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l.- Rl-:SllMEN 

El origen de 1as c'1u1as de la m~dula de la g6nada de los 

vertebrados es aon tema de controversia en la actualidad. Se ha 

propuesto que estas c'lu1aa derivan a partir de1 blastema 

•••onAfrico. Sin embargo. hay investigaciones hechas en otras 

especias de vertebrados las cuales proponen que las c'lulas de 

le m6dula se originan del epite1io ce16mico. Para determinar el 

origen e•brionario de estas c'lulaa se estudiaron todos los 

eventos celulares que se 11evan a cabo durante el deaarro1lo de 

la g6nada de 1aa larvas del anfibio Xenoeus 1aey!a; desde la 

for•aci6n de la cresta genital hasta que ocurre la 

diferenciaci6n sexual de la g6nada. En este trabajo se describi6 

por primera vez el deaarrol1o de la g6nada embrionaria de X• 

laevia utilizando la t'cnica de alta resoluci6n como la 

microscopia electr6nica. En todas 1aa etapas eatudiadaa se 

encontr6 •i•i1itud entre las celulas medulares y las del 

epitelio ce16•ico. 

Se ha propuesto que las hormonas esteroides participan en la 

diferanciaci6n sexual de la g6nada de loa vertebradoa. En X· 
1a•vi• •• ha visto que 1a diferenciaci6n aexual de la a&nada 

puede aer contro1ada por un factor epigen~tico de naturaleza 

hormonal. En este trabajo se evalub el efecto de la• hormonas 

eateroides sexuales en la diferenciacibn sexual de la gbnada de 

X• laev!• empleando estr6genos. antiestrbgenos, inhibidores de 

aromataaaa y andr6genoa. La onica hormona que revirti6 100% el 

sexo gonadal de las larvas. fu' el benzoato de estradiol. Se 
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obaerv6 un efecto parcial en 1a diferenciaci6n aexua1 de 1a 

g6nada con otros estr6genos. Se obtuvieron loa mismos 

resultados con el antiestr6geno y 1os inhibidores de aromatasas. 

Loa andr6aenos no influyeron en la diferenciaci6n aexual de la 

a6nada. 

Los estudios morfo16gicos se extendieron para inveatigar los 

proceso• de esteroidog~nesis antes de aque se 11eve a cabo la 

diferenciaci6n sexua1 de la g6nsda. Se estudi6 el metabolismo 

de hor•onaa eateroides en dos fases criticas del desarro11o 

embrionario: formaci6n de la creata genital (etapa 49) y a6nada 

indiferenciada (etapa 54). Se uti1iz6 como precur•or la 

testosterona y demostr6 que la via de biosintesis en la regi6n 

urogenital de las larvas de X· laevis es semejante a ls de los 

embriones de mamiferos. En el presente trabajo ta•bi~n se 

utiliz6 la tecnica histoquimica para detectar la actividad de la 

enzima 3 ¡J hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 ¡J HSD) en la regi6n 

urogenital da las larvas normales y tratadaa con eatr6genos, 

antieatr6aenoa e 1nhibidores de aromataaaa. 

estudiada• e1 ~nico tejido esteroidoa•nico 

glAndula interrena1 y 1a g6nada fu~ negativa. 

En toda• laa eteoas 

Por otra parte 

acci6n bio16gica a 

estudiado mucho en 

detectado fu~ 

se sabe que las hor•onas esteroides ejercen 

trav~s de una proteina receptora, esta se 

1os mamiferos. En los anfibios unicamente 

1a 

BU 

ha 

hay 

un estudio del receptor a estr6genos realizado en el ~igado de 

adultos de X· laevis. En la presente investigaci6n •e busc6 el 

receptor a aatr6genoa en la regi6n urogenita1 e higado de 1arvaa 

de X• laavt• y el receptor a andr6genoa en el cerebro y complejo 



urosenita1 de 

presencia de 

eatudiadoa. 

1as 

la 

3 

miamaa. Sin embarso. no ae pudo demoatrar 1a 

proteina receptora en ninguno de 1oa tej~doa 

En e1 presente eatudio ae p1antea 1a posibi1idad que 1oa 

eateroidea aexua1es actuen como modu1adorea de1 factor(ea) d~ 1a 

diferenciaci&n aexua1 de la s&nada y no como 1oa reapona•b1ea 

directoa de eate proceao(a). 
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II.- INTRODUCCION 

l.-Deaarro11o y diferenciaci6n sexual de la g6nadao 

Durante el desarrollo embrionario u ontog6nesis se llevan a 

cabo cambio a 

formación de 

aayoria da 

morfogen6ticos y funcionales que cu1minan en la 

un oraanismo complejo. Durante eate proceso en la 

loa vertebrado a ocurre 1a morf og~neaia y 

diferenciación sexual de 1a a6nada. 

La gónada aat6 formada por loa aiauientea componentea: 

epitelio ce16aico o superficial, tejido meaenquimAtico 

(eleaentoa aoaAticoa) y c61ulas germinales primordia1es (c.g~p.) 

de origen extragonadal. 

El ori~en embrio16gico de las c61ulas somAticas ~e la g6nada 

de los vertebrados ha sido tema de controversia desde la 6poca 

clAsica de la embriología. Vanini, (1951) sugirió que estas 

c~lulnR derivaban a partir del hlttHtema lnterrenol, nl que ubic6 

en una zona vecina al meaonefros e independiente del aiaao. Sin 

eabarao. eate planteamiento no se sostuvo durante mucho tiempo. 

Otra hip6teais vigente durante mucho• a~oa fue propuesta por 

Witschi (1967), con baae en una serie de observaciones 

realizada• ~n loa anfibios. En ella sostiene que la g6nada 

indiferenciada eatA formada de dos territorios estructura1es, la 

•Adula y la corteza. La primera se forma por c~lu1aa que 

provienen del blastema meaon6frico y lo saaunda por la 

proliferaci6n de las c6lulaa del epitelio cel6mico. 

La hip6ta•i• de la participaci6n del meaonefroa en la 



formaci6n de 1a a6nada ha ganado 

1978; Upadhyay y col •• 1979; 

numeroaoa 

Znmboni 

t.amhl•n '"' •ido c-uo•tl º""''" por otro• 

Canteno-Urruiaa. 1979; Merchant- Lario• y 

Merchant y coi •• 1984). 

5 

aimpatizantea (Bycov, 

y co1., l'J79) nun<tuc 

(Merchant.- l.arlot1 y 

Vi11alpando, 1. 1981; 

En 1a actua1idad no se ha determinado cu41 es e1 origen 

embrionario de 1as c'1u1aa medu1area que forman 1a g6nada. por 

1o que conaideraaoa importante estudiar en este trabajo si e1 

aeaonefroa participa en 1a aorfoa•neai• aonada1. 

Por otra parte, Witachi (1956) intent6 exp1icar 1a 

diferanciaci6n aaxua1 da 1a a6nada con au teoria dua1 de 1oa 

inductor•• c6rtico-medularaa. En e11a propone que la •'dula y 

1a corteza producen auatancia• inductora•. la medularina y la 

cortecina, reapectivamente. Witachi ( 1967) augiri6 que ·loa 

inductores tienen una doble funci6n, eatimular la diferenciaci6n 

de un sexo e inhibir e1 desarrollo del otro. El propuso que la 

interacci6n entre '•tos ea semejante a una reacci6n 

manera que la corteza produce la antimadularina y 

inmune• de 

la •'dula la 

anticortecina. En el momento de la diferenciaci6n sexual de la 

a6nada. dependiendo de1 aexo gen,tico del individuo. domina o 

prevalece uno de loa doa territorios, potencialmente la •'dula 

ae diferenciar& como un teaticulo y la corteza como ovario. En 

1e actualidad. a pesar del avance t'cnico, los inductores de la 

diferenciaci6n sexual propueatoa por Wiatchi no •• han 

identificado. 

Otra poaib1e explicaci6n de la diferenciaci6n aexua1 de la 



a6nada baaa en la preaencia de un antiaeno de 

hi•tocompat~b~l~dad denom~nado HY. Eate ae ha aaociado al 

heteroa•m•t~co; al auno• eatudioa proponen que 

determina 1a dif erenciaci6n aexual del teaticulo 

1980; Silvera y Watchel. 1977; Zenzes y col •• 

Adinolfi 0 1983). De esto• estudios •e deduce 

deteraina la diferenciaci6n •exual del ovario. 

su presencia 

(Watchel 0 1975, 

1978; Polan~ y 

que au ausencia 

El antlaeno HY ha •~do detectado en diferentes especies de 

vertebradoa: Maaifero• (Zenz•• y col.. 1978; Watchel y col •• 

1975; Watchel y Br••ler 1980; Polan~ y Ad~nolfi. 1983). aves 

(Bacon. 1970; Watchel y col •• 1975; Muller y col 1980 y 

Ebenaperaer y col •• 1988). reptil•• (Zarboaki y col •• 1979). 

an~ibioa (Zarboaki 0 P 1979; Watchel. 1980) y peces (Muller y 

col •• 1979; Pechan y col •• 1979; Reinboth y col •• 1987). 

En loa 41timoa aftoa ae ha cuestionado el papel que jueaa el 

antigeno HY en la diferenciaci6n sexual de la g6nada. Se ha 

visto que 6te aparece en lo• ovarios de aachoa revertido• con 

eatero~dee como en loa anfibio• Xenooua laevia (Watchel y col •• 

1980) y Peloditea punctatua (Zarboaki P.. 1979). 

Aparentemente. el hecho de que la pre•encia del antlgeno 

pueda ••r evovada por 1•• 

antlaeno HY aparece co•o una 

la diferenciaci6n sexual 

hormona• ••teroidea. 

conaecuencia y no como 

de 1• a6nada. 

indica que el 

la cau•a de 

Loa dato• 

contradictorios que existen en la literatura respecto a la 

partic~paci6n de ••te antlgeno en la diferenciaci6n sexual del 

te•tlculo (Ohno y col •• 1978) hacen evidente la neceaidad de 

inveatigar mA• en este campo. 
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2.- Parabiosia 

Para obtener mAs informaci&n de 

eateroidea en la diferenciaci&n sexual 

la acci&n de laa 

de la gl>nada 

hormonas 

de los 

anfibios. ae han 

parabioa:La. el 

usado otros 

tranaplante de 

mAtodos experimentales como 

gl>nadaa diferenciada• y 

la 

el 

tranaplante de presunta• Areaa aonadalea. Loa axperimentoa 

pionero• sobre parabioaia fueron realizados por Burna (1925). 

Su tAcnica experimental conaiate en unir laa larvas a aanera de 

aiaaeaes en la etapa da ne6rula o de bot&n caudal. 

Poateriormanta se eatablece en '•taa una anaatomo,ia 

ante a de que circulatoria y •• obtiene una circulacil>n com6n 

ocurra la difarenciaci&n aexual de la a&nada. Con eata tAcnica 

en los ae trata de reproducir el efecto ~ Martin encontrado 

bovinos. Loa resultados obtenidos con este m~todo aon muy 

variables y dependen de la eapecie en estudio (Houchon. 1971Y. 

de Hay diferentes modalidades de parabiosia, la realizada 

cabeza a cola. la de cabeza a cabeza; la mAs com6m ea aquella en 

la que 

rever11i&n 

que loa 

caso. 

la• larvas 

11exual 11610 

se 

ªº 

unen a todo lo largo del cuerpo; 

obtiene cun esta dltima debido quizA 

la 

a 

facture a sexualea ae difunden mAa f Acilmente en eate 

Se ha vi.ato que si loa miembros de un par parabi&tico poseen 

el mi.amo sexo gen~tico. la diferenciaci&n sexual ocurre 

normalmente. pero ai tienen diferente carga gen~tica hay una 

circulaci&n cruzada de horaonaa, de tal manera que loa 

eateroidea producidos por el testiculo embrionario maaculinizan 

n la a6nada feman ina ( llouchon, 1971). 
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La parabioaia se ha rea1izado en a1sunas especies ~e anfibios 

como en 1oa urode1os. Trj_turua toroeua (Witachi y McCurdy. 

1929). A· tl•r&num y ~. walt1ii (Burna. 1930) en e11oa ae 

obaerv6 qua hay aiempre un dominio de 1a a6nada maecu1ina aobre 

1a femenina. 

Para ana1izar 1a re1aci6n que exiate entre 1a conetituci6n 

aen6tica y 1a dif erenciaci6n aexua1 de 1a a6nada durante 1a 

parabioaia. ae han 11evado a .cabo a1sunas coabinacionea 

aen6ticaa en e1 urode1o ~· wa1t1i (Ga11ien 1962;1965) 0 en a1 qua 

uno d• 1oa parabiontea ea heterop1oide. Loa reau1tadoa 

obtenido• con 1a uni6n entre un macho hap1oide y una hembra 

dip1oide son variab1ea. A1sunas veces 1a hembra feainiza a1 

teaticu1o y •n otras e1 parabionte hap1oide (e1 macho) impide e1 

deaarro11o ovirico de 1a hembra Sin embarao. en ~. walt1ii 1• 

combinaci~n 2n o 3n en el macho. siempre inhibe el deaarro11o de 

1a a6nada femenina sea ~ata 2n o 3n. 

Por otra parte para determinar si hay un efecto doainante de 

1as horaonaa aexua1es en 1a dif erenciaci6n sexua1 de la a6nada 

se han rea1izado comb±naciones parabi6ticas heterosexua1ea entre 

individuo• de diferentes especies como: Ambystoma a1x&canum y 

Aabyatoma t&arinum (Burns, 1935). Ambystoaa macu1atua y Triturua 

toroauw. aa:l como en A•byetoma tt•r&nua y 6ebyato•a 

lefaraontany• (Witach:t.. 1937). 

En cada una de 1as parejas -estudiadas una d• e11as se 

caracteriza por ser de mayor tsmano y porque su ve1ocidad de 

daaarro11o ea mis rApida con respecto a 1a sesunda; 1a especie 

de mayor tamano en este caso 1a hembra. ejerce un efecto 
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dom:lnante aobre 1a a6nada maacu1:lna. Eato afecta d:Lrectaaente 

la d:Lferenc:Lac:L6n sexua1 de 1oe teaticu1oa que aon tranaformadoe 

en pequeños ovar:loa (Burna, 1935; W:ltach:L, 1937). 

En loa anuros tamb:l¡n se ha real:lzado la parab:loa:La. paro 1oa 

raaultadoa aon meno• dramAt:Lcoa qua en loa urodelo• (W:ltach:l, 

1931; Houchon, 1971). En loa pr:Lmeroa. la parab:Loa:La entre un 

macho y una hembra :Lnfluye aobre todo en la d:Lferanc:lac:L6n 

aaxual del ovario. Se ha v:lato que en la comb:lnac:L6n 

heteroaexua1 entre Diacoaloeaye pictua y Pelodyte•·pustague hay 

un claro dom:ln:Lo de la a6nada maacul:lna aobre la faman:lna. la 

cual f:Lnalmante ae d:lferen.c:la como un ovoteat:La (Houchon. 1971). 

En otras eapec:Lea de anuroa como Bomb:Lna var:Leaata. Palobatea 

cy1trip••• 

LJenodyna11te• 

Pelodytes ounctatue. Al:Ltea obatetrj.sane y 

tanman:l.en•i•• la comb:Lnac:L6n heteroaaxual no 

afecta la d:lferenc:Lac:L6n sexual de la g6nsda de n:Lnauno de loe 

parab:lonte•. de tal forma que cada uno de ¡atoe se d:Lferenc:la de 

acuerdo a au aexo aent!it:Lco (Houchon. 1971). 

A peaar de 1a ampl:La :Lnformac:L6n obten:Lda con la tAcn:lca de 

parab:Loa:Ls. el papel que desempeñan la• hormona• eatero:Ldaa en 

la d:Lfaranc:Lac:L6n sexua1 de la a6nada no •• ha a4n aaclarec:ldo. 

~Otra de las formas en las 

gónada• de loa anf:Lbios. en 

a travt!is del transplante 

(testiculoa) en la cav:ldad 

que 

este 

de 

pueden ser revert:ldas las 

caso las hembras aenAt:lcas. es 

gónadas ya d:Lf erenc:Ladas 

abdom:Lnal de las larvas. en las 

cuales no ha ocurrido a4n la d:Lferenc:lac:Lón sexual de la g6nada, 

como en~. laev:la (Mikamo y Witach:l. 0 1963; 1964) y en~. waltli:l 

(Collcnot co1.. 1975). Al realizar el transplante, •i el 
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aceptor ea un macho aen6tico 6ste ae diferencia norma1aente. Si 

e1 receptor ea hembra, 1os ovar~os son transformados en 

teatlcu1oa. La funciona1idad de 1as hembras revertidas con esta 

tAcnica ha sido comprobada a trav6s de 1a cruza de loa aniaa1es 

revertidos con otra hembra norma1 (Mikamo y Witachi, 1963; 

1964). 

E1 de1 cariotipo de .!.· 1aevia, no •ueatra 

diferencia• de tipo estructura1 en 1os cromoaoaaa aexua1es de1 

aacho y de 1a he•bra (Hika•o y Witachi, 1966). Sin e•b•rao. se 

sabe que 1a conatituci6n aenAtica de este anfibio ea ZZ pare loa 

aachoa y ZW para 1aa heabraa; Asto fue deaoatrado a travAa de 

estudio• aenAticoa en loa descendientes obtenidos tanto de 

aachos invertidos con 1a adainiatraci6n de hormona• eateroides 

(Chana y Witachi,1953), como en 1as hembras revertidas a trav6s 

de1 tranap1ante testicu1ar (Mikaao y Witschi, 1963; 1964). Otro 

de 1oa a6todos uti1izados para esc1arecer 1a participaci6n de 

1•• horaon•• esteroides en 1a· diferenciaci6n sexua1 de 1• 

&6nada, se ree1iz6 tranaplantando las preauntaa &reaa aonadaleR 

(Humphrey, 1928, 1948; Co11enot, 1975). Con esta t6cnica ae 

se1eccionan 1as 1arvas en e1 estadio de bot6n cauda1, ae ais1a 

e1 Area poaterior que darA origen a 1a g6nada y se i•p1anta en 

1• mis•• poaici6n que ocupaba, en un embri6n receptor que est6 

en una etapa igual de desarro11o (Co11enot, 1975). Estos 

experiaentoa fuero• 

1945) y en ~· waltlii 

hechos en 

(Co11enot, 

Ambystoma tigrtnum (Humphrey, 

1975). Las combinacionea entre 

individuos del mismo sexo, no parecen afectar 1a diferenciaci6n 

sexual de la g6nada. Sin embarao. en las combinaciones entre 
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individuos con diferente carga a'netica. el teatlculo inhibe el 

deaarrollo del ovario y 'ate se tranaf orma en un teatlculo 

funcional. Se de•oatr6 que loa animal•• revertidos con e ata 

t~cnica. aon funcionale• (Humphrey. 1945. 1948). Una de 1011 

ventaja• obtenida• al e•plear eata t6cnica. fu' la de una •ayor 

aupervivencia de l•• larva• con ••t• tipo d• tranaplante 

co•parada con el bajo indice de supervivencia de la• larva a de 

un par parabi6tico. Otro tipo de tranaplante utilizado conaiate 

en aaociar la parte anterior del Area •e•od6r•ic• que for•arA la 

a6nada de un ••bri6n de a•notipo fe•enino y la poaterior d• otro 

•••culino; ta•bi6n en ••te caao el ~rea de la a6nada fe•enina 

tranaplantada aeneralment• •• inhibida (Houillon y Charlo•aane. 

1971). 

3.- Hormona• eateroidea 

La idea acerca de la posible participaci6n de las hormo~aa 

eateroide• en la diferenciaci6n sexual de la a6nada. aurgi6 al 

obaervar el efecto Martin. Ea te ea un fen6meno que ae 

obaerv6 por primera vez en embrione• ae•elo• de bovinos con aexo 

gen,tico diferente (Moore y col •• 1957) y ocurre por anaatomo•ia 

vascular del corion de la• placenta• de tal manera que la 

teatoaterona producida por el teatlculo embrionario (Lillie y 

Baacom. 1922) •• difunde a trav6a del aiatema circulatorio y 

oranni&e un ovoteatia en le hembra (Willer. 1921). El an61i•i• 

de ••toa reaultadoa dio oriaen a un~ teorla hormonal en la que 

ae propone a las hormona• eateroidea u hormonas aexualea co•o 



agentes responaab1es de 1a diferenciaci6n sexual 

(Li11ie, 1916, 1917). 

de 1a 

12 

g&nada 

Eato condujo a 1a apertura de un Area de inveatigaci6n que 

p1antea 1a poaibi1idad de modular 1a diferenciaci6n aexua1 de la 

a6nada a de 1o• eateroidea. A partir de1 efecto Free 

MartJn ae ha experimentado con hormona• eateroidea en diferente• 

especie• de vertebrados. 

En e1 meraupia1 Didhe1phis vtrainiana 1a hormona eateroide 

dipropionato de teatoaterona provoca una feminizaci&n de 1os 

macho• a6neticoa (Burna, 1939; 1950; 1955; 1956 y 1961); 6ate ea 

e1 6nico caao en 1oa aaaiferoa en donde ae ha loarado una 

reverai6n del sexo aonada1 con esteroidea. Por 

administraci6n de eateroides, estr6genoa y 

otra parte 

andr6genoa a 

la 

1as 

hembras gestantes de roedores. no parece tener ning6n efecto en 

la diferenciaci6n sexual de la g6nada de los embriones de rata y 

ratones (Turner, 1940; Reynaud, 1942), de conejo (Joat, 1947) y 

de haaater (Brunner y Witachi, 1946). En otros mamiferoa, los 

experiaentoa realizado• con eateroidea .1!!. vitro no han logrado 

revertir la a6nad• (McCarrey y Abbot, 1979). 

Loa eateroidea en loa reptiles, a1 igual que en otras especies 

de vertebrados no mamiferoa, provoca una respuesta diferente en 

cada una de las especies estudiadas. La inyecci&n de eatrons en 

1oa machos aen6ticos de Lacerta agi1is feminiza parcia1mente a1 

teaticu1o (Dantch•koff, 1937), mientra• que en Lacerta vivípara, 

1oa eatr6aenoa y andr6aenoa no parecen modificar 1a 

diferenciaci6n aexua1 de 1ae g6nadaa (Dufaure, 1966). 

En otraa especies de repti1es como 1a tortuga Chrisemys 
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mara~nata. e1 d:Lprop:Lonato de testosterona adm:Ln:lstrado a 1as 

hembras durante 1a etapa de gAstru1a, :lmp:lde 1a d:lferenc:Lac:L6n 

norma1 de1 ovar:lo (R:Ls1ey, 1940). En 1a tortuga Testudo graeca 

e1 estrad:Lo1 adm:Ln:lstrsdo antes y deapu's de 1a d:Lferenc:Lac:L6n 

sexua1 :lmp:lde 1a tranaformsc:L6n norma1 de 1oa cordones 

teat:Lcu1area en t6bu1oa aem:Lniferoa (P:Leau, 1970) y en Che1ydra 

aerpent&na e1 eatrad:Lo1 fem:ln:Lza cuando ea adm:Ln:lstrado en etapa 

embr:Lonar:la (Gutake y co1., 1988). 

