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RESUMEN

El tejido cerebral presenta una alta sensibilidad a la presencia de hormonas esteroides
durante los periodos criticos del dimorfismo sexual mediante los receptores estrogénicos
cuya presencia o ausencia dirige vias la sobrevivencia o muerte por apoptosis en las
células neuronales. El propésito de este estudio fue evaluar la participacion de los
receptores estrogénicos a y B como reguladores de los genes Bax, Bcl-2, p53 y FAS
moduladores de la apoptosis en tejido cerebral durante la reversion sexual mediada por
17-8B etinil-estradiol y 17- a metil-testosterona en Oreochromis niloticus. La tilapia del Nilo
se crid en condiciones controladas y se dividié en tres grupos: FEM: tratadas con 17 o-
etinil estradiol, MAS: tratadas con 17 a-metiltestosterona y el grupo CTRL sin tratamiento
hormonal. Se compard el efecto de la administracion hormonal sobre los cambios
morfométricos a los 5, 10, 15, 25, 35, 40, 50, 60 y 70 dias después de la fertilizacion con
la técnica morfométrica "protocolo de Truss". Los datos se analizaron utilizando un
modelo lineal general de mediciones repetidas y analisis de varianza de comparaciéon de
medias. La curva de crecimiento se realiz6 utilizando el modelo logistico de Goompertz.
Los resultados mostraron que la larva masculinizada presentaba una tasa de crecimiento
mas alta y aumentaba la ganancia diaria de peso 2.05-2 mg en comparacion con los
controles y las feminizadas 1.67-3 mg y 7.57-4 mg, respectivamente. La reversion sexual
de la tilapia del Nilo con 17 a-metiltestosterona aumenté la curva de crecimiento del
organismo masculinizado y ofrecid uniformidad en el tamafo final. A través de
microscopia confocal y qPCR en tiempo real se determind que la actividad de los genes
reguladores de la apoptosis se presenté a los 7, 10 y 15 dias de edad para los
organismos sometidos a tratamiento hormonal en comparacion al grupo control y se
asume que el periodo critico de la participacién de estos receptores ocurre entre los dias
7 y 10. Se observé que la relacién entre Bax y Bcl-2 dirige la senalizacion de
sobrevivencia celular mediante la presencia del a-RE tanto para organismos
masculinizados como feminizados, mientras que la activacion de B-ER muestra un
aumento de FAS sobre p53 relacionado con la muerte por apoptosis en las etapas mas
adultas en el fenotipo femenino. El tratamiento hormonal induce cambios en factores de
transcripcién génica relacionados con la diferenciacion sexual mediante la activacion de

los procesos de muerte por apoptosis a edades tempranas del desarrollo neuronal.
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ABSTRACT

Brain tissue has a high sensitivity to the presence of steroid hormones during critical
periods of sexual dimorphism through estrogenic receptors whose presence or absence
directs pathways to survival or death by apoptosis in neuronal cells. The purpose of this
study was to evaluate the participation of estrogen receptors a and B as regulators of the
Bax, Bcl-2, p53 and FAS genes modulating apoptosis in brain tissue during sexual
reversal mediated by the 17-B ethinyl hormones -estradiol and 17- a methyl-testosterone
in Oreochromis niloticus. Nile tilapia was raised under controlled conditions and divided
into three groups: FEM: treated with 17 a-ethinyl estradiol, MAS: treated with 17 a-
methyltestosterone and the CTRL group without hormonal treatment. The effect of
hormonal administration on morphometric changes at 5, 10, 15, 25, 35, 40, 50, 60 and 70
days after fertilization was compared with the morphometric technique "Truss protocol".
Data were analyzed using a general linear model of repeated measurements and analysis
of variance of comparison of means. The growth curve was performed using the
Goompertz logistic model. The results showed that the masculinized larva had a higher
growth rate and increased daily weight gain 2.05-2 mg compared to controls and feminized
1.67-3 mg and 7.57-4 mg, respectively. The sexual reversal of Nile tilapia with 17 a-
methyltestosterone increased the growth curve of the masculinized organism and offered
uniformity in the final size. Through real-time confocal microscopy and gPCR it was
determined that the activity of apoptosis regulatory genes occurs at 7, 10 and 15 days of
age for organisms undergoing hormonal treatment compared to the control group and
assumes that the critical period of participation of these receptors occurs between days 7
and 10. It was observed that the relationship between Bax and Bcl-2 directs the signaling
of cell survival through the presence of a-RE for both masculinized and feminized
organisms, while that the activation of B-ER shows an increase in FAS on p53 related to
death by apoptosis in the more adult stages in the female phenotype. Hormonal treatment
induces changes in gene transcription factors related to sexual differentiation by activating

apoptosis death processes at early ages of neuronal development.
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Evaluacién de los mecanismos moleculares inducidos por hormonas esteroides durante el

periodo critico de la diferenciacién sexual cerebral en Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

l.- Introduccion

La diferenciaciéon sexual y el subsecuente desarrollo para determinar el fenotipo
masculino o femenino en los organismos ocurren por el efecto de las hormonas
esteroides. Los factores reguladores de la determinacion sexual no estan presentes en
todas las especies del reino animal; por tanto, la diferenciacion sexual puede presentar
bastante plasticidad entre la diversidad de especies (Cutting et al., 2013). Por ejemplo, los
peces teledsteos como el caso de los Oreochromis sp., presentan hermafroditismo de
manera natural y exhiben cambios sexuales debido a una extensa variedad de factores
externos (Godwin, 2010). La determinacion sexual en los peces teledsteos
frecuentemente cambia en distintas etapas del desarrollo e incluso varia entre las
especies de teledsteos (Mank et al., 2006).

La diferenciacién sexual se ha estudiado en varios modelos de peces incluyendo al pez
Cebra (Anderson et al., 2012) y en los poecilidos como el pez Guppy (Tripathi et al., 2009)
con el propdsito de comprender y caracterizar el control genético del establecimiento del
sexo. Otro campo de investigacion que ha recibido mucha atencién es el cambio de sexo
en los peces, y particularmente con la identificacion de hormonas y compuestos quimicos
que presentan influencias en este ambito (Scholz & Kliver, 2009).

Dentro del proceso de diferenciacion sexual se distinguen diferencias estructurales y
funcionales a nivel cerebral y en tracto reproductivo, dichas diferencias se dan a nivel
morfolégico, anatéomico, fisioldgico, bioquimico y genético (Roberts et al., 2009). Ademas,
se sabe que, durante dicho proceso, las células neuronales y germinales son susceptibles
a la presencia de hormonas esteroides, las cuales después del nacimiento, pueden activar
el programa de muerte por apoptosis. El efecto de los esteroides parece estar involucrado
en la regulacion de la cinética de las células neuronales y en la apoptosis de las mismas
(Cooke et al., 1998). Por lo tanto, durante el desarrollo cerebral existe una exquisita
sensibilidad a los esteroides, por lo cual se manifiesta una vulnerabilidad a la exposicién
de xenoestrogenos. En la acuacultura es frecuente la utilizacion de hormonas sintéticas
para revertir el sexo de los individuos; sin embargo, estos métodos no poseen restriccion
en su aplicacion, a pesar de que hay informacién sobre el caracter genotdxico de algunas
de ellas (Kimelberg et al., 2000).

11
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El objetivo de esta investigacién es comparar los efectos neuronales, gonadales y
genéticos por bioacumulacién de disruptores endocrinos en Oreochromis niloticus en

distintos ambientes hormonales y alterados cromosémicamente.

12
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Il.- Planteamiento del Problema

La acuacultura también constituye un factor basico de progreso para paises con bajo nivel
de desarrollo, ya que genera empleo e innovacion tecnolégica (FAO, 2014). De acuerdo a
la FAO (2006), la produccion mundial de acuacultura en 2004 fue de aproximadamente
59.4 millones de toneladas, con un valor de $70.3 billones de délares (US) y desde 1950
la actividad ha crecido a una tasa promedio de 8.8% por afio, comparada con el 1.2% en
pesquerias y 2.8% en la produccion de animales terrestres.

México aporta aproximadamente el 1.1% de la produccién pesquera y acuicola mundial.
Sin embargo y a pesar del crecimiento que report6 CONAPESCA en el 2006, indicaban
que el 66% de la captura de México se realiza en el Pacifico nororiental y el 71% de los
sitios de pesca estaban explotados en maximo rendimiento o explotacion plena, el 15% en
deterioro por sobreexplotacion. Lo anterior indica que el estado de los recursos pesqueros
de la Zona Econdmica Exclusiva de México esta en condiciones aun mas delicadas que
las reportadas a nivel mundial. Debido a lo anterior secretarias como la SAGARPA
(Secretaria de Agricultura Ganaderia y desarrollo Rural Pesca y Alimentacién) en conjunto
con la FAO planteo en el 2006 un analisis prospectivo de politica para la acuacultura y la
pesca, implementaron estrategias de recuperacion de la Zona Econdmica Exclusiva de
México, que sefialé como estrategia de recuperacién que los alimentos de origen acuatico
tendrian que venir de la acuacultura marina y continental. Es por esto que plantea a la
acuacultura como una de las actividades productivas mas importantes a nivel mundial
coincidiendo con este punto organizaciones internacionales como la FAO, el Centro
Mundial de Peces, el Banco Mundial y la OCDE. La FAO en el 2006 considerd la
tendencia de crecimiento de la acuacultura mundial y estimando la poblacién mundial para
el 2030 propuso que la acuacultura tiene el potencial factible para aportar la produccién

necesaria (40 millones de toneladas extras) para consumo humano.
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Ill.- Marco Teérico

1.-Oreochromis niloticus (Tilapia del Nilo)

La tilapia es la variedad mas representativa entre los cultivos acuicolas de agua dulce.
Pertenece a la familia cichlidae, la cual abarca mas de 100 especies distribuidas
ampliamente en zonas tropicales de Africa, América y Asia (Shirak et al., 2002; Wilbert,
2007).

La tilapia esta clasificada taxondmicamente de la siguiente manera:

Phylum: Chrodata
Suphylum: Vertebrata
Superciase: Gnathostomato
Serie: Piscis

Clase: actinoptergil

Orden: perciforme

Familia: cichidae

Género: Oreochromis
Especie: Oreochromis sp.

Morfolégicamente presentan las siguientes caracteristicas:

Area de pigmentacion:

Cuerpo: Verde metalico ligeramente gris (macho)

Cabeza: Verde metalico

Color de Ojos: Café

Regidén Ventral: Gris plateado

Papila Genital: Blanca

Borde de aleta dorsal: Negra a oscuro

Porcién terminal de aleta caudal: Roja, bandas negras bien definidas, borde circular
Perfil dorsal: Convexo

Labios: Negros

14



Ohisey - Gareia B 2020

1.1.- Generalidades de la Tilapia del Nilo

La tilapia es un pez endémico de Africa y Oriente, ubicando a esta especie mayormente
en zonas tropicales donde su reproduccion es favorable y presentando una mayor tasa de
crecimiento. Entre las variedades de tilapia se destacan: 1) tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus), 2) tilapia Azul (Oreochromis aureus) y 3) tilapia Mozanbique (Oreochromis
mossambicus) (Wilber, 2007).

La tilapia es la variedad mas representativa para los cultivos acuicolas de agua dulce,
manteniéndose a temperaturas entre 25° y 30° C. La mayoria de las especies de tilapia
pueden vivir en agua salada, sin embargo, no todas las especies de tilapia soportan los
cambios bruscos de salinidad (Morales, 2003).

En cuanto a la biologia reproductiva de la tilapia estos organismos presentan
hermafroditismo de manera natural, alcanzando la madurez sexual a partir de los 2 0 3
meses de edad a una longitud total de 8 a 16 centimetros de largo para los machos
mientras que para las hembras se presenta la madurez sexual entre los 3 y 5 meses de
edad, presentando entre 5 y 8 desoves al afio a temperaturas entre 25 ° y 31 ° C. Cada
desove puede presentar en promedio de 1,500 huevecillos fertilizados con un tiempo de
incubacion de 25 a 30 dias, dicha incubacion de manera natural la realiza el macho
manteniéndolos en la boca durante este periodo de tiempo hasta su eclosion (Morales,
2003; Wilber, 2007).
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2.- Diferenciacion Sexual

El término de dimorfismo o diferenciacién sexual describe las diferencias morfolégicas
entre los sexos. Este concepto se puede extender a los procesos que fundamentan estas
diferencias. En este contexto, la diferenciacion sexual involucra modificaciones a la
expresion genética que define los fenotipos masculinos y/o femeninos (Morelli & Cohen,
2005). La diferenciacién sexual tiene como proposito la caracterizacion en el desarrollo
fisico y en el comportamiento entre el fenotipo masculino y femenino relacionados con la
anatomia y fisiologia de la reproduccion sexual (Wilhelm et al., 2007). Los avances en la
biologia molecular han ampliado la vision sobre la participacion en la regulacion y
complejidad de los cromosomas.

La diferenciaciéon sexual se divide en tres etapas, las cuales inician a partir de la
fertilizacion seguida de la diferenciacién gonadal y culmina con la diferenciacion del
sistema nervioso central (SNC). Cada una de estas etapas esta influenciada por la otra,
dando como resultado diferencias de sexo, no solo en el sistema reproductivo sino
también a nivel cerebral (Wilson & Davies, 2007). Las diferencias sexuales se hacen
manifiestas no solo en la morfologia y funcionalidad del fenotipo como base de la
identidad de género, orientacion y comportamiento sexual, asi como en las funciones
cognitivas. A continuacion, se describe cada una las etapas del dimorfismo o
diferenciacion sexual.

2.1.- Diferenciacion sexual a nivel Cromosomal

La determinacion sexual a nivel cromosomal se da al momento de la fecundacion
mediante la carga cromosomal que presente el espermatozoide que fertilizd al ovocito.
Fleming & Valain (2004) reportaron que la diferenciacion sexual en los mamiferos se da
fundamentalmente como resultado de las diferencias cromosomales que son definidas por
la presencia del cromosoma XY, el cual esta presente en los genitales embrionarios que
intervienen en el desarrollo testicular y la espermatogénesis (Marshall Graves, 2000). Los
pares cromosomales del fenotipo masculino son XY y el de las hembras XX; por lo que se
acepta que el fenotipo masculino se expresa y diferencia a partir del fenotipo femenino
(Cline & Meyer, 1996; Casper & Van Doren, 2006). Algunos hallazgos reportan que la
diferenciacion sexual a este nivel en los mamiferos inicia al segundo dia post fertilizacion
(Marshall Graves, 2000; Mittwoch, 2000). En esta etapa se observa que los embriones
con fenotipo masculino presentan una actividad metabdlica elevada, en comparacién con

el embridon femenino. Ademas, se observaron diferencias de tamafio (machos > hembras)
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en las estructuras anatomicas como resultado de la acelerada actividad del cromosoma
XY en comparacion al cromosoma XX (Mittwoch, 2000). Posteriormente a estos eventos
desencadenados a partir de la actividad cromosomal, se da lugar la expresion de los
factores de transcripcion genética relacionados con la formacion de las génadas
correspondientes a cada sexo.

