regién de alta
antigenicidad tedrica (Fig. 13A). Teniendo en cuenta esta region, se selecciond en la secuencia
nucleotidica correspondiente, el fragmento a ser amplificado por PCR para generar los
antigenos. Dicho fragmento abarcé la regién comprendida entre los aminodcidos 196 - 286 de la

secuencia de aromatasa de A. mississippiensis (nro. acceso Genbank: AY029233.1). (Fig. 13B).
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Figura 12: Expresién de los receptores de hormonas esteroides sexuales en las génadas embrionarias de
C. latirostris. Cortes histologicos que muestran el patréon de inmunomarcacion de ERa y PR en diferentes
estadios embrionarios de desarrollo y las condiciones de incubacién a temperatura productora de hembras
(TPH - 30°C) frente a temperatura productora de machos (TPM - 33°C). La expresion de ERa en hembras
DST en las etapas 22, 24 y 27 (A-C). La expresion de ERa en machos DST en las etapas 22, 24 y 27 (D-
F). Expresién de PR en hembras DST en las etapas 22, 24 y 27 (G-I). Expresién de PR en machos DST en
las etapas 22, 24 y 27 (J-L). Panel inferior: Expresiones de ERa y PR cuantificadas como porcentaje del
area positiva. Los valores representan la media = SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a
p<0,05 por la prueba U de Mann-Whitney (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento de

DST frente a DSE,) o Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn (comparando cada condicién de
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tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas) En este caso con letras griegas para la condicién

hembras DST vy letras latinas para machos DST. Muestras por grupo tratamiento n=6.
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Figura 13: Seleccién del fragmento de la secuencia de aromatasa, para ser utilizado como antigeno en la
produccién de un anticuerpo policlonal especifico para C. latirostris. A: Andlisis de la antigenicidad
teérica de la proteina aromatasa. En rojo y negro se muestra la antigenicidad correspondiente al
polipéptido codificado por la secuencia seleccionada. B: Salida del programa informético Vector NTI. Se
observa la secuencia codificante completa del gen de aromatasa de Alligator Mississippiensis. La flecha
naranja representa el inico exén. La flecha azul muestra la regién de la secuencia Optima para generar el
antigeno por PCR.
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Siguiendo la estrategia de clonado direccional detallada en la seccién 3.4 de MyM, se obtuvo el
plasmido recombinante pGEX-4T-3/Arom, el cual fue expresado en bacterias E. coli IM109 y la
proteina de fusién GST-Aromatasa resultante fue purificada mediante una columna
cromatogrifica GSTrap'™. Las fracciones obtenidas durante la elucién se separaron mediante

SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con Coomasie Blue (Fig. 14).

Figura 14: Purificacion del antigeno GST-Aromatasa mediante cromatografia de afinidad. Gel de
poliacrilamida tefiido con Coomasie Blue. Se observan fracciones de una cromatografia realizada con
GSTrap. De izquierda a derecha: GST purificada, marcador de peso molecular, eluatos de GST-aromatasa

purificados (I y II).

En la figura 14 se puede observar que la proteina recombinante purificada estd compuesta por
dos péptidos, uno mayoritario con respecto al otro. De acuerdo al peso molecular de las mismas,
la banda de menor peso molecular corresponderia a la proteina GST, mientras que la banda mas
cuantiosa seria GST-aromatasa (aproximadamente 35 kDa). Nétese que la aparente division de
esta banda también se observa en la calle del marcador de peso molecular, siendo esto, un efecto

propio de la electroforesis.

5.1.4.2. Caracterizacion del anticuerpo generado, por IHQ

La enzima se encontré en el citoplasma de los ovocitos en las muestras control (Fig. 15A). Para
validar la especificidad de la marcacién, la combinacién de complejos anticuerpo-antigeno
(anticuerpos pre-adsorbidos) se aplicO sobre las muestras de control en ensayos

inmunohistoquimicos. En estas muestras no hubo tincién (Figura 15B), lo que valida el ensayo.
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Figura 15: Caracterizacién del anticuerpo anti-aromatasa por IHQ. Fotomicrografias representativas que
muestran la distribucién de la aromatasa en las génadas control de C. latirostris utilizando el anticuerpo
policlonal generado en nuestro laboratorio. A: La inmunoreactividad se observé como un patrén
citoplasmético punteado compatible con una proteina localizada mitocondrial en el citoplasma de los
ovocitos. B: ausencia de tincién especifica cuando los anticuerpos se pre-incubaron con el péptido
correspondiente utilizado como inmundgeno. La IHQ se revel6 con DAB y se contrasté con hematoxilina

de Mayers.
5.1.5. Expresion de aromatasa

Se detecté inmunoreactividad especifica de la aromatasa en las génadas embrionarias de C.
latirostris, con su patrén de expresion citoplasmadtico y punteado, caracteristico. La expresion de
la enzima mostrd una disminucién hacia el final del desarrollo en las hembras DST (p<0.05). La
aromatasa fue significativamente menor en los machos en relacién con las hembras en las tres
etapas estudiadas (p<0,05). A su vez, hubo una caida en la expresion de la proteina hacia el final

del desarrollo en los machos-DST (Fig. 16).
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Figura 16: Expresion de aromatasa en las génadas embrionarias de C. latirostris. Cortes histoldgicos que
muestran el patrén de inmunomarcacién de aromatasa en diferentes estadios embrionarios de desarrollo y
las condiciones de incubacién a temperatura productora de hembras (TPH - 30°C) frente a temperatura
productora de machos (TPM - 33°C). La expresion de aromatasa en hembras DST en las etapas 22, 24 y
27 (A-C). La expresion de aromatasa en machos DST en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Panel inferior:
Expresién de aromatasa cuantificada como porcentaje del drea positiva. Los valores representan la media
+ SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a p <0,05 por la prueba U de Mann-Whitney
(comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento DST vs. DSE2) o Kruskal-Wallis seguido
por la prueba post de Dunn; (Comparando cada condicién de tratamiento a lo largo de las tres etapas
estudiadas) la significancia estadistica se muestra en este caso con letras griegas para el grupo hembras-

DST y letras latinas para los machos-DST. Muestras por grupo tratamiento n=6.
5.1.6. Actividad proliferativa y dafio en el ADN

En cuanto a la proliferacion celular (Fig. 17 A-F), la expresiéon de PCNA en las hembras-DST se
mantuvo baja durante todo el desarrollo, pero mostré un pico en el estadio 24. Mientras que, en
los machos-DST la expresion de PCNA no vari6 a lo largo del desarrollo. Las diferencias entre
condiciones de incubacién se observaron tanto en estadio 22 como en estadio 27, siendo mayor
la proliferacién celular en machos que en hembras (Fig. 17- panel inferior).

Por otro lado, se detectd la proteina p63 en células germinales (VASA-positivas), de embriones

de yacaré overo, la expresién de la misma permanecié baja durante el desarrollo tanto en
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hembras DST como en machos DST (Fig. 17 G-L). Sin embargo, la inmunoreactividad
especifica para p63 fue significativamente mayor en las génadas de las hembras DST en estadio

24 de desarrollo embrionario con respecto al grupo de machos (p =0,0019) (Fig. 17- panel

inferior).
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Figura 17: Expresion de PCNA y p63 en las génadas embrionarias de C. latirostris. Cortes histologicos
que muestran el patrén de inmunomarcaciéon de PCNA y p63 en diferentes estadios embrionarios de
desarrollo y las condiciones de incubacién a temperatura productora de hembras (TPH - 30°C) frente a
temperatura productora de machos (TPM - 33°C). La expresion de PCNA en hembras DST en las etapas
22,24 y 27 (A-C). La expresion de PCNA en machos DST en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Expresion de
p63 en hembras DST en las etapas 22, 24 y 27 (G-I). Expresion de p63 en machos DST en las etapas 22,
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24 y 27 (J-L). Panel inferior: Expresiones de PCNA y p63 cuantificadas como porcentaje del area
positiva. Los valores representan la media £+ SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a
p<0,05 por la prueba U de Mann-Whitney (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento de
DST frente a DSE,) o Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn (comparando cada condicién de
tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas) En este caso con letras griegas para la condicién

hembras DST vy letras latinas para machos DST. Muestras por grupo tratamiento n=6.
5.1.7. Micropuncion y expresion génica

Utilizando el método de micropuncién aislamos la porcién enriquecida en génada en todos los
grupos experimentales y en los tres estadios embrionarios estudiados. (Fig. 18A-B). Obteniendo
una masa final de ARN entre 1-2 pg por muestra, (n=6 por grupo experimental y por estadio), lo
que nos permitié evaluar por RT-qPCR la expresién de los genes: amh, cypl91la — aromatasa,
sfl y sox9, como asi también del gen constitutivo LS8 (proteina ribosomal). Dado que el método
de cuantificacién fue mediante curva estdndar relativa, hemos realizado las curvas pertinentes,

logrando eficiencias entre 98-102%.

Figura 18: Cortes del complejo GAM de C. latirostris en estadio 27 de desarrollo embrionario,
(realizados con criostato). A: Se muestra la estructura incluida en OCT a mayor aumento. B: El punto

oscuro hace referencia a la ausencia del tejido gonadal; una vez realizada la micropuncion.