En la• avea, 1os andr6aenoa no ejercen n:Lng6n efecto, pero el 

tratam:lento con eatr6aenos durante e1 periodo crit:Lco de 1a 

d:Lf erenc:Lac:L6n afecta 1a determ:Lnac:L6n sexua1 de1 teaticu1o y 

causa una fem:ln:Lzac:L6n de 1oa machos gen,t:Lcos (Wo1f f y 

G:Lngl:Lnaer, 1935). Loa mi.amos resu1tadoa han a:Ldo obten:Ldos en 

1a codorn:lz Coturn:Lx coturnix (Haffen, 1966). 

•:n 1011 anC:lbJ.011, ln11 hormona• oatorotdo11 11c hun u11ado 1•nru 

.Lnvest:Laar 

emp1eando 

au 

doa 

efecto en 1a d:lf erenc:Lac:L6n aexua1 de 1a g6nada 

eatratea:Laa exper:Lmenta1ea. Adm:ln:Lstrar 

di.rectamente 1aa hormonas en e1 agua donde est!n desarro11!ndoae 

1aa 1arvaa en~ ay1vet:Lca (M:Lntz, 1948) 

opacum (M:Lntz y W:Ltsch:L,1947; Foote, 1941), 

wa1t1:1.:l (Ga11:Len, 1954) y en Xenopus 1aev:La 

y en Ambyatoma 

en P1eurode1es 

(Ga11:1.en, 1956; 

Chang y Witach:L, 1953), o a trav'a de una :Lnyecc:L6n, en Rana 

temporaria (Ga11:Len, 1944) y en Rana cateabeiana (Pucket, 1939). 

En loa anf:lb:Loa se ha vi.ato que e1 estero:lde dom:Lnante, capaz 

de revert:lr e1 sexo aonada1 de 1as 1arvas. parece ser e1 

correspond:Lente a1 sexo gen~t:lco heterogamit:Lco (Ga11:1.en, 1954; 

1955; 1956; Chang y W:Ltach:L, 1953; M:Lntz, 1948). Es.dec:Lr, en 
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1as especie• en 1aa que el sexo homogamAtico ea zz para los 

machos y ZW para las hembras. 1os estr6genoa revierten a loa 

machea. en A· opacum (Feote. 1941) en .!!,. waltlii (Ga11ien 0 1954) 

y en X· laevia (Gallien. 1956; Chang y Witachi 0 1953). En los 

anfibio• con carga genAtica XX (hembra) y XY (macho) como en ~

ey1yptisa (M~ntz. 1948) y Pweydasr&• n&•ritg tr&••r&etu ( 

Witachi y col •• 1958) loa andr6genoa aon loa que influyen en la 

deter•inaci&n sexual de la g6nada. 

A1aunoa eatudioa han demostrado que ae puede revertir el aexo 

gonadal de 1aa larvaa cuando Astas son tratadas con eatr6aenos 

en etapa• tempranas. generando de eata manera una pob1aci6n 100 

% femenina en X· laevia (Gal1ien 0 1954; 195.5; 1956; Chang y 

Witachi. 1953). en.....!!.· waltll!• (Ga11ien. 1950; 1954; Wit•chi 0 

1953) y en A· opacum (Foote. 1941). 

La adminiatraci6n de las hormonas sexuales femeninas. provoca 

tambiAn diferente• reapuestaa en cada una de 1as eapeciea de 

anfibios eatudiadoa. En los anuros loa eatr6genoa ejercen un 

arado variable de feminizaci&n en loa machos aenAticoa. Se ha 

observado que la reverai6n sexual ea completa y permanente en ~

temporaria (Ga11ien. 1944) y en.!!.•.!!.• triaeriata (Witachi y col •• 

1958) y .ade•As funciona1 en X• laevia (Witschi. 1955; 1956). 

En otro• anfibios como Pelobatea cultripea se 1oara una 

feminizaci6n completa pero temporal; en Pelodytea punctatus 

Triturus alpestris y Discoglossus pictus la g6nada se feminiza 

parcialmente y se observa intersexualidad. Sin embarao. e1 

anuro Bombina variegata no responde .a la acci6n de las • hormonas 

sexuales femeninas. En los casos donde se presenta una 
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reversi6n sexua1 tempora1 o intersexua1idad, 1os individuos 

tienden a regresar a su sexo gen~tico una vez que dejan de estar 

en contacto con 1as hormonas esteroidea. En 1os urode1oa, como 

~· walt1!!o la administraci6n de hormonas eateroidea femeninas, 

durante laraos periodos, causa una reverai6n funciona1 de todos 

loa machos aen~ticos (Ga11ien, 1950; 1954). 

Por otra parte se ha observado que 1os eatr6genos, feminizan 

a dosis bajas y mascu1inizan en dosis a1tas (Ga11ien, 1944). 

Esta acci6n dua1 de 1aa hormonas eateroidea ha sido denominado 

efecto parad6jico (Padoa, 1936; Mintz, 1945; Ga11ien, 1941; 

1944; 1954; 1955; 1956; Witachi y col., 1958) y ae presenta 

tambi~n con las hormonas sexuales maeculinaa. En 1• actualidad 

no se sabe a qu~ se debe este fen6meno. 

La variabi1idad de 1a respuesta a 1a administraci6n 

hormonas esteroides en los rAnidos, parece depender de 

de las 

la dosis 

administrada. Se ha visto que cuando se inyectan doeis bajas de 

testosterona en 1as 1arvas de una especie indiferenciada, como 

Rana temporaria, durante toda la vida 1arvaria se obtiene e1 100 

% de machos (Ga11ien, 1937, 1944). Los experimento• rea1izados 

por Hintz y Witschi (1946) y Mintz (1948), demostraron tambi~n 

1a acci6n masculinizante de la testosterona administrada en 

dosis pequeñas en R· sy1vatica. 

Los estudios de1 efecto de los andr6genos en 1a 

diferenciaci6n sexual de 1a g6nada, se han extendido a otras 

especies de anuros como Rana hy1a (Witschi y Crown, 1937), Rana 

clnmltonH (Hintz y col., 1945), ~- cotesbcionn (Pucket, 1939), 

Bufo amcricanus (Chons, 1955) y en ~- nigrita .triseriata 
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(Witschi y co1 •• 1958): en toda• - Astaa ae ha 1oarado una 

re~era:l.6n aexua1 comp1eta. 

A1aunoa aatudioa reve1an que 1os andr6aenos no tienen ning6n 

efecto en 1a diferenciaci6n aexua1 de 1a g6nada en otros 

anf ib:l.oa como Pe1obataa cu1tr;l.p••• Pe1odyt••· cu1tr;l.p••• 

Pe1odyte• pyoctaty•. Di•coaloaau• pt.ctu•• 

obatetricana y 

deaoatrado que 

Boab:l.na var:leaata (Ga11:1.en. 1965). 

1oa eatero:l.dea no s61o :l.nf1uyen 

Se 

en 

ha 

1a 

d:l.feranc:l.ac:l.6n ••xua1 de 1a a6nada. sino que taab:l.en afectan 1a 

d:l.feranciac~6n noraa1 de otros 6raanoa (Ga11:1.an. 1954; Co11enot. 

1965: W:ltach:l. 1953). 

Ex:lete en 1a 1:1.teratura un panorama muy amp1:1.o de •atudioa 

rea1:lzadoa en 1oa anf:l.b:l.os con hormonas eatero:l.dea aexua1ea. S:l.n 

eabarao. no se aabe c6mo part:l.c:l.pan Astas en 1a d:l.ferenc:l.ac:l.6n 

aexua1 de 1a a6nada. Para d:l.1uc:l.dar esto. en nuestro trabajo 

abordaaoa e ate aspecto exper:l.menta1mente uti1izando hormonas 

eatero:l.dea. :l.nh:l.b:l.dores especifico• de 1a aintAs:l.s de eatr6aenoa 

y ant:l.eatr6aenoa. 

4.- 8:1.oaintes:l.s de esteroides 

Puesto que 1aa 

de 

hormonas eatero:l.des 

re1ac:l.onadaa una manera directa 

diferen~iaci6n aexua1 de 1a g6n¿da. se ha 

aparentemente 

o indirecta 

investigado 

vertebrados la actividad eateroidoa.Anica de esta 

es tan 

en 

en 

a1alndu1a 

durante 1a etapa _embrionar:l.a. antes y deapu.As de que ocurra 1a 

diferenciaci6n sexua1 de la g6nada. 
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En general el metabolismo de hormonas eateroides ae ha 

eatudiodo mAa en loa mumiferoa y la mayorio de loa trabajos ae 

realizaron en los adultos; s6lo hay algunos efectuados en la 

etapa embrionaria en aerea humanos (Bloch y col •• 1967 Acevedo 

y coi •• 1963; George y Wi1son. 1978; Roberta y Warren. 1964). en 

vaca (Lipaaet y Tu11ner. 1965) y en conejo (Mi1evich y Wi1aon. 

1~77 •• George y Wilaon 1979). 

En loa aaaiferos se demoatr6 que las vias de biosinteaia de 

las horaonas esteroides en las g6nadas son las siguientes: una 

denominada la via de loa delta 4. en eata la bioainteais de loa 

andr6geno• y estr6aenoa puede rea1izarae a partir de 17~ 

hidroxiproaesterons y 1a de los delta 5 la cual se inicia con la 

formaci6n de la 17a'hidroxipregneno1ona 

Por otra parte hay algunos estudios sobre el metabo1iamo de 

hormonas eateroides realizados en lo~ ve~tebrados inferiores. en 

los que se ha reportado que ~ste tiene una secuencia anAloga a 

la de los mamiferos; como en peces (Kime. 1980; Lupo Di Prisco y 

col •• 1970; Kime y Hews, 1978). anfibios (Ozon y Stocker. 1974; 

Anti1a y Saure. 1979; Gavaud. 1975 Ga11ien y Cha1umeau le 

Fou1goc, 1960) y en aves (Del Rio y coi •• 1967; Nakamura y 

Tanabe. 1974; Fevo1d y Eik Neas. 1963; Haffen. 1966). Sin 

embargo, existen diferencias en la biosintesis de las hormonas 

sexuales que 

producidos en 

como la 11 

Hews. 1978). 

son especie especificas. 

los peces; ~stos sintetizan 

como los 

hormonas 

asteroides 

esteroides 

oxoteatosterona y la 11 hidroxitestosterona (Kime y 
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En 1oa anfibios 1oa estudios de 1a biosintesis de hormonas 

e•teroidea se enfocaron sobre todo a1 grupo de 1os anuros como 

.!.· e•cu1enta (Kime y Hevs. 1978). .!.- csteabeiana (Da1e y 

Dorfman, 1977; Mu11er, 1977), .!.· temporaria (Ozon y col., 1974; 

Antila y Ssurs, 1978), J!!!!.2. marinus (kime y Hewa, 1978), Rana' 

R!Pi•n• (Kiae y Hews, 1968), Nectophyro!des occ&denta1ia 

(Gavaud, 1975) Distoglossua pictua pictus {Ozon y Stocker, 1974) 

y.!.• 1aevJ• {R•o y col., 1968, 1969 y Redahaw y Nicho11•• 1971). 

En lo• urod•1oa unicamente •• han ••tudiado doa e•pec:lea: 

wa1t1J! (Ozon, 1967) y Triturua crtstatus cornife~ (Lupo di 

Priaco, 1972). En loa Apodo• no existe ning4n trabajo rea1izado 

hasta 1a fecha. 

La biosintesis y diatribuci6n de loa andrógenos varia en cada 

una de 1as especies de anfibios estudiados. La So 

dihidroteatoaterona parece aer e1 metabo1ito que mAs ae produce, 

y esta ampliamente difundido en la mayoria de loa anfibios como 

.!.· escu1ent• (Kiwe y Hews, 1978), .!.· temporaria (Ozon y co1 •• 

1964; Anti1a y Saure, 1978), .!. pipien& (Anti1a y Saure, 1978), 

!!.!l.!.a, marinua (K:lwe y Hews 1978) y Discoalossus pictua (Ozon y 

Stocker, 1974). Unicamente 1as 1arvas de X· 1aevJs no se 

detectó este sndr6aeno. Sin embargo, en esta misma especie se 

encontró 

(Mu11er, 

como 1a 

1975). 

5 o dihidrotestosterona en el p1asma de 1oa adultos 

1976). En otros anfibios se han encontrado andrógenos 

testosterona y la androstendiona en _E. wa1t1ii (Ozon, 

en Triturus cristatux cornifex_ (Prisco, 1972) y en X· 
1aev:ls (Rao y Co1., 1968;1969; 

1971). 

Brauer, 1966: Redshaw y Nicho1s 
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Otroa 

como l!.• 

metaboiitoa produci.dos en ias g6nadas de ios anfibios 

oi.ct:u•. 

androatandi.ona 

son ioa compuestos 5 ar reduci.dos como 

y ioa androatandioies 5 ar - androatan- 3 ¡¡ • 

5 ar 

17 

di.oi y ei 5 /J - androatan- 3 a • 1 7 fi di.oi) y aua reapecti.voa 

i.a6•eroa. (Ózon y Stoker. 1974). Un andr6geno que ea poco com6n 

en ioa anfi.bi.oa ea 1a dehi.droepiandroaterona; ~ate uni.came~te se 

ha encontrado en ei urodeio Tri.turua cri.atatua corni.fe~ (Lupo 

di. Pri.aco y coi •• 1972). 

Ei metaboii.amo de ioa eatr6aenoA tomb~en He ha eatudi.ado 1•oco 

un loa nnCi.btoa. 1.n 1•reaanci.a clL• l'Ht. rnnu y e11tradi.0J. "" ha 

de•o•trado 

(Redahav y 

en loa 

Ni.choia. 

ovario• juveniiea y aduitoa de A· laevi.a. 

1971; Ga11i.en y Chalumeau le Foulaoc. 1960) 

en la etapa embrionaria en eata misma especie (Rao y col •• 1968 0 

1969; Anti.la y Teravainen. 1974 y Breuer y coi •• 1966); en los 

aduitoa de 

E.• waiUi 

otras especies como .l!.!!.!..2. marinus (Kime y Heva 1978). 

y Hevs. 1978). (Ozon.1967) y K• esculenta (Kime 

tambi~n ae ha encontrado eatrona y estradiol. 

Por otra parte hay pocos trabajos reaiizados para locaJ.i.zar 

l.os receptores a hormona• esteroides en los vertebrados 

Sc'>lo tiay un trabajo hec~o sobre el receptor a inferiores. 

eatr6genos en ei escuaio Acanthias acanthias (Cailard y Mak. 

1985). Loa 

estudiado 

receptores a estrc'>genos y 

en iaa gc'>nadaa en ninguna 

andr6genoa no ae han 

especie de anfibio en ia 

etapa e•brionaria. los primeros unicamente ae han encontrado en 

loa aduitos de Xenopua laev!• (Weatiey y Knoviand 1978). 

Ei_ metaboiiamo de hormonas eateroidea sexuales se ha 

investigado en ia etapa iarvaria y en ei aduito dei anfibio X· 



1aevia. Sin embargo, se sabe poco acerca de1 

hormona• eateroidea en 1a s6nada ante• de que ae 

diferenciaci6n aexua1 

receptora• a eatr6aenoa 

de 

y 

1a misma. 

andr6aenoa 

Tampoco 

en 1o 

metabo1iamo de 

11eve a cabo 1a 

ae sabe si hay 

a6noda de cato 

anfibio. Por 1o 

inveatiaacionea • eate 

tanto en 

reapecto, 

e ate trabajo 

pera tratar de 

rea1izamos 

entender l.oa 

mecaniamoa que 11evan a una a6nada indiferenciada a 

d1ferenciarae co•o un ovario o un teatlcu1o. 

Por otra parte 1a bioalnteaia de hormona• eateroidea, tambi•n 

se ha eatud1ado con 1a ayuda de t6cn1caa hiatoqul•1caa. Una 

enzima detectada 

aaociada a 1oa 

h1droxieatero1de 

con eata metodo1oala y qua eat6 eatrechamente 

proceaoa de eatero1doa6neaia ea 1a 3 -

deahidroaenasa (3 - HSD). Esta •• neceaaria 

para 1a ainteeia de toda• 1aa hormonas bio16aicamente act1vaa y 

ha sido una herramienta 4til. para 1a ubicaci6n de1 tejido 

eateroidoa6n1co, ante• y deapu6a de que ocurra 1a diferenciaci6n 

sexua1 de 1a a6nada. 

La 3'Jhidroxiestero1de deahidroaenaaa ae ha l.oca1izado en 1a 

96nada de 1oa mamiferoa (Rubin y co1., 1963; Go1mann y col.., 

1972: Levy y col.., 1959) y en l.oa vertebrado• no mamlferoa como 

ave• (Narba1tz y Ko1odny, 1964: Ozon, 1969), reptil.ea (Ch1eff1 y 

Botte, 1963: y anfibios (Nand1, 1967: Narbaitz y Ko1odny,1964., 

Xavier y co1 •• 1970; Redshaw y Niko11a, 1971: Zarmoaka y col.., 

1972; Hau y coi •• 1978; Chieffi y Botte, 1963; Co11enot, 1964, 

J•Jh7; Nnpuln, 196:.!; GuJlJ<>n y cul •• 1964; 

En eate 41timo grupo e1 conocimiento de esta 

reducir•• • al.a unos trabajos rea1izadoa en e1 

enzima puede 

adu1to (Nandi 0 
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1967; Xavier y col.,, 1970; Redshaw y Nicholls, 1971; Zarmoska, 

y col., 1972) y en la etapa larvaria (Ga1lien, 1964; Co1lenot, 

1964; Hsu y col., 1978). 

La actividad de la 3 ~ hidroxiesteriode deshidroaenaaa se 

demoatro, en la etapa de sonada indiferenciada y en loa ovarios 

de~. cateabe&ana durante el deaarrollo embrionario (Hau y col., 

1978) y en el urodelo .!!_. wsltl!i (Gal1ien ,1954; Collenot 1964; 

1975; Collenot y Col1enot, 1977); aai como en loa ovarios y 

teaticu1o• de animales adultos de .!.· 1aevia (Pesonen y Rapo1a, 

1962; Zarmoaka y col., 1972), ~ eacu1enta (Chieffi y Botte, 

1963), Triturua criatatux cornifex (Della y col., 1962) y 

Nectophyro&d•• occidental&a Angel (Xavier, 1970). 

Eata enzima se ha localizado en la glAndula interrenal de ~

valtl! en diversos estadios del desarrollo embrionario (Ga1lien, 

y col., 1964), en las larvas de K· sylvatica (Hsu y col., 1977), 

en larvas y adultos de .H.!!.!u!. eaculenta (Chieffi y Botte, 1963), 

en loa adultos de .!!!!.!..!?. .2Jl!..9_ (Peaonen y Rapo1a, 1972) y en las 

larvas de Xenopua laevis, (Rao y col., 1966).Aai •ismo se 

encontr6 actividad de la 3~hidroxiesteroide deshidroaenaaa en la 

g1Andula interrenal, ovarios y testiculo• de loa deacendientes 

de ~- walt1ii revertidos con estr6genos (Co11enot, 1964). La 

actividad de esta enzima parece disminuir en la glAndula 

interrenal y en las sonada• de las larvas de K· aylyat&ca que 

han aid~ tratadas con hormonas esteroides (Hsu y col., 1978). 
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1 1 1 .- PLANTEAMlENTO Dl!:I. PROBl.gMA Y OBJF.'l'JVOS. 

A pesar de1 gran nlimero de· reportes que existen en 1a 

1iteratura sobre acci6n de 1as hormonas esteroides en 1a 

diferenciacion sexua1 de 1a g6nada en muchas eapecies de 

anfibioa • en 1a actua1idad a4n no se esc1arece c6mo participan 

eatas hormonas en 1a diferenciación sexua1 gonada1. 

En eata trabajo investigamos 1os mecanismos que 11avan a una 

a6nada a diferenciara• como un ovario o un taatlcu1o. estudiando 

cómo inf1ur•n 1oa eataroides aexua1ea en 

diferenciación aaxua1 de 1• a6nada. de1 anfibio X· 1aeyta. 

Por otra parte se sabe que e1 sexo gonada1 de 1oa machos 

aen6ticos da X• 1aevis puede modificarse epigen6ticamente con 1a 

administraci6n de hormonas esteroides cuando 6stoa aon tratados 

con estr6aenos en etapas tempranas (26 y 27). E ate comp1ejo 

proceso, inc1uye tambi6n 1a reversi6n sexua1 de 1aa c61u1as 

somAticaa qua forman 1a a6nada. La fAci1 modu1aci6n de1 

programa da diferenciaci6n sexua1 de 1a a6nada, eatab1ecido 

desde e1 momento de 1a ferti1izac.i6n en 1aa 1arvaa de X· 
1aevis 9 no• 

de contro1 

hizo p~naar que eatAbamoa ante un interesante mode1o 

epiaen6tico de natura1eza hormona1 que modu1a 1a 

diferenciaci6n sexua1 de 1a a6nada. 

Como vimos en 1a introducci6n. Witschi (1967) propuso una 

teorf.a en 1a que p1antea que 1a m6du1a y 1a corteza tienen un 

oriaen embrio16gico diferente. La m6du1a se forma por 1a 

miaraci6n de c61u1aa procedentes de1 b1astema meaon6frico y 1a 

corteza por pro1iferaci6n de 1as c61u1aa de1 epite1io ca16mico. 