2.2.- Diferenciacioén sexual a nivel gonadal

El siguiente peldafio de la diferenciacion sexual implica una serie de alteraciones en los
genes, dentro de los que se encuentra el gen de la determinacion sexual presente en el
cromosoma Y (SRY). El gen SRY participa en la determinacion de células germinales de
los 6rganos genitales masculinos en el embrion cuando comienza la formaciéon de los
testiculos. El gen SRY puede ser detectado en la cresta genital poco después de la
formacion del testiculo, ademas incrementa su expresion en el marco del control de los
genes GATA-4, LHX9, L1M1, WNT1, SF1, entre otros (Fleming & Valain, 2004). Una vez
que ocurre la diferenciacién sexual de la cresta genital, los niveles de SRY decaen
(Koopman, 2001; Park & Jameson, 2005). Al principio se pensé que SRY se expresaba
solamente en las crestas genitales, posteriormente se demostré en células cerebrales
(Mayer et al., 2000).

El desarrollo del tracto reproductivo femenino ha recibido menor atencién que el
masculino, quiza esto sea debido a que el proceso se da de forma automatica. La
funcionalidad de los genes de diferenciacion sexual SRY y SOX9 no se ha demostrado
totalmente en el proceso de diferenciacion de la hembra; sin embargo, se ha reportado
que la expresion de algunos genes masculinos se suprime durante la diferenciacion
femenina, por ejemplo, la diferenciacién sexual masculina puede ser interrumpida por la
expresion del gen DAX1 que funciona como un antagonista de los genes masculinos ya
que la funcién de este ultimo es la de incrementar la actividad de los genes que son
involucrados con el desarrollo y crecimiento ovarico como lo son el SF1 y SOX9 (Wilson &
Davies, 2007). Otro gen involucrado es el correspondiente a la sensibilidad reversible al
sexo en la region critica de la hipoplasia adrenal en el cromosoma X-1(DAX1); este gen
esta presente en ambos sexos hasta la mitad de la gestacién (en el ratén hasta el dia 12
de vida). Posteriormente DAX1 y WNT4 sélo se expresan en la hembra y al parecer son
importantes para el desarrollo ovarico al proteger o inhibir la formacion testicular (Vilain &
McCabe, 1998).

Rey et al., (2003) propusieron que DAX1 inhibe la expresion de genes que intervienen en

la masculinizacion del tracto reproductor, como SRY, WT1 y SF1; ademas DAX1 actua

17



Ohisey - Gareia B 2020

directamente sobre WNT4 y regula la expresion de WNT7 que controlan el desarrollo del
tracto mulleriano hacia oviducto, utero, cérvix y vagina. Otros genes importantes son
FOXL2 y FIGX, encargados de controlar la formacion y desarrollo de células de la
granulosa y ovocitos (Loffler & Koopman, 2002; Fleming & Vilain, 2004). Otros genes

involucrados en el proceso de diferenciacion gonadal se muestran en el Cuadro 1.
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DMRT-1

GATA-4

KIMI, LHXO,
EMX2 y M33

POD-1

Fog-2

Cuadro 1. Funciones de genes implicados en la diferenciaciéon sexual del sistema reprod

Factor de transcripcién- 1
relacionado con Mab 3 en ambos
Sexos.

Factores de Transcripcion de
proteinas GATA con capacidad de
union al DNA (G: Guanina, A:
Adenina y T: Timina), implicadas en

la embriogénesis.

Familia de genes homeobox (HOX).

POD-1.

Producto de GATA que se expresa
en lineas celulares para determinar

la feminizacion.

Importante para la proliferaciéon de las célt

germinales.

Activa al complejo de la hormona anti-mulerin
la funcion de SF1. En combinacion DMRT-1
las gbénadas de ambos sexos al inicio del de
machos al inicio de la diferenciacion gonad
formacion testicular, en las hembras se expre
gestaciéon donde regula la formacion ovarica.
Contienen factores de transcripcion y se requi
células germinales y gonadas.

LHX9 es requerido para la expresion comple
mediadores o como un factor cooperativo par
SOX9.

Es necesario para la vascularizacion norma
desarrollo gonadal en ambos sexos, los rat
hipoplasia gonadal.

Al igual que GATA-4 son esenciales para la e»
En ratones knock-out, disminuye la expresic

requerido para activar la expresion de SF1 o V!



FGF-9

SOX-9

SRY

DAX-1

Factor de crecimiento fibroblastico 9.

Factores de transcripcion en DNA
relacionados con SRY

Gen de determinacion  sexual
presente en el brazo corto del
cromosoma Y.

Gen de la sensibilidad reversible del
sexo, en la region critica de la
hipoplasia adrenal, en el cromosoma
X-1.

FGF-9 se expresa en células de Sertoli y pror
esencial para la formacion testicular. Los ratc
fenotipo femenino al nacimiento.

Expresa a la proteina similar a SRY que incor
para el desarrollo de células de Sertoli.
Expresa los factores de transcripcion que co

movilidad (HMG) lo cual aloja, busca e induce

Esta situado en el cromosoma X y es regulad
el desarrollo testicular en una via sensitiva al t

esencial para la proliferacion y diferenciacion ¢

(Koopman, 2001; Chan & Rennert, 2002; Fleming & Vilain, 2004; Sharpe, 2004; Park & .
Davies, 2007).
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2.3.- Diferenciacidn sexual a nivel de Sistema Nervioso Central (SNC)

La ultima fase del proceso de diferenciacion sexual es el dimorfismo del sistema nervioso
central (SNC) que se refiere principalmente a las diferencias involucradas en el nimero de
neuronas, morfologia e interconexiones, asociadas con cambios en la fisiologia cerebral,
incluyendo tamafio de los nucleos y los circuitos cerebrales. Se denomina area o nucleo
del sistema nervioso central a un grupo de neuronas interconectadas entre si, con
caracteristicas de tamafo y funciones similares. Las diferencias sexuales en el SNC son
resultado de la secrecion de hormonas por parte de las génadas en periodos criticos del
desarrollo que ocurre en la etapa prenatal y perinatal. Muchas especies muestran
diferencias sexuales en estructuras del SNC que participan en el control de las funciones
endocrinas y conductuales, las cuales son parte de los procesos reproductivos que
incluyen patrones de conducta esenciales durante el apareamiento (Herrera et al., 2005).
Una de las estructuras con mayor importancia dentro de la diferenciacién del SNC es el
hipotalamo, conocido como el centro ejecutivo de las funciones homeostaticas del cuerpo,
ademas representa una funcién reguladora en la interfase anatomica y funcional entre el
sistema nervioso y el sistema endocrino, mediante la cual se regula la ingesta de
alimentos, el peso corporal, el tipo de comportamiento o conducta, marcaje de territorio,
postura de miccion, conducta social de juego, aprendizaje y ejecucion, lateralizacion de
las funciones cerebrales. Principalmente el humano ofrece el comportamiento durante la
copula y la reaccién a varios estimulos sensoriales (Cabeza, 2006). La estructura del
hipotalamo es muy compleja, en términos tanto neuroanatémicos como neuroquimicos.
Se divide en cuatro regiones anatdmicas, que a su vez puede subdividirse en mas de 25
nucleos dimérficos de acuerdo con criterios anatomicos y funcionales. Estas estructuras
pueden relacionarse directamente con la fisiologia y conducta reproductiva. Entre los
nucleos dimérficos mas estudiados se encuentran el éarea predptica, el nucleo
ventromedial, el nucleo supraquiasmatico, la amigdala y la estria terminal; estas areas se
encuentran en intima relaciéon con el hipotalamo, (Goy & McEwen, 1980; Robinson et al.,
1986; Doler et al., 1986).

2.4.- Diferenciacion sexual en Oreochromis niloticus

Las especies teledsteas como el caso de la tilapia del Nilo son un interesante modelo para
las investigaciones de la determinacién sexual, ya que presentan una variedad de

sistemas de determinacion sexual con la capacidad de producir hibridos viables entre
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especies estrechamente relacionadas que presentan diferentes sistemas de
determinacion sexual (Mank et al., 2006). Se han explorado diferentes aspectos de la
determinacion sexual de la tilapia debido a que su produccién comercial se basa
principalmente en cultivos monosexados de machos, lo cual ha provocado dificultades
para mantener una produccion a escala (Cnaani & Levavi-Sivan, 2009). Para un mejor
entendimiento de la base gendmica de la determinacion sexual en la tilapia es necesario
para superar estas dificultades.

La determinacién sexual a nivel cromosomal en estos organismos puede ser establecida
por 1 o mas factores genéticos ambientales o sus interacciones. Los cromosomas
sexuales son caracterizados morfolégicamente por sus diferencias homodlogas o
indiferenciadas, en simples y multiples sistemas con machos o hembras heterogaméticos.
Los estudios en organismos con diferentes cromosomas sexuales, machos
heterogaméticos (mamiferos y moscas) y hembras heterogaméticas (aves y reptiles) han
mostrado interesantes similitudes entre dos sistemas XY/XX'y ZW/ZZ en la determinacion
sexual (Ellegren, 2011). Bellot et al., (2010) compararon el genoma del pez Cebra,
tetraodon, pez Globo y el medaka con los cromosomas X de los mamiferos y el Z de las
aves, reportando algunos ortélogos que los genes Z y X ocupan porciones separadas de
cada genoma del pez.

Las diferencias en los mecanismos de la determinacion sexual, estan estrechamente
relacionados entre las especies de tilapia y la influencia del medio ambiente (Baroiller et
al., 2009) sugieren que la determinacion sexual puede ser canalizada como rasgos
cuantitativos usando marcadores basados en el locus de un caracter cuantitativo (QTL).
Varios marcadores ligados al sexo han sido identificados en el género Oreochromis (Lee
et al.,, 2004; Shirak et al., 2006; Eshel et al., 2010). En las razas puras de Oreochromis
niloticus y en hibridos de Oreochromis niloticus con cruza de Oreochromis aureus se
detectd el QTL en las localizaciones LG1, LG23 (Lee et al., 2004; Eshel et al., 2010) y
LG3 respectivamente (Lee et al., 2003).

La determinacion sexual por QTL en LG23 fue mapeada con un intervalo de confianza de
16-21CM (Eshel et al.,, 2010), dichos puertos de los genes Amh y Dmrta2 que son
involucrados en la determinacién sexual de los vertebrados (Shirak et al., 2006).

Estudios realizados por Schartl (2004) revelan la mayoria de los genes involucrados en la
determinacion sexual en los mamiferos estan presentes en el proceso de diferenciacion
sexual de los peces. Ademas, los genes que encabezan la cascada de la determinacién

sexual puede variar entre los organismos acuaticos. Para el estudio de la cascada de la
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determinacion sexual en etapas tempranas del desarrollo embrionario se eligieron 8
genes: Lhx9, Amh, FoxL2, Cyp19a, Dmrt1, DAX1, SOX9a y SOX9b, los cuales presentan
un rol conocido en la vida de la determinacién sexual de mamiferos. Birk et al., (2000);
Shirak et al., (2006); ljiri et al., (2008) examinaron la expresién a partir de la gastrula a las
etapas finales del estadio larvario de la tilapia del Nilo de monosexos machos XY y
hembras XX. Adicionalmente, fueron analizados dos genes previamente mapeados para
la determinacién sexual en la region: ELAVL1 (Shirak et al., 2006) y SOX14 (Cnaani et al.,
2007) en los cuales se encontré similitud vinculada con la via de la determinacién sexual
de la tilapia.

En algunos estudios se determiné la especificidad y el tiempo preciso de la expresién de
17 genes asociados a la diferenciacion sexual de la gdénada en vertebrados con
cromosomas XXy XY (ljiri et al., 2008; Yan et al., 2012). En gbénadas XX, la transcripcién
de la aromatasa Cyp19ala que es responsable de la sintesis de 17-B estradiol, fue
especificamente expresada durante los primeros 5 dias post-eclosion, coincidiendo con
una sobreexpresion de FoxL2, un factor de transcripcion de la misma enzima (Wang et al.,
2007).
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2.5.- Periodo Critico de la Diferenciacion Sexual

El periodo critico de la diferenciacién sexual en la tilapia del Nilo ocurre a partir de la
fertilizacién del ovocito hasta los 18 dias de edad. Durante este periodo, los embriones
son sensibles a los andrégenos y a los precursores de esteroides administrados por
medio de la inmersion de los huevecillos o0 mediante la adicion de estos compuestos en la
dieta (Devlin & Naghama, 2002).

Los estudios realizados por ljiri et al. (2008) demostraron que la expresion de los genes
XXy XY en las génadas de Oreochromis niloticus durante el periodo de 9-10 dias post
fertilizacion es critico para la diferenciacion de las células germinales primordiales ya sea
dentro del ovario o en el testiculo. La primera sefial morfolégica de la diferenciacion
sexual de la gbnada aparece en el alevin de la tilapia entre los dias 23-26 post-eclosién
con la formacion de la cavidad ovarica en la gonada XX (Nakamura et al., 1998;
Kobayashi et al., 2000).

3.- Reversion sexual en tilapia

La reversién sexual se usa extensivamente para controlar el sexo de los cultivos de tilapia
con el propdsito de producir peces de un solo sexo principalmente mediante el uso de
hormonas, cambios de temperatura, etcétera. Las hormonas esteroides u hormonas
analogas como también algunos compuestos quimicos no esteroides (Cuadro 2) son
comunmente usados para producir tilapia monosexada. Las hormonas son generalmente
incorporadas en el alimento de las larvas cuando aun presentan el sexo indiferenciado en

etapas muy tempranas del desarrollo larvario (Penman & McAndrew, 2000).

25



Ohisey - Gareia B 2020

Cuadro 2. Hormonas esteroides, hormonas analogas y componentes no esteroides

usados para producir monosexos de tilapia.