En la figura 19 se muestra una curva de qPCR perteneciente al gen L8 (Fig.19.A).Sin
observarse diferencias significativas en los valores de Ct del gen de expresion constitutiva, entre
los grupos experimentales. Mediante la curva de disociacion (melting curve), se establece la
pureza del producto de amplificacion (Fig.19.B) y se confirma mediante electroforesis en gel de
agarosa (Fig.19.C). Pudimos establecer la pureza de todos los productos de amplificacion

evaluados (Fig. 18C).
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Figura 19: A: Curva representativa de qPCR del gen constitutivo L8 detectada mediante el sistema Real-
Time DNA Step One Cycler (Applied Biosistems Inc., Foster City, CA, USA). B: Curva de disociacién
(melting curve) para el mismo gen, mediante la cual se establece la pureza del producto de amplificacién.
C: gel de agarosa al 1,5 %, mostrando los productos de amplificacién de todos los genes evaluados; LS,

amh, cypl9al — aromatasa, sfl y sox9. MpM: Marcador de peso molecular.

La expresion relativa para el gen amh se mantuvo baja en las hembras-DST, durante los tres
estadios de desarrollo embrionario estudiados, mientras que en los machos-DST fue
aumentando conforme avanzaba el desarrollo (p<0.05). La expresion relativa de amh fue mayor
en los machos-DST respecto a las hembras-DST en los tres estadios estudiados (p<0.005)
(Fig.20A). En cuanto al gen cypl9al que codifica para la enzima esteroideogénica aromatasa,
su expresion relativa aument6 hacia el final del desarrollo en hembras (p<0.05) sin presentar
cambios a lo largo del desarrollo en machos. La expresion fue menor en los machos-DST
respecto a las hembras-DST en los tres estadios estudiados (p<0.005) (Fig.20B). El gen sf-1 que
codifica para la proteina homoénima, el factor esteroideogénico 1, disminuyd su expresion

relativa en estadio 24 y 27 respecto al estadio 22 en hembras-DST; mientras que en machos-

68




Resultados

DST aument6 la expresioén del mismo hacia el estadio 27. Se observé diferencia significativa
entre machos y hembras en estadio 22 (siendo mayor en hembras) y en estadio 27, siendo mayor
la expresion de sf-1 en machos (Fig.20C). La expresion relativa de Sox-9 se mantuvo sin
cambios a lo largo del desarrollo embrionario estudiado en hembras-DST, mientas que en los
machos Sox-9 aumenté su expresion, conforme avanzaba el desarrollo (p<0.05). Se observé
dimorfismo sexual para este gen en estadio 24 y 27 siendo mayor la expresiéon en machos-DST.

(Fig.20D).
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Figura 20: Expresion relativa del ARNm de los genes A: amh, B: Cypl9-1a C: SF-1 D: Sox-9 en las
gbnadas embrionarias de C. latirostris, Los valores representan la media + SEM. El n de muestras fue de
6 por grupo experimental y por estadio. Los asteriscos indican diferencias significativas a p <0,05 por el
test t de student (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento hembras-DST vs. machos-
DST) o ANOVA unidireccional seguido por la prueba posterior de Tukey; (Comparando cada condicién
de tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas; E22, E24, y E27) la significancia estadistica se

muestra en este caso con letras griegas para el grupo hembras-DST y letras latinas para los machos-DST.
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5.2. Hembras: Aspectos de la Determinacion Sexual por Temperatura (DST) y la
Determinacion sexual inducida por estrogenos (DSE>).

5.2.1. Obtencion de embriones de Caiman latirostris en estadios 22, 24 y 27 de

desarrollo.

Tal como se ha descripto en la seccién: 5.1.1 ilustrdndose en la figura 21, en este experimento

no se observaron diferencias en el periodo de incubacién debido al tratamiento con estradiol [9].

30° C Topicacién | ias | | Hembras- DST

Temperatura Vehiculo
productora de
hembras

l— Periodo Termo-sensible —‘

\ Estadio 20 Estadio 22 Estadio 24 Estadio 27

Temperatura . .. ] .
productora de, 8 }— Determinacion sexual —| l— Diferenciacion sexual —
machos 17-B-estradiol 1,4 ppp

33° C  Topicacién q ). V o Hembras- DSE2

Figura 21. Esquema que muestra la secuencia de los principales acontecimientos en el desarrollo de las
gbénadas embrionarias de C. Latirostris. Las hembras se obtuvieron 30°C - temperatura de produccién
femenina y 33°C - temperatura de produccién masculina + 1,4 ppm de 17B-estradiol (E,). Las flechas
muestran el tiempo en dias necesarios para pasar a la siguiente etapa que difiere entre las temperaturas de
incubacién. Los tratamientos (Vehiculo y E,) se aplicaron en la etapa 20, antes del periodo termo-
sensible. Las etapas estudiadas fueron elegidas considerando los periodos de determinacién del sexo (E21
a E24) y diferenciacién gonadal (E24 a post-eclosién). Las hembras se obtuvieron a ambas temperaturas
de incubacioén y se les llamé: Determinacion del Sexo por Temperatura (hembras- DST) o Determinacién

del Sexo inducida por Estrégenos (hembras- DSE,).
5.2.2. Cambios histo-morfologicos durante el desarrollo de las génadas.

Histol6gicamente en la etapa 22, la génada en ambas condiciones de incubacién (30°C o 33°C +
1.4 ppm E,) comprende un epitelio germinal externo y cordones medulares subyacentes. En las
secciones transversales, la génada estd compuesta por una corteza bien definida y la médula
(Fig. 22A y D). En la corteza, las células germinales se distribuyen dentro de un epitelio
pseudoestratificado a estratificado de células epiteliales columnares. Las células germinales se

observan ocasionalmente en la médula, solas o formando nidos. La médula contiene cordones
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celulares poco organizados, separados por células mesenquimales oscuras. Los espacios vacios
que se ven en la médula, podrian ser el primer signo de la diferenciacién de la génada de la
hembra. A pesar de ello, no hay signos consistentes de diferenciacion sexual gonadal en la etapa

22 2 30°C ni a 33°C + E, (Fig. 22A y D).

En la etapa 24 hay un aumento en el tamafio y celularidad de la génada. Los nidos de células
germinales son mds en cantidad y mds organizados tanto en la corteza como en la médula. El
inicio de la diferenciacién de la gonada de la hembra implica la delimitacién de los nidos
germinales y la presencia de signos de regresion de la médula que son claros en esta etapa, tanto
en las condiciones de incubacién a 30°C como a 33°C + E, (Figuras 22B y E). Las génadas
femeninas en la etapa 24 obtenidas por incubacién a 30°C (DST) difieren de las obtenidas por
incubacién a 33°C + 1.4 ppm E, (hembras DSE,) en que las dltimas poseen mds nimero de

células en general y menos espacios vacios en la médula.

El estadio 27 en las hembras DST se caracteriza por un aumento en el nimero de células
germinales agrupadas en conglomerados y una mayor delimitacion de los cimulos por las
células estromales. La médula aparece en mayor regresion y las lagunas tipicas comienzan a ser
observadas (Fig. 22C). En las hembras DSE,, la etapa 27 sdlo difiere de la descripcion de las
hembras DST en que, la celularidad de la génada en DSE, es exacerbada y hay menos espacios

vacios debido al aumento de la matriz extracelular (Fig. 22F).

Hembras
DST

Hembras

Figura 22: Estructura de las génadas de C. latirostris en diferentes etapas de desarrollo embrionario.
Hembras producidas por temperatura y por estrégenos. Fotomicrografias representativas de las génadas
en diferentes estadios de desarrollo (E22, E24 y E27), y en dos condiciones de determinacién del sexo:

por temperatura (DST) e inducida por estrégenos (DSE,). Las flechas muestran un grupo de células
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germinales. El recuadro muestra una mayor ampliacion de esos nidos. Los asteriscos muestran cavidades
irregulares que dan lugar a las lagunas. Los cambios se observan en las diferentes condiciones de
incubacién (30°C y 33°C + E,) desde la etapa 24. El inicio de la diferenciacion femenina implica la
delimitacién de los nidos y la presencia de signos de regresion de la médula que son claros en esta etapa
en ambas condiciones de incubacién. Las hembras DSE, poseen una mayor celularidad en general y
menos espacios vacios en la médula, diferencia que se exacerba en la etapa 27. Secciones transversales de

tejido, tefiidas con la solucién tricromica de Picrosirius- hematoxilina de Harris.
5.2.3. Expresion de los receptores hormonales

Se evalud por IHQ si la expresion de receptor de estrogeno alfa (ER a) y el receptor de
progesterona (PR) difieren entre las hembras DST y DSE,. ERa, se detectdé como una proteina
nuclear en las génadas embrionarias. Su expresiéon no se modificé a lo largo de las etapas de
desarrollo evaluadas en las hembras DST. Mientras que en las hembras DSE, se observé un
aumento en el inicio de PTS, cayendo hacia el final del desarrollo, en las etapas 24 y 27
(p=0,0302). El grupo DSE, mostré una mayor expresion de ERa en la etapa 22 (p=0,0286),
mientras que en las otras etapas de desarrollo, la expresion fue menor en este grupo que las
hembras DST (ambos p <0,05) (Fig. 23 A-F).

Del mismo modo que ERa, el PR mostré un patrén nuclear en las génadas embrionarias. La
expresion de PR en las hembras DST permanecié baja a lo largo de las etapas de desarrollo
estudiadas, mientras que en las hembras DSE,; su expresién aumenté significativamente hacia el
final del desarrollo embrionario (p = 0,0082). En la etapa 27, la expresion de PR fue
significativamente mayor en DSE, vs DST (p = 0,0121) (Fig. 23 G-L).