Nosotroa cueationamos esta teorf.a dua1 sobre e1 oria•n de 1as 
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c•~u~a• aomAtica• que forman la a6nada. Por lo anterior en este 

tra~ajo abordamo• 

a6n~da. con un 

primero 

enfoque 

el problema del desarrollo de la 

sobre el origen embrio16gico de las 

c•1ú1aa aomAticaa que conatituyen aate 6rgano. Estudiamos cada 

uno de loa evento a celulares que se llevan a cabo durante el 

daaarrollo normal de la a6nada de las larva• de A· laevt•• desde 

la formaci6n de la cresta aenital hasta que ocurre la 

diferenciaci6n aexual de la misma. utilizando t6cn:Lcas de alta 

raaoluci6n como la microacopla elactr6nica. E ate eatudio ea 

naceaario como un antecedente obliaedo para realizar ·e 

interpretar loa e9tud:l.o• de reverai6n ••xual experimental con 

hormona• eatero:l.dea adminiatrsd•• ex6aenamente a laa larvas de 

A· laev!•• 

Por otra parte. en la actualidad se sabe poco sobre la 

capacidad de bioalnteaia de hormonas sexuales en las a6nadaa 

ambrionariae de loa anfibio•. ante a de que ocurra la 

diferenciac:L6n aexual de la a6nada. Tampoco se han estudiado 

loa receptor•• a eatr6aano• y andr6aenoa an la a6nada de 

anfibio en 1• etapa embrionaria. 

ninalin 

Con baae en loa antecedentes y razone a expuestos 

anteriormente en nuestro trabajo extendimoa loa estudios 

morfol6a:Lcoa para ahondar mA• en loa procesos de 

eateroidog6ne•i• durante el desarrollo ontog6nico de las larvas 

da A· l••v!• · En la primera parte de eate trabajo eatudiamoa la 

ubicaci6n de una enzima clave en la eateroidoa6nea:Ls como .la 3µ 

hidroxieateroide deahidrogenaea 0 en la aeaunda el metabolismo de 

hormona• eateroidea y loa aitioa receptorea a las mismas. 
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Para tratar de esc1arecer e1 pape1 de 1as hormonas esteroides 

en 1a diferenciaci&n se·xua1 de 1a g&nada partimos de 1a 

siguiente hip6tesis de trabajo: La diferenciaci6n sexua1 de 1a 

g6nads tiene como base 1a activaci6n diferencia1 de1 genoma de 

1as c~1u1as aom~ticas gonada1es. 1o cua1 determina 1a aintesis 

de enziaaa c1ave en 1a via esteroidogAnica. ~atas sintetizarian 

preferencia1aente andr6genoa en e1 caso de 1os machos y 

eatr6genoa en 1aa hembras. Aai aiamo 1os receptores especlf icos 

a 1as hormonas eatrog~nicaa y androa~nicaa pudieran tambiAn ser 

e1 producto de 1a activaci6n diferencia1 de1 genoma y modu1ar 1a 

reapueata ae1ectiva a 1oa eateroidea ex6aenoa. 

OBJETIVOS 

1.- Eatab1ecer e1 origen eabrio16aico de 1aa cA1u1aa que 

1a aAdu1a de ~a a6nada de1 anfibio A· 1aevi•· 

forman 

2. Determinar 1a 1oca1izaci6n de1 tejido esteroidoaAnico 

durante e1 deaarro11o ontoaAnico de 1aa 1arvaa de A· le•v\•• 

norma1ea y tratadas con eatr6genos antieatr6genoa e inhibidorea 

de 1a ainteaia de eatr6genoa 

3.- Determinar 1a etapa en 1a que ae inicia 1a sinteais de 

eatr6genoa y androgAnoa en 1a zona uroaenita1 de 1aa 1arvaa de 
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x.1oevls. antes de 1a dlferenciaci&n sexual de 1a g&nedn. 

4.- Indagar 1a presencie de receptores e estr6genos y andr6genos 

en e1 Aree urogenita1, hígado y sistema nervioso de 1as 1arvas 

de X• 1eevis, antes y despu~s de que ocurre 1a diferenciaci&n 

sexue1 de 1e g&neda. 
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IV.- MATERIAL y METODOS 

1 .- Liberaci6n de loa a••etoa y mantenimiento de laa larvas. 

Loa experi•antoa ae realizaron en larvas de X· laevia 

obtenidas da ajaaplarea adulto• de laboratorio. La aaduraci6n y 

1ibaraci6n da loa &•••toa an la• hembras y 

con aonadotropina cori6nica humana 

loa macho•• aa indujo 

(Gonadotropyl-C de 

Laboratorios Rouaaal). La hormona liofilizada fue reconstituida 

en una ao1uci6n de NaC1 al 0.7% y ae ap1ic6 intrad•raicamente 

con una jerinaa de tuberculina en la reai6n de loa ganglios 

linfAticoa doraalea. de acuerdo al siguiente m•todo. 

El pri•ar dia ae administraron 50 Ul (unidodes 

internacionales) a loa aachoa. el segundo 75 U! a laa hembras y 

el tercero 200 UI a loa machoa y 500 UI a las hembras. Los 

huevo• fertilizados fueron colectados 16 horas daapu•• de la 

adminiatraci6n de la 6ltima dosis de gonadrotrofina cori6nica. 

Loa embriones obtenidos ae pusieron en una soluci6n de Holf reter 

(ver preparaci6n en el apAndice) y agua en una proporci6n 1:1 

hasta la acloai6n. 

Laa larva• se mantuvieron en agua deaclorinada a una 

temperatura de 21 • •c. con ciclo• de lu7. 

horas cada uno de ellos y aereaci6n constante 

- oscuridad •I<> 12 

el durante todo 

desarrollo ••brionario. Las larvas se alimentaron con polvo 

de alfalfa y con alimento especial de Carolina 

Biological Company. 



2.- Rever•:l.6n ••xue1 exper:l.menta1 

Para eva1uar 1a acc:l.6n de 1oa 

d:l.ferenc:l.ac:l.6n •exua1 de 1a a6nada, •• 

•obre 

ae1ecc:l.onaron en 
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1a 

un 

a:l.cro•cop:l.o eatereoac6p:l.co arupoa de 100 1arvaa que ••tuv:l.eran 

en 1a a:l.aaa etapa de deaarro11o. E•taa fueron manten:l.daa en un 

vo1uaen conatante de 7 1:1.tro• de aaua durante e1 periodo de 

exper:l.aentac:l.6n. Todas 1aa hormona• eatero:l.dea ut:l.1:1.zadaa, 

ant:l.aatr6aenoa e :1.nh:l.b:l.dorea de aroaataaaa fueron d:l.aue1toa en 

a1coho1 a1 95 S y •• aareaaron •1 aaua donde eataban 

daaarro11•ndoae laa 1arv••· Loa t~ataa:l.ento• horaona1e• que 

rec:l.b:l.aron Aataa ae d:l.v:l.d:l.eron en c:l.nco arupoa. 

Eatr6aeno• 

En eate ar upo •e adm:l.n:l.•traron hormona• con d:l.ferente 

capac:l.dad eatroaln:l.ca, benzoato de eatrad:l.o1 a una concentrac:l.6n 

da 10011S/1. ••trona a 75, 100 y 200,..11 y eatr:l.o1 a 100, 200 y 

400_,.11. 

Ant:l.eatr6aenoa· 

Un:l.caaent• •• eva1u6 1a acc:l.6n 

de 25, 50. 75 y 100 ~·/1. 

Inh:l.b:l.dorea de aroaataaaa 

de1 taaox:l.fln, en 1•• do•:I.• 

Se ada:l.n:l.•traron doa t:l.poa de :l.nh:l.b:l.dorea de 1a• aroaataaaa 

1,4,9 (11) Androatatr:l.en 3, 17 d:l.ona y 

Andro•tatr:l.en- 3, 17 d:l.ona. Cada uno de eatoe ae eva1u6 a 

concentrac:l.6n d• 100, 200, 400 y 600~a/l. 

(11) 

una 
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Andr6aeno• aromatizab1ea 

Se eetudi6 1a acci6n de hormonas que pueden uti1izarae como 

pracuraore• da eatr6aanoa; propionato de taetoeteron•. 

endroetandion•• dehidroepiandroetarona y noretietarona a una 

concantraci6n de lOOpa/1. Esta 61ti•a e• un proaeetAaano y ae 

ha vieto qua tiene una actividad androa6nica y eatroa6nica. 

Andr6aano• no aro•atizab1ea 

Se ad•inietraron andr6aenoa qua 

pracureoraa da aetr6aanoe: 5 a 

androatarona y androetandio1 (3 ~ 

roncantraci6n da 100 µ-/l. 

no aon utilizado• como 

dihidroteetoateron•. 

17 ~ ) taabi6n a una 

Para cada uno da 1o• cinco arupoa •• hizo un arupo teatiao. 

unica•ente recibí& por trata•iento a1coho1 a1 95 %. ee decir. 

veh:lcu1o en e1 que fueron dieue1taa 1aa hor•onaa eeteroidea. 

que 

e1 

3.-Microecop:la de 1uz 

Todaa 1aa 1arvaa aometidaa a 1oa diferente• tratamientos con 

hor•ona• eeteroidea fueron aacrificadaa da 1a etapa 56 a 1e 62 

en 6etaa 1a a6nada ya ae diferanci6 aexualmente. Cada etapa 

1arvari• •• eatab1eci6 de acuerdo a 1aa caracter:leticaa de 

deaarro11o externo reportado por (Nieukoop y Faber. 1956). La 

•itad de 6eta• ee procea6 con 1a t6cnica de rutina para 

•icroecop:la e1ectr6nica (ver materia1 y •6todo•) y 1a otra con 

1a t6cnica hieto16aic• de inc1uai6n en parafina para •icroecop:la 
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de 1uz, que ee de a continueci6n. 

Fijeci6n, deahidrataci6n e inc1uai6n de1 tejido 

Se aie16 1a regi6n urogenite1 de 1ee 1arvas de X• 1aevia y se 

fij6 por in•erai6n en Carnoy o Bouin a 4 ºC, doa hora•. Deapu~a, 

e1 tejido ae 1ev6 con agua corriente de 1a 11ave durante 20 

•inutoa y ae de•hidrat6 en a1coho1ea porcentuales de1 50 % a1 

100 %, 20 •inutoa en cada uno de e11oa. Xnmediatamente deepu~s 

de 1a deahidrataci6n e1 tejido ae paa6 a xilol, doa horaa a 

te•peratura ••biente. Le reai6n uroaenita1 ae imprean6 en una 

•ezc1e de xi1o1- parafina 1:1, 1:2 y 1:3, una hora en cada une 

de e11aa • 60 •e y poaterior•ente ae puao en paraf ine pura 

durante aei• hora• a 1a misma temperatura. Fina1mente e1 tejido 

ae inc1uy6 

p1Aatico. 

Corte 

en 

Se obtuvieron 

parafina a 

cortes de 

de American para parafina 

obtenido• •e paaaron con 

temperatura ambiente en mo1dea de 

8 e 10 ~ de grosor en 

Optica1 mode1o 820. 

un microtomo 

Loa cortes 

un pince1 a un bafto Maria, a una 

temperatura de 45 ~. Una vez que ae extendieron ae montaron en 

portaobjeto• y se dejaron secar a te•peratura ambiente, 1uego 

fueron deaparaf inadoa con tree ca•bioa de xi1o1 de 10 minutos 

cada uno a te•peratura ambiente. Poateriormente ae paaaron por 

a1coho1ea en porcentaje• decreciente• deade a1coho1 abao1uto, 

95%, 90 %, 80 %, 70 % y 50 %, 10 minutos en ceda uno. Loa cortes 

ae hidrataron en agua deati1ada por espacio de 15 minutos. 
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Se e•curri.6 e1 agua de 1aa 1a•i.ni.11ae y •• aumerai.eron en 

hematoxi.1i.na de Harri.•• 5 mi.nuto• a temperatura ambi.ente. 

De•pu•• de 1a i.ncubaci.6n •e 1ev6 •1 exce•o de colorante con aaua 

corri.ente de 1a 11ave y se pusi.eron en una eo1uci.6n de carbonato 

de 1i.ti.o un •i.nuto. Loe cortes fueron pueatos en una mezc1a de 

a1coho1 aci.du1ado a1 1% durante 2 mi.nutoa y ae paaaron a alcoho1 

al 70% Eatoa ae hi.drataron en agua deati.1ada 5 mi.nutos. se 

ti.fteron con eoai.na acuoaa a1 1% 4 ainuto• y •• enjuaaaron con 

aaua deati.1ada. Lea 1aaini.11ea •• deahi.drataron en alcohole• 

porcentua1ea del 70%. 80%. 90% y a1coho1 abaoluto. 5 ai.nutoa en 

cada uno de e11oa. E•taa se sumerai.eron por xi.lol 5 mi.nuto• y 

•• montaron con BAl•amo de CAnada. Loa cortea •e obaervaron en 

un mi.cro•copio U1traphot II de Car1 Zei.aa. 

4.- Mi.croacopia e1ectr6ni.ca 

La liberaci.6n de loa a•••tos. a•i co•o •1 aanteni.mi.ento y 

a1imentaci.6n de las . larvas• se rea1i.&6 de acuerdo al mAtodo 

reportado anteri.or•ente (ver materi.a1 y •et6dos. pAai.na 26). Se 

aacrif icaron en promedi.o 9 larvas de cada una de laa etapas de 

desarrollo eatudi.adas. de•de la 49 a 1a 56. 

Ftjoc~6n e impreanaci6n del teji.do 

Se ai.•16 1a reai.6n uroaenite1 

i.nmedi.atsmente •• f ij6 por i.nmer•i.6n 

aodifi.cado (ai.n acroleina) a 4 •c. 

(ae•onefroa y g6nada) e 

en un fi.jador tri.aldehidi.co 

una hora. Po•teri.oraente e1 
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tejido se enjuag6 con un amortiguador de cacodi1ato de sodio 0.1 

M. ph 7.4 y se posfij6 en tet~a6xido de osmio al 1% en 

cacodilato de sodio 0.1 M a 4 C una hora. Despu~s la regibn 

urogenital se enjusg6 con agua destilada y se deshidrat6 con 

acetona al 70 %. 80 %. 90 %. 95 % y acetona absoluta 10 minutos 

en cada una de ellas. La impregnsci6n se realiz6 en mezclas de 

ep6n (ver preparaci6n en el ap~ndice) y acetona absoluta en las 

aiguientea proporciones:. 1:1. 1:2. 1:3 y epon puro. 24 horas en 

cada uno de ellaa a temperatura ambiente. El tejido se inc1uy6 

final•ente en epon puro y ae dej6 polimerizar 24 horas a 60 ºC. 

4.2.- AnA1isis ultraestructural 

La regibn urogenital se estudi6 alternando cortes 

para microscopia de luz de 1 ~de grosor y cartea 

microscopia electr6nica de 80 a 100 nM. El tejido se 

semi finos 

finos para 

cort6 en 

un ultramicrotomo LKB 111 modelo 8800, los cortes obtenidos para 

microacopia de luz se tiñeron por inmersi6n en una solucibn de 

azul de to1uidina al 0.4 %. Se observaron y fotografiaron en un 

microacopio Ultrsphot 11 de Carl Zeiss. Los cortes finos se 

montaron en rejillas de cobre de 100 y 200 mesh. se contrastaron 

con citrato de plomo. 

microacopio electr6nico. 

ae observaron 

modelo EM-Aq de 

y fotografiaron en un 

Cttrl ZeiKs. 

5.- Histoquimica 

Para este estudio se tomaron larvas de laevis norm81es. 

tratadas con benzoato de estradiol. tamoxif en e inhibidores de 

aromatasaa en las siguientes etapas: 49. 54. 55. 56. 59. 60 y 
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66. Cada una de Astas se determ:Ln6 de acuerdo a 1as 

caracteriat:Lcaa estab1ec:Ldas en 1a tab1a de N:Leukoop y Faber 

(1956). 

Inc1ua:L6n y corte 

Se a:La16 la rea:L6n uroaen:Lta1 (meaonefroa y a6nada) y ae 

:Lncluy6 en un aaente embebedor (T:Laaue Tek II de M:Llea) en una 

c6paula de p16at:lco y ae conae16 a -70 •e en hexano. en una 

caa6ra con acetona y h:Le1o aaco. Se obtuv:Leron corte• de 8 f de 

aroaor en un cr:Loatato (a:Lcrotomo de conaelac:L6n) de Aaer:Lcan 

Opt:Lcal C.orporat:Lon a -20 •e, y ae colectºaron en laa:Ln:Lllaa con 

aalat:Lna. Para detectar 1a act:Lvidad enz:Lm6t:Lca de la 3 

h:Ldrox:Leatero:Lde deah:Ldroaenaaa, 

de :Lncubac:L6n. 

a~ prepar6 e1 a:Lau:Lente 

Preparac:L6n del med:Lo exper:Lmental 

med:Lo 

Se d:Laolv:Leron 20 mg de NBT (Nitro Blue Tetrazol:Lua. arado 

III) de S:La•a. en 20 ml de amort:Lauador Tr:La-HCl 0.2 M. ph 7.6. 

Por separado ae d:Laolv:Leron 40 ma de NAD (N:Lcot:Lnaa:Lde Aden:Lne 

Dinucleot:Ldo) tamb:Len en 20 al de1 amort:Lguador Tr:La-HCl. Se 

•e~~laron a•baa aoluc:lonea y ae acpararon 20 ml de oato aoluct6n 

para ut:L1:lzar1a co•o medio control. E1 med:Lo exper:Lmental se 

prepar6 aaregando a los 20 ml restantes de 1a mezcla arr:Lba 

deacr:Lta. 2 •a de la hormona eatero:Lde (deh:Ldroep:Landroaterona). 

E ata fue d:Lauelta por separado en 0.5 ml de d:Lmet:Ll-foraaa:Lda. 

Loa corte• ae :Lncubaron 2 horaa a 37 •e en eate med:Lo 

de Copl:Ln. 

en cajas 
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Deapu6• de 1a :lncubac:l6n. e1 tej:ldo •• enjuaa6 con e1 

amort:lauador Tr:le -HC1. 0.2 "· ph 7.6 y se f:lj6 con forma1:lna 

nautr•. 10 m:lnutoa a temperatura amb:lente. Xnmed:latamente 1os 

corte• •• enjuaaaron con agua deet:l1ada. ee t:lfteron con una 

eo1uc:l6n acuoea de verde rlp:ldo a1 l~. med:lo m:lnuto y •• 1avaron 

con aaua deet:l1ada. Loa corte• se montaron con a1:lcero1 puro. 

fueron obeervedo• y fotoaraf :ladoa en un m:lcroacop:lo U1traphot rr 
de Carl Z•:l••· 

6.- Metabo1:lemo de eatero:lde• 

Se emple6 teetoaterona marcada con tr:lt:lo en loe •:lau:lentea 

cerbonoa 1. 2. 6 y 7 con una act:lv:ldad eapeclf:lca de 98.8 C:l/ 

mo1a. 1a cua1 se obtuvo de 1a c·ompaftia Nev Eng1and Nuc1ear de 

Boaton. Meaeachuaaete. Eete compueeto fue pur:lf:lcado por 

cromatoarafia en capa f:ln• en p1aca• de a:l.1:1.cagel. en benceno

acetato de et:l1o 2:1. La pureze rad:loquim:lce de 1a 

teatoeterona. ee eatab1•c:l6 el recr:latal:lzar una a1icuota con 

taetoaterona pura no rad:lact:lve. 

eapecif:lca conetante. 

Laa hormonas eatero:ldee 

•:lau:lantea: androetend:lona 

que 

(4-

haeta a1canzar una act:lv:ldad 

•e ut:l.1:1.zaron fueron 1aa 

androeten- 17- d:lona). 

androetand:lo1 (5 ar androetan- 3 /} • 17 ¡s - d::lo1) • teetoetarona ( 17 

h:ldrox:l-4 •ndroeten -3- ona). d::lh::ldroteetoeterona (5 ar androatan 

- 17 o1 -3- ona). eatrad:lo1 (l. 3. 5 (10) - eatratr::lan - 3. 17-

d:lol). ••trona (3-h:ldrox::l-1. 3. 5 (10)- eetratr::len- 17 ona). 

Eeto• compueeto• se obtuv::leron de Stera1o:lde Corporat:lon y de 

Leborator:lea. Cada uno de 1oa compueatoa ee recr:lata1::Lz6 
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Todos 1os so1ventes varias veces para verificar su pureza. 

utí1izadoa fueron de grado ana1ltico y se 

usarse. 

redesti1aron antes de 

Tejido anima1 e incubaci6n 

Se aia16 1a regi6n u~ogenita1 de 40 1arvas de .!.- 1aevia 

norma1ea 

de 1a 

para cada una de 1as etapas estudiadas; eatab1ecimiento 

cresta genita1 (etapa 49) y 1a (etapa 54) de g6nada 

indiferenciada. Las etapas se estab1ecieron de acuerdo a 1aa 

caracteriaticaa de deaarro11o presentes en 1• tab1a de (Nieukoop 

y Faber. 1956). Cada una de Astas se incub6 por separado en un 

matraz Er1enmeyer con 4 ~Ci de testosterona tritiada marcada en 

1oa carbonos 1 0 2. 6 y 7 a una concentraci6n o.s ~M. en 5 m1 de 

una so1uci6n Ho1freter para anfibios ph 7.3. 

E1 contro1 de1 experimento consisti6 en incubar 1a hormona 

radiactiva en 1aa mismas condiciones que e1 experimenta1. pero 

•in el tejido; en ninauno do loa caaoa •• utilizaron cofactorea. 

La incubaci6n de tejido se rea1iz6 en un incubador metAbo1ico 

mode1o 02156 de American Optica1 durante una hora a 22 ºC en 

agitaci6n conatante con una atm6afera de 95 % de oxigeno y 5 % 

de bi6xido de carbono. La reacci6n enzimAtica se detuvo 

adicionando 5 m1 de una so1uci6n de diclorometano saturado con 

agua. Loa 

momento de 

••traces se 

hoaogenizar 

mantuvieron 

el tejido. 

en conge1aci6n hasta e1 

DeapuAs el tejido se 

ho•oKeniz6. con acetato de etilo empleando 

E1veheim;e1 hoaoaenado se dej6 reposando 24 

ambiente. 

hoaogenizadorca tipo 

horas a temperatura 



Extracci6n. 

metabo1itoa 

purificaci6n 

radiactivoa. 

e identificaci6n 
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de 1oa 

Loa metabo1itos radiactivoa formado• durante 1a incubaci6n 

fueron extraidoa de1 tejido homogenizado con acetato de eti1o y 

de 1a faae acuoaa con dic1orometano saturado con agua, e ate 

proceao se repiti6 5 veces para cada una de 1as fases. La fase 

orgAnica (dic1orometano) se co1ect6 en matraces Er1enmeyer y ae 

hizo paaar a trav6a de au1fato de sodio anhidro para e1iminar e1 

aaua. a1 terminar 1aa extraccionea e1 dic1orometano ae evapor6 

en un b~ño Maria con ata6afera de nitr6aeno. E1 extracto aeco 

ae rediao1vi6 en 10 m1 de metano1 y ae tomaron a1lcuota• por 

trip1icado de 1/200 de1 vo1umen de1 extracto y de 1a fase 

ácuosa,1/10 para determinar e1 contenido de tritio en cada uno 

de e11oa. Cada a1icuota ae diso1vi6 en 10 m1 de una so1uci6n de 

cente11eo. Instaae1 (Packard Inatruaent Coapany Inc) para 1as 

aueatraa acuoaaa y e1 extracto con una aezc1a formada por 4 g de 

PP0(2,.S. difeni1 oxazo1 ) y 200 •a de diaeti1 POPOP :1.4 -bia 

2 (4- meti1 5 feni1 - oxazo1i1~ benceno) diaue1toa en un 

1itro de to1ueno de arado cente11eo. 