17 a-metildihidrotestosterona MDHT
17 a-metiltestosterona MT
17 a-etiniltestosterona ET

Metildrostanolona

Androstenediona AN
17 a-etinilestradiol EE
17 B-estradiol E2
Fadrozol F
Acetato de Trembolona TBA
11 B-hidroxi androstenediona 11 B-OHA4
Inhibidor de la aromatasa Al
Dietilestilbestrol DES
Tamoxifen TAM
Acraflavina

Mibolerona Mi

(Tomado de Abdel & EI-Sayed, 2006).
Para obtener un cultivo de organismos monosexuales con un 100% de eficiencia en
cuanto a la proporcion de machos es importante tener en consideracion el compuesto
quimico a utilizar, asimismo la dosis y el tiempo de administracion del tratamiento, por otra
parte, también se debe tener en cuenta la estirpe acuatica a producir, el tamafo, la edad
de la larva como se presenta en el Cuadro 3. Los resultados de las investigaciones
indican que la hormona 17 a-metiltestosterona (MT) es la que se usa comunmente debido
a su éxito para revertir el sexo en la tilapia (Guerrero & Guerrero, 1988; Ridha & Lone,
1990; Beardmore et al., 2001). Las dosis de hormonas esteroides probadas para realizar
la reversion sexual de la Tilapia a partir de < 30 a 100 mg/ kg de alimento proporcionado a
los peces durante 15 a 60 dias de edad. Sin embargo, el mejor resultado ha sido
reportado con dosis entre 30 a 60 mg/kg administrado durante 25 a 30 dias (Green et al.,
1997). La MT produce una efectividad de la reversion sexual con un promedio de éxito del
85 a 98% de machos a dosis entre 30 a 60 mg/Kg, sin embargo, se ha reportado que el
uso de dosis excesivas de estas hormonas se reduce el porcentaje de éxito de los peces

revertidos sexualmente acompafiado de un incremento en la tasa de mortalidad, baja tasa
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reproductiva y paraddjicamente en algunos casos reversiones sexuales indeseables
posteriores (Green et al., 1997; Bearmore et al., 2001).

En los estudios realizados por Afonso et al. (2001) quienes evaluaron el uso del Fradozole
que es un inhibidor de la aromatasa a diferentes concentraciones (0/50 /75 y 100 mg/kg)
suministrados en la dieta en tilapia del Nilo en la etapa de larva con una edad aproximada
de 9 dias con un periodo de consumo de 15 a 30 dias, obtuvieron una proporcién del
100% de organismos masculinizados con las dosis de 75 y 100 mg/kg con 30 dias de
exposicion.

La administracidon por via oral de los tratamientos hormonales para efectuar la reversion
sexual de la tilapia es generalmente segura y exitosa; de tal manera, los residuos
hormonales provenientes del ayuno y del metabolismo son a menudo una mayor
preocupacion para el ambiente. Como una medida alternativa para superar este
obstaculo se han empleado las técnicas de inmersion hormonal de los peces en etapa de
alevines por cortos periodos de tiempo, lo cual ademas de reducir el periodo de
tratamiento, reduce un posible efecto de las hormonas a los consumidores de la carne de
tilapia revertida (Gale et al., 1999). Con esta técnica el porcentaje de machos revertidos
promedia por arriba del 60 al 100% de eficiencia dependiendo de la especie del pez, tipo,
dosis y el tiempo del empleo de la hormona. En el Cuadro 3, se pueden observar algunos
de los porcentajes de eficiencia con los distintos componentes hormonales bajo la técnica

de inmersion.
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Cuadro 3. Produccién de tilapia del Nilo macho con distintos componentes hormonales.

ET

MT

MT

TBA
AN

MT

MDHT

MT

MT

MDTH

MDTH

MT

ET

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Inmersion

Inmersion

Inmersion

Inmersion

Oral

Inmersion

Inmersion

Inmersion

Inmersion

Inmersion

200-500
mg
75-100
mg

60 mg

30 mg

60 mg

250 ugl/l
100-250

Vell
50 ug/l

250 g/l
60 mg

500 g/l

500 ug/l

1800

ell
1800

Mg/l
1800

Mg/l

7 dias

Alevin

Alevin

Alevin

2 dias

10 dias
10 dias

10 dias
10 dias
10 dias

10-13
dias
10-13
dias

14 dias

10-14
dias
14 dias

30 dias

30 dias

25-28
dias
21 dias

14-28
dias
2 horas

2 horas

2 horas

2 horas

10-30

dias

3 horas

3 horas

4 horas

4 horas

4 horas

92 — 96

100

o =2kl

99

82-92

98-100
92

98

98-100

92

87

83-100

100

98

86

Kwon et al., 2000

Afonso et al., 2001

Vera-Cruz & Mair,
1994

Guerrero &
Guerrero, 1988
Smith & Phelps,
1997

Bart, 2002

Bart, 2002

Bart, 2002
Bart, 2002
Gale et al., 1999

Gale et al., 1999

Gale et al., 1999

Wassermann &
Afonso, 2003
Wassermann &
Afonso, 2003
Wassermann &

Afonso, 2003

En el Cuadro 2 se muestra la abreviatura de cada hormona. El % Machos se refiere a la
eficiencia de reversion sexual de cada tratamiento reportado en la literatura revisada.
(Tomado de Abdel & El-Sayed, 2006).
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En algunas especies de peces las hembras alcanzan altas tasas de crecimiento,
presentando una mayor talla en comparacion a los machos. La produccién de cultivos de
tilapia de monosexos hembra no es una practica comun ya que no es efectiva para que
las tallas comerciales de los individuos sean mas homogéneas. Sin embargo, se han
utilizado para fines de estudio de la reversion sexual del fenotipo femenino, ademas del
uso de la feminizacién de machos para la produccion de los super machos o tilapia
genéticamente mejorada. Los quimicos para feminizar a la tilapia mediante esteroides
naturales y sintéticos como es el caso de la 17-a etinilestradiol (EE) y el dietiletilbestrol
(DES) son los mas efectivos. En el Cuadro 4, se muestran la efectividad y la duracion de
algunos componentes esteroides para la feminizacion de la tilapia del Nilo. La efectividad
relativa de los esteroides en la feminizacion de la Tilapia depende del tipo de hormona,
especie del pez, estadio larvario, dosis, tiempo y duracién del tratamiento. Por ejemplo,
Rosenstein & Hulata (1994) fundamentaron que DES fue mas efectivo que EE en la
feminizacion de Oreochromis aureus, mientras que ocurria lo contrario en el caso de la

Oreochromis niloticus (Gilling et al., 1996).

Cuadro 4. Produccién de tilapia del Nilo hembra con distintos componentes hormonales.

EE Inmersion  170-200 Alevin 18 dias 100 Giling et al,
pg/l 1996

DES Oral 400 mg Larva 28 dias 80 Potts & Phelps
1995

EE Oral 100 mg Larva 40 dias 91 Mohamed et al,
2004

El % hembras se refiere a la eficiencia de reversion sexual de cada tratamiento reportado
en la literatura revisada. (Tomado de Abdel & El-Sayed, 2006).
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La hormona 17-a metil Testosterona es un andréogeno esteroide derivado de la
testosterona proveniente del ciclopentanoperhidrofenantreno, que posee 19 &atomos
de carbono, un doble enlace entre C4 y C5, un atomo de oxigeno en C3 y un radical
hidroxilo (OH) en C17. Su férmula es C19H2302. Esta estructura es necesaria para el
mantenimiento de la actividad androgénica. La testosterona puede ser aromatizada en
varios tejidos para formar estradiol mediante la accion de la enzima aromatasa (Thevis &
Schander, 2009).

Esquema 1. Estructura Quimica del 17 a- Metil Testosterona

La hormona 17 B Etinilestradiol es un derivado del estradiol caracterizado por la
sustitucién de un atomo de hidrégeno por un radical etinilo en la posicion 17- beta. Se
absorbe rapidamente en el intestino delgado con un nivel plasmatico a un tiempo maximo
de 2 horas después de tomarlo por via oral. En la sangre plasmatica, se une casi
completamente con las albuminas, lo que explica su alta biodisponibilidad que varia de
55% a mas de un 80%. A nivel hepatico, la presencia del radical etinilo interfiere con los
procesos de hidroxilacion y oxidacion de nucleo aromatico (sin impacto del 17b-

hidroxiesteroide deshidrogenasa) (Tremollieres, 2012).
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Esquema 2. Estructura Quimica de 17 B Etinilestradiol

3.1.- Tilapia Genéticamente Macho

El uso primordial de la tilapia genéticamente macho (TGM) se deriva de la aplicacién de
manipulaciones genéticas relativamente simples; los investigadores han propuesto
metodologias de cruzamientos en donde se involucran machos de tilapia feminizados con
carga cromosomal XY con machos sin tratamiento hormonal, en donde casi toda la
progenie sea exclusivamente de machos (Mair et al, 1997) que se conoce como
tecnologia YY. Estos YY son conocidos como super machos y poseen la propiedad de
engendrar descendencia genéticamente masculina. La tecnologia YY proporciona una
robusta solucién fiable para los problemas relacionados con la reversion sexual de
machos a hembras, por medio de esto se controla la reproducciéon no deseada y mejora
las tasas de crecimiento (Abucay et al., 1999). Los machos YY son capaces de producir

un 100% de machos al cruzarlos con hembras XX.

3.2.-Regulacién Endocrina

El eje hipotalamico en los peces como en los anfibios y los mamiferos participa en la
homeostasis endocrina y en la reproduccion sexual (Yan et al., 2012). Las hormonas
gonadotrofinas son glicoproteinas secretadas a partir de la glandula pituitaria y se
encargan de regular la gametogénesis. Entre las gonadotrofinas se incluyen a la hormona

foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), las cuales consisten de una
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subunidad proteica a (CGA) y una subunidad B (Que'rat, 1994). Funcionalmente FSH
controla la vitelogénesis y la espermatogénesis, mientras que LH facilita la maduracién de
gametos y el desove durante el ciclo reproductivo del pez. En machos regula la secrecién
de testosterona actuando sobre las células de Leydig en las gbnadas masculinas y en
hembras controla la maduracién de los foliculos ovaricos y la ovulaciéon. Se ha reportado
que las gonadotrofinas se expresan antes o durante el proceso de diferenciaciéon sexual
en la glandula pituitaria del pez y de los anfibios, ademas de que se involucran en las
etapas iniciales de la diferenciacion gonadal mediante la activacion de sus receptores a y
B (Wu et al., 2009; Urbatzka et al., 2010). Ambos receptores son membranales, los cuales
en conjunto con el receptor de la hormona liberadora de la tiroides (TSHR), pertenecen a
la familia de las proteinas G acoplada a los receptores de membrana, los cuales
contienen un gran dominio extracelular que contribuye a la especificidad en la busqueda
de ligandos (Simoni et al., 1997; Kumar & Trant, 2001).

4.- Receptores Celulares a Esteroides

Los estrégenos, asi como los disruptores endocrinos funcionan a través de dos receptores
de estrégeno (ER): a-ER y B-ER ademas de que en algunos peces se ha reportado un
tercer receptor de estrégeno Yy -ER (Lee et al., 2006; Orlando et al., 2006). El estrogeno
promueve una sobre-regulacion de su propio receptor y una vez activados actuan como
reguladores de la expresion génica (Menuet et al, 2002). Los ER activados pueden
funcionar directamente a través de elementos de respuesta al estrogeno presentes en
regiones promotoras de genes o pueden actuar indirectamente para promover cambios en
la expresién génica a través de varias vias (Marchand et al., 2000; Von Hofsten et al.,
2002; Matthews & Gustafsson, 2003; Kitano et al., 2007).

En los vertebrados los estrogenos se sintetizan a partir de los androgenos mediante la
accién de la enzima aromatasa, la cual es codificada por el gen Cyp19 (Simpson et al.,
1994). En los peces, existen dos isoformas, Cyp19a1a que actia a nivel gonadal y
Cyp19a1b que actua a nivel cerebral (Kwon et al., 2001; Liu et al., 2007). Cyp19aia
funciona primordialmente en el desarrollo de los ovarios en varias especies de teledsteos,
mientras que Cyp19a1b participa en el desarrollo del tejido neuronal (Pellegrini et al.,
2005) y pueden desempefiar un papel importante en la diferenciacion sexual de pez cebra
y en algunas otras especies de teledsteos (Chang et al., 1997, Guiguen et al., 1999;
Kitano et al., 1999; Kwon et al., 2001; Trant et al., 2001; Sawyer et al., 2006; Wang et al.,
2007; Yamaguchi et al., 2007).
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La diferenciacion sexual de los peces es particularmente sensible a la proporcion entre
andrégenos y estrogenos; por lo tanto, esta relacién es critica y dependiente de la
disponibilidad de la enzima Cyp19. Los receptores estrogénicos han sido identificados en
la activacion de ambas isoformas de Cyp19 (Cyp19a1b y Cyp19ai1a) en los peces
medaka (Oryzias latipes), pez dorado (auratus de Carassius), pez cebra, trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) (Callard et al., 2001; Kazeto et al., 2001; Tchoudakova et al.,
2001; Tong & Chung, 2003).

Cuando se une la hormona a su receptor estrogénico ya sea el o 0 el B a nivel celular, la
sefalizacién se inicia en la (figura en verde, Esquema 3) interactuando con una proteina
G (GP) dando como resultado la activacién de las quinasas, que a su vez fosforilan los
sustratos, incluidos los canales iénicos a nivel de membrana; los mensajeros secundarios
conducen a respuestas celulares rapidas. La activacion de las quinasas también fosforila
a los componentes proteicos de la sefializacion nuclear por medio de la presencia de E2,
incluidos los ER, las proteinas co-reguladoras, los factores de transcripcion (TF), y la
proteina de la cromatina, en su conjunto alteran la expresion de diversos genes. A nivel
mitocondrial, la unién de la hormona con el receptor estrogénico (E2-ER) modifica la
expresion génica mediante la interaccion con el ADN mitocontrial que a su vez son
muduladas por la activacién del ER ya que los productos resultatntes de la unién del ER a

su lingando modulan las funciones mitocondriales (Yasar et al., 2016).
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Esquema 3. Senalizacion mediada por la unién de 17B-estradiol (E2) a los receptores
estrogénicos (ER).