5.2.4. Expresion de aromatasa

La expresion de la enzima mostré una disminucion hacia el final del desarrollo en las hembras
DST (p=0,0086). La aromatasa fue significativamente mayor en las hembras tratadas con E, en
relacién con las DST en las tres etapas estudiadas (p<0,05). Sin embargo, no se modificé a lo

largo del desarrollo en las hembras DSE, (Fig. 24A-F).
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Figura 23: Expresion de los receptores de hormonas esteroides sexuales en las génadas embrionarias de
C. latirostris. Cortes histologicos que muestran el patron de inmunomarcacion de ERa y PR en diferentes
estadios embrionarios de desarrollo y en dos condiciones de determinacién del sexo: por temperatura
(DST) e inducida por estrogenos (DSE,). La expresion de ERa en hembras DST en las etapas 22, 24 y 27
(A-C). La expresion de ERa en hembras DSE, en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Expresion de PR en
hembras DST en las etapas 22, 24 y 27 (G-I). Expresion de PR en DSE, hembras en las etapas 22, 24 y 27
(J-L). Panel inferior: Expresiones de ERa y PR cuantificadas como porcentaje del area positiva y

porcentaje de células positivas, respectivamente. Los valores representan la media = SEM. Los asteriscos
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indican diferencias significativas a p<0,05 por la prueba U de Mann-Whitney (comparando cada estadio
en las condiciones de tratamiento de DST frente a DSE,) o Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn
(comparando cada condicién de tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas) En este caso con

letras griegas para la condicién DST y letras latinas para DSE,. Muestras por grupo tratamiento n=6.

Estadio 27
T TR B,
C LN s n'lj

Hembras-DST

Aromatasa

Hembras-DSE2

a
ap
B
n=6 n=6 ! n=6 n=6
E24 E27

W Hembras-DST W Hembras-DSE,

Figura 24: Expresion de aromatasa en las génadas embrionarias de C. latirostris. Secciones histoldgicas
que muestran el patrén de inmunomarcacién de aromatasa representativo en diferentes etapas de
desarrollo embrionario en el sexo femenino determinado por dos condiciones: temperatura (DST) e
inducida por estrégenos (DSE,). La expresién de aromatasa en hembras DST en las etapas 22, 24 y 27
(A-C). Expresién de la aromatasa en hembras DSE, en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Panel inferior:
Expresién de aromatasa cuantificadas como porcentaje del area positiva. Los valores representan la media
+ SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a p <0,05 por la prueba U de Mann-Whitney
(comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento DST vs. DSE,) o Kruskal-Wallis seguido por
la prueba post de Dunn; (Comparando cada condicién de tratamiento a lo largo de las tres etapas
estudiadas) la significacion estadistica se muestra en este caso con letras griegas para la condicién DST y

letras latinas para DSE,. Muestras por grupo tratamiento n=>6.

74



Resultados

5.2.5. Actividad proliferativa, dafio al ADN y apoptosis

En cuanto a la proliferacién celular, la expresiéon de PCNA en las hembras DST se mantuvo baja
durante todo el desarrollo. Por otra parte, se observd una alta expresion de PCNA en la etapa 22
en el grupo DSE, seguida por una caida significativa (p<0,05) en la etapa 24 manteniéndose
baja hasta la etapa 27. La proliferacién celular en la etapa 22 es significativamente mayor en las

hembras DSE, que en las DST (p=0,0028) (Fig. 25A-F).

El ensayo de TUNEL mostré en las hembras DST un bajo nivel de apoptosis en las etapas 22 y
24 con un aumento significativo en la etapa 27 (p<0,05). En cuanto a las hembras DSE,, el
porcentaje de apoptosis en la etapa 22 fue de 1,8 £ 0,6. En la etapa 24 se produjo un aumento
significativo (5,5 = 1,3) con una caida en la etapa 27 (1,5 £ 0,5, p<0,05). En las etapas 22 y 24,
el porcentaje de apoptosis fue mayor en DSE, que en DST (p=0,0159; p=0,0317), sin mostrar
diferencias hacia el final del desarrollo (Fig. 25 G-L).

La proteina p63, mostré inmunomarcacion especifica en células germinales de embriones de
yacaré overo (co-localizacion VASA/p63 - ver Fig. 26). Su expresion permanecié baja durante
el desarrollo en hembras DST. Mientras que, en las hembras DSE,, se observé un aumento en la
etapa 24 con respecto a la etapa anterior (p=0,0156), seguido de una caida hacia el final del
desarrollo (p=0,0181). La expresion de p63 fue significativamente mayor en las génadas de las
hembras DSE, en todos los estadios embrionarios con respecto al grupo DST (p <0,05) (Fig.
26).
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Figura 25: Proliferaciéon y apoptosis en génadas embrionarias de C. latirostris del sexo femenino

determinado por la temperatura (DST) y el estrégeno (DSE,). Secuencias histolgicas que muestran el

patrén de inmunotincién de la proliferacion celular (PCNA) y la apoptosis (por TUNEL) en diferentes

estadios de desarrollo embrionario y en dos condiciones de determinacién del sexo: por temperatura

(DST) e inducida por estrégenos (DSE,). Proliferacion celular en hembras DST en las etapas 22, 24 y 27

(A-C). Proliferacion celular en hembras DSE, en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Apoptosis en las hembras

DST en las etapas 22, 24 y 27 (G-I). Apoptosis en hembras DSE; en las etapas 22, 24 y 27 (J-L). Panel
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inferior: La proliferacién celular y la apoptosis se cuantificaron como porcentaje del drea positiva. Los
valores representan la media £+ SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a p <0,05 por la
prueba U de Mann-Whitney (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento con DST versus
DSE,) o Kruskal-Wallis seguido de la prueba post de Dunn (comparando cada condicién de tratamiento a
lo largo de las tres etapas estudiadas) La significancia se muestra en este caso con letras griegas para la

condicién DST y letras latinas para DSE,. Muestras por grupo tratamiento n=6.
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Figura 26: Dafio del ADN en células germinales de génadas embrionarias de C. latirostris.
Fotomicrografias representativas de la tincién por inmunofluorescencia doble para VASA / p63, que
muestra las génadas de un embrién de C. latirostris inducido por estrogenos(DSE,) en el estadio 24 de
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desarrollo. Secciones histolégicas con inmunofluorescencia citoplasmatica VASA (verde), mostrando la
presencia de nidos de células germinales y la inmunofluorescencia p63 (roja) con localizacién nuclear,
mostrando el dafio en el ADN de estas células germinales. En la fusién, se muestra la co-localizacién de
ambas moléculas. Los ntcleos negativos para estas proteinas, se tifieron con DAPI. Panel central:
expresion de p63 en las hembras con determinacién sexual por temperatura (DST) en las etapas 22, 24 y
27 (A-C). Expresion de p63 en hembras DSE, en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Panel inferior: expresién
de p63 cuantificadas como densidad dptica integral (IOD) en los nidos de células germinales. Los valores
representan la media + SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a p<0,05 por la prueba U de
Mann-Whitney (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento con DST versus DSE,) o
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post de Dunn (comparando cada condicién de tratamiento a lo largo
de las tres etapas estudiadas), la significancia se muestra en este caso con letras griegas para la condicién

DST vy letras latinas para DSE,. Muestras por grupo tratamiento n=6.

5.2.6. Micropuncion y expresion génica

Utilizando el método de micropuncién aislamos la porcién enriquecida en génada en todos los
grupos experimentales y en los tres estadios embrionarios estudiados. Obteniendo una masa
final de ARN entre 1-2 pug por muestra, (n=6, por grupo experimental y por estadio), lo que nos
permiti6é evaluar por RT-qPCR la expresion de los genes: cypl9al — aromatasa, sox9, sfl y
amh, como asi también del gen constitutivo L8 (proteina ribosomal). El detalle de la puesta a
punto del ensayo se explicé en la seccion de resultados 4.1.5.

La expresion relativa para el gen amh se mantuvo sin cambios en las hembras-DST a lo largo
del desarrollo embrionario estudiado, mientras que en las hembras-DSE, aument6 hacia el
estadio 27 (p<0.05). La expresion relativa de amh fue menor en las hembras-DSE, respecto a las
hembras-DST en los estadios 22 y 24 (p<0.05) sin mostrar diferencias en estadio 27 (Fig.27A).
En cuanto al gen cyp/9al que codifica para la enzima esteroideogénica aromatasa, su expresion
relativa aumenté hacia el final del desarrollo, tanto en las hembras-DST como en hembras-
DSE,; (p<0.05). La expresion fue mayor en las hembras-DSE, respecto a las hembras-DST en
los estadios 22 y 24 (p<0.05) observandose ademads, una clara tendencia al aumento en estadio
27, sin que esta sea significativa (Fig.27B). El gen sf-1 se mantuvo disminuyé su expresion en el
estadio 24, respecto al estadio previo en las hembras-DST, manteniéndose hacia el estadio 27.
En las hembras-DSE, la expresion de este gen, aumentd hacia el final del desarrollo
embrionario (p<0.05), sin observarse diferencias entre los grupos experimentales (Fig.27C). La
expresion relativa de Sox-9 se mantuvo disminuy6 desde el estadio 22 al 24 y volvié a aumentar
en la etapa 27 en las hembras-DST, mientas que en las hembras-DSE, Sox-9 aumenté su
expresion, hacia el final del desarrollo (p<0.05). Se observé diferencia entre ambas hembras en

estadio 24 siendo mayor la expresion en hembras-DSE, (Fig.27 D).
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Figura 27: Expresion relativa del ARNm de los genes A: amh, B: Cypl9-al C: SF-1 D: Sox-9 en las
gbénadas embrionarias de C. latirostris, Los valores representan la media + SEM. El n de muestras fue de
6 por grupo experimental y por estadio. Los asteriscos indican diferencias significativas a p <0,05 por el
test t de student (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento hembras-DST vs. hembras-
DSE;) o ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey; (Comparando cada condicién de
tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas; E22, E24, y E27) la significancia estadistica se
muestra en este caso con letras griegas para el grupo hembras-DST y letras latinas para las hembras-

DSE..
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5.3. Machos: Efectos de la exposicion in ovo a Atrazina sobre la Determinacion Sexual de

Caiman latirostris.