Para separar 1oa 1ipidoa que podrian interferir durante e1 

proceso de purificaci6n de 1oa eataroidea·radioactivoa formados 

1oa extracto• ae diso1vieron en 5 •1 de aetano1 a1 90% saturado 

con heptano. Deapu6a ae tomaron a1lcuotaa de 1/200 para 

determinar e1 contenido de radioactividad en cada una de 1as 

fases. Poateriormente ae agreg6 a1 extracto 200 fa de 1aa 

aiauientea horaonaa. 17 - eatradio1. eatrona. testosterona. 
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androatend:lona. androstand:lo1 y 5 a d:lh:ldrotestosterona. 

Todo e1 reato de1 extracto obten:ldo se cromatograf :1.6 y cada 

una de 1as hormonas rad:loact:lvaa produc:ldaa se separaron por 

cromatoarafia en capa f:lna en p1aca da a:lcaae1 en un a:lstema 

formado de c1oroformo-acatato de et:l1o en una proporc:l6n 80:20. 

Se ut:l.1:1.zaron hormona a eatero:ldea no rad:lact:lvaa como 

eatAndarea a una concentrac:l6n de 1 ,.a para 1oca1:lzar cada uno 

de 1oa metabo1:ltoa rad:loact:lvos produc:ldos en 1as etapas 

eatud:ladaa. Poater:lormente cada uno de 1oa cromatoaramas se 

paa6 por un Rad:locromatoarama Scannnar para rat:lf:lcar que e1 

pico de rad:loact:lv:ldad detectado para cada metabo1ito, 

co:lnc:ld:lera con la poa:lc:l6n ocupada por 1es hormona a no 

radiact:lvaa. Loa eatero:ld•• no rad:loact:lvoa ut:l.1:1.zadoa como 

referenc:la y 1oa aaregadoa a1 extracto :ln:lc:la1. se reve1aron con 

reacc:lonea da co1or. 

Rava1ado da 1oa eatero:ldea 

a).- Abaorc:l6n de 1uz u1trav:lo1•ta La func:l6n 3 cetona 1e 

proporc:lona a1 eatero:lde 1a capac:ldad de abaorb•r 1a 1uz 

u1trav:lo1ata de una 1ona:ltud de onda de 250 nM. Esta prop:ledad 

se ut:l.1:1.za para :ldent:lf :lcar hormona• estero:ldes con este t:lpo de 

eatructura. 

b).- Reacc:l6n de azu1 de Turnbu1·1 

Loa estr6aenoa poseen 

reacc:lona con e1 azu1 

produce un co1or azu1 

en e1 an:l11o A, una estructura fen61:lca que 

da Turnbu11 (ferroc:lanuro fArr:lco) y 

estab1e en presenc:la de1 Acido c1orhidrico 
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concentrado. 

Recuperaci6n de 1oa eateroides de1 cromatograma 

Una vez 1oca1izadoa 1oa eateroides en 1oa cromatogramaa, tanto 

por reacciones de co1or coao por absorci6n de 1uz u1travio1eta y 

radiactividad, 

1os aetabo1:1.toa 

Aete ao1vente 

se recortaron de 1os cromatogramas cada uno de 

reve1adoa y •• 1avnron con metano1 abso1uto, 

ea auy po1ar y ti.ene 

eateroid••· Poaterioraente e1 metano1 

con ataéfera de nitr6geno. 

una a1ta afinidad 

se evapor6 en bafto 

por 1os 

Maria 

Detera:l.naci6n de 1a pureza radioqulmica 

La act:l.vidad especlf ica de un compuesto marcado 

radioactivaaente ae define como 1a cantidad de radioactividad 

por unidad de ••••• Puesto que 1a cant:l.dad de testosterona 

marcada ut:l.1izada como precursor.en eate estudio 

1oa productos obtenidos tienen tamb~~n. una masa 

de1 orden de 1oa picoaraaos. Para poder 

ea muy pequeña, 

insignificante 

estab1ecer 1a 

estructura de cada uno de 1os metabo1itos radioactivos ais1ados 

por croaatoarafla, se aarea6 

frlo, no marcado, que sirve como 

uno de 1oa coapueatoa foraadoa. 

criata1ea (faae en donde ae 

una cantidad extra de eateroide 

acarreador especifico para cada 

E1 esteroide se agrea6 a 1oa 

forman 1oa crista1es de 1oa 

eateroidea) y a 1aa denoainadaa aguas madres (fase en 1a que se 

encuentran 1aa hormona a esteroides que no a1canzaron a formar 

criata1ea y otros aetabo1itoa formados durante 1a incubac:l.6n). 

La deterainaci6n de 1a actividad eapeclf ica ae 11ev6 a cabo 



to•nndo una alicuntn aproxi:mndamente de 

cri•ta1ea y de 1aa aguas madres previamente 

un m:ll:laramo de 

secadas. Cada 
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l.os 

una 

de 1aa muestras ae pesaron en una e1ectroba1anza Cahn modelo G-2 

ca1ibrada a un •i1:laramo. Las muestra• radioactiva• ae pua:leron 

en via1ee de vidrio con 10 ml de una aoluci6n de cente11eo y ae 

contaron 1 a:lnuto en un eapectro•etro de centel1eo l!~uido 

Beckaan •ode1o 2660 

7.- Bioquiaic• del receptor a hormona• eatero:lde• 

Para daaoatrar 1a preeencia del receptor a 

eatero:ldea ae rea1:lz6 la t~cn:lca s:lguiente. 

hormonas 

Se aial6 1a rea:l6n urogenita1 de 1arvaa 

de la• etapa• 49 y 57 a 4 •c. aa:l como 

norma1ea de .!.· 1aevia 

de larvas tratadas con 

ben~ooto de eatrad:lol en 1ae etapa• 53 y 60. El tejido se 

hoaogeniz6 en un homogenizador tipo E1vehem con piati1o de 

tef16n a 4 •e y ae paa6 a tuboa (u1trac1ear centrifugue tubea de 

Beckman) y ae centrifug6 una hora a 3000 revoluciones por minuto 

(rpm) en un rotor SW.50.1 en una centrifuga LB de Beck•an. Se 

aepar6 el citoaol y se incub6 con una aoluci6n 2 nM da estradiol 

tritiado durante 18 horas a 4 •c. 
Poaterioraante ae aaraa6 al citoeol una mezcla de carb6n al 

0.25 % y dextran 0.025 % a 4 ºC y 

•i••a temperatura. Deapu•• de 

centrifua6 10 •inutoa a 3000 rpm 

de Beckaann con un rotor SW. 50.1 

se incub6 10 

la incubaci6n 

a 4 ºC en una 

Inmediatamente deapu~• de la centrifuaaci6n 0 

minuto• a la 

el citosol se 

ultracentrifuga 

ae separ6 de loa 
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tubo• la f aae acuosa y 

1i.nea.lea 

se11ados y 

de aacsrosa 

1a muestra 

ae puai.eron 400 •1 de ~ata a aradi.entea 

de1 20 % a1 35 %. Loa tubos fueron 

se centri.fug6 a 25000 g, 2 horaa·a 4 ºC en 

una u1tracentri.fuaa de Beckman con un rotor SW 50.1. A1 

fi.na1i.zar 1a centrifuaaci.6n, 1oa aradientes fueron fraccionados 

por aotao y co1ectados en viales de vidrio. Se 1e aarea6 a cada 

uno de 1oa vi.a1ea 5 m1 de Instage1 (ao1uci.6n de cente11eo pare 

111ueatraa acuosas), se •aitaron 

a1coho1 y se contaron un minuto 

1iquldo mode1o 2660 de Beckaan. 

E1 receptor a eatr6genoa, se 

hlgado y cerebro de 1aa 1arvaa 

en 

en 

un 

un 

vortex. •• 

contador 

1iapiaron con 

de cente11eo 

trat6 de detectar taabien en e1 

noraa1es en 1as etapas 55 y 56 y 

en 1as 1arvaa de X· 1aevi.a tratadas con benzoato de eatradio1 en 

1aa mi.smaa etapas. Asimismo, se busc6 e1 receptor a androg6nos 

en e1 Area cerebra1 y urogenita1 de 1as 1arvas, para 1o cua1 se 

i.ncub6 con mibo1erone marcada con tri.ti.o y •e sigui.6 1a t6cnica 

arriba reportada. 
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V.- RESULTADOS 

1.-Morfologla 

Uno de loa primeros eventos que se llevan a cabo en la 

morfoaAne•i• de la g6nada del anfibio ][.. 1aevia 0 ea la formaci6n 

de la• crestas genitales. E•taa •• forman en ~a etapa 49 como 

unn cvaginaci6n del epltolio col6mlro y se locolizan paralelas 

al mesenterio intestinal en la regi6n medial del meaonefros 

(Fia. 1). En esta etapa hay alguna• cA1u1a• germinales 

primordialea (c.g.p) en la cercanla de laa cresta• genitales y 

otra• ya eatAn presentes en laa mismas (figs. 1 y 2). 

En ls miams etapa se observa a la g1Andu1a in terrenal 

localizada en la regi6n doraomedial del mesonefroa (Figa.l y 2): 

•ata ea hom61oga a la suprarrenal 'de loa maaiferoa. Sin 

embargo. la interrenal de ][.. laevis 0 no tiene una ••dula y una 

corteza bien diferenciada y organizada como en los maaiferos. 

Al microscopio e1ectr6nico se ve que esta gllndula estA formada 

de dos tipos celulares: c•1ulas de tipo cromafin con numerosos 

grlnuloa electrodensos en su citoplasma y cA1u1aa de tipo 

eateroidogAnico con numeroaaa inclusiones 1lpidicas y 

mitocondriaa con crestas tubulares (Figa. 3 y 5) 0 las cuales se 

encuentran presentes ~nicamente en 1•• c•1u1aa productora• de 

hormonas eateroides. Es interesante notar que al inicio del 

desarrollo estas c•lulas son 

abundante• que se encuentran an 

desarrollarA la g6nada. 

En la etapa 50 0 se observan 

las mAa diferenciadas y laa mAs 

la reai6n cercana a donde se 

los tres tipos celulares que 

forman el blaatema meson•frico. c•lulaa croaafines con numerosos 
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grAnu1os e1ectrodensos en su citop1asma, c•1u1aa de forma 

ameboide con inc1usiones de densidad e1ectr6nica media y c•1u1as 

con citop1aama poco diferenciado y n4c1eoa con grandes zonas 

heterocromAticaa {Fig. 4). En 1a etapa 51 1as crestas genita1ea 

empie7.an a e1ongarae y 1aa primeraa c61u1aa germina1ea que 

lleM•n n tua croatas peraan•c•n on la reai6n diata1 (FIN• 6). En 

eataa etapaa ae obaerva a1 microscopio de 1uz e1 movimiento de 

a1gunaa c61u1aa de1 epite1io ce16mico hacia 1a parte interna de 

1a creata aenita1 {Fig.6). E1 deap1azamiento de eataa c61u1aa 

ea detectado a1 microscopio e1ectr6nico por 1a interrupci6n de 

1a 1Amina baaa1 que cubre a1 epite1io ce16mico y a trav6a de 1a 

cua1 migran 1as c•1u1aa hacia e1 interior de 1a a6nada {Fig. 7). 

A1 principio 1aa primeras c61u1aa que forman 1a m6du1a se 

localizan en 1o zona intermedia, cercana• e 1a reaiAn donde 

eatAn ubicada• 1aa primeras c61u1aa aermina1es primordia1ea que 

11egaron a 1a g6nada {Fig 7). E1 espacio interepite1ia1 cercano 

a 1a regi6n proxima1 de 1aa crestas genita1es, es muy estrecho y 

posee abundantes fibras de ¿o1Agena. En todos 1oa embriones 

estudiados no se encontr6 en esta zona ninguna c61u1a migrando 

que nos indtcara su procedencia de 1a regi6n meson6frica hacia 

1a g6nada, para formar 1a m•du1a aonada1. 

Durante 1as etapas 52 y 

g6nada e1 cua1 ea indicado por 

en 1a regi6n correspondiente 

53 se nota e1 crecimiento de 1a 

1a preaencia de figuras mit6ticas 

a 1a m6du1a {Fig.10). A1 

microacopio e1ectr6nico se ve que existe una simi1itud 

u1troeatructura1 entre 1aa c~lu1as de1 epite1io cel6mico y 1as 

de lo m6du1a (Fig.9 y 11). En la etapa S2, se observa que hay 
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una invaginaci6n de1 epite1io 

c~1u1aa de 1a m~du1a de 1a 

gonada1 

g6nada 

que da 

(Fig.9). 

origen a 1as 

Asimismo no se 

encontr6 ning6n parecido u1traestructura1 entre estas c~1u1as y 

1aa de1 11a•ado b1aatema meaon•frico (Fiaa.4 y 8). 

La 61tima faae de1 eatab1ecimiento de 1a g6nada 

indiferenciada •• 11eva a cabo en 1aa etapa• 54 y 55. En eataa 

ocurre una aearegaci6n de 1oa doa territorio• eatructura1ea que 

forman 1a g6nada indiferenciada 1a m'du1a y 1a corteza. La 

primera •• encuentra 

••aunda ae diatribuye 

seareaaci6n de estos 

tejido ae8enquimAtico 

meaon•frica. 

en 1a 

en 1a 

regi6n centra1 de 1a a6nada y 1a 

periferia (Fig. 12 y 14). La 

territorio• 

(conectivo) 

ocurre por 

que procede 

1a invaai6n de 

de 1a reai6n 

En esta• mismas etapaa se ve que 1a m~du1a aparece a61o en 

una de 1aa a6nadaa. m~entra• que en 1a otra unicamente ae ve 

tejido meaenquimAtico (Fia.14). Esta obaervaci6n ea frecuente 

debido a que 1a •'du1a no •• encuentra diatribuida a todo 1o 

1arao de 1a g6nada uniformemente, aino en forma de masas 

compactas 

etapas en 

separada• 

1a zona 

por tejido conectivo. En eatas mismas 

centra1 de 1a m¡du1a se nota que empieza a 

aparecer una pequena cavidad, 1a cua1 •• mantiene en e1 caao de 

que 1a a6nada ae diferenci¡ como ovario (Fia.12). A1 

microacopio e1ectr6nico se observa que a6n existen puentea de 

contacto entre 1a m'du1a y 1a corteza. 1a preaencia de 

deamoaomaa en 1a m¡du1a indica que eata regi6n empieza a 

oraanizarae como un epite1io (Fig. 12 y 13). Haata eata etapa 

tanto 1oa futuros machos como 1aa hembra• tienen e1 aiamo patr6n 



~e morfogAneais de 1a g6nada. Por 1o tan·to 1a diferenciaci&n 

sexua1 surge a partir de una estructura comdn a ambos sexos que 

es 1a g6nada indiferenciada. 

mamlferos. 

semejante a 1o que ocurre en 1os 

En 1a .etapa 

hil!!llto1611ica de 

d1f"eronc1aci6n 

56 se 11eva a cabo 1a diferenciaci6n sexua1 

1a 11,&nada en 

aaxual de1 

ovarios 

ovario. •e 

crecimiento de 1a cavidad centra1 en 1a zona 

y t .. 11tlculoa. 1. .. 

mani.fieata por e1 

medu1ar. 1a cua1 

eata preaente deade 1a etapa de g6nada indiferenciada. a•i como 

por 1a preaencia de 1as cA1u1al!!ll germina1ea primordia1ea en 1a 

zona perif.rica denominada corteza (Fig.16). 1a cavidad a1 ir 

creciendo deap1aza a1 epite1io de 1a mAdu1a hacia 1a corteza. 

Al microacopio e1ectr6nico se observa una 1Amina baaal que 

bordea a 1aa cA1ul•• de 1a corteza. Sin embargo. haata este 

momento de1 deaarro11o de 1a {emenina. 1•• c4'1u1aa 

11,ermin~1ea primordia1es no han iniciado 1a meioaia; eate proceso 

se hace evidente en 1as g6nadaa de 1as 1arvaa a partir de 1a 

etapa 62 (Fig. 19). 

En e1 ca a o de 1a diferenciaci&n sexua1 de1 teatlcu1o las 

cA1ulaa germina1ea primordia1e• migran hacia 1a zona medu1ar y 

se asocian con 1as otras c•lu1as s&maticaa que forman la a6nada. 

en ~ata se obaervan a1guno• cordones presente• (Fig. 15 y 23). 

E1 epite1io cortica1 en este caso se reduce a una capa de1gada 

de cA1u1aa que cubren externamente a1 testlcu1o (Fig. 15). A1 

microacopio e1ectr6nico se observa que existe una 1'6mina 

delimitando e1 epitelio cortical de 1a mAdu1a (Fig. 22). 

basa1 

En 1aa larva• tratadas con benzoato de estradio1 a partir de 





Fia. l. Etapa 49. Fotoarafia de 1uz en 1a que ae obaervan 1aa 
do• creataa aenita1ea 1oca1izad•• (f1echaa ) a ••boa 1adoa de1 
•eaenter~o inteatina1 y 1a s1Andu1a interrena1 (GI). 550 X 

Fia. 2 • Etapa 50. Se muestran 1aa do• cresta• 
(f1echas). 1a de 1a derecha cont~ene una c'1u1a 
pri•ordia1 que ocupa casi toda 1a creata. Se obaervan 
1a• c'1u1aa de1 b1aatema mesonAfrico (BM). 1a 
interrena1 (GI) y un t6bu1o meaon6fr~co (TM). 550 X 

aenita1ea 
a•r•ina1 

tambiAn 
a1Andu1a 

Fia. 3. Etapa 50. Micrografía e1ectr6nica que iluatra 1oa doa 
tipo• principal•• de c61u1aa preaent•• en 1a a1Andu1a 
interrena1~ Ce161aa cromafinea (C) con numeroaoa aranu1o• 
e1ectrodenaoa y cA1u1aa eateroidog'n~cas (E) con zona• nu•erosaa 
inc1uaionea 1ipidicaa (flechas) en au citop1aama. Eataa c61u1aa 
aon 1a• m6a abundante• y poaeen m~tocondria• (Me) con creataa 
tubu1area (Me). 5823 X 





F~.. 4. M~croarafia a1actr6n~ca 0 ae auaatran 1oa traa t~poa 
ca1u1area que foraan a1 b1aateaa aaaon6fr~co. C61u1aa 
croaaf~naa (C) con nuaeroaoa aranu1oa e1ectrodenaoa. c61u1aa de 
for•• aaebo~de (A) con c~top1aaaa poco d~faranc~ado • 
~nc1ua~onaa d• deae~dad ••d~a y c61u1aa con a•c1eoa con arande• 
zona• heterocroaAt~caa (H). 6900 X 

F~a. 5. Etapa 49. M~croarafia e1ectr6n~ca de una c61u1a 
eatero~doa6n~ca de 1a a16ndu1a ~ntarrena1. •• obaervan 1a• 
•~tocondr~a• (M~) con creata• tubu1area y una parte de1 n4c1eo 
(N ) de una ~nc1ua~6n 1lp~d~ca (L). 19000 X. 





F~a. 6. Etapa 51. Fotoarafla de 1uaa •• obaervan 1•• do• 
creataa 1•n~ta1•• ••parada• por un ••••nter~o ~nte•t~na1 (Me). 
A1aunaa e 1u1aa del •P~t•l~o cel6•~co •• daap1aaan hac~a 1a 
parte ~nter~or en la a6aada ~aqu~erda (f1echa ). 550 X 

F~a.7 • Etape 51. M~croarafla e1ectr6n~ca de 1• creata gen~ta1 
en 1a •~••• etapa de deaarro11o. La 16•~na baaa1 de1 ap~te1~o 
ce16•~co (f1echaa) •• ~nterru•p~da por cA1u1aa <•>. que parecen 
•~arar hac~a e1 ~nter~or da 1• a6nada • Se obaerva ta•b~en una 
parte de una c•1u1a a•r•~na1 pr~•ord~a1 (cap) 1oca1~zada en 1• 
raa~6n d~ata1 de 1a a6nada. Mote 1o eatrecha que ea 1a a6nada 
en 1a r•a~6n cercana a1 •••onefroa. 7200 X 



~ . . .... 



F~a- 8. Etapa 52. M~croarafia e1ectr6n~ca de 1a rea~6n 
aeaon6fr~ca que aueatra aua coaponentea pr~nc~pa1ea. T4bu1o 
aeaon6fr~co (TM), parta· de 1a a16ndu1e ~nterrena1 (GI) y e1 
11aaado b1aataaa aaaon6~r~~o (BM) •~tuado entre 1a• dos 
eatructuraa, foraado por var~o• t~poa ce1u1area. Note 1a 
d~ferenc~e• en 1a• caractariat~caa c~to16a~caa de ••t•• c61u1aa 
y 1•• d• 1• f~aura 9. 6840 x. 

F~a- 9. Etapa 52 
f1echa ~nd~ca 1o 
ce16a~co, e1 cua1 
a~du1a. 6840 X 

M~croarafia e1ectr6n~ca de una a6nada, 1a 
que parace aer una ~nvaainaci6n de1 ep~te1io 

dar6 or~aen a 1aa priaerae c~1u1aa de 1a 





F~a. 10 • Etapa 52. Fotoarafia da 1uz que aueatra 1a• do• 
a6nadaa con un de•arro11o aa~a~trico; 1a de1 1ado izqu~erdo 
t~ene una apar~encia coapacta. La preaencia de 1aa do• f~auraa 
•~t6t~caa (f1echaa) aua~ere au crec~aiento. 550 X. 

Fia. 11 Etapa 52. M~crografia e1ectr6n~ca de la parte 
proxiaal de 1a g6nada en 1a rea~6n cercana a1 meaonefroa. E1 
epite1io auper~or eata f oraado por una s~ap1e capa de c61ulaa 
(f1echa). En la parte baja se observan a laa priaeraa cAlulaa 
que foraan 1• a6du1a (a). 6400 X. 





F~a. 12. K~croarafla a1actr6n~ca an la qua aa obaarva una 
l••~na baaa1 cont~nua (flachaa) entra laa c•1u1aa da la corteza 
(C) y la• da 1a •Adula (K). La praaanc~a de d•••o•o•a• (D) en 
la zona •adular (flachaa), aua~•r• que ••ta r•a~6n ha ••pasado a 
oraan~zaraa co•o un ap~t•l~o. 6400 X. 

F~a. 13. Etapa. 55. M~croarafia a1ectr6n~ca en la que •e 
•uaatran a •ayor a•p1~f~cac~6n loa da••o•o•a• (D) del ap~tal~o 
••dular. 7500 X. 