5.- Hormonas sintéticas como Disruptores Endocrinos

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés en la incidencia y el destino de los
contaminantes organicos en el medio ambiente acuatico y de los subsecuentes efectos en
los organismos acuaticos. Una preocupacion particular acerca de esto es la presencia de
los disruptores endocrinos, los cuales tienen un potencial para modificar la homeostasis
interna y la regulacion hormonal en los procesos fisioldgicos tales como el desarrollo y la
reproduccion de los organismos (Farmer & Orlando, 2012). Se sabe que estos peces
expuestos a disruptores endocrinos exhiben anormalidades en el desarrollo sexual y sus
efectos son variables dependiendo de la concentracién y el tiempo de exposicién de estas
sustancias (Schafers et al., 2007); de tal manera, se han dirigido pocos estudios
relacionados con la exposicion de dichas sustancias en los estadios tempranos del
desarrollo de los peces, particularmente con componentes estrogénicos que pueden ser

permanentes a largo plazo en la funcion reproductiva del pez (Coe et al., 2010).
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Ademas, los esteroides sexuales afectan la diferenciacion sexual en los peces y el
equilibrio en la proporcion de estrégenos (17-a estradiol) y andrégenos (testosterona 'y 11-
cetotestosterona). Acorde a esto, Rougeot et al. (2007) reportaron que varios organismos
teledsteos a los que se le sometid a un cambio en el equilibrio hormonal con la 17-
estradiol dio lugar a la feminizacién, mientras que un cambio de ambiente hormonal con la
11-cetotestosterona resulté en masculinizacién. En el pez cebra, la exposicién a EE2
puede afectar el desarrollo gonadal, viabilidad, produccién de huevos, tasa de fertilizacion
y diferenciacion sexual (Nash et al., 2004).

Aravindakshan et al. (2004) mencionan que la exposicion a los disruptores endocrinos en
las etapas prenatal y postnatal ejercen diversas acciones junto a la combinacion con
contaminantes ambientales como el bisfenol A (BPA) descrito como un disruptor
endocrino y el diclorodifeniltricloroetano (DDT), que pueden afectar de manera negativa a
las poblaciones de la vida silvestre. Ademas, en algunos estudios han demostrado que la
vida silvestre endémica de los Grandes Lagos presenté un impacto negativo en su
capacidad reproductiva. Estos estudios fueron capaces de asociar el consumo materno de
pescado contaminado con efectos adversos para la salud en los niflos que fueron
expuestos a policlorobifenilos (PCB) en la lactancia. Los contaminantes como el bisfenol A
y los alquil fenoles presentes en las corrientes de aguas residuales tratadas pueden
actuar como estrégenos, imitando e induciendo una amplia gama de efectos en los peces.
Estos efectos incluyen la feminizacion y hermafrodismo en los machos (Jobling & Tyler,
2003). De hecho, los peces pueden servir como un barémetro de los efectos de los
xenoestrogenos en los ecosistemas acuaticos y se considera un indicador de la
contaminacion a la presencia de la vitelogenina (VTG) que es una proteina generada en
los organismos femeninos. Normalmente, las hembras sintetizan VTG en el higado en
respuesta al estradiol. Varios informes han demostrado un incremento de la VTG en los
peces machos e inmaduros recogidos cerca de los efluentes de aguas residuales y otros
efluentes industriales (Aravindakshan et al., 2004). Se ha demostrado que la exposicion a
estas aguas induce elevados niveles de VTG, lo cual provoca un retraso en la
espermatogénesis, disminuye la produccién de espermatozoides, movilidad espermatica
disminuida y una elevada incidencia de intersexualidad.

Por otra parte, Kosatsky et al., (1999) registraron disruptores endocrinos en los lagos del
area de Montreal Canadd y vincularon su presencia con la actividad de pesca deportiva
que se intensificaba en periodos de 3 veces por semana llegando a promediar un

consumo anual por persona alrededor de 18 kg. Los grandes consumidores de este
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pescado presentaban elevados niveles de mercurio en el cabello y elevados niveles
circulatorios de PCB y DDE en comparacion a consumidores poco frecuentes. Estos
consumidores (mamiferos) de dichos peces pueden estar expuestos a efectos
perturbadores del sistema endocrino.

6.- Apoptosis

La apoptosis o0 muerte celular programada es el mecanismo de control celular importante
por el cual las células mueren (Landowski et al., 2001). La apoptosis en el desarrollo
normal es importante para controlar el numero de células y la proliferacién celular.

Existen dos mecanismos principales dentro de la célula para que se presente la muerte
celular, uno de ellos es la muerte por necrosis y la otra es la apoptosis. Cuando la célula
es danada por una lesién externa sufre una muerte por necrosis, mientras que otras
células pueden inducir suicidio de manera interna o externa mediante programas de
muerte celular provocados por diversos estimulos.

Estos estimulos activan una serie de proteinas complejas que actuan como disparadores
de senales quede se dan por medio de dos rutas o vias distintas a partir del medio
extracelular o del intracelular, dichas vias son conocidas como la extrinseca y la
intrinseca, respectivamente.

a) La via extrinseca o citoplasmatica se acciona mediante la activacién de Fas y la
union a su ligando (L/Fas) como el receptor de muerte que forma parte de la super
familia de los dominios del factor de necrosis tumoral (Zapata et al., 2005).

b) Mientras que la via intrinseca o mitocondrial se inicia desde la misma mitocondria
cuando se estimula la liberacién del citocromo ¢ que promueve la activacion de las
proteinas sefalizadoras de muerte (Ghobrial et al, 2005). Ambas vias de
sefalizacién convergen en una via comun que implica la activacion de una
cascada de proteasas denominadas caspasas que son las encargadas de concluir
el proceso de muerte.

En la via extrinseca principalmente actuan los miembros de las proteinas Fas, su ligando
(L/Fas) unido a la membrana y sus efectores de muerte como es el caso de las caspasas
8 y 10 que son las encargadas de activar a otras caspasas que son las inductoras del
proceso de muerte. La activacion de la via extrinseca inicia en la superficie de la
membrana celular en donde se activan los receptores de muerte. Fas es un miembro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral también denominada Apo-1 o CD95. Otros
receptores de TNF incluyen TNF R1, receptor de muerte 3 (Apo 2), receptor de muerte 4
(TRAIL R1), receptor de muerte 5 (TRAIL R2) y receptor de muerte 6 (Zapata et al., 2005).
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El L/Fas es principalmente reconocido por sus funciones relacionadas con la muerte
celular, pero también participa en varios procesos proliferativos e inflamatorios y en
algunas vias de sefalizacién que no estan bien definidas (Krammer, 2000). Cuando un
estimulo de muerte desencadena la via extrinseca, el L/Fas unido a la membrana
interactua con los efectores y las formas inactivas del complejo FAS. Este complejo de
senalizacion posee un inductor de muerte mediante una proteina asociada con Fas,
caspasa 8 y 10 que conducen a la activacion del resto de las caspasas efectoras de
muerte; en algunas células, la activacion de la caspasa 8 es el unico requisito para la
ejecucion de la muerte por apoptosis, mientras que en otras lineas celulares la caspasa 8
interactua con la via intrinseca de la apoptosis escindiendo de la actividad de Bid que es
un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2, quien después es el responsable de la
liberacion del citocromo ¢ (Wajant, 2002).

Entre los reguladores mas importantes de la via intrinseca estan las proteinas de la
familia Bcl-2 ya que son los reguladores clave de la apoptosis (Irie et al., 2001). Dentro de
la familia Bcl-2 se incluyen a los miembros pro-apoptoéticos como lo son Bax, Bak, Bad,
Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim y Hrk y por otra parte a los miembros anti-apoptoticos como Bcl-2,
Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1(Reed, 1994). Los miembros anti-apoptéticos de Bcl-2 actuan
como represores de la apoptosis al momento de bloquear la liberacion del citocromo-c,
mientras que los miembros pro-apoptoéticos actuan como promotores de la muerte. Estos
efectos son mas dependientes del equilibrio entre Bcl-2 y Bax que de la cantidad de Bcl-2
presente (Reed, 1997).

Después de una senal de muerte, las proteinas pro apoptéticas modifican las sefales de
traduccion que provocan desfosforilacion, ruptura y translocacion de la membrana
mitocondrial conduciendo a la apoptosis (Scorrano et al., 2003). Por lo tanto, en respuesta
a los estimulos apoptoéticos, la membrana mitocondrial externa se vuelve permeable,
conduciendo a la liberacién de citocromo ¢ en el citosol, que ahi interactua con Apaf-1, lo
que lleva a la activacién de la caspasa 9 que sucesivamente activa a la caspasa 3
culminando con el proceso de muerte por apoptosis. No todas las caspasas son
involucradas en la apoptosis. Las caspasas que se han descrito en la apoptosis son las
caspasas 3, 6, 7, 8 en la via intrinseca, mientras que la extrinsecaenla3yla 8 (Yu et al.,
2003). Las caspasas son capaces de inducir la escision de las proteinas quinasas,
afectando la estructura del citoesqueleto, inhibir subunidades de endonucleasas (familia

CIDE), y finalmente presentan manifestaciones morfolégicas como la condensacién del
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nucleo, fragmentaciéon del ADN y dafo irreversible en la membrana mitocondrial
(Thornberry & Lazebnik, 1998; Mancini et al., 1998).

Death factor pathway

Death factors
(FasL, TRAIL, TNF)

(Fas, TNF-R1, DRa/5) Intrinsic death pathway

R4S IR R TR TR TR 121 | B0 2T TR LR IR (2t T 130 | TR

Deaath affector domamn
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_—

i 9@.,/\0,

Cleavage of more than 1,300 substrates

ICAD @inhibitor of CAD): DNA fragmentaticn
ATP11A and 11C, and XKRE PrdSer exposure
ROCX1: membrane blebbing

(Imagen tomada de Nagata, 2018).

Esquema 4. La transduccién de sefiales de la apoptosis. Las dos vias de senalizacion
apoptoéticas convergen. La via extrinseca se activa por factores de muerte como L/Fas,
TNF-a y TRAIL. La unién de un factor de muerte a su receptor especifico genera DISC
(complejo de sefalizacion inductor de muerte) y provoca la activacion de la caspasa 8. El
DISC se forma a través de asociaciones homoélogas entre dominios de muerte de Fas y
FADD y entre dominios efectores de muerte (DED) de FADD y procaspasa 8. La
procaspasa 8 lleva dos DED que estan asociados. En la via intrinseca que es
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desencadenada por agentes genotéxicos, la citocina y las proteinas BH3 (Bim, Bid, Bad,
Bmf, Hrk, Puma y Noxa) se activan por transcripcion o postranscripcionalmente, ya sea de
forma directa o indirectamente, antagonizando Bcl-2, inducen la oligomerizacion de Bax /
Bak; estos ultimos actuan sobre las mitocondrias para liberar al citocromo c. El citocromo
c se une a APAF-1 para formar un complejo heptamérico que actia como un andamio
para mediar la conversion de procaspasa 9 en caspasa activa 9. La caspasa 8 se activd
en la via extrinseca y la caspasa 9 en la via intrinseca escinde la procaspasa 3 a la
caspasa 3 madura, para ejecutar la apoptosis, Por ejemplo, ICAD (inhibidor de la DNasa
activada por caspasa) se escinde para liberar CAD (DNasa activada por caspasa) para
fragmentar el ADN. En el Esquema 4 las flechas negras indican conversién directa,

mientras que las flechas azules indican acciones cataliticas.

Existen algunas proteinas que regulan la apoptosis y actian en ambas vias tanto
extrinseca e intrinseca como es el caso de p53, NFkB, la ubiquitina y PI3K. En nuestro
estudio es de interés la participacion de p53, la cual funciona como un factor de
transcripcion que regula genes importantes que participan en el ciclo celular, en la
reparacion de ADN y la apoptosis. El factor de transcripcién p53 es un supresor de
tumores que se ha denominado “el guardian celular”, ya que es un regulador esencial de
las respuestas de estrés celular. Bajo condiciones fisioldgicas normales, la proteina p53
se mantiene a niveles intracelulares bajos mediante el mecanismo de retroalimentacion
negativa trans-activacion N-terminal (TAD) donde p53 es reconocido y adicionado con
moléculas de ubiquitina por MDM2 que la dirigen hacia el proteosoma para su
degradacion. En respuesta a una variedad de situaciones de estrés celular como el dafo
al ADN, la interaccion p53-Mdm2 se interrumpe y p53 actua inmediatamente (Horn &
Vousden, 2007). La proteina p53 se localiza en el nucleo donde puede activar o reprimir la
transcripciéon de muchos genes implicados en la regulacion de las principales respuestas
celulares al estrés, la detencién del ciclo celular, la reparaciéon del ADN, senescencia y
apoptosis (Vouden & Prives, 2009; Li et al., 2012). Por lo tanto, se ha propuesto que p53
suprime la tumorogénesis mediante la prevencion de la replicacion del ADN dafado y
mutaciones potencialmente perjudiciales (Vouden & Prives, 2009). P53 se une a
promotores de genes diana a través de un elemento de respuesta (p53RE). La actividad
de p53 sobre los promotores de genes diana especificos también son regulados a través
de la interaccion con cofactores transcripcionales especificos durante la respuesta de

dafio del ADN. Estas proteinas participantes cooperan con p53 para inducir la activacion
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transcripcional de los objetivos implicados en la determinacion del destino celular. En
general, tales proteinas aumentan la afinidad de la uniéon de p53 a un subconjunto del
receptor de p53. A su vez, esta interaccion inclina el equilibrio a favor de la vida o muerte.
Por ejemplo, la familia de proteinas ASPP, compuesta por ASPP1, ASPP2 y iASPP,
interactua directamente con el dominio central de p53 y regula la respuesta apoptética.
Mientras que ASPP1 y ASPP2 sefializan hacia la apoptosis regulada por la via
dependiente de p53 aumentando la expresién de genes pro-apoptoéticos (Samuels et al.,
2001; Bergamaschi et al., 2006).