5.3.1. Obtencion de embriones de Caiman latirostris en estadios 22, 24 y 27 de
desarrollo.
Tal como se ha descripto en la seccién: 5.1.1 ilustrdndose en la figura.28, en este experimento

no se observaron diferencias en el periodo de incubacién debido al tratamiento con Atrazina 0,2

330 C Topicacion

Temperatura Vehiculo £ " ;
productora de \ }— Periodo Termo-sensible —I

machos
.Estadio 20 Estadio 22 Estadio 24 Estadio 27

Viachos-DST- Control

Temperatura /

productora de |— Determinacion sexual —{ |—Diferenciacién sexual —=
machos  Atrazina 0.2 ppm }

33°C  Topicacion XL | - | Machos-DST- ATZ

Figura 28: Esquema que muestra la secuencia de los principales acontecimientos en el desarrollo de las
gbénadas embrionarias de C. Latirostris. Los machos se obtuvieron a 33°C - temperatura de produccién
masculina y a 33°C - temperatura de produccién masculina + 0,2 ppm de atrazina (ATZ). Las flechas
muestran el tiempo en dias necesarios para pasar a la siguiente etapa en ambas condiciones de
incubacién. Los tratamientos (Vehiculo y ATZ) se aplicaron en la etapa 20, antes del periodo termo-
sensible. Las etapas estudiadas fueron elegidas considerando los periodos de determinacién del sexo (E21
a E24) y diferenciacién gonadal (E24 a post-eclosion). Los machos se obtuvieron en ambas condiciones
de incubacién y se los llamé: machos determinados sexualmente por temperatura —condicién control
(Machos-DST-Control) machos determinados sexualmente por temperatura —expuestos a ATZ (machos-
DST-ATZ).

5.3.2. Cambios histo-morfologicos durante el desarrollo de las génadas.

Histol6gicamente en la etapa 22, la génada en ambas condiciones de incubacién
(TPM+vehiculo 6 TPM+0,2 ppm de ATZ) comprende un epitelio germinal externo y cordones
medulares subyacentes. En las secciones transversales, la génada estd compuesta por una
corteza bien definida y la médula (Fig. 29A y D). En la corteza, se observaron células

germinales y ocasionalmente también se visualizaron en la médula, solas o formando nidos.
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La médula contiene cordones celulares poco organizados, separados por células mesenquimales
oscuras. No hay signos consistentes de diferenciacién sexual gonadal en la etapa 22 a 33°C ni a

33°C+ATZ (Fig. 29A y D).

Las génadas masculinas en la etapa 24 obtenidas por incubacién a 33°C (machos-DST-Control)

no difieren de las obtenidas por incubacién a 33°C+ ATZ (machos-DST-ATZ).

El estadio 27, tanto en los machos-DST-control como en los machos-DST-ATZ, se caracteriza
por un aumento en el niimero de células agrupadas en cordones medulares, formando los
clésicos tibulos seminiferos (Fig. 29.C). Sin embargo, en los machos-DST-ATZ se observaron
tibulos seminiferos tortuosos, con limites difusos y aparente incremento de la luz luminal.
En esta etapa de desarrollo embrionario, ambas condiciones de produccién de machos,

presentan ausencia del ducto de Miiller (Fig. 29.F), caracteristica que habia sido demostrada a

los 10 dias postnatales pero se desconocia se ausencia durante la embriogénesis.

Estadio 22 Estadio 24 Estadio 27

Control

ATZ

Machos-DST  Machos-DST

Figura 29: Fotomicrografias representativas que muestran las génadas en diferentes estadios de
desarrollo (E22, E24 y E27), y en dos condiciones de incubacién (a 33°C TPM+ vehiculo y 33°C + 0,2
ppm de ATZ). Los signos numerales muestran los tibulos seminiferos en alto grado de desarrollo y los
asteriscos aquellos tibulos tortuosos presentes en las génadas tratadas con ATZ. Las flechas muestran un
grupo de células germinales. El recuadro muestra en mayor aumento los nidos de células germinales.
Secciones transversales de tejido gonadal, tefiidas con la solucién tricrémica de Picrosirius y contra-

coloreadas con hematoxilina de Harris.
5.3.3. Expresion de los receptores hormonales

Se evalud por IHQ si la expresion de receptor de estrogeno alfa (ERa) y el receptor de
progesterona (PR) difieren entre los machos-DST-control y los machos-DST-ATZ. ERa, se

detecté como una proteina nuclear en las génadas embrionarias. Su expresion cayé hacia el final
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del desarrollo en la etapa 27 (p=0,0302) en machos-DST-control. Mientras que en los machos-
DST-ATZ, la expresion de ERa cayo6 desde el estadio 22 al 24, haciéndose mas pronunciada la
caida hacia el estadio 27. Los machos-DST mostraron una mayor expresion de ERa respecto a
los ATZ en la etapa 24 (p=0,0286), mientras que en las etapas 22 y 27, la expresién no fue
diferencial entre los grupos (Fig. 30 A-F).

Al igual que ERa, PR mostré un patron nuclear en las génadas embrionarias (Fig. 30 G-L). La
expresion de PR en los machos-DST-control, si bien fue baja durante las etapas de desarrollo
estudiadas, fue aumentando su expresion hacia el estadio 27. El mismo patrén de expresion de
este recetor, mostraron los machos tratados con ATZ a lo largo del desarrollo. Se observé una
diferencia entre ambos grupos en el estadio 24, donde la expresién fue menor en los machos-

DST-ATZ (p=0,0295) (Fig. 30 panel inferior).

5.3.4. Expresion de aromatasa

La expresion de aromatasa mostrd una disminucion hacia el final del desarrollo en los machos-
DST-control (p<0.05). La aromatasa fue significativamente mayor en los machos tratados con
ATZ en relacién con los DST-control en las tres etapas estudiadas (p<0,05). Sin embargo, no se

modificé a lo largo del desarrollo en los machos-DST-ATZ (Fig. 31).

5.3.5. Actividad proliferativa y dafio en el ADN

En cuanto a la proliferacion celular (Fig. 32 A-F), la expresion de PCNA en los machos-DST se
mantuvo baja durante todo el desarrollo. Por otra parte, en los machos-ATZ la expresion de
PCNA fue mdxima en la etapa 22 mostrando un descenso de la expresiéon conforme avanzé el
desarrollo (p<0,05). La diferencia entre condiciones de incubacién se observé en estadio 22,
siendo mayor la proliferacién celular en machos-ATZ que en los machos-DST (p=0,0103) (Fig.
32-panel inferior)

Por otro lado, la expresion de la proteina p63 (Fig. 32 G-L), permanecid baja y sin diferencias a
lo largo del desarrollo para los machos-DST-control, pero mostré un pico en estadio 24 en los
machos-DST-ATZ (p<0,05). La expresion de p63 fue significativamente mayor en las génadas
de los machos tratados con ATZ en estadio 24 de desarrollo embrionario con respecto al grupo

de machos-DST-control (p =0,0406) (Fig. 32-panel inferior).
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Figura 30: Expresion de los receptores de hormonas esteroides sexuales en las génadas embrionarias de

C. latirostris. Cortes histolégicos que muestran el patrén de inmunomarcacién de ERa y PR en diferentes

estadios embrionarios de desarrollo y las dos condiciones de incubacién (a 33°C TPM+ vehiculo y 33°C

+ 0,2 ppm de ATZ). La expresién de ERa en machos-DST-control en las etapas 22, 24 y 27 (A-C). La

expresion de ERa en machos-DST-ATZ en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Expresién de PR en machos-

DST-control en las etapas 22, 24 y 27 (G-I). Expresién de PR en machos-DST-ATZ en las etapas 22, 24 y

27 (J-L). Panel inferior: Expresiones de ERa y PR cuantificadas como porcentaje del area positiva. Los

valores representan la media + SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a p<0,05 por la
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prueba U de Mann-Whitney (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento de DST frente a
DSE,) o Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn (comparando cada condicién de tratamiento a lo
largo de las tres etapas estudiadas) En este caso con letras griegas para la condiciéon hembras DST y letras

latinas para machos DST. Muestras por grupo tratamiento n=6.

Estadio 22 Estadio 24 Estadio 27

Machos-DST
Control

Aromatasa

Machos-DST
ATZ

Aromatasa (% area positiva)

E27
w Machos-DST-Conirol = Machos-DST-ATZ

Figura 31: Expresion de aromatasa en las génadas embrionarias de C. latirostris. Cortes histoldgicos que
muestran el patrén de inmunomarcacién de aromatasa en diferentes estadios embrionarios de desarrollo y
en dos condiciones de incubacién (a 33°C TPM+ vehiculo y 33°C + 0,2 ppm de ATZ). .La expresion de
aromatasa en machos-DST-control en las etapas 22, 24 y 27 (A-C). La expresion de aromatasa en
machos-DST-ATZ en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Panel inferior: Expresiéon de aromatasa cuantificada
como porcentaje del drea positiva. Los valores representan la media = SEM. Los asteriscos indican
diferencias significativas a p <0,05 por la prueba U de Mann-Whitney (comparando cada estadio en las
condiciones de tratamiento DST vs. DSE,) o Kruskal-Wallis seguido por la prueba post de Dunn;
(Comparando cada condicién de tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas) la significancia
estadistica se muestra en este caso con letras griegas para el grupo hembras-DST y letras latinas para los

machos-DST. Muestras por grupo tratamiento n=6.
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Figura 32: Expresion de PCNA y p63 en las génadas embrionarias de C. latirostris. Cortes histoldgicos
que muestran el patrén de inmunomarcaciéon de PCNA y p63 en diferentes estadios embrionarios de
desarrollo y en dos condiciones de incubacion (a 33°C TPM+ vehiculo y 33°C + 0,2 ppm de ATZ). La
expresion de PCNA en machos-DST-control en las etapas 22, 24 y 27 (A-C). La expresion de PCNA en
machos-DST-ATZ en las etapas 22, 24 y 27 (D-F). Expresién de p63 en machos-DST-control en las
etapas 22, 24 y 27 (G-I). Expresién de p63 en machos-DST-ATZ en las etapas 22, 24 y 27 (J-L). Panel
inferior: Expresiones de PCNA y p63 cuantificadas como porcentaje del drea positiva. Los valores
representan la media £ SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas a p<0,05 por la prueba U de
Mann-Whitney (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento de DST frente a DSE,) o

Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn (comparando cada condicién de tratamiento a lo largo de
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las tres etapas estudiadas) En este caso con letras griegas para la condicién hembras DST y letras latinas

para machos DST. Muestras por grupo tratamiento n=6.