F~a. 14. Etapa 55. Fotoarafia da luz qua auaa~ra la a6nada 
derecha con una ••dula (•), ••parada da la corteza (C). 
M~antraa que la a6nada ~zqu~arda un~ca•anta poaaa tej~do 
conact~vo. 336 X. 





F~a. 15. Etapa 56. Fotoarafia da 1ua, •• aueatra un testicu1o 
con e1 ep~te1~o •de1aaaado (C) y 1a aona aedu1ar (M) coapacta 
con a1aunoa cordonea. 336 X. 

F~a. 16. Etapa. 56. Fotoarafia de 1ua, ae obaerva un ovar~o 
tip~co con una cav~dad auy deaarro11ada en 1a aona aedu1ar (m). 
La aayoria de 1aa c61u1aa aera~na1ea pr~aord~a1ea (cap) eatan 
1oca1~aadaa en 1a corteaa. (C). 336 X. 

F~a. 17. Fotoarafia de 1uz de un ovoteat~• de 
aacr~f~cada en 1a etapa 62. E1 trataa~ento con 
eatrad~o1 ae ~n~c~6 en 1a etapa 52. Laa c~1u1aa 
pr~aord~a1ea (f1echaa) ••t•n ub~cadaa en 1a a6du1a 
corteaa (c). 336 X. 

una 1arva 
benaoato de 
aer•~na1ea 

(•) y en 1a 

62, •• aueatra 1a 
c61u1aa aera~na1ea 

1a a6du1a (•) y otraa 

F~a. 18. Ovotaat~• f~jado en 1a etapa 
b~aexua1~dad de 1a a6nada. A1aunaa 
pr~aord~a1ea (f1echaa) han •~arado a 
paraanecen an 1a corteaa (C). 336 X 
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Fia. 19. Ovario fijado en 1• etapa 62. el 
benzoato de ••tr•dio1 •• inicio en 1• etapa 55. 
1oca1i•ado• en 1a corte•• (C) ••t•n en ••io•i• 
•n procaao de creci•i•nto (Oc). 336 X 

trataaiento con 
Mucho• ovocitoa 

(flecha• ) y uno 

Fia· 20. te•ticu1o afectado por el eatradio1 adainiatrado a 
partir de 1a etapa 54 y aacrificado en 1• etapa 62. Se obaerva 
una oraani•aci6n anor•a1 de_1a •ldu1a (•)y la aedu1a (a).336 X. 

Fia. 21. Microarafia e1ectr6nica de un ovario de una larva en 
1a •tapa 56. Se obeerva 1• cavidad ovarica an 1a parte central 
(CO) y una cl1u1a a•r•ina1 pri•ordia1 (cap) localizada en la 
corteza (C). Aai coao la preaencia de una 1a•ina baaa1 (flecha•) 
que de1i•ita al epitelio en la cavidad ovarica 6900 X. 





F~a. 22. M~croarafla e1ectr6n~c• ae obaerva una parte de 1a 
••du1a (M) 0 1a preaenc~a de doa 1Aa~n•• b•••1•• (f1echaa) que 
1~•~tan a1 ap~ta1~o de1 teatlcu1o denoa~nado taab~•n (C) de 1a 
••du1a (M). 4330 X 

F~a. 23. M~croarafla e1ectr6n~c• que aueatra e1 ••pecto de 1oa 
cordone• taatlcu1araa (CT) 0 •• obaerva una c•1u1a aerm~na1 
pr~•ord~a1 (cap) ~nc1u~d• an uno de ••toa. 5823 X 
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1a etapa 49. •• 11evan a cabo cada uno de 1os eventos celu1ares 

reportado• en este estudio durante el desarrollo n~rmal del 

ovario de .!.• 1aevJs. No •e encontraron autofagosomas en 1a zona 

medu1ar en ninauno de 1oa embriones tratados con benzoato de 

eatradio1 1o cua1 indicaria que 1a reversión sexua1 de 1os 

se 11eva a cabo por destrucción de .. ste 

territorio. 

1as a6nada• 

Sin embargo. encontramos que hay intersexualidad 

de 1e• 1arva• tratad•• a partir de 1a etapa 51 

en 

en 

la ade1ante. La aónada de eatoa anima1ea •• caracteriza por 

1oca1iaaci6n de 1•• c•1u1aa aerminalea priaordiale• en 1a región 

medu1ar y cortica1 (Fia•• 17 0 18 y 20); norma1mente ••taa se 

ubican a61o en 1a m6du1a o 1a corteza una vez que se diferencia 

aexua1mente 1• a6nada. 

2.- Reverai6n aexua1 

Eatr6aeno• 

La admini•traci6n de benzoato de eatradio1 en periodo• cortos 

de 1 0 2 0 3 0 5 y 10 dia• no modifica e1 sexo aonadal de 1aa larvas 

de .!.· 1aey,a. Toda• 1aa a6nada• de 1•• 1arva• tratadas a partir 

de 1•• etapa• 52 a 1a 55 mantuvieron au aspecto indiferanciado. 

Cuando e1 tratamiento fu• iniciado en 1a etapa 56 ae obtuvieron 

ovario• y teaticu1o• (Tab1a 1). 

En nuestro ••tudio el benzoato da eatradio1 revierte e1 sexo 

de 1a R6nada 1arvaria a61o ai 6ata• •e ponen en contacto con la 

hormona por periodo• 1araoa que oscilan entre tre• y cuatro 

me•e• de duración. Este •• el tiempo promedio que las 1arvas 



LARVAS DE X•nopu• lo•rl• TRATADAS CON BENZOATO DE ESTRADIOL "ºº ..... , 1 

ITAMALmlCIU TllEMN ETAPA AL HT•Dl&a ••IFIEtllEllCl&•&S ovaa1oa USTICULOS 
IEL T1l&TAMID11D •••••• LAS eoll&•&a 

ez-as .. ez-as to o o 
54 .. 54 ..5 o o 
55 .. - .. 7 o o ... .. H o ... .. 4 

ez-as a 5z.,-as .. 7 o o 
154-515 z 154-M "2 o o 

15• z H o "'º .... 
154-1515 s 154-U ... o o 

15• 5 15• o ... .... 
154-M 15 M-55 ... o o 

15• e ... o .... • 
154-1515 "'° 54-55 t"'' o o 

158 "'º as o 'IZ .. 4 

Tab1a l. Etapas usadas para eva1uar e1 efecto de1 benzoato de 
estradio1 a corto p1azo. Las g6nadas de 1as 1arvas de 1as 
etapas 52 a 1a 55 mantienen su aspecto indiferenciado. 
independientemente de la duraci6n de1 tratamiento (1 a 10 dias). 
En 1a etapa 56 1as g6nadas se diferencian de acuerdo a1 sexo 
gen~tico de1 individuo. 



LARVAS DE Xenopu• laevls TRATADAS CON BENZOATO DE ESTRAOIOL 100 >MJ/I 

•TA ... AL. ..:talll KTA .. AL ESTUDIA• 
O V A " 1 o • TESTICULOS OVOTE.STIS '"M. SOBREVIVIENTES 

KLTllll- ••'IO L-OOfOADAS Cn = 100 INtCIAL.ES 

44 &e - e& 86 o o 

48 &•-- 68 o o 
49 &7 - 60 55 o o 

&O es -63 60 o o 

&'1 &6 -63 25 o 28 

&2 &6 - 67 27 o 22 

&3 !56 - 6& 29 o 3'1 

&4 &e -63 30 o 35 

55 .&9 - 63 28 24 o 
---

&• &e - 6& 23 26 o ... ( canlft:ll) !5& 23 26 o 

ee (-9rol) ee-&7 22 24 o 

Tab1a 2. Se muestran 1as diferentes respuestas de 1as g&nadas a 
1a acci&n de1 benzoato de estradio1 en cada una de 1as etapas 
estudiadas. De 1a etapa 44 a 1a 50 se obtiene 100% de reversi&n 
sexua1· de 1a gónada. A partir de 1a etapa 51 a 1a 54 se observa 
un efecto parcia1. En 1a etapa 56 la hormona ya no ejerce ning~n 
efecto en 1a diferenciaci&n sexua1 de la gónada. 

--~~-~---- -- -

66 

68 

55 

60 

53 

49 

60 

65 

52 

49 

49 

46 

i 



45 

tardan an llaaar a la atapa an la que ocurre la d:lferanc:lac:l6n 

aaxual de la a6nada. Se obtuvo 100 S de revera:l6n sexual de las 

larvas cuando '•taa fueron tratad•• con benzoato de aatrad:lol a 

part:lr de la etapa 44 • la 50 (Tabla 2). El an~l:la:la 

h:lato16a:lco real:lzado en la• a6nadaa de las ~arvaa aacr:lf:lcadaa 

•1 f:lnal del trat••:l•nto. aostrl> que todas tenian ovar:loa 

tip:lco• (F:la.16). Cuando loa tr•t••Lentoa fueron :ln:lc:ladoa en 

la etapa 51 • la 54) el henzoato de eatrad:lol no rev:lrti.6 

coapleta•enta a la a6nada. en eate caao •• obtuvo una ravera:l6n 

parc:lal. Las a6nadaa de eataa larvas tuv:leron una oraan:lzac:l6n 

h:latoll>a:lca anor••l tip:lca de un ovoteat:la; 

apl:lca a las a6nadaa con caracteriat:lcaa •••cul:lnaa y fa•en:lnaa 

(F:la.17,18 y 20). En laa larvaa tratadas a part:lr da la a tapa 

56, no •• o.baerv6 n:lna6n efecto de lo horaona en la• a6nadaa. 

'•t•• •• d:lferenc:laron da acuerdo al aexo a•n,t:lco del :lnd:lv:lduo 

(Tabla. 2). 

La ••trona afectl> parc:lal•enta la d:lferenc:lac:ll>n aexual de la 

a6nada; un:lca•enta •launa• larvas reapond:leron al trata•:l•nto 

hor•onal. El n6•aro de ovoteat:la paraci.6 auaentar conf orae 

auaantl> la doa:la enaayada y al da ovar:loa a d:la•:lnu:l·r; no ae 

obtuvo lOOS de revera:l6n del sexo aonadal da 1•• larvaa 

aoaet:ldaa a aate trata•:lento (Tabla 3). 

En laa larvaa tratada• con el eatr:lol. ae obaerv6 un efecto 

parc:lalde asta hor•ona en la d:lferenc:lac:ll>n sexual de la a6nada 

con cada una de las doai.9 ensayadas (75. 100. 200 y 400 ~•>· En 

cada uno da '•taa datecta•oa n6aero cona:ldarable 

taaticulo• (Tabla 3). Se ap1:lc6 la prueba 

de ovar:loa 

eatadiat:lca 

y 

de 



LAR\AS DE >Cenopua laevla TRATADAS CON ESTROGENOS * 

E s T R o N A E s T R 1 o L. ST 1 L..BESTROL.. 

DOSIS OVARIOS TIESTICULOS OVOTIESTIS OVARIOS TESTICULOS CWOTIESTIS OVARIOS TESTICULOS OVOTIESTIS 

75 ..... 22 2• 7 

'100 ,,... zo se '1:S 

zoo,,.... ... z• 15 

400>1• - - -

·-- .... 17 o 

Tab1a 3. Larvas de Xenoous 
etapa 49 a 1a 56. Se 
di~erenciaci6n sexua1 de 
100% de reversi6n sexua1. 

- - - - -

26 28 o ... :S1 

31 27 o 22 :s:s 

29 o '17 15 za 

21 ..... o 1 -15 

1aevis tratadas con estr6genos de 1a 
observa un efecto parcia1 en 1a 
1a g&nada. En ning~n caso se obtuvo 

-

'10 

a 

7 

o 



corre1aci6n de Sperman. 

fueron aianificativoa. 

Sin embarao. nueatroa 

46 

reau1tados no 

Por otra parte e1 dieti1sti1bestro1 taapoco 1oar6 revertir 

100% e1 aexo de 1•• 1arvaa. S61o ae obaerv6 un efecto parcia1 

en 1• a6nada y parece qua e1 n4aero da ovoteati• di••inuye 

co.nforme aa incrementa 1a doaia (Tab1a 3). 

Antieatr6aenoa 

La doaia de 25 ~· de ta•oxifen no inf 1uy6 en 1a dif erenciaci6n 

aexua1 de 1a a6nada. e1 n4•ero de machoa y be•bra• •• 

encontraron preaentea en una proporci6n de 1:1. iaua1 que en 1oa 

anima1ea nor•a1ea. Taapoco •• 1oar6 revertir co•p1etamante e1 

aexo aonada1 de 1aa 1arvaa tratada• con· 50 y 75,.a de ta•oxifen. 

pero obaerva•oa una reversi6n parcia1 en a1aunas de Aeta•: ae 

not6 un aumento en e1 n4•ero de ovoteatia y una diaainuci6n en 

e1 de ovario• conforme au•ent6 1a doaia eap1eada (Tab1a 

75 ,. • 

4). 

eja•p1araa d• .l.· &••vi• tratada• con de A1aunoa 

ta•axifan ae 1oararon mantener durante doa aftoa. Eatoa fueran 

eatimu1add'e variaa va cea en dif erentea periodoa con 

aonadotropina cori6nica huaana. Loa ovocitoa 1iberadoa de ••toa 

ani••1•• tanian un aapecto anorma1 comparado• con 1oa de 1o• 

ani•a1ea nor••1es. Su tamafta fue mayor. 1a distribuci6n de1 

pia•ento fu6 

po1o veaeta1. 

irreau1ar 

La doaia 

y 

de 

no ae diatinauia e1 po1o ani•a1 de1 

100 ~- de tamoxifen fu6 1eta1: 

6nicamente 1oararon aobravivir 30S da 1aa 1arvaa y en aate caao 

tampoco ee obtuvo lOOS de reverai6n aexua1 de 1a a6nada en 1a• 

aobrevivientl.a (tab1a 4). Por otra parte. el antieatr6aeno 



LARVAS DE >Cenopue laevla TRATADAS CON TAMOXIF'EN • 

D o • 1 • o V A ,_ 1 o s TE:STICUL.OS OVOTE:STIS NO. D& L-A-

25 JAQ 28 25 o !53 

50 J.IQ '18 27 ..,.., !56 

75 J.IQ- '16 23 '13 !52 

'100 J.I Q 7 12 ..,.., 30 

control 16 19 o 3!5 

- ALGUNOS -~ T,_ATADOS CON ESTA DOSIS SE MANTUVIE:"ON OU"ANT~ 008 A"OS 

Tab1a 4. 
etapa 49 
ovotestis 

Larvas de Xenopus 1aevis 
a 1a 56. E1 n~mero 

se incrementa. 

tratadas con tamoxifen de 
de ovarios disminuye y e1 

1a 
de 



47 

administrado en eata doaia, no pareci6 actuar unicaaante a nive1 

de 1a a6nada. aino que afect6 e1 aetabo1iamo de 1• ae1anin• ya 

que toda• 1•• 1arvaa adquirlan un co1or b1anquecino.Se ap1ic6 1a 

prueba eatadiatica de corra1acion d• Speraan.Laa diferencia• 

encontrada• con 1oa trata•i•ntoa aon aisnificativaa a p < 0.001. 

Andr6aenoa 

Loa andr6sanoa aroaatizab1aa coao e1 propionato de 

teatoaterona, androatandiona y dahidroepiandroaterona no 

tuvieron nina6n afecto en 1• difaranciaci6n aexua1 de 1• a6nada 

de .!.· 1e•vt~· E1 diaan6atico de1 aexo aonada1. aoatr6 que e1 

n6•ero da h•abraa y aachoa fuA ••••jant• a1 reportado en 1os 

anima1ea norma1aa (Tab1a 5). La 6nica hormona que pareci6 

afectar 1• difaranciaci6n ••xua1 d• 1• a6nada de .!.· 1a•vj_e • fue 

1a noretiatarona con e ata ae ancontr6 un n6aero e1evado de 

ovario• y a1aunoa ovoteatia, y no •• detectaron teaticu1os 

(Tab1a 5). 

Loa andr6aanoa no aroaatizab1ea coao 1a androaterona. 1a So 

dihidroteatoaterona y •1 androatandio1 (3~ • 5o) no tuvieron 

ninauna inf1uancia en 1a difaranciaci6n aaxua1 de 1• a6nada, el 

n6aero da h•abraa y •achoa detectado fuA d• aproxi••d•••nte 50 % 

en cada caao (Tab1a 5) •n 1aa 1arvaa eatudiadaa. 

Inhibidor•• de aro•ataaaa. 

Loa reau1tadoa obtenido• con 1oa inhibidorea de aro•ataaaa son 

1oa aiaui•ntea. No •• encontr6 un afecto ••rcado o po1arizado 

en 1a proporci6n d• h••braa y ••cho• con 1oa doa inhibidores 
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LARVAS DE Xenopus laevls TRATADAS CON ANDROGENOS ..,00 J.IG / 1 

ET.,_ AL .-:1AR ETAPA AL~ 
HO"MONA 

EL~NTO LASOONAOAS 
O V A M 1 O s TESTICULOS O VOTE STI S 'ti. SC&ilEVNIEN"TES 

............,DE ... e6 S9 S7 o •ESn:::.IE..._ * 

~~ ... e& 28 o 7 

-~NDICINa ... e& ...., 39 o 

oe:.---- ... e6 se 38 o 
~-

~- ... 56 28 26 o 

ea~ ... 56 S2 se o 
~~-

..=:-10:1.:.:;;. ·- ... e6 S6 S4 o 

:_....,. ... e6 -16 "'ª o 

Tab1a 5. Andr6genos aromatizab1es* y no aromatizab1es** 
ensayados en 1as g6nadas de X 1aevis. Ninguno de 1os andr6genos 
arom~tizab1es y no aroamtizab1es. inf1uy6 en 1a diferenciaci&n 
sexua1 de 1a g&nada. 

63 

se 

eo 

7S . 
e4 

67 

70 

34 

_ ....... 
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LARVAS DE X.no,..,e ....,,_ TRATADAS CON INHIB.:x>RES DE AlllOMAa"ASAS • 

... . .. . . ( .... ) ................ 3 . .. .,. 1 . .. . • e 11, a .. 41 .. ••••••••• 
Dtoft• Die• e 

o s 1 s o V A .. 1 o. TES TI CULOS OVO T IE ST 1 S o " A .. 10 s TIESTICULOS ovo 

100 ~11 1!5 18 7 12 '19 

-
200 ~11 9 22 12 21 27 

•·oo ~ 11 7 2!5 17 10 23 

600 ~ 11 !5 29 20 16 32 

cent rol 16 14 o 1!5 '17 

-

Tab1a 6. Larvas de Xenopus 1aevis tratadas con inhibidores de 
aromatasas de 1a etapa 49 a 1a 56. E1 n~mero de ovarios 
disminuye a1 aumentar 1a dosis y e1 de ovotestis se incrementa 
con e1 inhibidor 1.4.9.(11) androstatrien 3, 17 diona. Con e1 
otro inhibidor e1 efecto no es tan c1aro ni tan marcado. 

• • 47 
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uti1izadoa. Ninauna de 1•• dosia ensayada• de1 inhibidor 1.4.9 

(11) androatatrien 3 0 17 diona revirti6 e1 aexo aonada1 de 1as 

1arvaa en 

encuentraron 

un 100%. Con todas 

ovarios teaticu1oa y 

1aa dosis eap1eadaa 

ovoteatia {Tab1a 6). 

se 

E1 

n6aero de ovoteatia pareci6 auaentar conforme se increaent6 1a 

dosis eap1eada y e1 de ovario• diaainuy6. Lo• reau1tadoa 

obtenido• con e1 inhibidor 1 0 4 0 6 (11) androatatrien- 3. 17 diona 

aon aeaejantea a 1o• encontrado• con e1 otro inhibidor. Sin 

eabarao. no ea obaerv6 una diaainuci6n tan aarcada en e1 n6aero 

de ovario• coaparada con e1 otro (Tab1a 6) ni una ra1aci6n tan 

c1ara con 1a doai•. Para ambos trataaientoa ae ap1ic6 1a prueba 

eatadiatica de Sperman 0 pero laa a61o fu6 •ianificativa para e1 

inhibidor 1 0 4 0 6(11) androstatrien- 3.17 diona con una pc0.001. 

Con e1 otro inhibidor 

significativas. 

1aa diferencias encontradas no fueron 

3.- Bioquimica de esteroides 

Hiatoqulmica 

La actividad de la 3 ~ hidroxiesteroide deshidrogenasa fu~ 

loc11ll~ada an loa corte• a trnv•• de un precipitado denao que es 

el diformazAn. e1 cual ae foraa debido a una reacc~An de 

oxidoreducci6n entre e1 colorante NBT (Nitro Blue Tetrazo1ium) y 

el aceptar de hidrogenos NAD {Nicotinaaide Adenine Dinucleotide) 

{Fia. 28). 

La obaervaciAn de los cortes al microacopio Aptico muestra los 

siguiente• reaultadoa. En cada una de las etapas de deaarrollo 

eMLttdlodoa: FormnciAn de 1a cre~ta aenitnl (49) 0 g6nada 





Fia. 24. Corte tr•n•v•r••1 de 1a r•ai6n uroaen~t•1 de 1aa 
1erva• d• X. 1aevt• de 1a etapa 56. La actividad de 1a enzima 
ae obeerv6 en 1a g1 ndu1a interrena1 (GX) ubicada en 1a regi6n 
media1 de1 mesonefros (M); e1 precip~tado esta ausente en 1as 
a6nadaa (~). Bordeando a1 comp1ejo uroaenita1 norma1mente se 
encuentran pigmentos (f1echas). 336 X 

Fía. 25. Corte transveraa1 de 1a regi6n urogenita1 de una 1arva 
de X· laevjs de la etapa 56. Contro1 de 1a actividad 
enzimAtica, note 1a auaencia del precipitado en 1a regi6n 
correspondiente a la g16ndule 1ntrrrene1 (GI). 336 X 



ACTIVIDAD DE LA 6 4 -•-.3j3HSD EN LAS LARVAS DE 
X en opus laevis 

17Q:I- i• ... -.-O.Mm ~- Oehldro.-o•t•o-

GQNjllDA~ - - -••-ea• 
O V A R 1 o - - -!NO-ti&• 

TESTICUL..0 - - -!06-96• 

~ANOUL.A INTERRENoQL --· . 

± + ++ 
Sllil90' O"•MlllC'QN FuunE + + MCllERADlll +. DEllL± • NEGAlM>-

F1g. 26. Tab1a que requme 1os exper1mentos de histoqulmica 
rea1izados en 1as 1arvas de X. 1aev1s. Se muestran 1as 
d1ferenc1as en e1 dep&s1to de formazAn en 1a g1andu1a 1nterrena1 
con 1os diferentes sustratos emp1eados. La activ1dad enzimAtica 
no se detect& en 1a g&nada. 