En el proceso de diferenciacion sexual cerebral en mamiferos se ha reportado que
cuando se presentan ambientes hormonales modificados mediante la presencia de
compuestos quimicos de caracter estrogénico o androgénico, las células neuronales
tienden a presentar la activacion de los a y B ER. Nielsen et al. (2000) reportaron que con
la presencia de estrégenos sintéticos las neuronas presentaban la activacion del a-ER, el
cual de alguna manera promueve la activacién de las proteinas de la familia Bcl-2 que
protegen a las neuronas de la muerte por apoptosis, promoviendo la proliferacion celular a
este nivel, por otra parte, también afirman que cuando se activan ambos receptores ya
sea a o B también ocurre el mismo efecto sobre la sobrevivencia neuronal. En contraste a
esto, Mor et al., (2000) demostraron que si solamente se activa el B-ER como resultado de
la presencia de hormonas esteroides sintéticas, de alguna manera se activa la
sefalizacién de la via extrinseca de la apoptosis activando la sefalizacion del complejo
Fas.L/Fas desencadenando la liberacién de las caspasas culminando con el proceso de

muerte por apoptosis como se ejemplifica en el Esquema 5.
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Esquema 5. La presencia de las hormonas esteroides a nivel neuronal provoca que el o-
ER senfalice la activaciéon de las proteinas de la familia anti apoptética Bcl-2 llevandola asi
a la via de sobrevivencia y proliferacion celular. Mientras que en el caso de la activacion
del B-ER se da lugar a una fragmentacion del ADN provocada por la activacion de las
caspasas 9 y 3 mediante la via extrinseca de la apoptosis por la activacion del complejo

Fas con la unién de L/Fas.
7.- Proliferacién Celular (PCNA)

Durante la proliferacion celular, el genoma esta constantemente amenazado por diversos
factores celulares y externos. Cuando el ADN esta dafiado, o cuando su duplicacion se
retrasa por el estancamiento de la ADN polimerasa, las células inducen una respuesta
coordinada denominada respuesta al dafo del ADN (DDR) o punto de control. La
proliferacion celular es dependiente de la capacidad de replicar el genoma. Esto requiere
una gran cantidad de proteinas como las de remodelacién de cromatina, la activacion de
las enzimas replicadoras helicasas y polimerasas, las de reparacion de ADN vy ligasas. La
regulacién de este proceso es altamente compleja y su ejecucién es precisa (Horsfall et
al., 2019).

El antigeno nuclear de las células en proliferacion (PCNA) es uno de los principales
efectores para llevarse a cabo la proliferacion celular. En la actualidad se conocen
alrededor de 200 proteinas identificadas que se unen a PCNA que interactuan

dindmicamente durante los procesos de regulacién, replicacién y reparacion del ADN
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durante el ciclo celular. PCNA actua como un soporte interactivo que involucra al ADN y
que de manera progresiva proporciona sitios de union de manera unidireccional, con lo
que facilita el anclaje y afinidad de las proteinas necesaria para llevar a cabo la
replicacién del ADN (Horsfall et al., 2019). Ademas, se sabe que PCNA esta regulado por
el incremento en lineas celulares con muerte celular. PCNA sufre varios tipos de
modificaciones, incluyendo ubiquitinacion y acetilacion (Billon et al., 2017; Gazy & Kupiec
2012; Li et al., 2018). Se ha intentado descifrar la importancia de estas modificaciones, ya
que afectan la via para la reparacion del ADN.

La funcion mejor entendida de PCNA, hasta la fecha, es su papel en la replicacion del
ADN. PCNA juega un papel esencial en la replicacion del ADN por medio de la proteina
auxiliar (factor de procesabilidad) de Pold que es la enzima encargada de la replicacion
del ADN cromosomico. PCNA es también el factor de procesividad de Pold. PCNA
participa en la replicacion y reparacion del ADN. Un estudio de diferentes formas de
PCNA modificado revelaron que algunas de estas afectan la reparacién del ADN, pero no
la replicacion (Ayyagari et al, 1995). Varios estudios han indicado que Pole juega un
papel importante en la reparacion del ADN mientras que Pold interactua con la replicacion
(Kelman, 1997).
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IV.- Hipétesis

Las hormonas sintéticas regulan los mecanismos apoptoéticos involucrados en el periodo

critico de la diferenciacion sexual cerebral en tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
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V.- Objetivo General

Evaluar los mecanismos moleculares que inducen las hormonas esteroides durante el
periodo critico de la diferenciacion sexual cerebral en Tilapia del Nilo (Oreochromis

niloticus)

VI.- Objetivos Particulares

a) Evaluar el efecto del tratamiento de las hormonas esteroides sobre la morfometria
de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).

b) Identificar la expresidon de los Receptores Estrogénicos a y B en cerebro de tilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus).

c) Analizar la expresion de las proteinas reguladoras de la apoptosis Bcl-2, Bax, Fas,
p53 en tejido cerebral tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).

d) Determinar el Periodo critico de la diferenciacion sexual cerebral de la tilapia del

Nilo (Oreochromis niloticus).

44



Ohisey - Gareia B 2020

VII.- Material y Métodos

Animales

Se obtuvieron 5 parejas de reproductores de Oreochromis niloticus del Centro Acuicola
(CONAPESCA) de Zacatepec Morelos, los cuales fueron alojados en estanques de 250
litros (separados machos y hembras) mantenidos a una temperatura de 28 a 30° C,
manteniendo un pH de 7.0 en el agua y una concentracion de oxigeno de 3.5 a 5 mg/L,
con un fotoperiodo de 14:10 horas de luz/oscuridad. Los peces fueron alimentados con
dieta comercial para peces (PURINA®). Las parejas de peces fueron elegidas al azar para
realizar el desove manual a modo de obtener los gametos tanto femeninos como
masculinos para realizar la inseminacion artificial. Al momento de obtener los huevecillos
fecundados, se depositaron en una camara McDonald con un volumen de 10 litros de
agua para ser incubados de manera artificial a una temperatura de 28° C (CENDEPESCA,
2008).

Tratamientos

Una vez realizada la fertilizacion artificial, los huevecillos obtenidos se distribuyeron para
realizar los tratamientos experimentales bajo las siguientes condiciones: Grupo 1 o control
(CTRL), los huevos fertilizados en este grupo solo se mantuvieron en una pecera de 80
litros de agua y se obtuvieron hembras y machos para realizar los pruebas control; Grupo
2 o Feminizados (FEM) los huevecillos fueron puestos en una pecera de 80 litros de agua
preparada con 200 pg/L de 17 a-etinil estradiol durante 18 dias para obtener el 100% de
hembras (Wassermann & Afonso, 2003); Grupo 3 o masculinizados (MAS) los huevecillos
fueron alojados en una pecera de 80 litros de agua preparada con 1.8 mg/L de 17 a-
metiltestosterona durante 4 horas con el objeto de obtener el 100% de machos (Gillin et
al., 1996).

Mediciones Morfométricas

Se registro la biometria de los organismos: a) longitud total (LT) tomada desde la cabeza
hasta la aleta caudal, b) longitud patréon (LP) que se midié de la cabeza a la furca
mediante un ictiometro, c¢) altura (A) de los individuos y d) peso total (PT) con una balanza
electrdnica.

Toma de Muestra

El muestreo del tejido cerebral se realizé a los 5, 6, 7, 10, 15, 25, 35, y 70 dias después
de la fertilizacion. Para el muestreo en la etapa larvaria de 5 a 15 dias post fertilizacion se

utilizaron de 30-50 organismos; para los 25 dias post fertilizacion se emplearon 15
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alevines; para los organismos con 35y 70 dias de edad se colectaron 10 organismos por
tiempo de medicion. Una vez que se registraron los datos sobre el peso y la longitud de
los individuos, los organismos fueron sacrificados por choque térmico con sedacién previa
con benzocaina al 2% (INECC, 2009). Se extrajo el cerebro de los peces mediante un
microscopio estereoscoépico; posteriormente se separaron 5 tejidos para los estudios
histolégicos y 10 organismos para formar pooles en la extraccion de RNA y asi realizar el
estudio de expresion de genes, los cuales se almacenaron a -80° C hasta su utilizacion
para la extraccion de RNAm. Para el sacrificio se respetaron las consideraciones éticas
en el manejo de organismos acuaticos (UAM, 2010, USPHS, 1996).

Procedimiento Histolégico

Se realizé la diseccion de tejido cerebral a 5 organismos de Oreochromis niloticus para
cada grupo de estudio. Una vez realizada la diseccién de los tejidos, se fijaron en
formaldehido al 10% durante 72 horas, posteriormente se hicieron 2 lavados con PBS 1X
con un pH de 7.42 en lapsos de 30 minutos. Ya que se realizaron los lavados, los tejidos
se deshidrataron en diferentes concentraciones de etanol a partir de 30, 40, 50 y 60%
durante 30 minutos; a partir de las concentraciones de 70, 80 y 90% de etanol se
realizaron 2 veces durante 1 hora por cada grado de alcohol y al término de esto se
sumergieron en alcohol absoluto durante 1 hora. Los tejidos se colocaron en una mezcla
de alcohol absoluto/xilol en una proporcion de 1:1 durante 24 horas; seguido de esto se
colocaron en xilol absoluto durante 72 horas.

Transcurridas las 72 horas, los tejidos fueron retirados del xilol y se colocaron en una
mezcla de xilol/cloroformo (1:1) durante 1 hora para posteriormente dejarlos en cloroformo
durante 24 horas, al término de esto los tejidos se colocaron en una mezcla de
cloroformo/parafina (1:1) durante 1 hora a una temperatura de 50° C, al término de esto
se dejaron los tejidos en parafina durante 24 horas, una vez realizado esto, se hizo un
cambio de parafina y se dejoé a una temperatura de 50° C durante 1 hora, posteriormente
se pasaron a moldes histolégicos colocando los tejidos de manera transversal y dejando
solidificar el tejido en parafina durante 72 horas. Los tejidos fijados en parafina fueron
cortados a 8 mm con un microtomo LKB; una vez obtenidos los cortes se montaron en
porta objetos, agregandoles alcohol al 70% para sumergirse en bano Maria durante 3 a 5
minutos, fijandolos en porta objetos con gelatina al 1%. Posteriormente, estos cortes

fueron sometidos a la tincion de Mazzén.
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Inmunofluorescencia

Una vez que se obtuvieron los cortes histolégicos se separaron los tejidos para realizar la
prueba inmunohistoquimica. Dichos cortes fueron fijados en porta objetos con Poli-L-
Lisina. Posterior a la desparafinada de los tejidos, se sometieron los cortes a rehidratacion
a partir de Xilol absoluto llevandolo después a alcoholes desde el 96% hasta el 30%
durante 5 minutos en cada concentracion de etanol y dejandolo hidratar en agua destilada
a 4° C durante toda la noche. Una vez que se hidrataron los tejidos se recuperd el
antigeno mediante una inmersion de los tejidos en un coplin con una solucion de Antigen
Retrieval CitraPlus (10x) manteniéndolo en bafio Maria durante 30 minutos, un vez que se
alcanz6 este tiempo, se dejo enfriar la muestra durante 20 minutos, posteriormente se
realiz6 un lavado con PBS-Tween; al momento de secar la muestra se seccion6 con un
marcador de cera por cada corte presente en la laminilla, seguido de esto se agregd un
bloqueador de proteinas Power Block Universal Bloking Reagent (10x) a modo de permitir
el bloqueo de los epitopos no deseables y se dejé reposar durante 20 minutos en una
cdmara humeda, al culminar este tiempo se adicion6é el anticuerpo primario en una
dilucion de 1:50 a cada tejido durante 12 horas en incubacion a 4° C. Una vez que
transcurrieron las 12 horas, los tejidos se lavaron en PBS-Tween y se aplicaron 25 ul del
anticuerpo secundario dejandolo incubar durante 4 horas (anticuerpo secundario para
ratén fue FITC y para conejo fue 595), seguido de esto se realizaron 3 lavados en PBS-
Tween en lapsos de 5 minutos, posteriormente se adicion6 DRAQ-7 durante 20 minutos a
temperatura ambiente, seguido de 3 lavados mas en PBS-Tween, una vez realizado esto
se aplicé el medio de montaje a las laminillas que consistia de una mezcla de 1:1 de PBS:
Glicerol, una vez hecho esto se cubrid6 la laminilla y se sell6 con esmalte para
posteriormente ser revisados en un microscopio confocal ZEISS Axiovert 100M con el
software LSM- Browser-ZEN2009 a una longitud de onda de excitacion de 488 nm vy la
emisién a 543 nm. Las secciones se examinaron y fueron fotografiadas digitalmente con
un microscopio de fluorescencia. Se compararon los patrones de distribucion de las
proteinas de interés (Fas, p53, Bcl-2, Bax, a-ER y B-ER, Santa Cruz Biotechnology) de las
células inmunorreactivas de las diferentes poblaciones (Erskine et al., 1988, Hines et
al., 1999).
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Cuadro 5 Anticuerpos Primarios.

Bcl-2 Sc-65392 Mitocondria 1:50
Bax Sc-526 Mitocondria 1:50
Fas Sc-1024 Membrana 1:50
p53 Sc-100 Nucleo 1:50
a-ER Sc-71064 Membrana 1:50
B-ER Sc-53494 Membrana 1:50
L-Fas Sc-19681 Membrana 1:50
Caspasa 3 Sc-56048 Citosol 1:50

PCNA M-0879 Nucleo 1:50
Caspasa 9 Sc-56076 Citosol 1:50
Extraccion ARN

El procedimiento de extraccién de ARN se llevdé a cabo bajo las consideraciones del
equipo QIA Symphony ® de QIAGEN®. Para ello se realizo la diseccién del tejido cerebral
el cual se congeld en nitrogeno liquido y se almacendé a una temperatura de -80° C. Una
vez descongeladas las muestras se llevé a cabo el lisado del tejido con un triturador
manual durante un minuto en presencia del Buffer RTL propuesto por la metodologia del
protocolo de purificacion de RNA_CT_400_V7. Enseguida las muestras se incubaron
durante 15 minutos a 50° C; al término de la incubacién éstas se introdujeron al QIA
Symphony ® de QIAGEN® para la extraccion de ARN. El sistema opera mediante la
accion de perlas magnéticas cuya carga puede cambiar basandose en el pH. Con un pH
bajo las moléculas de ARN presentan carga negativa lo cual permite su separacién de las
proteinas y otros contaminantes que se eliminan en el lavado durante la purificacién del
ARN vy con el cual cuenta el Kit de extraccidén y separacion del ARN. Se realizé la
cuantificacién de ARN en un espectrofotometro de micro platina Epoch® mediante el
Software Gen5-2.09 que corrobora la relacion de la absorbancia a 260/280nm.

Gel de Agarosa

Se realizaron geles de agarosa al 1% en buffer TAE (1x) para revisar la integridad de las
bandas en el 18S y 28S. Se utiliz6 como agente intercalante 1 yl de SYBR Green por

cada 10 ml de solucién TAE. Como buffer de carga se empleo el 6X Orange DNA Loading

48



Ohisey - Gareia B 2020

Dye. Se mantuvieron en una camara de electroforesis durante 30 minutos a 80 Volts. Se

analizaron los geles bajo una camara UV.