5.3.6. Micropuncion y expresion génica

Utilizando el método de micropuncién aislamos la porcién enriquecida en génada en todos los
grupos experimentales y en los tres estadios embrionarios estudiados. Obteniendo una masa
final de ARN entre 1-2 ug por muestra (n=6 por grupo experimental y por estadio), lo que nos
permitié evaluar por RT-qPCR la expresion de los genes: amh, cypl9al — aromatasa, sfl y
sox9, como asi también del gen constitutivo L8 (proteina ribosomal). El detalle de la puesta a
punto del ensayo se explicé en la seccién de resultados 4.1.5.

La expresion relativa para el gen amh aument6 hacia el final del desarrollo en los machos-DST
(estadios 24 y 27), mientras que en los machos-ATZ esta aument6 en la etapa 24 y presentd una
caida en estadio 27 (p<0.05). La expresion relativa de amh fue mayor en los machos-ATZ
respecto a los machos-DST en los tres estadios estudiados (p<0.005) (Fig.33A). En cuanto al
gen cypl9al que codifica para la enzima esteroideogénica aromatasa, su expresion relativa
mantuvo el mismo patrén en los machos controles y en los expuestos a ATZ, aumentando en el
estadio 24 y mostrando una caida hacia el 27 (p<0.05). No hubo diferencias entre ambos grupos
experimentales (Fig.33B). Se observé un aumento del gen sf-/ hacia el estadio 27 en los
machos-DST; mientras que en machos-ATZ aumentd la expresiéon del mismo, a medida que
avanzé el desarrollo (p<0.05). No se observaron diferencias entre ambos machos a lo largo de
los estadios estudiados (Fig.33C). La expresion relativa de Sox-9 aumenté a lo largo del
desarrollo embrionario estudiado en machos-DST, mientas que en los machos expuestos a ATZ
este gen aumentd su expresion hacia el estadio 24 y mostré una caida hacia el final del
desarrollo embrionario (p<0.05). Se observé una diferencia entre los grupos para este gen en

estadio 24 siendo mayor la expresién en machos-ATZ (Fig.33D).
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Figura 33: Expresion relativa del ARNm de los genes A: amh, B: Cypl9-al C: SF-1 D: Sox-9 en las
gbénadas embrionarias de C. latirostris, Los valores representan la media + SEM. El n de muestras fue de
6 por grupo experimental y por estadio. Los asteriscos indican diferencias significativas a p <0,05 por el
test t de student (comparando cada estadio en las condiciones de tratamiento machos-DST-control vs.
machos-DST-ATZ) o ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey; (Comparando cada
condicién de tratamiento a lo largo de las tres etapas estudiadas; E22, E24 y E27) la significancia
estadistica se muestra en este caso con letras griegas para el grupo machos-DST vy letras latinas para los

machos-ATZ.
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6.1. Caracterizacion de la Determinacion Sexual por Temperatura (DST).

En el presente apartado, evaluamos el dimorfismo sexual presente entre las génadas femeninas y
masculinas de Caiman latirostris obtenidas por DST, en tres etapas del desarrollo embrionario
(22, 24 y 27). La evaluaciéon de las caracteristicas histo-morfolégicas y la expresion de
diferentes moléculas claves en el desarrollo embrionario nos permitieron ampliar el
conocimiento sobre el desarrollo ovérico y testicular embrionario de esta especie. Ademds,
demostramos que las génadas embrionarias muestran dimorfismo sexual en la expresion
proteica de los receptores de estrogenos y progesterona, asi como en la expresion de la enzima
aromatasa. Observamos también, dimorfismo sexual en la proliferacion celular y la posible
incidencia de dafio del ADN en las células germinales a través de la expresién de p63 en
hembras. Finalmente, en la expresion génica hallamos patrones de expresiéon sexualmente

dimérficos en todos los genes evaluados amh, sox-9 y cyp19-al (aromatasa) y sf-1.

Tal como fue descripto por Stoker y col, [9], el crecimiento embrionario de C. latirostris fue
mas acelerado cuando la incubacién fue a TPM (33°C) que a TPH (30°C). Esto habia sido

evaluado anteriormente en otra especie de cocodrilido, el A. missisipiensis [55].

Durante los estadios 22 y 24 de desarrollo embrionario, las gonadas de C. latirostris no
presentaron claras diferencias histolégicas entre machos y hembras, contrariamente a lo que fue
descripto por Smith y Joss [55] para A. missisipiensis. Ellos evaluaron gracias al andlisis
ultraestructural, el agrandamiento de varias células somaticas en la médula de la goénada
incubada a TPM formando presuntas células de Sertoli durante las etapas de desarrollo 21-22.
También observaron la completa diferenciacion de estas células pre-sertoli en células de Sértoli
en estadio 24, lo que desencadenaria el inicio de la formacién de los tibulos seminiferos en los
aligatores machos [55]. En el dltimo estadio estudiado, el estadio 27, encontramos una clara
diferencia dimoérfica entre las génadas embrionarias de C. latirostris, los tibulos seminiferos en
alto grado de desarrollo presente en los machos-DST y la ausencia del ducto de Miller en los
mismos, muestran este claro dimorfismo sexual. Antecedentes en esta especie, mostraban un
gran desarrollo de los tibulos y la ausencia de ducto en animales en dia postnatal diez[9], pero

esto no era conocido en etapas embrionarias.

En relacién a la pérdida del ducto de Miller en machos, se ha demostrado en yacarés de 10 dias
de edad, que la expresion del ARNm de amh y sox9 es sexualmente dimérfica, con niveles mas
elevados en machos que en hembras [35]. En nuestro estudio ademds, pudimos observar que
este dimorfismo sexual es previo al nacimiento, inicidndose tan tempranamente para amh como
es el estadio 22 de desarrollo embrionario y permaneciendo elevado su nivel de expresién hasta

finales del desarrollo. Para sox-9 la diferencia entre ambos sexos comenz6 en el estadio 24 y se
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extendi6 hasta el final. El factor de transcripcién Sox-9, se ha asociado con el desarrollo de
testiculos en todos los vertebrados examinados hasta la fecha [34] y la regulacidn de este sobre
amh es controvertida. Sox-9 parece tener un papel fundamental en los pasos iniciales de la
diferenciacion de células de Sertoli en ratones, sin embargo, es poco probable que realice la
misma funcién en otros vertebrados, como pollos y cocodrilidos [43,41]. De hecho, en A.
missisipiensis, las células pre-Sertoli aparecen desde la etapa 22, aproximadamente 2 semanas
antes de que se pueda detectar sox-9 [138]. En ratones, la expresion de sox-9 precede a la
expresion de amh alrededor de las 24 h y es probable que sox-9 regule directamente a amh
[139]. En pollos y caimanes, la expresion de amh precede a la expresion de sox-9 alrededor de
las 24 h y 10 dias, respectivamente, lo que hace altamente improbable que sox-9 inicie la
expresion de amh, tal como observamos en el presente trabajo. Sin embargo, tanto en pollos
como en caimanes, la fuerte regulacion al alza de amh en los machos es coincidente con el
comienzo de la expresion de sox-9. Este hallazgo indica que aunque sox-9 no inicia amh en

estas especies, puede tener un papel en su posterior regulacién positiva [34].

El factor esteroidogénico-1 (Sf-/), es un gen que se sabe, regula la expresiéon de las enzimas
esteroidogénicas gonadales, incluida la aromatasa[37]. Sf-/ es critico en la determinacién y
diferenciacién del sexo de vertebrados, independientemente del mecanismo de determinacion
del sexo. Més alla de sus funciones esteroidogénicas, se requiere Sf-/ para mantenimiento de la
gbénada bipotencial temprana y juega un papel critico en la diferenciacion testicular. EI ARNm
de Sf-1 se expresa a niveles mds elevados en testiculos de mamiferos en desarrollo, un patrén
conservado en la tortuga deslizadora [40]. Sf-1 también responde a los tratamientos de reversion
de sexo: los niveles de Sf-/ aumentan con el cambio de temperatura y con el tratamiento de
inhibicién de aromatasa productora de machos, y disminuird con el correspondiente cambio a
temperatura productora de hembras y la aplicacién exégena de estrégenos [140]. En las génadas
embrionarias de C. latirostris, en concordancia con los antecedentes mencionados, observamos
dimorfismo sexual en el estadio bipotencial 22, donde la expresion de sf-/ fue mayor en
hembras, y es importante para el mantenimiento del estado bipotencial, mientras que un
aumento del mismo se observo en los machos hacia el final del desarrollo, tal como sucede en la

desarrollo testicular de mamiferos y que ademads fue descripto en una especie de tortuga [40].