PREGNENOLONA 

44
- 5 - ISOMERASA 

3J3 HSD 

17a ,I' 
64 

-
5 - ISOMERASA 

3J3HSD 
~OH 

----------------....¡~ 
17 CI PREmllENOLONA 

17-20 1 
DESMOI ASA' 

HO~ 
64

-
5 - ISOMERASA 

3/3 HSD 

PROGESTERONA 

Fig. 27. Se muestran 1as hormonas esteroides que se 
uti1izaron como sustrato para 1a 3 f1 hidroxiesteroide 
deshidrogenasa. 

Fig. 28. Esquema que muestra e1 mecaniamo a trav~s de1 cua1 
ae detecta 1a actividad de 1a enzima. E1 hidr6geno de 1a 
hormona ea captado por e1 NAD y fina1mente transferido 
a 1a aa1 de tetrazo1io. 
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:lnd:lferenc:lada (54-55). ovarioa y ~eaticu1os (56) 

g1Andu1a interrena1. 

un:lcamente ae 

1a encontr6 act:lvidad en 

6ata •e encuentra diseainada 

g6nada fu' 

24). 

aeaon6frico. La 

a•tudiadaa (F:lg. 

En e1 preaente 

cua1itativa• evidente• 

estudio 

a 1a 

hidrox:l••taro:lda daahidroaena•a 

entre 1os 

neaativa en 

En 

t.ibu1oa 

toda a 

no •• encontraron 

actividad da 1a 

.!.· 1aevis 

de1 tejido 

1a• etapas 

d:lfarancias 

an&i•a 3/) 

entra 1aa 1arvaa da .!.· 1aevt• 

noraa1ea y 1a• tratada• con hormonas e•tero:ldes coao e1 banzoato 

de eatrad:lo1. taaox:lfen (ant:lestr6aano) y 1o• :lnh:lb:ldore• de 

aroaataaaa. La activ:ldad de 1a enz:lma en 1o• trataa:lentos 

citado• anterioraente, taa~ien a61o aé detect6 

interrena1 y 1a a6nada fu6 negativa (F:la. 24). 

en 1a a16ndu1a 

Loa reau1tados 

obtenido• con otro• 

hidrox:lpraaneno1ona 

•u•tratos 

(Fig. 27). 

como preaneno1ona y 

ut:l.1izado• para eva1uar 

17a 

1a 

actividad de 1a enzima 3 /) hidroxiesteroide deshidroaenasa aon 

•••ejantea a 1o• expueato• anter:loraente, s61o ae encontr6 

poaitividad en 1a g1Andu1a interrena1 y 1a a6nada fu6 naaativa. 

S:ln embarao. eneontraaoa diferencia• en e1 dep6aito de formazAn 

en 1a a1Andu1a :lnterrena1 con 1oa trea auatratoa eap1eadoa. La 

reacci6n fu6 aaa inten•a con 1a dehidroepiandrosterona, moderada 

con 1a preaneno1ona y mAa d6b:l.1 con 1~ 17 a pregne~o1ona (Fig. 

26). 

Metabo1:1.a•o 

'·º" re•u1tadoa ohtenidoa aobrc el metabolt~mo de esteroidea 

aon loa •iauiant••· El eatudio mueatra qua 1a regi6n uroa~n:lta1 
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(•eHunot:ro• y M6nnda) de laa lurvatt tlo .!.· lgevls en lu• 

:ln:Lc:lalea de su deaarrol.l.o • formac:l.6n de la cresta genital y 

etapa de a6nada indiferenciada ya; poaee la maquinaria 

enzimAt:Lca necesar:la para b:lotransf ormar un precursor rad:lactivo 

co•o·1a teatoaterona. Durante el. formaci6 de l.a creata aen:ltal. 

(etapa 49) •• de•oatraron 1os s:lgu:lent•• metabol.:Ltoa: 1 7 ¡¡ 

eatrad:lol. 5 a d:lh:Ldroteatoaterona, androatend:lona y 

androatand:lol 3fS, 17 /l (tabl.a. 7). La te•prana capac:ldad de 

aro•at:lzac:L6n preaente en la zona urdaenital. de l.aa larvaa de X· 
1aeyt• ae aan:lfeat6 por la aintes:la del 17 /1 eatrad:lol deade 

eata etapa :ln:lc:lal. A part:lr de eate aetabol:lto •• deduce l.a 

pat:lc:lpac:l.6n de l.aa aromataaaa (enzimas que actuan en el anil.lo 

"A" de a launas hormonas estero:ldes e :lnterv:lenen en la 

convera:l.6n de andr6aenoa a eetr6aenoa). Asi mi.amo, •• demoatr6 

l.a act:lv:ldad de enzimaa como l.a 17 ¡i ox:ldoreductasa, l.a 5 a y 

l.a 3 a reductasa por l.a presencia de l.a androatendiona 

androatand:lol y la d:lh:ldroteatoaterona. 

a6nada :lnd:lfe~enc:lada •• encontraron taab:len 

En l.a etapa 54 de 

androatend:lona y 5 o d:lh:ldrotestoaterona 

el 17 /1 

(tabla, 

eatrad:lol., 

8). Sin 

embargo, no ae mantuvo l.a act:lvidad eapecif:Lca del. androatandiol. 

en esta etapa en particul.ar. Se encontraron traza• de eatrona 

de l.aa doa etapas eatud:ladaa, pero '•ta no mantuvo au act:lvidad 

eapecif:Lca por mas de cuatro cristalizaciones sucesivas, quiz! 

deb:Ldo a 

partir de 

que esta produci,ndose en cantidades muy 

la androstend:Lona. La actividad especif:Lca 

pequenas a 

de cada 

uno de lo• metebol:ltoa obten:ldoa en l.aa doa etapas estudiadas se 

reaume en la• tabla• 7 y e. Se propone l.a •:lau:lente via 
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•etab61ica para integrar cada uno de 1os metabo1itos demostrados 

(Fig. 29). 

Receptor a hormonas sexua1es 

No se pudo detectar 1a presencia de1 receptor a estr6genos en 

e1 hlgado, regi6n urogenita1 y cerebro de 1as 1arvas de X· 
1aev!• en 1a• 1arvas norma1es y tratadas con benzoato de 

eatradio1; en n~nguna de 1aa etapas estudiadas (F~g. 30). 

Ta•poco •• 1ogr6 demostrar 1a preaencia de1 receptor a 

andr6aeno• en 1oa doa 41ti•o• tejido• citadoa enterior••nte. 



METABOLISMO DE ESTEM>IDES ETAM e DE GONADA .. DIP'ERENCIAOA x.,,.,,,,. ,,,.,,. 
lllETAllOLITO CRISTALES AGUAS MADllES ___ ... , ... .... - ... , ... 

22'7 244 
aoz ... 4'7 111 EstrHiol .,. aoz ... DO .... .... 
~ :llCM 

4'78 479 
48'7 493 

AndrostolMlliol ... 478 

T2 •T 
D 18 

Tab1a 7. Pureza radioqu~mica de 1os metabo1itos 
ais1ados en 1a etapa 49, despu~s de 1a incubaci6n 
.!.!!. vitre con testosterona H-1 ,2,6,7. 



IETABOLISMO DE DTEM>IDES ETAPA M DE eoNA~ INDlf"ERIENCIAO. ... ..,.,. ,. ... 
1111ETA90LITO 

47 J!I •• , ..... 

CRISTALES ..... "' ... 

440 
4"17 ••• 

492 •14 4 .. 

Tab1a 8. Pureza radíoqulmica de 1os metabo1ítos 
aís1ados en 1a etapa 54, después de 1a íncubaci6n 
.!..!!. vítro con testosterona H-1,2,6.7. 



METABOI ISMO DE ESTEROtOES EN LA REGION UROGENITAL CE LAS 
LARVAS DE Xenopus loevis 

ES~ró 
ooocc:::::> ~ 

"°¿?// 
e°ú' 

Fig. 29 • Vla metab61ica demostrada en 1a regi6n urogenita1 de 
1as 1arvas de1 anfibio X. 1aevis, 1a f1echa punteada indica 1a 
poaib1e formaci6n de estrona. 

. f 
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FRACCION FRACCION 

Fig. 30 Perfi1es de sedimentaci&n de1 receptor a estr6genos en 
gradientes 1inea1es de sacarosa de 1as 1arvas de X. 1aevis, 
tratadas con benzoato de estradio1 a partir de 1a etapa 49 y 
sacrificadas en 1a 56. A.- Comp1ejo urogenita1. B.- Hígado. En 
e1 eje de 1as abcisas se observa e1 ndmero de fracciones de 
.citoso1 y en e1 de 1as ordenadas 1as desintegraciones por 
minuto. No se identific6 una drea que correspondiera a1 
comp1ejo estr6geno -receptor en estos tejidos. 
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Vl.- DlSCUSJ.ON 

La difarenciaci6n sexual. de 1a g6nada. ocurre e·n 1a etapa 

eabrionaria. Con este proceao se inicia 1a pri•era f aae del. 

progra•a de diferenciaci6n aexua1 fenotipica de un organismo. 

El. origen embrionario de 1aa cA1u1aa aomAticaa que forman 1a 

g6nada da 1a mayoria da J.oa vertebrado• aiaue siendo tema de 

controveraia en J.a actua1idad. Vanini (1951) propuao que 1aa 

cA1u1aa aoaAticaa derivaban de un tejido cercano al. meaonef roa 

al. cual. denomin6 "b1aata•a interrenal.". Este autor auairi6 ~ue 

eataa c'J.ul.as aigran hacia 1a g6nada desde esta reai6n a 

del. meaop~ritoneo. 

trav'• 

En ,!.. J.aevia encontramos que el. 6nico tejido diferenciado 

de ad e etapa a muy tempranas ante a de que se- forme 1a mAdul.a de 1a 

g6nada 0 ea 1a gl.ilndul.a .in terrenal.. En e ate estudio no se 

obaerv6 ning6n parecido ul.traestructural. de J.as cA1u1as de 1a 

m'du1a con J.os otros tipos ce1u1area presentes en J.a regi6n que 

corresponderla al. "b1astema interrena1" propuesto por Vanini 

(1951). 

Witachi (1963) plonte6 otra hip6tesia para expl.icar el. origen 

cmhrlnl6alco de loa c~luloa medul.ares. 11oat:uvo que J.a g6nuda 

Indiferenciada estaba formada de dos territorios: La m6du1a y 1a 

corteza. 

bl.astema 

cel.6mico 0 

La primera 

meaon,frico 

pl.anteando 

se 

y 

de 

forma por c61u1as provenientes del. 

1a segunda a partir del. epitel.io 

e ata manera ~n origen diferente para 

cada uno de J.os compartimentos epite1ia1es que forman 1a g6nada. 

Noaotroa cuestionamos 1a participaci6n del. mesonefroa en 1a 
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formaci6n de la mAdula de la g6nada de modo que en este estudio 

se compararon ultraestructuralmente las cA1u1as del epitelio 

ce16mico con la• del llamado blastema mesonAfrico. En ninguna 

etapa encontramos semejanza ultraestructural entre las c~lulaa 

de esta regi6n topogrAfica y las de la mAdula gonada1. Sin 

embargo. observamos una similitud en la ultraeatructura entre 

las cAlulaa medulares y 1aa del epitelio ce16aico. en cada una 

de las etapas estudiadaa. Tampoco ae detect6 ninguna cA1u1a 

migrando de la regi6n del meaonefroa hacia la a6nada. lo cual 

apoyarla morfo16aicamente la hip6tesis de que el aeaonefros 

no participa en la morfoaAneaia de este 6raano. 

Laa obaervacionea obtenidos en el preaente eatudio e atan en 

discordancia con las realizada• por otro• inveatiaadorea (Gropp 

y Ohnno. 1966; Zamboni y coi •• 1979; Byacov. 1981; Uphadyay y 

coi •• 1981). Eatos autores sostienen que alaunaa cA1u1as 

derivada• del meaonefros contribuyen a la formaci6n de la 

a6nada. Postulan que las cAlulas epiteliales de los cordones 

sexuales. provienen del epitelio de tdbuloa mesonAfricos. Esta 

propoaici6n esta basada unicamente en observaciones morfol6gicas 

aunque son necesarias mAs evidencias experimentales para apoyar 

o refutar esta hip6tesis. 

Un hallazao morfol6gico importante que apoya el origen comAn 

para las cA1ulas de la mAdula y la corteza. es el dep6sito de 

una lAmina basal que contribuye a separar compartimentos 

epiteliales diferentes y que se encuentra bordeando normalmente 

al epitelio ce16mico. Esta se interrumpe cuando aparecen las 
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primeraa cA1u1as que forman la m6du1a de 1a g6nada. La 

foraaci6n tardla de una 1Aaina baaal que aepara 1as ce1ulas de 

a6dula en 1• zona cercana a1 mesonefros y 1a actividad mit6tica 

obaervada en 1as c61uiaa qua forman 1a a6du1a sugieren que e1 

crecimiento de 6sta es debido a una pro1ifaraci6n de c61u1as que 

•• 
1a 

oriainan 

g6nada en 

en e1 epite1io ce16mico. Durante e1 deaarro11o de 

etapas aAa tardlas coao 1a fase fina1 de1 

de 1• a6nada indiferenciada. frecuenteaente se estab1eciaiento 

encuentran a6 puntos de contacto (puentea ce1u1ares) entre la 

reai6n externa de la a6nada y 1a centra1 denominada aAdu1a. 1o 

cual p1antea un oriaen co•6n para eatoa dos coapartimentoa 

epite1ia1ea. En e1 preaente eatudio con baae en 1as 

obaervaciones •orfo16gicas rea1izadas. refutamos 1a hip6tesis de 

1a participaci6n de1 mesonefros en 1a morfog6nesis gonada1 

temprana. 

La hip6teais del oriaen embrio16gico dua1 de 1s a6nada. esta 

baaada en obaervacion•• hechaa en material incluido en parafina, 

1o cuel fu6 una 1imitant• para la interpretaci6n de los 

reaultados obtenidos. 

u1traestructura de 

Con aeta t6cnica no se 

las c61ulas y ademAs se 

bien la 

extrae mucho 

materia1. Esto hace imposib1e a este nivel tratar de encontrar 

diferencias en la ultraestructura de.cada tipo ce1u1ar. Si se 

toma en cuenta 1o p1anteado anteriormente y debido a1 arreg1o 

topogrAfico. asl como a 1as caracterlaticas de tinci6n de 1as 

c6tulns del blestema meaon6frico 0 6ataa podrlan haber sido 

confundidas con algunas cA1u1as de 1a m6dula (Witschi. 1956). 
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Por otra parte, en 1a 1iteratura hay informe• de evidencia• 

experiaanta1ea. 

interviene en 

Merchant y co1., 

1aa cua1ea demuestren que e1 meaonef ro• no 

1a morfoa,ne•i• de 1• a6nada de 1oa vertebrados. 

(1984) provocaron una aaeneaia uni1atera1 de1 

aeaonefroa en eabrionea de po11o y encontraron que 6te no 

parece contribuir con c61u1aa a 1a for•aci6n de 1a a6nada, y 

que 1a aorfoa6neaia da eate 6raano •e 11eva a cabo e peaer de 1a 

auaencia de1 aeaonefroa. E11oa obaervaron en 1oa eabrionea 

operado• cada una de 1aa etapa• de deaarro11o de 

preaantea en 

experiaanta1ea 

1oa eabrionea noraa1ea. Con aatoa 

e11o• reforzaron 1• hip6te•i• de 

aeaonefroa no participa en 1a aorfoa6neai• a6nada1. 

1a a6nada 

eatudioa 

que e1 

Un arauaento fuerte en favor de aata hip6te•i• •• a1 hecho de 

que e1 aeaonefroa ea un 6raeno que ae diferencia aucho ante• de 

que ocurra 1a foraaci6n de 1a a6nada indiferenciada y 1a 

diferenciaci6n aexua1 de 1a miama. Si ee toaa en 

p1anteaaianto 1ae c61u1aa de1 meaonef roa con 

cuenta e ate 

una funci6n 

excretora tendrian que deediferenciarae morfo16aica y 

funciona1aenta para 

una funci6n diferente. 

contribuir a 1a foraaci6n de un 6raano con 

1• natura1eza una 

Eete 

vez que 

fen6aeno noraa1aente no ocurre en 

ya •• han diferenciado 1aa c61u1aa. 

pueato qua eato iria en contra de1 principio genera1 de economia 

bio16aica. 

Exiaten taabi6n evidencia• da axperiaentoa hecho• en 1os 

anuroa 1oa cua1ea augieren que 1a a6nada ea cap6z de 

deaarro11arae independienteaente de1 meaonefroa. Huaphrey 

(1933) extirp6 uni1atera1mente e1 aeeodermo intermediario de ~-



ay1vatica en 1a regi6n que da origen a1 mesonefros. E1 observ6 

que 1oa cordones aexua1e• que se ha propuesto se originan de1 

b1aatema meaon,frico. ae deaarro11an en e1 1ado operado a pesar 

de 1a •~•encía de t6bu1o• •e•on,fricoa. 

Se ha propuesto. con base en observaciones morfo16aicas de 

que 1a a6nada embrionaria ae forma por 1a pro1iferaci6n de1 

epite1io ce16aico como del aea,nquiaa embrionario. eate 61timo 

proviene de 1a reai6n aeaon,frica y contribuye de aanera 

iaportante en 1a diferenciaci6n aexua1 de 1a g6nada (Brambe11 

1927; Merchant- Lario• 1978; 1979 y Pe11iniemi. 1976). En e1 

presente eatudio e1 mea•nquima embrionario parece participar 

activamente en 1a foraaci6n de 1a a6nade de .!_. 1aevia. este 

contribuye a aeparar a 1a ••du1a de 1a corteza. Ea conveniente 

ac1arar que '•te invade 1a a6nada en 1a fase f ina1 de1 

eatab1ecimiento de 1a a6nada indiferenciada. una vez que ya se 

han formado 1o• dos 

a6nada indiferanciada. 

coapartimentoa epite1ia1ea que forman 1a 

(1a ••du1a y 1a corteza). no antes. 

Nuestras observaciones apoyan la hip6tesis da que 1a 

morfoa•neaia teaprana.de 1a a6nada (formaci6n de 1a ••du1a y 1• 

corteza) de .!_. laev!• •e rea1iza por 1a pro1iferaci6n de1 

epite1io ce16mico. Sin eabarao. e1 mea•nquima eabrionario 

tambien participa en 1a foraaci6n tard~a de 1a g6nada. Estas 

observaciones imp1ican que e1 eatab1eciaiento de 1a a6nada 

indiferenciada y au posterior diferenciaci6n no difiere mucho de 

1o que ocurre en otros vertebrado• (Merchant-Larioa 1978¡ 1979). 
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HISTOQUIMICA 

J.a infor•aci6n aobrr la t:••prana preaencia du onzJ.•a• clnv.,.,. 

en la aataro:Ldoa6ne•1• nor••l de la a6nad• de lo• anfibio• ha 

a ido det•r•inada con 1a ayuda de tAcnicaa hiatoquimicaa 

realizada• en corte• histo16aicos (Levy y col.• 1959). Una de 

1• enzi•a• que •As ae ha eatudiado es 1a 3 ~ hidroxieatero~de 

daahidroaenaaa (3 ~ HSD). 1a actividad de 6sta se •anifieata a 

trav6a de un proceso de oxido- reducci6n. a1 cua1 ea dependiente 

de1 (NAD) nicotina•ide adenine dinuc1eotido en au for•a oxidada. 

E1 reau1tado de eata reacci6n ea un precipitado morado inao1ub1e 

llamado "for•azan". cuyo dep6aito no• permite 1oca1izar el 

tejido eateroidoa6nico. Eata t6cnica nos proporciona una 

informaci6n de tipo cualitativo ~o cuantitativo. De tal manera 

que 1a reacci6n enzimAtica puede ser clasificada de acuerdo a un 

mayor o menor dep6aito de formazAn. En el preaente estudio 

noaotroa utilizamoa eate criterio para evaluar la 

eata enzima. 

actividad de 

La actividad de 1a 3 p HSD ae ha estudiado en las larvas de .!.• 

laevi.•• en e1 complejo urogenita1 (mesonefros y g6nada) en 1a 

etapa indiferenciada. y en 1os ovario• y testiculos. En cada 

una de Asta• •1 &nico tejido esteroidog6nico detectado es 1a 

1&l.Andul.a interrenBl Ropolu. 1963; Bruer y col •• 1966; Rao y 

col •• 1968. 

Loa 

1966; 

re•ultadoa 

Rao y coi •• 

obtenido• por Rapola. 1963; Breuer y coi •• 

1968. aon aimi1area a 1o• observado• en •1 

preaente trabajo. En toda a 1a• etapas estudiada• durante e1 

deaarro11o larvario de .!.· 1aevis. el dnico tejido 
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estero:Ldoa~n:Lco ea 1a a1ilndu1a :Lnterrena1. S:Ln embarao, 

a6nada no muestra act:Lv:Ldad enz:LmAt:Lca. Este hecho sug:Lere que 

probab1emente 1a producc:L6n de hormonas estero:Ldes en 1a etapa 

embr:Lonar:La es aum:Ln:Latrada por esta a1ilndu1a. E1 hecho de que 

1a a6nada aea neaat:Lva a 1a act:Lv:Ldad de enz:Lma, no exc1uye 1a 

pos:Lb:l.1:1.dad de que en e11a ae encuentren presentes otro t:Lpo de 

enz:Lmaa que no son detectadas con eata t6cn:Lca y que :Lnterv:Lenen 

en 1a b:Loaintaa:Ls de hormona• estero:Ldes sexua1es. 

En otro a 

preaenc:La da 

anf:Lb:Los como !!.• walt1!! ae ha demostrado 1a 

1a 3/J HSD en 1a m6du1a de 1a a6nada :Lnd:Lferanc:Lada. 

En eata m:Lama aapac:La 1a enz:Lma •• encuentra en 1aa c61u1as 

fo1:Lcu1ares una vez que ae ha d:lferenc:Lado e1 ovar:Lo. En e1 

testicu1o 1a enz:Lma estil auaente en 1a etapa 1arvar:La, y s61o se 

detecta en 1aa a6nadas de adu1tos j6venes en e1 tej:Ldo 

:Lnterstic:La1 (Co11enot y Co11enot, 1977). 