Preparacion de ADN complementario

El ADN complementario se sintetizé a partir de la enzima M- Mult-RT como se muestra en
el Cuadro 6. Una vez que a las muestras se les adicion6é el ARN, los dNTP’s y los
hexameros aleatorios, cuyos fragmentos de 6 pares de bases y una sola hebra de ADN se
pueden unir a cualquier region de ARN, éstas se llevaron a un termociclador para iniciar con
un ciclo de 5 minutos a una temperatura de 70° C, posteriormente se mantuvo en hielo
durante 3 minutos y se agregé la Master Mix con la enzima RT, el buffer y la ARNasa.
Seguido de esto se llevaron a un ciclo de 60 minutos a 42° C, seguido de otro ciclo de 10
minutos a 90° C y al final a un ciclo de 4° C hasta retirarlo del termociclador. Una vez que

finalizé la sintesis de ADNCc, se alojé en congelacion a -80° C hasta su uso para la PCR.

Cuadro 6. Preparacion de Master Mix para preparar ADN Complementario

M-Mult-RT 20 U /ul 0.5
Buffer 10 x 2 ul

dNTP’s 10 mM 2 ul

Inhibidor RNAsa 40 U /ul 0.5 ul
Hexameros 40 mM 2 ul

RNAmM 1 ul

PCR- Transcriptasa reversa en Tiempo Real

La RT-PCR en tiempo real se realiz6 mediante las especificaciones del Syber Green
como se muestra en el Cuadro 7. Las condiciones para el termociclador fueron de la
siguiente manera: fase de desnaturalizacion 1 ciclo de 10 minutos a 95° C, seguido de 1
ciclo de 15 segundos a 95° C para la alineacion, para la elongacion de 40 ciclos de 1
minuto a 54° C, seguido de 1 ciclo de 1 minuto a 95° C, 1 minuto a 55° C y finalizando con

1 ciclo de 30 segundos a 95° C.
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Cuadro 7. Preparacion de RT-PCR Tiempo Real

Syber Green 2 X 10 pl
Primer Forward 10 uM 0.8 ul
Primer Reverse 10 uM 0.8 ul
H20 cbp Para ajustar el volumen

cDNA

Diseno de Primers

2 ul

Los primers se disefiaron a partir de la busqueda de la secuencia del genoma de

Oreochromis niloticus bajo los reportes encontrados en el GeneBank, posteriormente se

reviso la secuencia del ADNc reportado en linea por medio de Enssemble, una vez

realizado esto se utilizé la herramienta Primer Quest en linea de IDT (Integrated DNA

Technologies) para revisar las opciones sugeridas de este programa de las cuales se

revisaron los primers sugeridos que tenian el 100% de afinidad con las secuencias de los

genes a estudiar por medio de un FASTA. Las secuencias de los primers de los genes

problemas son presentados en el Cuadro 8.

Bax
p53
Fas
Bcl-2
B-ER
ao-ER
B-Actin
GAPDH

Cuadro 8. Primers a estudiar

CTCTTCCATCTGGCCTGTAAAC
CCCTCAGCCAGGATTCATTT
GAGGCCTATCGCTTGTCTTTAG
CTCTTCCATCTGGCCTGTAAAC
GCTCATGCTGCTTTCACATATC
ACGCGTCTGGATACCACTA
TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG
GTCTGGAGAAACCAGCCAAATA

GCTGTAGACCTGCTCTCTGATA
CATCTGACCTCCAGGTTTCTTC
CCTGCTCCTTTCTCATCTGTTC
CTGTAGACCTGCTCTCTGATA
CATCTCCAGCAACAGGTCATAG
TTGTCGCTGGGCACATATAG
CTGTTGGCTTTGGGGTTCA
GTGCTCTGTGTATCCCAGAATG

114
84
103
114
109
103
217
95
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Anadlisis Estadistico

La base de datos se analizdé con el programa SPSS version 6.1 (IBM, NY, USA). Para las
variables morfométricas, los resultados se analizaron mediante modelo general lineal de
medidas repetidas de Kruskal Wallis. Para determinar la normalidad y la homogeneidad
de la varianza se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realizd un analisis de
comparacion de medias de Tukey (p<0.05) mediante el programa JMP version 9 (Base
SAS®, SAS instituto, Carolina de Norte, USA). La diferencia entre las expresiones de
proteinas y RNA mensajero se estableci6 por ANOVA paramétrica, mientras que la

correlacion entre las variables se analizé por modelo de Pearson o Spearman.
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VIil.-Resultados

1.- Impacto del tratamiento hormonal sobre talla y crecimiento

En este estudio se observaron valores morfométricos mas altos en todas las medidas
estudiadas en los organismos MAS con 17a-metil testosterona, con respecto a los
organismos FEM con 17 a-etinil estradiol y CTRL, cabe sefalar que, para determinar los
cambios morfométricos con mayor precision, se ampliaron los tiempos de estudio (40, 50
y 60 dias de edad).

La longitud total de los peces MAS fue significativamente mayor (p <0.001) en todos los
tiempos de medicién en comparacién con CTRL. Por el contrario, los organismos FEM
mostraron una disminucion en la longitud total con respecto a CTRL (23%) (Tabla 1).
Estos resultados revelaron que los tratamientos hormonales, a partir de los 15 dias,
aceleran el crecimiento en los organismos MAS e inducen un retraso en el desarrollo de

los organismos FEM.

Tabla 1. Efecto del Tratamiento sobre la longitud Total en Oreochromis niloticus

5 0.81+0.13° 1.08+0.132 0.81+0.19° 0.03 <0.001
10 0.82+0.12° 117 +£0.17 2 1.02+0.08° 0.03 <0.001
15 0.72+0.09° 1.30 £0.15 2 0.92 £ 0.16° 0.04 <0.001
25 09+0.11° 3.48+0.44° 1.24+0.12° 0.16 <0.001
35 1.04£0.12° 3.856+0.19° 1.37+£0.20° 0.16 <0.001
40 1.10+0.09 °© 4.36+0.19 @ 1.340.207 ° 0.44 <0.001
50 1.21+0.09 ° 4.52+0.19 @ 1.60+0.2 ° 0.19 <0.001
60 1.31+0.09 ° 4.90+0.19 2 1.7¢0.2° 0.20 <0.001
70 1.41+0.09 ® 5.40+0.2 2 1.84+0.2 ° 0.2 <0.001

N = 15 individuos por tiempo; a = literal que expresa mayor crecimiento en comparacion
con las letras b y c; * Diferencias significativas cuando P <0.001. Diferentes literales
expresan diferencias entre grupos.

Los resultados obtenidos con respecto a la longitud patrén se muestran en la Tabla 2, en
donde los organismos MAS presentaron un aumento significativo con respecto CTRL. En

contraste la longitud patron de los organismos FEM se redujo en relacion con el CTRL. En
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ambos casos el efecto se observd a los 25 dias de edad (P <0,001). Estos resultados

coinciden con los datos de la longitud total anteriormente explicados.

Tabla 2. Efecto del Tratamiento sobre en la longitud patrén en Oreochromis niloticus

Tiempo FEM (cm) MAS (cm) CTRL Error

(GIED)) (cm) Estandar

5 0.52+0.12° 0.82+0.122 0.56 +0.09 ® 0.03 <0.001
10 0.59+0.12° 0.92+0.152 0.58+0.11° 0.04 <0.001
15 0.51440.08 © 1.05+0.14 @ 0.69+0.17 ® 0.04 <0.001
25 0.68+0.10 ° 3.12+0.37 @ 0.94+0.11° 0.13 <0.001
35 0.79+0.14 ® 3.60+0.20 @ 1.13+£0.20° 0.16 <0.001
40 0.87+0.12° 3.89+0.20 @ 1.25+0.20 ° 0.17 <0.001
50 0.91+0.12° 4.2+0.20 @ 1.310.19° 0.18 <0.001
60 0.94+0.12° 4.48+0.23 2 1.4+0.19° 0.20 <0.001
70 0.97+0.11° 4.92+0.23 2 1.61+£0.19° 0.22 <0.001

N = 15 individuos por tiempo; a = literal que expresa mayor crecimiento en comparacion
con las letras b y c; * Diferencias significativas cuando P <0.001. Diferentes literales
expresan diferencias entre grupos.

Por otra parte, el tratamiento con 17 a-metil testosterona también favorecio el aumento de
la altura en los organismos MAS a partir del dia 25 en comparacién con los CTRL (P
<0.001) como se muestra en la Tabla 3. Mientras que 17a-etinil estradiol en FEM redujo
significativamente las alturas registradas a partir del dia 15 en comparacién con el CTRL

(P <0.001). Por tanto, las hormonas empleas regulan la altura de los organismos.
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Tabla 3. Efecto del Tratamiento sobre la altura en Oreochromis niloticus

Valor de P

Tiempo FEM (cm) MAS (cm) Error
(dias) Estandar
5 012£0.04°  025%0.05%  0.17£0.04®>  0.04

10 0.18 £0.03° 0.33 £+0.05° 0.20 +0.02° 0.01

15 0.21 £0.02° 0.29 +0.04 @ 0.24 £0.04 ® 0.01

25 0.23+0.25° 0.91 +0.02 2 0.28 £0.04 ® 0.04

35 0.26 +0.06 ° 0.96 +0.072 0.44 +0.05° 0.04

40 0.23+0.06 °© 1.11+0.07 @ 0.49+0.07 ® 0.05

50 0.31£0.06 ° 1.1440.07 @ 0.50+0.07¢ 0.07

60 0.43+0.06 © 1.25+0.07° 0.50+0.07°¢ 0.81

70 0.46+0.06 ° 1.41340.07 2 0.52+0.07 ® 0.07

N = 15 individuos por tiempo; a = literal que expresa mayor crecimiento en comparacion
con las letras b y c; * Diferencias significativas cuando P <0.0001. Diferentes literales
expresan diferencias entre grupos.

En términos generales la tasa de crecimiento se triplico en los organismos MAS, derivado
del tratamiento hormonales (p <0.001), ademas, se observé un aumento en la ganancia
de diaria de peso (Tabla 4). En cambio, en los organismos los FEM hay drastico retraso

en el crecimiento.

Tabla 4. Efecto sobre el peso y el crecimiento en Oreochromis niloticus

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

Tratamiento Tasa de Error Peso Peso Final GDP
Crecimiento Estandar Inicial (g) (9) ()]

FEM 0.46° 0.43 0.2832 0.01£0.01°* 0.05+0.02°> 7.575%

MAS 3.382 0.41 <0.001 0.02 + 0.03 1.43+0.18%  2.05%02

CTRL 0.48° 0.41 0.2538 0.01£0.04° 0.11+0.06> 1.675%

N = 15 individuos por tiempo; a = literal que expresa mayor crecimiento en comparacion
con las letras b y c; * Diferencias significativas cuando P <0.001. Diferentes literales
expresan diferencias entre grupos. GDP= ganancia diaria de peso.
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Expresion de receptores a y B estrogénicos en cerebro de Tilapia

En el tejido cerebral de los organismos MAS fue notable un incremento significativo
(P<0.001) en los niveles de intensidad de la proteina del a-ER a los dias 7, 10 y 15 en
comparacion a los organismos CTRL (Grafica 1, seccién A). En el caso de los organismos
FEM los niveles de intensidad del o-ER solo aumentaron significativamente (P<0.001) a
los 7 y 15 dias de edad con respecto al CTRL. Interesantemente en este grupo, los
niveles de intensidad del a-ER incrementaron significativamente a los dias 6 y 15
(P<0.001) en comparacion a los organismos MAS, sin determinar cambios significativos
en los demas tiempos. En cuanto a mensajero de a-ER (seccion C, Grafica 1),
notablemente incrementaron los niveles (P<0.001) a los dias 5 y 35 en los organismos
MAS en comparacién al grupo CTRL; en el caso de los FEM fue a los 15 y 25 dias de
edad. Pero alos 6, 7, 15y 25 dias la expresion relativa del RNAm de a-ER fue superior en
los organismos FEM vs MAS (P<0.001).

Con respecto a los niveles de intensidad de la proteina B-ER (Grafica 1, Seccién B) en los
organismos MAS el mayor incremento ocurrio a los dias 7, 15 y 25 en comparacién a los
organismos CTRL (P<0.001). Pero en los organismos FEM la mayor intensidad (P<0.001)
se localizé a los 7, 15, 25 y 35 dias de edad. Al comparar los organismos MAS vs FEM,
solo encontramos diferencias significativas al dia 15 (P<0.001). Por otro ado, la expresion
de RNAm del B-ER (Grafica 1, seccion D) en los organismos MAS siempre fue menor en
comparacion a los organismos CTRL, pero en los organismos FEM la maxima expresién
fue observada a los 70 dias de edad (P<0.001), a pesar de que la expresion de este
mensajero fue mayor en los dias 7, 10, 15, 25 y 70 en comparacion con los organismos
MAS (P<0.001).
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Grafica 1. Respuesta de Intensidad de Fluorescencia / Expresion de Genes de a-ER y -

ER en Cerebro de Oreochromis niloticus.
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Determinacion de los marcadores de muerte celular en cerebro de Tilapia
Con la finalidad de determinar la relacion entre las hormonas con los procesos de
apoptosis en el tejido cerebral de la Tilapia, se analizé la presencia de las proteinas Fas,
L-Fas, p53, Caspasa 9, Caspasa 3, Bax, y Bcl-2.