Como se sabe, los estrégenos juegan un papel critico en la determinacién del sexo en cocodrilos
y tortugas, como probablemente lo hacen en la mayoria de los vertebrados no mamiferos. Sin
embargo, no estd claro como los estrégenos anulan la influencia de la temperatura durante la
determinacion del sexo en estas especies [141]. La mayoria de los vertebrados estudiados hasta
la fecha [142] tienen dos formas de receptores de estrogenos nucleares, ERa y ER, que tienen

diferente especificidad de ligando, distribucién y funcién. En A. mississippiensis, la evidencia
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indica que ERa es probablemente el ER principalmente implicado en la reversion sexual asi
como en la supervivencia embrionaria del conducto de Miiller [141]. La expresion de ERa en
las gbénadas embrionarias de C. latirostris no se modificé a lo largo de las etapas de desarrollo
evaluadas en hembras-DST. Mientras que los machos-DST, mostraron una mayor expresién de
este receptor en las etapas 22 y 24, cuando la génada atin es bipotencial y se inicia la
diferenciacién. Posteriormente, la expresion de ERa disminuyé hacia el final del desarrollo

embrionario en los machos por debajo de los niveles expresados en hembras.

Por otro lado, el receptor de progesterona (PR) se considera una molécula diana de accién
estrogénica y su regulacion difiere entre especies [143-145]. Se hallé dimorfismo sexual para
esta proteina en el estadio 22 de desarrollo embrionario gonadal de C. latirostris, siendo mayor
en hembras-DST. En machos se observéd un aumento de PR hacia el final del desarrollo, que
deja entrever el papel de la TPM en el alza de esta proteina, de todos modos, como se explicara
en el proximo apartado, este aumento no es significativo comparativamente con la accién que

tienen los estrégenos administrados en la hembras determinadas sexualmente por E.,.

La enzima que cataliza la produccién de estrégenos a partir de un sustrato de andrégenos es la
citocromo P450 - aromatasa [146]. Hallamos expresion proteica y del ARNm de esta enzima
(cyp19-al) en las gonadas embrionarias de C. latirostris, estableciéndose una claro patrén
dimorfico entre machos y hembras siendo mayor la expresiéon en hembras durante todo el
desarrollo gonadal estudiado, tanto en la evaluacidn del gen como el de la proteina. Esto tiene
implicancia sobre el rol clave de esta enzima en la determinacién sexual hacia hembras, ya
descripto para muchas especies DST. Sin embargo, estudios en otros cocodrilos (Crocodylus
porosus 'y Alligator mississippiensis) han detectado contrariamente, que el aumento de
aromatasa surge después de PTS en hembras DST [50-51]. Esta falta de expresién de la
aromatasa gonadal endégena hasta el final del desarrollo llevé a la hipétesis contradictoria de
que los estrégenos enddgenos no estan implicados en la diferenciacién ovarica temprana en las
especies de DST. Se propuso que los tejidos distintos de las génadas proporcionan al sitio la
sensibilidad térmica primaria, asi como la fuente de estrégeno para el desarrollo ovarico
temprano. De esta forma, la aromatasa seria un elemento descendente en la cascada de
desarrollo de DST [52]. Para C. porosus, la determinacion de la aromatasa se realizé mediante
la evaluacion de su actividad en todo el complejo de GAM, mientras que para A.
mississippiensis, la aromatasa se ensayé mediante hibridacion in situ. Es importante enfatizar en
nuestro trabajo, la generaciéon del anticuerpo anti-aromatasa que nos permitié evaluar la
presencia de la proteina en su fuente real. La expresién diferencial de la actividad de la
aromatasa ovdrica (cypl9al) ocurre en la génada de tortugas en desarrollo a temperaturas de

produccién femenina y masculina durante el TPS de las tortugas Emys orbicularis [45],
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Dermochelys coriacea [147],y Malaclemys terrapin [148,52]. Los experimentos y ensayos
llevados a cabo en tortugas hembras utilizando génadas aisladas, proporcionan evidencia de que
las gdénadas responden a los cambios de temperatura modificando su propia diferenciacién

sexual [53].

Los procesos de desarrollo implican la proliferacion celular y diferenciacién. En las génadas
embrionarias de C. latirostris, pudimos observar en aumento en la expresion de PCNA en
machos-DST, tanto al inicio como hacia el final del desarrollo gonadal embrionario estudiado.
Esto podria explicar la baja actividad proliferativa durante las etapas de desarrollo
caracterizadas por una diferenciacién intensa como es la etapa 24. Nuestros hallazgos estdn de
acuerdo con los informados por Zhu y col. [149], quien afirmé que la divisién y diferenciacién
celular a menudo actiian como dos socios mutuamente excluyentes que estan relacionados pero

no pueden coexistir.

La proteina p63 es un factor transcripcional, miembro de la familia p53, implicado en cancer y
desarrollo. La ablacién completa de todas las isoformas p63 produjo ratones con anomalias
fatales del desarrollo, incluida la falta de barrera epidérmica, de extremidades y otros apéndices
epidérmicos. Ratones Knock-out especificos para la isoforma TAp63, aunque se desarrollaron
normalmente, no presentaron apoptosis inducida por dafio en el ADN durante la detencién
meidtica del foliculo primordial, lo que sugiere una participacién de p63 en la reproduccién
materna. A su vez, se ha detectado la proteina p63 en el niicleo de los gonocitos en testiculos de
ratén. Durante el desarrollo del testiculo en ratones se observé una fuerte expresién del ARNm
y la proteina p63y cuando los gonocitos se encuentran en el periodo quiescente [59]. Es
conocido que las proteinas de unién al ADN, mds precisamente las de la familia p53, poseen
dominios altamente conservados que se mantienen en los distintos linajes filogénicos. p63
también se hallé en la especie aviar, Gallus domesticus, pero constituimos, mediante nuestro
trabajo y a nuestro conocimiento, el primer reporte de la presencia de p63 en una especie de
reptil no aviano. Hallamos un aumento de la expresion de TAp63 en las células germinales
gonadales embrionarias en estadio 24 de las hembras-DST, lo que podria relacionarse con la
participacién en el punto de control de la respuesta al dafio del ADN de ovocitos, uno de los
primeros eventos en el proceso de selecciéon mediado por apoptosis, tal como ocurre en

mamiferos [58].

En resumen, nuestros resultados muestran que estas dos condiciones de desarrollo estudiadas,
30°C (TPH) o 33°C (TPM), confirman la determinacién del sexo por temperatura que presenta
C. latirostris y ademds, posibilitaron establecer el dimorfismo sexual en la expresion de

distintas moléculas claves asociadas con el desarrollo y la funcién ovdrica y testicular.
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Ampliando de este modo el conocimiento sobre la determinacién sexual y diferenciacién

gonadal de esta especie a nivel embrionario.

6.2. Hembras: Aspectos de la Determinacion Sexual por Temperatura (DST) y la
Determinacion sexual inducida por estrogenos (DSE).

En el presente apartado, evaluamos las similitudes y diferencias de las génadas femeninas de C.
latirostris en tres etapas del desarrollo embrionario (22, 24 y 27) obtenidas por DST y DSE.,. La
evaluacién de las caracteristicas histo-morfoldgicas y la expresiéon de diferentes moléculas
claves en el desarrollo embrionario nos permitieron ampliar el conocimiento sobre el desarrollo
ovérico embrionario de esta especie. Ademds, demostramos que las génadas femeninas DSE,
muestran alteraciones en la expresion proteica de los receptores de estrégenos y progesterona,
asi como en la expresion de la enzima aromatasa. Observamos también, un desequilibrio entre la
proliferacion celular y la apoptosis y la posible incidencia de dafio del ADN en las células
germinales a través de la expresion de p63 en estas hembras. Finalmente, hallamos diferencias
entre estas hembras DST y DSE; en la expresion de genes claves en el desarrollo gonadal como
amh, sox-9 y cypl9-al (aromatasa), en los estadios de desarrollo de mayor sensibilidad al

ambiente.

Todo esto respalda nuestra hipdtesis de que los cambios observados en los ovarios de recién
nacidos y juveniles expuestos a E; antes del periodo termo-sensible [76], ya podrian aparecer en

las primeras etapas del desarrollo embrionario.

Las hembras se obtuvieron por DST y DSE,. Se ha demostrado que la adicién de estrégenos
exdgenos en un periodo sensible puede usarse para producir hembras de tortugas, lagartos y
cocodrilos. Ademds, se ha propuesto como un método para la conservacién de especies de

tortugas en peligro de extincion [18,23].

Las génadas en la etapa 22 no muestran diferencias histoldgicas, y el sexo atn no se ha
determinado. La expresiéon de VASA fue una herramienta util para identificar la ubicacién de
las células germinales. Esta herramienta también se ha utilizado en otras especies para el mismo
propésito [134]. Las génadas femeninas se pueden distinguir en la etapa 24, y esto se debe
principalmente a la ubicacién de las células germinales en grupos bien delimitados y la
regresion de la médula. Smith y Joss [55] observaron un resultado similar para Alligator
mississippiensis. Las goénadas DSE; en los estadios 24 y 27 difieren de las génadas DST, en que
las primeras poseen mds celularidad y menos "espacios vacios" en la médula [141]. No se
encontraron diferencias entre DST y DSE; en la etapa 27 para A. mississippiensis. Contrario a

nuestras observaciones, recientemente se publicd para las tortugas que el estradiol exdgeno
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altera el crecimiento gonadal y el periodo de determinacién del sexo por temperatura [150].
Encontraron una proliferacion celular disminuida y génadas mds pequefias inducidas por E,
exégeno. Las diferencias observadas en las génadas femeninas entre tortugas y cocodrilos
podrian deberse a la temperatura (para las tortugas, la temperatura de produccién masculina es
de aproximadamente 26°C mientras que las hembras se producen a una temperatura de
aproximadamente 33°C, el patrén inverso a C. latirostris). Ademds, para los caimanes se
demostrd que el crecimiento es mds acelerado a 33°C [9]. Por lo tanto, es posible que la mayor
celularidad observada en las génadas femeninas obtenidas por DSE, pueda estar influenciada

por este desarrollo acelerado.