La presenc:La de esta enz:Lma varia durante e1 desarro11o 

embr:Lonar:Lo en cada uno de 1oa 

estero:Ldoa6n:Lca. En .!,.1aev!• no 

tej:Ldoa que 

hay act:Lv:Ldad 

posee 

de 1a 

1os ovarios y 

enz:Ldt:Lca en 

tea~icu1oa en 1a etapa ambr:Lonar:La. La 

ea toa 6raanoa se ha reportado que se 

hasta deapu6a de que ocurre 1a metamorfosi.a (Ch:Leff:L 

1963; Pesonen y Rapo1a, 1962). 

capac:Ldad 

3 fJ HSD en 

act:Lv:Ldod 

man:Lf:lesta 

y Botte 

Zarmoska y co1., (1972) demostraron 1a act:Lv:Ldad de 1a 3 

HSD en 1ss a6nadas poatmetam6rf:Lcaa de .!.· 1aev:Ls. E11os 

ut:l.1:1.zaron d:Lferentea sustratos para 1a enz:Lma como 1a 

prcaneno1ona y 1• deh:Ldroap:Landroatarona. La act:Lv:Ldad de 1o 

enz:Lma ae man:Lf:Leata de manera d:lferenc:La1 en 1aa hembras y en 
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io• macho a. En ~atoa &it:Lmos obaervaron que ei dep6sito de 

foraazAn ea aayor con ia dehidroep:l.androaterona que con ia 

preanenoiona y ae iocai:1.z6 en e1 tejido :l.ntersticiai en ei 

te•ticuio. En ei ca•o de 1a hembra encontraron actividad con 

io• do• au•tratoa empieadoa en ioa ovoc:l.tos en crec:l.miento y 

·maduros. pero no detectaron actividad de ia enzima en ~as 

c6iuiaa fo1:1.cuiare•. 

La 3 ~ hidrox:l.eatero:l.de deahidroaena•a part:l.c:l.pa durante ia 

••teroidoa6neeia noraai en trea pa•o• :l.mportant••· En ia 

converai6n de 17 a h:l.drox:l.pr•anenoiona a 17 a 

h:l.drox:l.proa••terona. de 

deh:l.droep:l.androaterona a 

pregneno1ona a 

androstend:l.ona. 

progesterona y 

La mayor la de 

de 

ios 

estud:l.oa hechos para ub:l.car ai tej:l.do esteroidog~n:l.co en ia 

g6nada iarvar:l.a de ]l. iaevia han usado como sustrato a 1a 

dehidroep:l.andro•terona (Rapoia. 1963; Breuer y coi •• 1966; Rao 

y coi •• 1968). En ei preaente trabajo empieamos como suatratos 

ia deh:l.d~oepiandro•terona 0 pr••n•noiona y la 17 

h~droxipreanano1ona. Noaotro• obaervamo• diferenc:l.a• en el 

d6po•:l.to de formazAn en ia aiAnduia interrenai con cada uno de 

~atoa. 

Las d:l.ferenc:l.a• encontrada• en ia iocaiizaci6n dei tejido 

eateroidoa6n:Lco en iaa iarvaa y adu1toa de ]l.iaev:l.s sug:l.eren que 

1o• aenea que controian ia expreai6n de ias enz:l.maa que 

intervienen en ie b:l.o•inte•i• de hormona• ••teroid••• parecen 

e~condurae y apaaar•• en diferente• tejidoa durante ei cicio 

vitai de eate anf:l.bio. 

Cravioto y coi •• (1986) propusieron ia existencia de dos 
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iaoenzimas de 1a 3 - hidroxieateroide deshidrogenasa una que 

participa en 1a deahidroaenaci6n de 1os esteroides con 21 

carbonos y otra en 1o• de 19. Laa diferencias de tipo 

cua1itativo detectadas con cada uno de 1os sustratoa su&iere que 

quizA eato •e debe a 1a existencia de dos isoenzimas diferentes 

que estan preaentes en 1a a1Andu1a interrana1 de .!.· 1sevts desde 

etapa• muy temprana•. 

Hau y co1 •• (1978) reportaron que 1a sinteaie y actividad de 

eata enzima di••inuye en 1a s1Andu1a interrana1 y en 1a &6nada 

da 1•• 1arvee da .!.• catesbeiana tratadas con benzoato de 

eetradio1. Loe resu1tadoe obtenidos por estos autores difieren 

de 1os obeervadoa en nueatro estudio en e1 cus1 1os &rupos de 

larvas de 

hormonales 

.!.· 1aevia 0 sometidas a diversos tratamientos 

como (estr6genos. antieatr6genos e inhibidores de 

aromatasaa) no parecen haber afectado 1a actividad 

Nosotros no observamos diferencias en e1 dep6sito 

entre 1os anima1es tratados y los normales. 

de ia enzima. 

de formazAn 

En otra• especies se ha demostrado que 1a actividad de 1a 3~ 

y 17 ~ HSD es simu1tAnea y se encuentra presente en 1a g1Andu1a 

interrena1 y en pequeftas cantidades en 1a g6nada indiferenciada 

en larvas de R· catesbetana. La actividad de 1a 3 ~ HDS se 

1oca1iz6 

c~1u1as 

en e1 citoplasma 

foliculares (Hsu 

de ovocitos en crecimiento 

y co1 •• 1978). En 

y en 

1aevis 

1as 

no 

detectamos 1a actividad de 1a 3 ~ HDS a en 1a 

tampoco encontramoa poaitividad a esta enzima 

gónada 1arvaria. 

crecimiento con ninguno de 1os 

aclarar que en este estudio no 

en 1os ovoc~tos en 

sustratos que empleamos. 

realizamos histoquimica 

Cabe 

para 
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detectar enzimas como la 17 B hidroxieateroide deshidrogenasa. 

Heteboliamo de esteroidea 

El metabolismo de la teatoaterona. 17 estradio1 y 

dehidroepiandrosterona. ae ha investigado en larvas de X• 1aevis 

sexualmente homogeneas (100% machos y 100% hembras) antes üc que 

ae lleve a cabo la diferenciaci6n sexual de la a6nada. Se 

obaerv6 que exiaten diferencias en la capacidad de metabolizar 

1aa hormonaa eateroidea en loa doa 

17 ~ eatradio1 a eatrona. en un 

aexoa. Loa macho• 

porcentaje mayor 

oxidan el 

que la• 

hembraa. Por otre parte laa hembra• oxidan 

dehidroapiandroaterona en mayor cantidad que 

la teatoaterona a 

los machoa. Sin 

embarao. no ae reportaron diferencias en el metabolismo de la 

dehidroepiandroaterona en ambos sexos (Breuer y col., 1966). 

En el presente trabajo eatudiamoa la bioaintesis de hormonas 

eateroidea durante dos faaes criticas de1 desarrollo embrionario 

de la a6nada de X• laevta: formaci6n de la cresta genital y 

etapa da a6nada indiferenciada. Ea conveniente aclarar que en la 

preaente inveatigaci6n no trabajamoa con poblaciones sexualmente 

homoaeneaa (100 % macho• y 100 % hembras) Sin embargo, 

corroboramoa que la a6nada larvaria de X· laevis, en las etapas 

iniciales de su formaci6n, tiene la capacidad de sintetizar 

andr6genos y eatr6genos. 

Las obaervaciones realizadas en este estudio muestran que la 

síntesis de eateroides en poblaciones heter6geneas (machos y 

hembras potenciales) de las larvas de X• laevis no difieren de 

los resultados obtenidos en las poblaciones homogeneas. Estos 
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estud:los apoyan 1a :ldea de que 1as hembras 

1aa enz:lmaa necesar:las para metabo1izar 

y 1os machos poseen 

1os andr6genos y 

estr6aenoa (Breuer y col.., 1966; Rao y co1., 1968, 1969). 

Las 

1aevis, 

pobl.aciones maacul.inas 

de 17 dia~ de edad son 

y femeninas de l.arvas 

capaces de convertir el. 

de ,!.. 

1 7 /} 

eatradio1 a estrona y trea •etabo1itos adicional.es como est1!ol., 

6 a hidroxieatrona y 15 a hidroxiestrona (Rao y col.., 1968). 

En nuestro estudio encontramos 

cona:lderamoa 

17 estradio1 y trazas de 

eatrona, pero no 1a poaib:l.1:1.dad de demoatrar l.a 

preaencia de al.aunoa otroa derivados de 1os eatr6genoa. 

Rao y col. •• (1969) reportaron que l.as 1arvas de X· 1aevis 

s:lntet:lzan androstendiona y testosterona. 

fueron corroboradas en el. presente estudio. 

l.a presencia de co1, 1968 no reportaron 

como 1a 5a dih:ldrotestoaterona y e1 3/}. 

Estas obse~vac:lones 

Sín embargo• Reo y 

compuestos reducidos 

5a androstandiol. 

encontrados por nosotroa. En nuestro eatud:lo demostramos ademAs 

puede actuar como un precursor que 1a teatosterona 

bioainteaia de otros 

d:lhidroteatosterona y 

andr6aenos teaticu1ares, como 

e1 3/}, 5a- androstandio1. Este 

en l.a 

1a 5a 

Óltimo 

parece que 

1a etapa 

es sintetizado s61o en 1a etapa 49, mientras que 

debe probab1emente a que 

en 

54 esta ausente. Esto se es 

producido en canti.dades tan pequeftas. que no mantiene una 

actívidad especifica constante por mAs de tres cristalizaciones 

sucesi-vas. Nuestros resu1tados dífieren de 1os obtenídos por 

5 cr otros autores en 1os cua1es no detectaron l.a 

díhídrotestosterona y e1 3~ 5 cr - androstandío1 en 1as 1arvas 

de .!.· 1aevis (Rao y col.., 1968, 1969; Breuer y co1., 1966). Sín 
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embarao. aa ha visto que el androstandiol esta presente en las 

a6nadaa de individuos adultos de .!_.catesbeiana y .!!_. pictus (Ozon 

y Stocker 1974). 

Por otra parte el estudio hiatoqulmico sugiere que e1 ~nico 

tejido eataroidoa6nico en la vida larvaria de X,.laevi~ es 

a1Andu1a interrenal. Se plantea la poaibilidad de que exista 

una cooparaci6n entre esta a1Andula y 1a a6nada. De manara que 

loa andr6aanoa ae formarlan an la alAndula interrenal y deapu6s 

aarlan tranafaridoa a la a6nada. La cual tendrla el aiatema 

enzimAtico (•romataaaa) que tranaformarlan loa andr6aenoa hacia 

eatr6aenoa. 

Aunque en el presente estudio no exploramos el metabolismo de 

loa corticoaateroidea. ae aabe que el cortiso1 y el oxo cortisol 

aon producido• en la glAndula interrenal de los adultos de X· 
laayia (Peaonan y Rapola. 1962). 

Nueatraa obaervaciones apoyan la hip6tesis de que la vla 

metab61ica en la regi6n urogenital de las larvas de X· laevis es 

semejante a la demostrada en loa embriones de mamlferos (Lippset 

y Tul1ner. 1965; Acevedo y col •• 1973; Millewich y Wi1son. 1977 0 

George y Wilaon 0 1979). Estos autores demostraron 1s temprana 

capacidad da 1a a6nada embrionaria de sintetizar andr6genos 

(testosterona. androstandiona y dihidrotestosterona) y 

eatr6aenoa como el 17 ~ eatradio1. 

Bioqulmica 

Weatley y 

del receptor 

Knowland (1978) cuantificaron los receptores a 
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estradio1 en 1os hepatocitoa de machos adu1tos de 1aevis. 

Encontraron que estas c61u1as contienen 92:1s sitios de en1ace 

en e1 citoso1 y 99•19 en e1 n6c1eo. Este n6mero es muy pequeño, 

de 50 a 100 veces menor comparado con e1 n6mero de receptores 

presentes en 1oa tejidos y 6raanoa b1anco de 1os mamiferos. 

En e1 presente estudio y bajo 1as condiciones experimentales 

emp1eadas no fuA posib1e demostrar 1a presencia de receptores a 

eatr6aenoa en e1 citoso1 de 1aa c61u1a• de 1a reai6n uroaenita1 

y cerebro de 1a• 1arvas de A,. 1a•vi•· Aunque no ae exc1uye 1a 

poaibi1idad da que 1os receptora• •• encuentren en •uy baja 

concentraci6n en e1 tejido aatudiado. 

La proteina receptora ea una m61eculs 

faci1mente por 1as condiciones de 

que se dearadada 

manipu1aci6n en e1 

1aboratorio. Sin embargo, se sabe que e1 receptor se estabi1iza 

en presencia de mo1ibdato de sodio (Madhok y co1., 1987). En 

este trabajo uti1izamos este compuesto en e1 amortiguador para 

homogenar e1 tejido, así como 1a aprotinina (inhibidor de 

proteaaas), 1o cua1 descarta 1a posibi1idad de que 1a proteina 

receptora se hubiera dearadado. 

Por otra parte e1 comp1ejo hormona receptor ha sido ana1izado 

por gradientes de suerosa, 1o cua1 requiere norma1mente de 

tiempos 1argos de centrifugaci6n para que sedimente. Esto 

aparentemente reduce su vida media ya que Aste se disocia 

faci1mente durante 1a centrifugaci6n. La vida media de1 

comp1ejo en A_. 1aevis, se ha demostrado que es de 210 minutos en 

el adulto a 4 ºC (West1ey y Knowland, 1978). Este 1apso es diez 

veces menor que e1 estab1ecido para e1 receptor en e1 6tero de 
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rata a 1• misma temperatura (Gorski y coi •• 1986). Para 

detectar e1 receptor a estr6genos en e1 citoso1. en e1 presente 

eatudio emp1eamoa Rradientes de sacaroaa y centrifugamos durante 

120 min. Cabe entonces considerar 1a posibi1idad de que 1a vida 

media de1 comp1ejo en e1 tejido embrionario sea menor y ~ste se 

ha11a disociado en este paso partlcu1ar de 1a t~cnica emp1eada y 

por eao no pudimos detectar1o. 

Gorski y coi •• (1986) p1antearon que 1a 1oca1izaci6n de1 

receptor a eatr6aenos en a1gunas especies varia de un tejido a 

otro. Laa difaranciaa en 1a detecci6n pueden ser exp1icadas por 

1a presencia de diferentes formas · a1oat,ricaa de1 receptor o 

porque este hubiera sufrido a1guria modificaclon. Esto p1antea 

1a poaibi1idad de que 1a protelna receptora presente en 1aa vida 

1arvaria de .!.• 1aevis pudiera ser a1oatericamente diferente o 

haber experimentado a1g~n cambio durante 1a manipu1aci6n. 

Una hip6teaia a1ternativa a esta para exp1icar 1a ausencia 

de1 receptor puede ser, que 1a slntesis de 'ste estuviera siendo 

regu1ads por 1a pequeña cantidad de hormonas esteroides que 

empiezan a producirse 

De ta1 manera 

alnteais baja 

que 

de 1os 

en 

1a 

estas 

baja 

etapas tempranas en 

producci6n de 'atas 

1a g6nada. 

inducirla una 

receptores. 1os cua1es no estuvieron 

preaentea en una concentraci6n suficientemente a1ta como para 

poder detectar1oa, p1anteando una 1imitaci6n en 1a aensibi1idad 

de 1a t'cnica emp1eada. 

Weat1ey y Know1and (1978) reportaron que en 1os adu1tos de .!,. 

1aevis 1a concentraci6n de1 receptor a estr6genos se incrementa 

cuando son tratados con estradio1 ex6geno. Estas observaciones 
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eatan en deaucuerdo con nueetros resu1tados, ya que nosotros 

tampoco pudimos detectar e1 receptor citos61ico a estr6genos en 

1as 1arvas de X· 1aevis 

posib1e exp1icaci6n 

tratadas 

es que 

1a 

con benzoato de estradio1. 

en nuestras condiciones 

Una 

1os 

sido receptores ocupados por hormona 

trans1ocados a1 compartimento nuc1ear. 

Se ha diacutido que 1a datecci6n de1 

para eatr6aanos pudiera aer debido 

podrlan 

receptor 

a un 

haber 

citop14smico 

artefacto de1 

amortiauador emp1eado para homogenizar e1 tejido. Durante este 

proceao 1oa receptores podrian ser extraidos de1 compartimento 

nuc1ear, 1o cua1 condicionarla 1a presencia de ~stos en esta 

fracci6n en partlcu1ar (Pietras y Szego 1977). 

ha cuestionado 1a presencia de un receptor Por otra parte se 

citop1Aamico para estr6aenos. 

no ea 

Ea ta 

una protei~a citop1Asmica, 

proposici6n se basa en 

Aparent••ente e1 receptor 1ibre 

aino da natura1eza nuc1ear. 

estudio• rea1izados emp1ando 

anticuerpo• monoc1ona1ea contra el receptor a eatr6genos en 

cu1tivos ce1u1ares y en cortes da1 tracto reproductivo 

(Beraovitz y co1., 1985). 

Gorski y co1., (1986) proponen que en e1 caso de los 

receptores nuc1eares 1os diferentes ambientes que rodean a los 

n6c1eos en cada tipo ce1u1ar, 1es proporciona propiedades 

especificas, 

detectados. 

1o cua1 

Quiz4 este 

condici.onaria que 

pudiera ser otra 

pudieran ser o no 

raz6n que exp1icaria 

nuestra incapacidad para detectar 1oa receptores citop1Asmicos 

de .l.• la•v&•· 

E1 receptor a estr6aanoa no purece aer un requisito necesario 
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manif ieate un efecto •i~16gico desencadenado por 

Su•ida y co1., 1988) obaervaron que el eatradio1 

proliferaci6n de 1oa cu1tivoa de c¡lu1aa del 6tero 

fetal de cobayoa. 

en e atoa cu1tivos 

Las concentracionea de1 receptor a eatr6genoa 

fueron muy bajaa o no detectab1ea. Sin 

e•barao, encontraron que e1 eatradio1 en preaencia de inau1ina y 

de factores de creci•iento epider•a1ee ainergiza .con e ata 

hormona e induce 1a ainteaia de receptor•• a progeaterona. Eato 

augiere que 1a acci6n bio16gica de1 eatradio1 puede aer 

aap11ficada por factorea ••tab61icoa inducidos por 1a hau1ina y 

por factorea de creci•iento, independiente de 1a prea~acia de1 

receptor. 

En nuestro estudio obaerva•o• un efecto bio16gico de 1oa 

eatrc\genoa en laa 1arvaa de ~.laevt• a1 cauaar 1a reverai6n 

aexual de todoa loa ••choa gen6ticoa a he•braa fenotlpicaa, pero 

no pudi•oa detectar 

reapuesta bio16gica 

el receptor 

aea •ediada a 

a eatradiol. QuizA e ata 

otro nivel, como e1 aiate•a 

nervioso y e1 estradio1 induce la sinteaia o aecreci6n de un 

factor (ea) neura1(ea) que determinan 1a diferenciaci6n aexua1 

de la g6nada. Es poaib1e que e1 eatradio1 en e1 cerebro a ea 

hidroxilado en el ani1lo A por la 2 eatr6geno hidroxilaaa y de 

esta manera sea convertido • cato~oleatr6genoa. Etchegoyen y 

col.,(1986) demostraron la uni6n de loa cateco1eatr6genoa en las 

memhrenas de hipotAlnmo de cuyo; eat~ aitio receptor parece aer 

diferente de los receptor•• adren¡rgicoa y dopa•in¡rgicos. 

Una de 1as criticas que ae puede hacer a1 presente trabajo ea 

que en unicamente intentamos 1oca1izar e1 rfceptor a 
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eatr6senos en e1 citoeo1 y no en 1a fracci6n nuc1ear que es e1 

1uaar donde ae ha ubicado bioquimicamente a eeta proteina 

(Auriccio y coi •• 1980; Ca11ard y Hak, 1985), 1imitando de esta 

manere 1a informaci6n en 1a bdsqueda de1 receptor. 

Existen 

Acanth:las 

ejemp1oa 

acanthiaa 

en 1a natura1eza como en el eecua1o 

que p1antean que· 1os receptorea permanecen 

unidos a1 n4c1eo durante e1 proceso de homoaenizaci6n, a peaar 

de haber emp1eado concentraciones e1evadaa de sa1 para 

extraer1o• (Ca1lard y Hak. 1985). E1 comp1ejo nuc1ear en e1 

anfibio X• 1aevia poaee un coeficiente de aedimentaci6n de 3.5 

s. Eate va1ar Eu~ determinado uti1izando aradientea de estradio1 

tritiado 

y co1 

Be11e, 

receptor 

y ea diferente de1 reportado en el 

1971) y en e1 hisado de1 anfibio 

1973). Est.o abre 1a posibilidad 

cit6so1ico en 1a resi6n urosenita1 

4tero de rata (Puca. 

-º.-oictua (Ozon y 

tambien 

de 1as 

de que e1 

1arvas de 

x.1aevis pudiera tener un coeficiente de sedimentaci6n diferente 

a1 encontrado en otras eapecies de vertebrad~a. 

En genera1 

o trov~a de 

blanco en 

es aceptado que 1os estr6senos difunden paeivamente 

1a membrana plaam6tice al citop1eama de 1a c~lulas 

donde se une a1 receptor. Existen a1gunoa 

experimentos. 1os cuales indican que 

interactuan con componentes de 1a 

1as hormona a esteroides 

membranas de 1as c~1u1as 

b1anco (Pietras y Szego 1975; 1977; 1980). 

Se demostr6 que 1as c~1u1as ais1adas de endometrio. higado y 

mucosa intestina1, tienen una a1t.a afinidad a en1azarse a 

estr6Renos inmovilizados a un soporte inerte, la temperatura en 

t-•Ht_r pruccao ¡>urccl."' t1cr muy im¡>ortnnte·. Se ha observado que 1e 
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concentraci6n de estr6genos que se acumu1a norma1mente en 1as 

c~1u1aa b1anco disminuye a baja temperatura. Esto sugiere que 

1as a1teraciones en e1 estado físico cambia 1a reorientaci6n de 

vario• componentes (macrom6leculns) en la membrana lo cual puede 

contribuir a que haya poca intcraci6n entre loa receptores de 

superficie y 1os eatr6aenoa (Pietraa y Szeao. 1977). Sin 

embargo. 1a naturs1eza y origen de eatoe receptores y 1a manera 

en la cua1 e11os contribuyen a1 reconocimiento y reau1aci6n de 

1a reepueeta bio16gica deben ser a6n eetab1ecidoa. 

En 1oa 61timoa trea aftoa han aparecido en 1a 1iteratura una 

serie da eetudios en donde se propone que loe eeteroidea pueden 

ejercer •u efecto bio16aico a trav~e de un mecaniemo no 

genomico. Kub1i (1984) propuso una hip6teeia para axp1icar e1 

pape1 fiaio16aico de muchos metabo1itoa de la teatoeterona y de 

1a proaeeterona. E1 report6 que 1e acci6n bio16aica da algunos 

eeteroidee puede ser exp1icada por medio. de un cambio en el 

potencia1 de 1a membrana ce1u1ar o a trav~a de cana1ea 

eepacificoe. Ea importante mencionar qua 1oe conocimientos 

sobre e1 mecanismo de acci6n gen6m~co de 1ae hormona• eeteroidea 

ea un campo que esta evo1ucionando y se basa fundamenta1mente en 

mode1os. Por lo tanto 1os mecaniemoa de acci6n de 1aa hormona• 

sexua1es deben aer aón estab1ecidos. 