a) Via extrinseca:
Por inmunofluorescencia, podemos constatar que los niveles de intensidad de la proteina
de Fas (Grafica 2, Seccion A) fue significancia mayor en los organismos MAS a los 7 y 15
dias de edad en comparaciéon a los CTRL (P<0.001). Mientras que en los organismos
FEM esta proteina solo al dia 7 alcanzd niveles significativos en comparacién a los
organismos CTRL y MAS. Interesantemente el mensajero de Fas (Grafica 3, seccion A)
aumenté a los dias 10, 35 y 70 de edad en los organismos MAS en comparacion con los
organismos FEM y CTRL (P<0.001). No obstante, en los organismos FEM se observéd un
aumento significativo a los 35 dias de edad con respecto a los CTRL.
Respecto al ligando de Fas (Grafica 2, seccion B) los niveles de intensidad elevados
(P<0.001) para los organismos MAS a los dias 5, 10, 15, 25, 35 y 70 dias en comparacion
a los organismos FEM y CTRL. Mientras que a los dias 5 y 35 los organismos FEM se
aumenté el L-Fas comparado con los organismos del grupo CTRL.
En cuanto la proteina de p53 (Grafica 2, seccidbn C) no se observaron diferencias
significativas (P<0.001) entre los grupos experimentales MAS y FEM en comparacion a
los organismos CTRL. Pese a que la expresion del RNAm (Grafica 3, seccion B) en los
organismos MAS fue significativamente mayor a los dias 7, 10, 25 y 35 en comparacion
los CTRL (P<0.001). Mientras que en los organismos FEM el mensajero de P53 se
determiné a los 6, 7 y 25 dias de edad en comparacion a los organismos CTRL (P<0.001).
Destacadamente la expresion de p53 aumento significativamente con en los organismos
MAS vs FEM a los dias 10, 15y 35 de edad.
Altos niveles de intensidad de Caspasa 9 fueron localizdos en los organismos MAS a los
5,10, 15, 35y 70 de edad en comparacién a los organismos FEM y CTRL (P<0.001). Sin
embargo, en los organismos FEM presentaron mayor intensidad de Caspasa 9 a los dias
6 y 25 en comparacion con los organismos MAS como se muestra en la Gréfica 2
(Seccion D).
En el caso de la Caspasa 3 (Grafica 2, seccibn E) no se observaron diferencias
significativas (P<0.001) en el nivel de intensidad de la fluorescencia entre los organismos
MAS y los CTRL; pero, los organismos FEM presentaron mayor intensidad (P<0.001) a

los dias 6 y 7 en comparacion a los organismos MAS y CTRL.
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Grafica 2. Niveles de intensidad de la Fluorescencia de las Proteinas Relacionadas con la

Via Extrinseca de la Apoptosis: Fas, L/Fas, P53, Caspasa 9 y Caspasa 3 en Cerebro de

Oreochromis niloticus.
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Gréfica 3. Expresion de genes Fas y p53 en la Via Extrinseca de la Apoptosis en Cerebro

de Oreochromis niloticus.

b) Viaintrinseca:
En la Gréfica 4 en la seccion A se muestra la relacién de intensidad entre Bcl-2/Bax,
destacadamente incrementado en los organismos MAS a los dias 6, 10, 25 y 70 de edad
en comparacion a los organismos FEM y CTRL. Pero en los organismos FEM dicha
relacién aumenté en el dia 5.
Tras analizar la relacion de los niveles de intensidad de Bax/Bcl-2 (Grafica 4, seccion B)
encontramos mayor expresion en los organismos MAS en comparacion con los CTRL a
los dias 5, 6,15 y 35 de medicion; mientras que para los organismos FEM la relacion
Bax/Bcl-2 fue mayor a los dias 6, 7, 10, 15 y 25 versus al grupo CTRL. Esta relacion
también incremento a los 5 y 15 dias de edad entre los organismos MAS vs FEM y en los
dias 6, 7, 10 y 25 de edad en FEM vs MAS.
En la seccion C de la Grafica 4 se muestra la expresion relativa del RNAm de Bcl-2, en los
organismos MAS dicha expresion (P<0.001) es mayor al dia 6 en comparacion a los
organismos FEM y CTRL. En el caso de los organismos FEM se observé mayor expresion
(P<0.001) al dia 35 de edad en comparacion a los organismos MAS y CTRL.
Interesentamente bajos niveles del mensajero Bax fueron determinados en los grupos de

estudios sin diferencias significativas entre ellos (Grafica 4, seccion D).
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Imagen 2. Inmunofluorescencia de FAS en Tejido Cerebral de Oreochromis niloticu
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Imagen 3. Inmunofluorescencia L/Fas en Tejido Cerebral de Oreochromis niloticus
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Imagen 4. Inmunofluorescencia de Caspasa 9 en Tejido Cerebral de Oreochromis nilot
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Imagen 5. Inmunofluorescencia de p53 en Tejido Cerebral de Oreochromis niloticu.
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Imagen 7. Inmunofluorescencia de Bcl-2 en Tejido Cerebral de Oreochromis niloticu
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Efecto del tratamiento hormonal sobre la proliferacion celular en cerebro de tilapia

La proliferacion celular fue determinada mediante la inmunolocalizacion de antigeno
nuclear de proliferacion (PCNA) (Grafica 6), en el tejido cerebral de los organismos MAS
fue notable un incremento en los niveles de intensidad a los 5, 10 y 35 dias de edad en
comparacion a los organismos CTRL. En el caso de los organismos FEM la mayor
intensidad de la fluorescencia fue a los 6, 25 y 70 dias en comparacién a CTRL. Pero en
los organismos FEM se observé mayor intensidad a los 6 y 70 dias de edad en

comparacion con el grupo MAS.
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Gréfica 5. Curva de Intensidad de la Fluoresencia de PCNA en Cerebro de Oreochromis

niloticus.
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IX. Discusion

Durante el mecanismo de diferenciacion sexual cerebral, la apoptosis tiene un papel
fundamental para determinar el acoplamiento y funcién de los nucleos dismoérficos, esto
es crucial para el establecimiento de las diferencias entre los fenotipos masculino y
femenino. El cerebro en los periodos criticos de la diferenciaciéon sexual es altamente
sensible a los esteroides circulantes por medio de la activacion de los receptores
estrogénicos, que provocan un aumento en la expresién génica, enzimatica e incrementan
la presencia de globulinas circulantes, capaces de capturar y posiblemente distribuir las
hormonas sintéticas en lugares especificos a nivel neuronal. Los esteroides participan
durante el desarrollo cerebral en distintos procesos celulares como: proliferacion,

diferenciacion, migracion, mielinizacion, sinaptogénesis, y apoptosis (McCarthy,2013).

Los resultados de este estudio demuestran la participacidon de la apoptosis en la
organizacion del tejido cerebral durante el periodo critico de diferenciacion sexual en
tilapias del Nilo tratadas con 17 a-etinil estradiol y 17 a-metiltestosterona. El periodo
critico de la diferenciacion sexual cerebral se identificé entre los dias 7 al 15 de edad para
los organismos MAS y del dia 6 al 10 para los organismos FEM en nuestro modelo de
estudio. Tiempo en el que la presencia de los receptores estrogénicos a-ER y B-ER
aparecié de manera mas evidente en el tejido cerebral. Estudios previos han demostrado
que el periodo critico de la determinacion sexual en tilapia del Nilo ocurre en los primeros
18 dias post eclosion. Se ha reportado que durante este periodo los embriones son
altamente sensibles a la presencia de andrégenos y a los precursores de esteroides, ya
sea por la inclusion de estos compuestos hormonales mediante la técnica de inmersion o
por su exposicion en la dieta (Devlin & Nagahama, 2002). Por otra parte, ljiri et al. (2008)
plantean con sus estudios que el periodo critico de diferenciacion de las células
germinales primordiales ya sea en ovario o testiculo, se encuentra entre los dias 9 y 10
post eclosion. Se sabe que los estrogenos son esenciales para funciones reproductivas y
no reproductivas, incluyendo crecimiento y diferenciacion en diferentes tejidos. Los
estrogenos afectan el desarrollo de numerosas regiones del cerebro y la medula espinal,
asi como la supervivencia y diferenciacion de poblaciones especificas de neuronas y glia,
asi como la sinaptogénesis. Los efectos de los estrogenos en el sistema nervioso central
son permanentes tanto en estructura como en funcion, y contribuyendo a la regulacién
neuroendocrina y del comportamiento, ademas de poseer efetos neuroprotectores (Zhang
et al., 2013). En el 2005 los estrogenos fueron catalogados como una pieza fundamental

en el proceso de diferenciacion sexual en los organismos vertebrados como los peces
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teledsteos (Wang et al, 2005). También se ha demostrado la participacion de las
hormonas esteroides en la diferenciacion sexual del cerebro durante el desarrollo
neonatal (Arnold, 2009).

La funcién de las hormonas esteroides depende de su interaccién con losreceptores
membranales y/o nucleares. La presencia de estrégenos endégenos y muchos
xenoestrogenos son reguladores de la activacion transcripcional de los dos subtipos de
receptores nucleares de estrogenos (ER) a y B. Los ER funcionan como factores de
transcripcion que al unirse a su ligando forman dimeros, los cuales pueden unirse a
elementos de respuesta de algunos genes especificos y pueden regular su expresion.
Esto se debe mediante a la activacion de la transcripcion génica a partir de la unién a un
factor genémico denominado elemento de respuesta al estrégeno (ERE), ya sea con la
formacion de un dimero o un heterodimero y sus respectivos coactivadores (Saito & Cui,
2018). Con esta union ocurre una translocacion al nucleo y directamente reclutan a los
receptores relacionados con los ERE con los genes especificos; sin embargo, las sefiales
de los estrogenos son mediadas a través de cascadas de sefalizacion iniciadas por ER
desde el citosol. Se ha demostrado que en ratones hembra modificados genéticamente el
a -ER tiene la capacidad de unirse a ERE, que les trajo como consecuencia infertilidad y
algunas anormalidades en el aparato reproductor. Una probable via de sefalizacion de a-
ER para ejercer su accion es iniciada en la membrana mediante la activacion de PI3K /
Akt. El estradiol activa la via PI3K / Akt en los nucleos hipotalamicos (Saito & Cui, 2018).
Los subtipos a-ER y B-ER muestran patrones de expresion diferencial y pueden inducir
efectos similares, especificos o incluso opuestos en expresion génica y tienen funciones
fisiolégicas parcialmente diferentes (Mattson & Brunstroém, 2017). Por ejemplo, se sabe
que que las acciones neuroprotectoras de los estrégenos se modulan mediante la
activacion de a-ER (Dubal et al., 2001; McCullough et al., 2003). Sin embargo, en este
estudio, en el caso de los organismos FEM, el tratamiento con 17 a-etinil estradiol
estimulo la presencia de ambos receptores o y B en tejido cerebral de tilapia en todas las
edades. Con los cual podemos asumir que en que los ER funcionan como factores de
transcripcion que estan involucrados con la regulacién de la sobrevivencia celular por
medio de la activacién del a-ER, o hacia la via de la muerte por apoptosis mediante la
presencia del B-ER en el tejido cerebral en las etapas tempranas de desarrollo para estos
organismos; en este sentido podemos sospechar que estos cambios estan regulados por
otro factor de transcripcidon génica como lo es el FOX-L2 que se encarga de la

diferenciacion del ovario, sintesis de hormonas femeninas que se activa en el desarrollo
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fetal y neonatal , sino que, ademas, bloquea la expresion de los genes masculinos en la
goénada en desarrollo, que se ha reportado su activacion en peces teledsteos al dia 5 post
eclosion, con lo cual también este gen es el responsable de liberar a la enzima cyp11aila
cual es responsable de la sintesis de la hormona 17- estradiol, la cual se ha reportado
una elevada expresion génica al dia 6 dias post- eclosion lo cual coincide con la
expresion de FOX-L2 el cual activa la transcripcion de la enzima cyp11al (Yan et al.,
2012). Esta transcripcion es responsable de la esteroideogenesis de E2 mediante la
enzima cyp11a1, 3 -B hidroxil-delta-5-esteroide deshidrogenasa (hsd3b), cyp17a1, yla 17-
B hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 (hsd17b1), lo que sugiere el papel fundamental del
estrégeno durante la diferenciacion ovarica de la tilapia del Nilo. En génadas masculinas
indiferenciadas, el factor de transcripcion Dmrt-1 que es el encargado de diferencias a las
células de Leydig y las de Sertoli quien esta encargada de determinar el fenotipo
masculino, este ultimo factor mostré una expresion génica dominante después del dia 6
post eclosién. Sin embargo, la expresion de ARNm de cyp11c1, una enzima responsable
de la sintesis de 11-cetotestosterona (11-KT) se detectd en las gbnadas masculinas hasta
el dia 35 post eclosion. Estos resultados evidencian que 11-KT no es esencial para iniciar
la diferenciacion testicular. Por lo tanto, existe una especificidad del sexo para las
hembras la activacion del factor de transcripcion por medio de la expresion de foxI2 y
cyp19a1a en gonadas femeninas y para el fenotipo masculino la activacion del factor de
transcripcion Dmrt-1 en gonadas masculinas durante el periodo de 5 a 6 dias post
eclosion respetivamente; este evento es critico para la diferenciaciéon de las génadas a los
ovarios o testiculos en la tilapia del Nilo. Sin embargo, los factores que desencadenan la
expresion del dimorfismo sexual de estos genes son desconocida en estos organismos
(Yan et al.,, 2012). En contraste, en los mamiferos, el factor principal que estimula la
expresion del gen cyp19ala y la actividad enzimatica son dependientes de la FSH.
Aunque la relacion entre los GTH (particularmente FSH) y la aromatasa no ha sido clara
en los peces, la posibilidad en este sentido es que la expresion de GTH en la hipdfisis
aumente en el fenotipo femenino después de 5 dias post eclosion y el aumento de la
activacién génica de cyp19aia en la génada de tilapia del Nilo a los 6 dias post eclosiéon
no puede ser excluidos de este proceso. Ademas, es necesario hacer énfasis en los
estudios de las gonadotropinas pituitarias que son necesarias para la normalizar la
funcién del desarrollo gonadal en las especies acuaticas.

Se ha reportado que las hormonas esteroides son un poderoso agente neuroprotector en

el sistema nervioso central, que protegen a las células neuronales de la muerte celular por
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apoptosis (Gu et al., 2010). En este estudio observamos que las células neuronales de
tilapia del Nilo presentan un incremento en la expresion de Bcl-2 en los organismos MAS
en los dias 6, 7 y 10 de edad (post tratamiento) con 17a- metil-testosterona en
comparacion a los FEM y los CTRL; mientras que la expresion de Bax disminuyd, asi
como de las caspasas efectoras 9 y 3 en estos organismos en todos los tiempos de
medicion. Lo cual indica que el tratamiento con 17a- metil-testosterona protege a estas
células neuronales de la apoptosis. En algunos estudios basados en citometria de flujo
han demostrado que el tratamiento con esteroides protege a las células del hipocampo y
células corticales de los procesos degenerativos y apoptéticos inducidos por estrés
oxidativo o citotoxicidad (Pabon ef al., 2014; Brann et al, 2012). Ademas, se ha
demostrado que las hormonas esteroides suprimen la fosforilacion de las quinasas c-JUN
durante el dafio neuronal y en la misma medida disminuyen la expresion de los genes Bax
y caspasa 3, mientras que aumentan la expresion de Bcl-2 (Zhang et al., 2009).