Antecedentes en hembras de C. latirostris DST y DSE, demuestran cambios en la expresidn
génica de sox-9 en dia postnatal 10, en un estudio realizado sobre todo el complejo GAM;
mostrando una mayor expresion del ARNm de sox-9 en las hembras DSE,, sin observarse
diferencias para amh y sf-1[35]. En embriones en cambio, evaluamos que la adicién de
estrégenos previo al PTS disminuy6 la expresion del ARNm de amh gonadal en las hembras —
DSE, por debajo del nivel establecido para las DST, durante el estadio bipotencial 22 y el 24.
Por otra parte, el gen sox-9 aumenté su expresidon en las hembras-DSE, por encima de las
hembras-DST en el estadio 24, y posterior a esto, se vio un alza en la expresion de amh, en el
estadio 27, al nivel de las hembras-DST, esto hace pensar en que la temperatura puede hacer su
efecto sobre sox-9 y este sobre amh, regulacion ya establecida para A. missisipiensis incubados a

TPM [138].

Los estrégenos actian principalmente a través de sus receptores especificos y los niveles de
expresion del receptor pueden reflejar la sensibilidad de un érgano/tejido a estos esteroides [24-
25]. La expresion de ERa en las gonadas de C. latirostris no se modificé a lo largo de las etapas
de desarrollo evaluadas en las hembras DST. El grupo DSE, sin embargo, mostré una mayor
expresion de este receptor en la etapa 22, cuando la génada atin es bipotencial, mientras que
hacia el final del desarrollo embrionario, la expresién disminuyd, lo que sugiere una clara

regulacion negativa de ERa en las hembras DSE,.

Por otra parte, el receptor de progesterona, mostré una expresiéon muy baja en las primeras
etapas estudiadas en las génadas femeninas DST y DSE,, pero en la etapa 27, se observd un
gran aumento de la expresion de este receptor en las génadas DSE,. La accién de los estrégenos,
de manera incipiente, podria producir tanto la regulacién negativa de ERa como la estimulacion
de PR al igual que en el tracto reproductivo femenino de mamiferos y especies aviares [151-
153]. El mismo patrén de resultados se observa en las gonadas embrionarias de las hembras-

DSE,.
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Al observar una clara accidn de los estrégenos en las hembras-DSE,, es pertinente pensar acerca
del origen de esas hormonas ;Serd la tnica dosis de E, administrada a los huevos de C.
latirostris previo al PTS, la causante de tal respuesta estrogénica, 6 mds atn, la produccién de
estrégenos gonadales estard aumentada? La citocromo p450- aromatasa es la enzima clave para
la produccién de estrégenos a partir de los andrégenos[44]. Al analizar su expresion en las
gbénadas embrionarias de las hembras DST y DSE2, observamos el mismo patrén de expresion
de aromatasa durante el desarrollo, pero aproximadamente tres veces mayor para DSE,. Este
patrén se caracterizé por una alta expresion de aromatasa desde el periodo de determinacién del
sexo con una caida hacia de la etapa 27. Estd documentado en larvas de pejerrey (Odontesthes
bonariensis) a temperatura de produccién masculina, que el tratamiento E, causé un marcado
aumento en la expresion de cypl/9al [154]. Coincidentemente, nuestros resultados de expresion
génica muestran un aumento de cyp/9al en la génada embrionaria DSE, durante los estadios
criticos para la determinacién y diferenciaciéon gonadal evaluados. Tal como ya fue
documentado por Pieau y Dorizzi [53], las génadas responden a los cambios de temperatura
modificando su propia diferenciacién sexual, los estrégenos son sintetizados por las génadas
femeninas morfolégicamente indiferenciadas en las ranas [155]. Gohin y col. [54] informaron
que la expresion de aromatasa en ovocitos de Xenopus laevis adulto participa significativamente
en la sintesis de estrogenos ovdricos, lo que sugiere una caracteristica comun de los vertebrados
vitelogénicos. También observamos que las células germinales expresan aromatasa en

embriones de C latirostris.

Para obtener una poblacién sana de ovocitos en la edad adulta, durante el proceso de
diferenciaciéon gonadal femenina, las células germinales presentan proliferacién, meiosis y
apoptosis. Observamos una alta proliferaciéon gonadal en hembras DSE, al comienzo de PTS
seguido de una caida en etapas posteriores. No se observaron modificaciones en la proliferacién
de génadas femeninas DST durante el desarrollo. Nuestros hallazgos estan de acuerdo con los
informados por Zhu et al. [149], donde la divisién y diferenciacién celular no coexisten. Un
aumento en la proliferacién de células germinales podria ser la caracteristica definitoria de la

determinacion de las hembras como se ve en los caimanes [55].

No esta claro si la apoptosis de células germinales estd involucrada en el desarrollo gonadal y la
diferenciacion sexual en especies DST. En las génadas de las larvas de Odontesthes bonariensis
durante la diferenciacion sexual, el ensayo TUNEL revel6 sefales apoptéticas generalizadas a
temperaturas de produccién masculinas, pero practicamente ninguna a hembras producidas por
temperaturas, lo que sugiere que la apoptosis gonadal puede tener un papel importante [56].
Numerosos estudios muestran que los estrégenos son reguladores supresores de la apoptosis

ovdrica que actian para garantizar la supervivencia de los foliculos pre-ovulatorios en los
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vertebrados (revisado en [56]). En nuestro estudio, el ensayo TUNEL mostré en hembras DST,
niveles bajos de apoptosis en las etapas 22 y 24 con un aumento significativo en la etapa 27. De
esta manera, la apoptosis no estaria relacionada con la determinacién del sexo en las hembras
control. Dado que existe una clara relacién de la apoptosis con el remodelado de células
germinales para el inicio de la formacién del foliculo, (revisado en [57]) hemos planteado la
hipétesis de que el aumento de la apoptosis en la etapa 27 en hembras DST estd relacionado con
este mecanismo. En las hembras DSE,, la apoptosis mostré un pico en la etapa 24. Se podria
suponer que este mecanismo podria estar relacionado con la determinacién del sexo en DSE,.
Ademads, proponemos que este resultado podria estar relacionado con la expresion de p63 en las

células germinales.

Se sabe que la familia p53 ha estado implicada en las vias por las cuales algunas células sufren
apoptosis. La isoforma TAp63 es el tinico miembro de la familia p53 que participa en el punto
de control de la respuesta al dafio del ADN de ovocitos en mamiferos, uno de los primeros
eventos en el proceso de seleccion mediado por apoptosis [58]. Detectamos inmunorreactividad
de TAp63 especifica en células germinales de embriones de yacaré (co-localizaciéon VASA /
p63), y se mantiene baja durante todo el desarrollo en hembras DST. Mientras tanto, en las
hembras DSE,, se observé un aumento en la etapa 24, lo que podria ser responsable de la mayor
apoptosis observada en esta etapa. La expresiéon mds alta de TAp63 implicaria un aumento del
dafio del ADN de las células germinales en las génadas de las hembras DSE,. En este sentido,

podria esperarse un aumento de la muerte apoptdtica de las células germinales.

Resultados previos de nuestro grupo encontraron una alteracién en la dindmica folicular
en hembras DSE, neonatales [76]. Ademds, las hembras DSE, juveniles de la misma especie
exhibieron una mayor incidencia de foliculos multiovulares [76]. Aunque se desconoce el
mecanismo por el cual se desarrollan los foliculos multiovulares, se postula que es una
consecuencia de los grupos de ovocitos que no se separaron y se encerraron individualmente en
un foliculo [156]. Hipotetizamos, que el desequilibrio entre la proliferacién /apoptosis

observada en las hembras DSE, podrian ser la causa de estas diferencias observadas.

En resumen, nuestros resultados muestran que en las dos condiciones de desarrollo
estudiadas, 30°C o 33°C+ E, 1.4 ppm aplicados topicamente en la etapa embrionaria 20, pueden
producir hembras fenotipicas, en C. latirostris. Sin embargo, esos ovarios son diferentes entre
si, exhibiendo distintos patrones de expresion de moléculas claves asociadas con el desarrollo y
la funcién ovérica. Es importante destacar que los cambios demostrados en embriones hembras-

DSE; reflejan la idea de que los compuestos ambientales con actividad estrogénica comprobada
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podrian alterar la funcionalidad ovérica de C. latirostris adulto, poniendo en peligro su salud

reproductiva y el equilibrio de las poblaciones silvestres en el ecosistema.

6.3. Machos: Efectos de la exposicion in ovo a Atrazina sobre la Determinacion Sexual de
Caiman latirostris.

Durante este dltimo apartado, nos enfocaremos en describir los cambios observados en las
gbnadas embrionarias masculinas de C. latirostris tratadas con una dosis ambientalmente
relevante (0,2 ppm) de uno de los herbicidas mds utilizados a nivel mundial, la atrazina. Para
ello compararemos estas gonadas tratadas (machos-DST-ATZ) con las que han sido
determinadas sexualmente por temperatura, que estableceria la condicién control (machos-DST-
control). Con el objetivo de evaluar la accién de una sustancia con probada accién perturbadora
endocrina, sobre las génadas masculinas de C. latirostris, fue que encontramos modificaciones
tanto en la histoarquitectura testicular embrionaria, como en las moléculas claves del desarrollo
gonadal, tanto a nivel proteico como a nivel génico, dos genes netamente vinculados a la
diferenciacion gonadal hacia testiculo: amh y sox-9, se vieron modificados por la acciéon de

atrazina.