ESTEROTDES 

Ln diferencioci6n Aexual de la g6nada da 1oa anfibio•• se ha 

demostrado que es suceptib1e da eer modificado por un factor 

epiaen~tico de naturaleza hormona1. 



70 

Gallien, 1953; Chang y Witachi, 1955, obtuvieron la reverai6n 

sexual de la gónada de laa larvas de ,!.. laevt• tratadas con 

estradiol y con benzoato de eatradiol. Eatoa autores 

demostraron que los machos revertidos a hembras fenotlpicas, son 

funcionalea a1 cruzarlo• con un macho normal. En e1 presente 

trabajo obeerva•o• que le 4nica hormona eateroide capaz de 

revertir en un 100 % el sexo gonadal de las larvas del anfibio 

.!.· laevia, fu• el benzoato de eatradiol. Sin eabargo, no 

lograaoa hacer que se reprodujera ninguno de loa animales 

revertido• para coaprobar 1oa resultados obtenido• por loa 

outorea arriba mencionados. 

aacho• Chang y Witachi (1953) daaoatraron que loa 

revertidos con eatradiol a hembras fenotlpicae, 

a su sexo aen•tico normal, ai son tratados 

inmediataaente des pu•• de finalizar el 

estradiol. En el presente trabajo no incluimos 

experimental este tipo de experimento. 

a•n•tico• 

pueden regresar 

con testosterona 

trataaiento con 

en el diseño 

En otras especies de anfibio•. como ,!.. eylvatJca 

eeculenta ae ha reportado que hay raverai6n aexual de l• 

.!.· 
g6nada 

de la• larvas tratada• con 

estriol que tienen una actividad 

eatr6aenoa como la ••trona y 

biol6aica muy d•bil (Witachi 

el 

y 

col "- . 1958). Nuestros resultados difieren de loa obeervados 

por estos autores, 

completamente el 

eatr6genoa. 

Chang y Witschi 

puesto que noaotroa 

sexo gonada1 de 

(1953) encontraron 

completa da la g6nada de la• larva• de .!.• 

no 

las 

logra•os 

larva• 

revertir 

con estos 

que la feainizaci6n 

1aevi.a. •• lleva a 
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cabo en un periodo de tres dlas. La etapa critica en 1a que 

6ata reaponde a 1as hormonas esteroidea ea 1a 26 y 27. E11os 

obaervaron que hay interaexua1idad en 1as g6nadae de 6stos 

ani•a1ea. cuando e1 trstaaiento se inicia en 1a etapa 26. La 

parte anterior de 1a g6nada. se diferencia como un ovario y 1a 

po•terior co•o teatlcu1o. Si e1 tratamiento se pro1onaa ha•ta 

1a etapa 27 1a parte posterior de 1a a6nada ae tranaf oraa en 

ovario. En eate eatudio. nosotroa obaervaaoa que c1 benaoato de 

eatradio1 no tiene ninaun efecto en 1a diferenciaci6n aexua1 de 

1a a6nada. ai ae adminiatra a 1aa 1arvaa en perlodoa corto• que 

van de uno a diez dlaa. En nueatroa experimento•. e1 eateroide 

unicamente induce reversi6n, cuando 1as 1arvas fueron puestas en 

contacto con 1a hormona por periodos 1argos que van de tres a 

cuatro mesea. Este ea e1 tiempo promedio que tardan en 11egar a 

1a etapa de 1a diferenciaci6n sexua1 de 1a a6nada. deade que ae 

inicia e1 tratamiento. 

Por otra parte, 1a a6nada ac revierte, ai e1 benaoato de 

eatradio1 ea adminiatrada en etapaa temprana• de 1a (49 a 1a 

52). En etapaa posteriorea 1a reverai6n ea parcia1 o nu1a. 1o 

cua1 suaiere que e1 proceao(s) que determinan 1a diferenciaci6n 

sexua1 de 1a a6nada es auceptib1e de aer modu1ado por e1 

eatradio1. a61o antes de que se 11eve a cabo otro evento que 

di apare 1a difer.enciaci6n aexua1 de 1a g6nada. 

Con reapecto a1 trataaiento con taaoxifen. ae ha informado que 

1oa ovario• de embrionea de po11o aon •odificadoa a1 

adaini•trar1ea tamoxifen entre a1 tercero y e1 ••ptiao dia de 

deaarro11o. La a6nada derecha ac diCerencia co•o un teatlcu1o. 
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la izquier~a mueatra una m~dula con numeroso• cordones y el 

epitelio cortical se reduce a uno delgada banda. En loa rec~cn 

nacidoa ae observa que el epitelio aonadal esta presente en la 

parte media de la g6nada y en otraa eata deaproviata del mismo. 

Eataa alteraciones a6lo fueron observadas en el 74 Z de loa 

individuo• tratados (Salzaeber y col •• 1976). 

Loa raaultadoa obtenido• en el preaenta eatudio aueatran que 

el taaoxifen tiene una actividad antieatr6aenica muy d•bil. ya 

que pocas larvaa de A,. la•v!• son afectada•. AdeaAa. parece 

haber reapueata diferencial en loa individuo•. pueato que con 

nina6na·da laa doaia enaayada encontramo• 100 Z de raverai6n 

aexual o de interaexualidad. El taaoxifen en loa anfibios ea 

auy t6xico parece afectar el metaboliaao aeneral a diferencia de 

lo reportado en loa embriones de avea que parecen tolerar mAs 

este coapueato (Scheib y col •• 1981; Zalageber y col •• 1976). 

Gallien (1956). Witachi (1956) y Foote y Foote (1941) 

realizaron exparimentoa con el ondr6geno aetilteatoaterona y 

observaron que esta hormona no logra revertir a laa hembras 

aen~ticaade A.· laevia. En el presente eatudio encontramos que 

alKunoa andr6aenoa capacea de aer transformados a eatr6aanos por 

la• larvaa. no afectan la diferenciaci6n sexual de la a6nada 0 

obaarvaaoa ia relaci6n normal 1:1 de aachoa y hembras presentes 

en l•• larvas normales. 

Se ha demostrado que el dietilatilbeatrol 

embriones de pollo y codorniz 

feainiza 

(Shwarzel y 

A.· laevis 

coaplata•enta a loa 

co1 •• 1979). Sin eabarao. en laa larvas de 

encontraaos que este coapuesto s6lo tiene un efecto parcial en 
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1a diferenciacibn sexua1 de 1a g6náda. 

Witschi (1967) experimentb 

e•peciea de anfibios y 11eg6 a 

con esteroidea en diferentes 

1a conc1uai6n de que 1aa hormonas 

un efecto teratbaenico en 1a e•teroide• exbgenaa 

diferenciacibn aexua1 

hormona deatruye uno 

que f oraan 1a gbnada 

teñian 

norma1 de 1a gbnada. Ea decir. que 1a 

de 1oa dos territorios (m~du1a o corteza) 

en 1a etapa embrionaria. En nuestro 

eatudio 1a abnada de 1.oa anima1ea tratados con benzoato de 

eatradio1. •• d•••rro11a iaua1 que en 1o• aniaa1ea noraa1ea. 

En 1o• tratado• no encontraaoa autof aaoaoaaa en 1aa c61u1aa 

de 1a m6du1a. 1o cua1 no apoya 1a idea de que. 1a reveraibn 

aexua1 se 11eva a cabo por 1a dessparicibn teratog6nica de uno 

de 1oa dos territorios 

proponemos que 1a reveraibn 

eatradio1 exbaeno inhibe e1 

gonada1es. En e1 presente estudio 

aexua1 de 1a g6nada se debe a que el. 

deaarro11o de 1a m6du1a de 1os 

machos aen6ticoa. 

corteza. 

de ta1 foraa que favorece e1 desarrollo de 1a 

Existen datos contradictorios sobre e1 papel. que juegan 1as 

hormonas eateroidea sexua1es en 1a diferenciacibn sexua1 de 1a 

g6nada de .!.· 1aevis. 

provoca 1a reversi6n 

En eata especie e1 benzoato de 

sexual. de 1a g6nada de 1os machos 

eatradio1 

gen6ticos 

a hembras 

testicu1os • 

fcnntlpicoa. 

fenotlpicas. 

revierte a 

Esto 

Mientras que e1 tranap1ante de 

1as hembras gen•ticas a machos 

que las sustancias inductoras de la 

<11fcrcncinci6n sexual nnrmol de la gbnada 0 no son unicamente 1ns 

hormonas esteroidcs. 

Loa estudios de embrio1ogia han demostrado que cada individuo 
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tiene una constituci6n bisexua1. Por consiauiente 1a 

unieexua1idad que se eateb1ece durante e1 deaarro11o ontoa6nico 

neces~ta de 1a aupreai6n de a1guno de loa doa sexos (Witachi 

196,). Rn ea~PrlmcnLoa poaLcrlorca cate nu~or l1oM6 n 110 

concluai6n que la difaranciaci6n aexual de la g6nada no ae debe 

a 1a acci6n de 1as horaonaa eateroidea. eino que ocurre por 1a 

preaencia de auetancias inductoras de origen intragonada1. "La 

••du1arina" y 1a "cortecina". producida• por 1a ••du1a y 1a 

corteza reapectivamente (Witachi. 1967). Eataa auatanciaa 

inductor•• aparentemente tienen una dob1e funci6n. Eatiau1an 1a 

diferanciaci6n d~ un sexo e inhiben el deaerro11o del otro. 

La hip6teaia propueata por Witachi f u6 apoyada por Mintz 

(1945). E11a augiri6 que 1• reversi6n sexual de~. claa\tans con 

propionato da teatosterona •• debe a una destrucci6n de la 

corteza. Debido a esto 1a m6du1a se hipertrofia como un 

f6nomeno coapensador. La deaaparicion del tejido cortica1 

raaueve la acci6n de la cortecina. 1a cua1 eati•u1a la 

diferenciaci6n de la corteza (+) y la cortecina (-) qua inhibe 

al crecimiento medular. De eata manera la m6dula queda libre 

para diferenciarse bajo la inf1uencia de sus propiaa auatancias 

inductora•. 

Por otra parte. (Foote y Foote. 1960) encontraron que loa 

experimento• con eateroidea andr6a6noa y eatr6aano• 

adminiatradoa a la a6nada aialada en cu1tivo. fueron inaficacaa 

~- laevt•· Ea tos en revertir el sexo gonadal de las 1arvae de 

reaultadoa augirieron que la acci6n de las horaonaa eataroides 

aexuales no ae debe a un efecto 1ocalizado en 1a a6nada. aino a 
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otro• factor•• extraaonada1•• que se encuentran preeentea en 1oa 

individuo• co•p1etoa. 

Nue•tro• ••tudio• apoyan 1a hipot6•ia de que 1aa hormonaa 

••t•roid•• en .!.· 1aevia no parecen eatar i•p1icada• directamente 

en 1a diferenciaci6n sexua1 de 1a g6nada. Las ·enzi•a• que 

en 1• bioainteais. se manifiestan •uy intervienen 

durante e1 de•arro11o ontog6nico en 1a mayorla 

te•prano 

de 1os 

vertebrado•• Se ha visto que 1oa embrione• de .!.• 1a•vta poseen 

1a capacidad de •etabo1izar horaonaa ••t•roid•• co•o 

proa••t•rona a partir de 1a etapa de aA•tru1a (Anti1a y 

Teravainen. 1974). E1 hecho de que 1o• ••teroide• ••ten 

ante a de que se 11eve a cabo 1a morfoa6neai• de 1a pre•ente• 

a6nada. •uaiere que 1• bioainteaia de hormonas eateroides es un 

independiente de 1a diferenciaci6n sexua1 de 1a g6nada y proce•o 

no una conaecuencis. a1 menos en esta especie. 

La pre•encia de hormonas esteroides aexua1ea en etapas muy 

temprana•. ant•• de que •~i•t• cua1quier auatrato anat6mico que 

1a• produzca (formaci6n de una a16ndu1a). •uaiere un pape1 

regu1ador aenera1 de1 metabo1ismo. La• hormonas e•teroides 

po•ib1e•ente actuan en 1a comunicaci6n de c61u1a a c61u1a donde 

aon metabo1izada• con diferentes prop6sitos. En ~· 1aevts. 1aa 

hor•ona• ••t•roid••• intervienen de •anera indirecta en 1a 

diferenciaci6n ••xua1 de 1a a6nada y quiz6 actuen como 

aodu1adorea de 1a •inteaia de1 inductor(••) primario(•) de 1a 

diferenciaci6n sexua1 de 1a g6nada. 



VII.- CONCLUSIONES 

·1.- Nuestros observacionea morfol&gicas sugieren que 

de la •'dula del anfibio X· laevia •• oriainan a 
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laa c¡1u1as 

partir del 

epitelio celc!unico y no del blaatema intarrenal co•o habla aido 

propueato. 

2.- El deaarrollo y diferenciaci&n aaxual de laa a6nadaa da laa 

larva• da X· laevia. revertid•• con benzoato de eatradiol e• 

•eaejante al de laa larva• nor•alea. 

3.- El 6nico tejido esteroidog,nico detectable con t¡cnicas 

hiatoquimicaa durante el desarrollo embrionario de laa larvas 

de X• laevia es la glAndula interrenal. Eato no excluye 

la posibilidad de que la g&nada posea las aromataaaa. lo cual le 

permitirla convertir loa andr6aenos a e•tr6aenoa. 

4.- El coaplajo urogenital de laa larva• de X· l••v&• po•ee 1a 

maquinaria enzim~tica neceaaria para aintetizar andr6aenos y 

eatr6aenoa a partir de testoaterona. Nueatro eatudio plantea 

que la via de bioalntesis en este anfibio ea semejante a la 

deaoatrada en loa embrionea de maaiferoa. 



5.- La• horaonaa 

•anern directa 

ta1y&e. 

esteroides sexua1es no parecen 

en ln difarenciaci.6n aexuol da 
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intervenir de 

11\ a6nada tic ,!.. 

6.- No ae pudo de•oatrar 1• presencia de1 receptor a eatr6genoa 

en e1 •rea uroaenitel de 1aa larvas de A_. laev!•· Sin eabargo, 

no ae excluye la poaibilidad de que eata proteina ae encuentre 

preaente en lo• tejidos eatudiados. 



VJ:J:I.- APENDICE 

Citrato de plo•o o.o3 a 
Aaua bideatilada ••••••••••••••••••10 ml 

NaOH 10 normal •••••••••••••••••·º·1 •l 
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Pesar 0.03 ar de citrato de plomo y disolverlo• en 10 ml de aaua 

~ideatila rria (hervida previa•ente 15 minutoa). Aareaar 0.1 ml 

de NaOH 10 aor•al. Protaaer de la luz durante la preparaci6n y 

auardar en una 

ambiente. 

jerinaa cubierta con aluminio a 

AAlLl. ~ Tolu!d!n• 

Tetraborato de aodio •••••••••••••• 40 a 

Azul de toluidina (o>•••••••••••••• 5 a 

Disolver el azul de toluidina en 300 al de agua 

te•peratura 

deatiláda, 

aaregar el tetraborato de sodio, disolverlos bien y aforar a un 

litro. Hervir 15 minutos, filtrarlo una vez que eate fria y 

almacenar en un frasco Ambar. 

Formg1~na Neutra 

Formaldehido al 40 % ••••••••••••••••100 ml 

Aaua destilada •••••••••·••••••••••••1000 ml 

Foafato de aodio monobAaico •••••••••• 4 a 



ESTA 
SAUI 

TESIS 
DE LA 

N3 !Jfnf 
füili..WH.:GA 

Foafato de sodio dibAaico anhidro •••• 6.56 a 
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Diao1ver e1 fosfato de sodio monob~aico y dibAaico en 500 m1 de 

aau• deati1ada y aareaar1c 100 m1 d• formaldeh1do •1 40 :r:. 
Deapu•• aforar a un 1itro con aaua deati1ada. Ajuetar el ph a 7 

con NaOH 1 N o con HC1 l N y A1macenar en un fraaco ~•bar. 

Fi1•dor Dia1dehidico 

G1utara1dehido a1 50 % ••••••••••••••••••••••• 6 •1 

Parafor•a1dehido ••••••••••••••••••••••••••••2 a 

Di••til aulfoxido (DMSO) .2.5 •1 

A•orciauador cacodi1ato de aodio 0.2 M. ph 7.4 •••• so m1 

C1oruro de ca1cio •••••••••••••••••••••••••••• 0.001 a 

Diao1ver por separado 2 gramos de paraforma1dehido en 25 m1 de 

aaua desti1ada previamente hervida. Ca1entar esta so1uci6n a 60 

- 70 •e con aaitaci6n constante (emp1ear un aaitador maan•tico). 

Si no •• diaue1ve poner1e de dos a tres aotas de NaOH 1 N 0 

calentar a 1• misma temperatura hasta que 1a so1uci6n este 

transparente y dejar enfriar. Despu~s agregar a 1oa 50 m1 de1 

amortiauador cacodilato de sodio. 1os 25 m1 de paraforma1dehido 

que fueron diaueltos • 2.5 ml de dimetil su1foxido 0 6 ml de 

alutora1dehidu a1 50 % y 0.001 ar de cloruro de ca1cio. Aaitar 

bien y aforar a 100 m1 en un matraz aforado, ajuatar e1 ph a 7.4 

en un potenciometro. 



Soluci6n Holf freter .J!.9.EJ!. Anf ibJoe 

C1oruro de eodio •••••••••••••••••••3.5 a 
C1oruro de potaeio ••• ;. 

C1oruro de calcio 

Bicarbonato de eodio ••••••• 

. . o. 05 • 

•• 0.10 • 

•• 0.02 • 
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Dieolver toda e la• ea lee en un litro de aaua deeti1ada y 

a1•acenar en refriaeraci6n. 

Aworgieyador l:.E.i.L-.!!Ql. 

Hc1 0.2 M •••• •••••••••••••••••••••••••••••••••••••8•27 ml 

Trie hydroxy •ethyl awino methan 0.2 M ••••••••••••• 12.11 a 

Preparar una eoluci6n de Acido clorhidrico 0.2 M, aareaar este a 

100 wl de agua destilada y aforar a 500 •1. Por eeparado 

dieo1ver e1 trie en 500 •1 de aRua dcetilade. Deepu•• •• toman 

25 •1 de la eoluci6n da HC1 y 19.2 ml de 1a eo1uci6n del Tri•. 

ajuetar e1 ph a 7.6. 

Preparaci6n ~ ~ 

E1 epon ee prepare a partir de doe ••zc1as etock dano•inada• "A" 

y "B" • 
Mezcla "A" 

DDSA (Dodeceny1euccinic anhydride)...... 81 •l 

Epon 812 •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 50 •1 
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Mezc1a "B" 

NMA (Nadie Meti1 Anhidride) •••••••••••••••••• 44 m1 

Epon 812 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 50 m1 

Mezc1a de trabajo 

Meac1'a A •• •••••••••• 7 •1 

Meac1a B •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 3 a1 

DMP-30 (diaeti1 su1foxido) •••••••••••••••••••• 0.15 •l 

Fi1ador .!!suLi.!l. 

So1uci6n •aturada de Acido picrico •••••••••••• 75 al 

Foraaldehido ••••••••••••• ~ •••••••••••••••••••• 25 al 

Acido ac•tico glacial ••••••••••••••••••••••••5 ml 

Agregar a 1a so1uci6n saturada de Acido picrico. 

formaldehido y 1oa 5 m1 de Acido ac•tico alacial. 

filtrarlo y a1aacenar a temperatura ambiente. 

Fi.1•dor Carnoy 

los 25 

Meac1ar 

Alcohol abao1uto •••••••••••• ••••• 60 ml 

Cloroformo •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 30 al 

Acido ec•tico g1acia1 ••••••••••••••••••••••••• 5 m1 

ml de 

bien. 

Mesclar e1 alcoho1 absoluto con e1 cloroformo y el Acido ac•tico 

a1acia1. •aitar bien y almacenarlo a temperatura ambiente. 



Tetra6xido .!!.!!. osmio 

Una c!paula de osmio •••••••••••••••••••••••••! a 
Cacodilato de aodio 0.1 M. ph 7.4 ••••••••••••• 100 ml 

Hº' 

Lavar la c!paula de tetra6xido de oamio con mazcla cr6mica. 

deNpu~s cnjuaaarla bien con aaua de la llave y lueao con agua 

destilada. Tomar ista con una aaza limpia y rayarla con un l!piz 

de diamante auavemente. Meterla a un fraaco bien liapio. aaitar 

para que ae rompa la c!paula y aareaarle el aaortiauador 

cacodilato de sodio 0.1 M. Almacenar en un fraaco !mbar 

¿ubierto con papel aluminio a 4 ºC. 

Eg Pi na A.l. .ll 
Eoaina aaertlla ••••••••••••••••••••••••••••• la 

Aaua deatilada ••••••••••••••••••••••••••••••100 al 

Acido acitico•••••••••••••••••••••••••••••••·º·l al 

Disolver la eoaina en loa 100 •1 de agua deatilada y ponerle de 

5 a 6 aotaa de !cido acitico. 

Hematoxilina .!l.!!. Harria 

Hematoxilina•••••••••••••••••••••••••••••••••! a 

Aluabre de potaaio•••••••••••••••••••••••••••20 a 

Oxido de mercurio rojo ••••••.•••••••••••••••• • O.S a 

Alcohol absoluto ••••••••••••••••••••••••••••• 10 al 
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Diso1ver e1 arsmo de hematoxi1ina en 10 m1 de a1coho1 abao1uto y 

por separado 20 aramoa de a1umbre de potasio en 200 •1 de aaua 

ca1iente. Deapu6a de 24 hora• se mezc1an ambas so1ucione•. se 

1e aareaa a 1a mezc1a 0.5 ar de oxido de mercurio rojo y se 

ca1ienta haata que ebu11a. Se deja enfriar y •• suarda en un 

fraaco alabar. 

AaortJauador lU!.!:.9. Ho•oaenar 

Tri•- Hc1•••••••••••••••••••••• 

Eti1en Diamin tetraceto •••••••• 

Ditiotreito1 ••••••••••••••••••• 

Gl1.cerol ••••••••...•••••••••.•• 

Aprot~n~n•••••••••••••••••••••• 

Mo1ibdato de aodio ••••••••••••• 

20 aM 

3 mM 

O.S aM 

10 m1 

10000 U.IC. 

20 mM 

Amortisuador para Gradientes 

Tria-Hc1 •••••••••••••••••••••••••20 mM 

Eti1en Diamin tetraceto ••••••••••• 1.5 mM 

Ditriotcito1 •••••••••••••••••••••• o.25 aM 

G1icero1 •••••••••••••••••••••••••• 10 m1 

Mo1ibdato de aodio •••••••••••••••• 10 aM 

Se prepar6 un buffer para aradientes con sacarosa a1 5% 

a1 .20 %. 

y otro 
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