Bcl-2 y Bax son los dos miembros mas importantes en la regulacién de la apoptosis, por
un lado, Bax puede promover la apoptosis celular mediante su translocacion a la
membrana mitocondrial permitiendo un aumento en la permeabilidad mitocondrial (Liang
et al., 2014) (Li et al., 2013). En condiciones normales, Bax que presenta dos subtipos
(Baxa y BaxB) se encuentra en forma de mondémero inactivo unido a la membrana
mitocondrial externa (MME) o en el citoplasma celular. Durante la apoptosis, Bax se
reubica e inserta en la MME para oligomerizar homodimeros y formar poros, permitiendo
la liberacion de los factores pro apoptéticos como el citocromo C (Renault et al., 2013). El
desequilibrio entre las proteinas anti-y pro-apoptéticas Bcl-2 y Bax aumenta la
permeabilidad de MME; al permitir la movilizacién y la formacién de dimeros y oligdémeros
de Bax en la mitocondria, asi como la formacion de poros lo que aumenta la
permeabilidad mitocondrial y la salida de otras proteinas proapoptéticas, como citocromo
C (Li et al., 2013). Una vez que esta en el citosol, el citocromo C se une al factor activador
de apoptosis 1 (Apaf-1) (Kim et al., 2008) y en presencia de dATP, Apaf-1 luego se
oligomeriza en complejos heptaméricos que reclutan y activan a la caspasa 9, y a su vez
activar a la caspasa 3 e iniciar la cascada proteolitica final de la apoptosis (Wurstle et al.,
2012).

En los estudios de Luzio ef al. (2016) acerca de la determinacién del sexo del pez cebra
(Danio rerio) tratados con las hormonas a 17-etinilestradiol con una dosis 4 ng / L y

fradozol un compuesto inhibidor de la aromatasa a una dosis de 50 g / L durante 35 dias
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post fertilizacion, se les se realizé un analisis de expresion génica qPCR; evaluaron los
genes y proteinas de los receptores de muerte FAS y TRADD, anti apoptéticos como el
caso deBCL-2 y MDM2, pro apoptéticos Caspasa 2 y 6 y se verifico la proliferacion celular
con los marcadores BIRC5 y JUN; estos organismos presentaron una inhibicién de la
apoptosis en los organismos femeninos mediante la participacidén de vias anti apoptéticas,
mientras que en los organismos masculinos la apoptosis parecia ser crucial para el
desarrollo del ovario en edades juveniles ademas de delimitacion de las estructuras
testiculares, ademas se demostré que la proteina JUN fue necesaria en los ovarios
juveniles, mientras que la proteina BIRC5 parecia estar involucrada en la
espermatogénesis del pez Cebra. Ambos tratamientos con EE2 y Fradozol, aumentaron el
estimulo de apoptosis en la gobnada de pez Cebra. Se observé que los pocos organismos
femeninos presentaban resistencia a la reversién sexual inducida por el tratamiento con
Fradozol ya que estos habian aumentado los niveles de las proteinas anti apoptdticas,
mientras que los organismos masculinos con el tratamiento con la EE2 mostraron un
aumento con la expresion de los genes y las proteinas pro apoptoticas. En general, estos
hallazgos muestran que las vias de apoptosis estan involucradas en la diferenciacion de
pez Cebra y que los disruptores endocrinos pueden interrumpir este proceso.

Nuestros resultados correspondientes a los organismos FEM presentaron una mayor
actividad de los marcadores de muerte por apoptosis donde Bax se aumenta entre los
dias 6, 7 y 10 de medicidén con un sucesivo aumento en la presencia de las Caspasa 9 en
el dia 6 y de Caspasa 3 a los dias 6, también se presenta un incremento en la expresién
de ambos ER a y B a los dias 6 y 7 respectivamente, acompanados de una disminucion
de la expresidon de Bcl-2 en estos dos tiempos de medicion. En contraste a esto en los
estudios de Luzio et al. (2016) en el pez Cebra ellos reportaron que, durante la
diferenciacion masculina, este proceso implica una mayor cantidad de factores pro
apoptéticos en comparacion a la diferenciacion femenina debido a que se aumenta
significativamente la actividad de las proteinas anti apoptéticas MDM2 y BCL-2,
independientemente de la exposicion a EE2 o Fradozol. De hecho, informes anteriores
han demostrado la aparicién de actividad anti apoptética en el ovario de pez Cebra
(Pradhan et al., 2012). EI MDM2 es uno de los dos principales reguladores negativos de
p53 (Bose & Ghosh, 2007; Wade et al., 2013), que es un factor transcripcional regulador
de los genes involucrados en la induccidn de apoptosis en la via intrinseca (Haupt et al.,
2003; Ostrakhovitch & Cherian, 2005). Esta proteina esta presente principalmente en el

citosol (Wade et al.,, 2010). En relacion con BCL-2, esta proteina es prominente en la
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membrana nuclear, mas especificamente en la membrana externa, esta proteina también
se ha asociado a la inhibicion de la funcién p53 (Froesch et al., 1999), lo que refuerza que
tanto MDM2 como BCL-2 suprimen la apoptosis en las hembras de pez cebra a través de
la via p53(Luzio et al., 2016).

En los experimentos conducidos por Lei et al. (2017) observaron que al modificar algunos
genes como el eftud 2 en el pez Cebra durante el desarrollo temprano del SNC, la
proteina p53 contribuyo en el proceso de apoptosis observado en esta etapa. El aumento
en la tasa de apoptosis en algunas regiones cerebrales durante el desarrollo temprano del
pez Cebra también se observé cuando se utilizaron xenoestrogenos con el fin de estudiar
la activacion de Pkc (Hrubik et al., 2016). Estos autores, también reportan un incremento
en la expresién de genes pro apoptoticos como Caspasa 9 y PUMA. Se sabe que PUMA
esta regulado por p53, cuya expresion aumenta rapidamente durante el estrés provocado
por sustancias genotdxicas y conduce a la apoptosis (Yu & Zhang, 2008; (Zhou et al.,
2015). Sin embargo, en este estudio no se observaron cambios relacionados con la
expresion de p53.

Ademas, se ha reportado que el tratamiento con E2 a la tilapia masculina provoco un
incremento rapido de los niveles transcripcionales de la expresion ARNm de las tres
isoformas de vitelogenina junto con un aumento en, pero no del B-ER, lo que sugiere que
a-ER puede estar involucrado principalmente en la induccion de vitelogénesis en esta
especie. En teledsteos, ambos receptores a- ER y B-ER se expresan ampliamente en
tejidos masculinos y femeninos, y su expresion varia mucho entre los tejidos, el sexo y la
especie en que se estudia (Nagler et al., 2007). En la tilapia de Mozambique, la expresion
de transcripciones a- ER y B-ER en el higado y el cerebro varian con la temperatura, la
etapa de desarrollo y la exposicion a los tratamientos hormonales, lo que sugiere que
estos dos receptores poseen un papel esencial en la diferenciacion sexual y la
vitelogénesis (Davis et al., 2007). Otro efecto es que durante la vitelogenesis el
tratamiento hormonal con EE2 se establecen las condiciones para que funcione el eje GH
/ IGF-I en peces machos de una manera similar a la de las hembras, lo cual se puede
establecer como un evento base en estos peces para determinar la base del dimorfismo

dependiendo del género que se estudie (Davies ef al., 2008).

En los estudios realizados por Koganti et al. (2017) en donde administraron 17-f
estradiol para provocar hipertrofia muscular en la trucha arcoiris determinaron que

a 24 hora despues del tratamiento, dicha hormona tiene un efecto regulador en
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diferentes factores de transcripcion de proliferacion dentro de los cuales se
incluyen incluyendo OCT4, SOX2 y KLF4; dentro de los cuales es para nuestro
interés la actividad de SOX2 tambien SRYdeterminante del fenotipo masculino.
Efecto de los tratamientos hormonales sobre la talla de Oreochromis niloticus

Los resultados indican que de la hormona 17-a metiltestosterona presenta un efecto
positivo para los organismos MAS en el aumento de las medidas morfométricas en
comparacion a los organismos CTRL y los FEM, lo cual en una produccién acuicola
reflejaria un aumento en el rendimiento de los cultivos de Tilapia del Nilo, manteniendo la
uniformidad de las tallas de los organismos masculinizados. Los resultados de Vienne et
al. (2017) concuerdan con estos resultados y sustentan que el comportamiento
morfométrico ratifica la relacion con la tasa de crecimiento, dependiendo de la linea
genética. El dimorfismo sexual que estas especies de peces teledsteos indican una mayor
respuesta en el crecimiento del fenotipo masculino, en organismos masculinizados con
fenotipo y genotipo XX en comparacion a otras especies de la misma familia de los peces
teledsteos como el caso del pez Platija (Kobelkosky, 2004), Tilapia Mozambica y/o la
Tilapia Roja dependiendo mucho de las condiciones ambientales en las que se encuentre

la cria de los organismos (dos Santos et al., 2013).

Los estudios realizados por Lopes et al. (2016) quienes evaluaron 5 generaciones de
Tilapia del Nilo muestran que por cada generacion habia un aumento en la tasa de
crecimiento del 4%, lo que mejoré notablemente la ganancia diaria de peso. Lo cual
ofrece un mayor rendimiento de la talla de estos organismos ofreciendo un mayor
rendimiento en el filete obtenido. Nebo et al. (2013) reportaron hallazgos en cuanto a la
morfometria de las fibras musculares de estos organismos que indicaban una elevacion
del anabolismo reflejado en la hipertrofia muscular de los peces tratados con hormonas
androgénicas en la etapa juvenil alrededor de los 10 a 15 dias de edad posteriores al
tratamiento hormonal. Ademas, se observdo un aumento en el diametro de las fibras
musculares entre 30 y 40 ym de diametro en los organismos estudiados. Se ha reportado
que, en algunas especies acuaticas como la trucha arcoiris y algunas especies de
salmonidos, el musculo representa mas del 50% del total del individuo, lo cual exhibe un
crecimiento indeterminado en comparaciéon a otros organismos vertebrados (Koganti et
al., 2016). Ademas, el tejido muscular de los peces alberga algunos receptores
hormonales capaces de inducir sefnales celulares encargadas de presentar modificaciones

en el metabolismo muscular, como es el caso del receptores estrogénicos alfa y beta que
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se activan por la presencia de hormonas esteroides (Nagler et al., 2007). Por otro lado, los
organismos FEM presentaron un retraso en el crecimiento; estudios previos afirman que
la presencia de 17-B estradiol aumenta considerablemente la maduraciéon sexual en
ciertas especies acuaticas como los salmoénidos y la trucha arcoiris, conduciendo a un
incremento de los procesos metabdlicos de alta demanda energética durante el desarrollo
folicular (Lubzens et al., 2010); trayendo consigo un aumento del contenido de agua en
musculo, reduccién de la calidad muscular (Davidson et al., 2014) y aumento en la
degradacion de proteina muscular (Cleveland & Weber, 2011). También se ha observado
disminuciéon en los niveles del factor de crecimiento semejante a insulina 1(IGF-1)
(Hanson et al., 2014), a diferencia de las especies de roedores, bovinos y porcinos en las
que los estrogenos tienen efectos anabdlicos (Kamanga-Sollo et al, 2010). Los
estrogenos ejercen un efecto catabodlico ya que reducen la sensibilidad hepatica para su
sintesis, promueven la senalizacion hacia los factores liberadores de la gonadotropina
(GH), y disminuyen la produccion de IGF-1 (Norbeck & Sheridan, 2011; Lerner et al.,
2012).

En algunos peces la presencia de la hormona 17-  estradiol y los andrégenos, presentan
un impacto negativo y positivo respectivamente conforme a los genes involucrados en el
crecimiento corporal (Hanson et al., 2014), estos efectos son principalmente relacionados
con su sefializacion hacia GH y a su vez con IGF-1 inducida por los mecanismos
proteoliticos de los estrogenos en musculo (Lerner et al., 2012). Aunque la produccién de
esteroides sexuales aumenta significativamente durante la maduracion sexual, los peces
pueden estar expuestos a esteroides naturales o sintéticos en la edad juvenil; el aumento
de éstos durante la maduracion sexual contribuye a la distribucion de las reservas
energéticas y nutrientes para el desarrollo corporal y gonadal (Cleveland et al., 2015).
Existe la posibilidad de un incremento de la degradacion de proteinas musculares en los
peces tratados con estrégenos (Cleveland & Weber, 2011) ya que aumentaron la
disponibilidad de aminoacidos durante la exposicion hormonal; mientras que con el
tratamiento con androgenos, los procesos anabdlicos de regulacién son positivos ya que
ayudan a conservar la proteina muscular, ademas de que regulan positivamente la

expresion de IGF-1, IGF-2 y IGF-5 en el musculo de los peces (Bower & Johnston, 2010).

Se ha demostrado un aumento en la expresion del a-ER en los circuitos gustativos del
cerebro en el pez, los cuales son claves en el control de la ingesta de alimentos, lo que

sugiere que los compuestos de estrogenos podrian regular el comportamiento de
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alimentacion en los peces y explicar parcialmente la anorexia observada en varias
especies, incluida la lubina, durante el periodo reproductivo tardio (Cerda’-Reverter et al.,
1999). Esto probablemente también estaria relacionado con diferencias estacionales o
sexuales en la seleccion de macronutrientes o ritmos estacionales de la actividad de
alimentacion nocturna versus diurna en peces como la lubina (Sanchez- Vazquez et al.,
1998; Muriach et al., 2008).
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X. Conclusion

Ambos tratamientos hormonales producen apoptosis para poder delimitar la diferenciacion
sexual cerebral de los fenotipos masculinos y femeninos. Los hallazgos de nuestros
resultados sustentan que para los organismos MAS el proceso de apoptosis depende de
la activacion del B-ER. Por otra parte, el a-ER aumenta la activacion del mensajero de
Bax, lo que detalla que la muerte por apoptosis esta implicita en la formacién de este
fenotipo cuando se realiza la reversion sexual en la tilapia del Nilo con la hormona 17- a.
Metiltestosterona. Mientras que para los organismos FEM, el a-ER regula a la via
extrinseca de la apoptosis regulando a Fas, L/Fas y Caspasa 9, mientras que en la via
intrinseca regula la actividad de Bax. El B-ER en los FEM regula a Fas y Caspasa 9 en la
via extrinseca, mientras que en la via intrinseca se estimula la regulacién tanto de Bcl-2
como de Bax, con lo que podemos asumir que el tratamiento con la 17 -a etinil estradiol
aumenta la apoptosis en los periodos criticos de la diferenciacion sexual cerebral en la
tilapia de Nilo en los organismos FEM entre los dias 6 y 10, mientras que para los MAS el

periodo critico de la diferenciacién sexual se da entre los dias 7 y 15.
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