C. latirostris es considerada una especie con caracteristicas eco-fisioldgicas que la sitian como
una especie potencial centinela de contaminaciéon ambiental [92,67,111,84-85]. La manera de
establecer la accion de un PE es a través de biomarcadores [95]. Al evaluar las caracteristicas
histomorfoldgicas de las goénadas embrionarias del yacaré, consideradas estas como un
biomarcador, no observamos cambios entre los grupos en las primeras etapas de desarrollo
estudiadas. Hacia finales del desarrollo, en estadio 27, si bien a nivel macroscépico se pudo
observar la ausencia de ducto de Miiller y la morfologia aparentemente normal de los testiculos,
se encontraron tibulos seminiferos tortuosos con aparente incremento de la luz luminal en
machos expuestos a ATZ. Resultados similares se habian obtenido para C. latirostris en etapa
postnatal [111], pero se desconocia la existencia de efectos en etapas tan tempranas como el
desarrollo embrionario. Este efecto gonotoxico de la atrazina ya ha sido descripto ademads, en
una variedad de especies, entre ellos: peces, donde causa la degeneracién del tejido intersticial
en los testiculos [109], anfibios[110], reptiles [111]y mamiferos [113,112]. La exposicion a la
atrazina en estas clases de vertebrados produce aumentos en el tamafio de los tibulos
seminiferos, pérdida de células de Sertoli y una marcada pérdida de células

germinales[110,113,111-112]

Al analizar los biomarcadores de la via estrogénica, via que podria estar implicada en la accién
perturbadora endocrina de la atrazina, observamos una menor expresion del REa en los machos-

ATZ respecto a los controles en estadio 24, pero un resultado atin mas sorprendente, fue hallar
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una caida a lo largo del desarrollo embrionario estudiado en los machos expuestos al herbicida,
mostrando una clara regulacién negativa de este receptor. Ademads, se ha observado mediante un
ensayo in vitro que atrazina compite por receptores de estrogeno presentes en oviducto de A.
mississippiensis, lo cual podria evidenciar su capacidad para actuar como xenoestrégeno [157].
A su vez, se podria sospechar que un aumento de los estrégenos regule negativamente al REa
en las génadas embrionarias de los machos-ATZ en C. latirostris. En relacién a esto, varios
estudios, sugieren que la atrazina aumenta la sintesis de estrégenos. La atrazina induce
aromatasa en las génadas de peces, anfibios [110]y reptiles (in vitro) [16], y en lineas celulares
humanas. Ademds, la atrazina aumenta los estrogenos circulantes en peces [109], anfibios
[110]y en mamiferos (ratas de laboratorio). Los estrégenos inducen la feminizacién parcial y
completa en peces, anfibios y reptiles, por lo que la induccién de aromatasa y los aumentos
posteriores en la sintesis de estrégenos representan un mecanismo plausible para los efectos de

la feminizacion.

Cuando evaluamos la expresiéon de la enzima aromatasa en la génada embrionaria de C.
latirostris, hallamos un aumento de la expresion de dicha proteina en los machos-ATZ, respecto
a los controles, en los tres estadios de desarrollo evaluados. Esto sugeriria una mayor
produccién de estrégenos en la gdénada masculina, lo cual va en consonancia con los
antecedentes recientemente mencionados y explicaria la regulacién en baja del REa. El gen
cypl9-al, sin embargo no mostré diferencia significativa en los machos-ATZ con respecto a los
controles, pero si una leve tendencia al aumento en los machos tratados, en todos los estadios
embrionarios evaluados, lo que sugiere que pequefias modificaciones de este ARNm podrian

tener efecto sobre la expresion de la proteina a nivel gonadal.

La proliferacién celular y en dafio en el ADN de células germinales, también son considerados
biomarcadores a la hora de evaluar un compuesto como PE. En este sentido al evaluar la
expresion de PCNA en las génadas embrionarias de C. latirostris, observamos un aumento de la
proliferacion celular en el estadio bipotencial 22 de los machos-ATZ, con respecto a los
controles. Por otra parte, detectamos inmunorreactividad especifica de TAp63 en células
germinales de embriones de yacaré (co-localizacion VASA / p63), esta molécula se vio en alza
en las génadas de machos-ATZ durante el estadio 24. Esto sugiere un mayor dafio en el ADN de
las células germinales, en este estadio en el que se la diferenciaciéon se inicia, pudiendo
relacionarse con el aumento en la tasa proliferativa observado en estos machos en el estadio 22,
que podria conllevar errores en el ensamblado de la doble hélice. Lo que podria ser detectado
por p63 y en caso de no poder resolver el error, esa célula ira indefectiblemente a apoptosis

[58], remarcando el efecto gonotoxico de la atrazina.
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Todos los genes evaluados en las génadas embrionarias de C. latirostris mantuvieron el mismo
patrén de expresion entre machos controles y machos expuestos a una dosis ambientalmente
relevante de atrazina previo al PTS. Sin embargo, la ATZ modificé dos genes claves en el
desarrollo del testiculo, amh y sox-9. Para sox-9 el resultado fue similar al generado por las
hembras-DSE, que mostraban un aumento de este gen en etapa 24, sin embargo amh a
diferencia de lo que ocurria en las hembras; en los machos-ATZ, se hall6 aumentada respecto a
los machos controles desde el estadio 22. Esta regulacion resulté en la ausencia efectiva del

ducto de Miiller en estos machos ya en la etapa 27.

En resumen, todos los efectos generados por la administracion via tépica, de una dosis
ambientalmente relevante de atrizina, durante el estadio 20 de desarrollo embrionario, sobre la
diferenciaciéon de la génada masculina de C. latirostris, refuerzan la accién perturbadora
endocrina ya comprobada de la atrazina, feminizando los tejidos reproductores masculinos. En
yacarés pudimos describir el aumento de la expresién de aromatasa gonadal, modificando de
este modo, moléculas de la via estrogénica, alterando la proliferaciéon celular lo que podria
llevar a mayor dafio en el ADN de células germinales, sumado a una alteracién en genes claves
para el normal desarrollo del testiculo y finalmente visualizindose en alteraciones de los tibulos
seminiferos a nivel histolégico, ya en etapas tan tempranas como las del desarrollo embrionario.
Esto es especialmente significativo en términos del impacto que la atrazina ambiental podria
tener sobre el desarrollo y la reproduccién de C. latirostris y tal vez sobre otras especies de vida

silvestre.

Los resultados presentados en esta tesis apoyan y extienden los datos de la literatura, ampliando
el conocimiento sobre el desarrollo ovirico y testicular embrionario de C. latirostris,
demostrando a su vez, efectos de la exposicién prenatal a contaminantes PEs, durante el

desarrollo embrionario. Estos resultados nos permiten elaborar las siguientes conclusiones:

= Se confirm6 tanto la determinacién sexual por temperatura, como la determinacién
sexual inducida por estrégenos en C. latirostris, ambas establecidas para esta especie.
En el primer caso, se establecié un claro dimorfismo sexual entre las diferentes
temperaturas de incubaciéon de los huevos a TPH y TPM a diferentes niveles
organizacionales, desde la expresion de genes claves para la determinacién sexual hasta
la histo-morfologia gonadal diferencial. Mientras que en el segundo caso, la adicién de
1,4 ppm de 17-B-estradiol previo al PTS gener6 estructuras ovdricas. Sin embargo, estas
estructuras difieren tanto a nivel génico, como proteico e histoldgico, de las

correspondientes génadas de hembras DST.
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= Las dosis utilizadas de E, y ATZ topicadas in ovo permitieron un normal desarrollo

embrionario sin alterar el timing del mismo.

= Los endpoints evaluados fueron de gran utilidad para valorar la accién estrogénica de
los compuestos probados, generando biomarcadores que permiten monitorear

contaminacién por xenostrégenos en C. latirostris.

= La descripcion ontogenética del desarrollo embrionario de C. latirostris logrado en este
trabajo, donde se pueden observar las modificaciones en la expresiéon de moléculas
claves de la gonadogénesis a lo largo de todo ese periodo, genera un aporte significativo

al estudio de la biologia del desarrollo reproductivo de esta especie.

= La dosis ecolégicamente relevante de ATZ administrada via tdépica previo al PTS,
modificé las génadas embrionarias en machos de C. latirostris, alterando la expresién
de genes intimamente implicados en el desarrollo testicular como amh y sox-9; como
asi también, la expresion de proteinas implicadas en la via estrogénica, la proliferacién
celular y la mayor incidencia de dafio del ADN de células germinales. Todo ello,
finalmente se vio plasmado en modificaciones a nivel histo-morfolégico del testiculo

embrionario.

Antecedentes en animales postnatales de C. latirostris, demuestran alteraciones en la
morfologia de los tibulos seminiferos en animales expuestos in ovo a ATZ, como asi
también alteracién en la dindmica folicular en hembras DSE, neonatales y una mayor
incidencia de foliculos multiovulares en hembras DSE, juveniles. Nuestras
observaciones, realizadas durante el desarrollo embrionario, indican que los efectos
sobre el desarrollo gonadal se dan en forma temprana y se perpetian a lo largo del

desarrollo, hasta la adultez.

Estos resultados evidencian que, tanto la accidn estrogénica caracteristica del E,, como la accidon
perturbadora endocrina de la ATZ a nivel gonadal, podrian alterar la funcionalidad ovarica y
testicular de C. latirostris, reflejando una potencial caida de la capacidad reproductiva durante
la adultez. Esto a su vez alerta sobre las posibles consecuencias ecoldgicas para la fauna

expuesta a concentraciones ambientales de éste u otros xenoestrogenos.
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