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1. INTRODUCCION  

La diferenciación sexual es uno de loa fenómenos bioló-

gicos más trascendentes ya que asegura la perpetuación 

de las especies con reproducción sexual y es a la vez 

uno de los más complejos. Esta 	exime a ni- 

vel de los cromosomas (sexo genético o cromosómico), de 

las gónadas (sexo gonadal), de los genitales inter= y 

externos (sexo genital) y de la apariencia exUmna (sexo 

fenotipico). En efecto, el dimorfismo sexual es el resol 

tado de una secuencia de eventos que ocurren en las fa-

ses ele tempranas de la vida y cuya. regulación presenta 

un alto grado de precisión. Debido a este dimorfismo 

en la mayor parte de las especies se pueden identificar 

o reconocer facilmente dos sexos: el masculino y el 

femenino. 

La determinación del sexo se establece en el momento de 

la fertilización y depende de la distribución de los cm-

mosasasXeY6Wyfen el huevo. En muchas especies 

de vertebrados (mamíferos y en algunas- de peces), la ama 

titución genética es homogamética en la hembra 00U y 

heterogemética en el macho (EY). 

La diferenciación fenotipica incluyendo los genitales 

internos y externos es un evento posterior a la determi 



nación del sexo genético y varia de acuerdo a las dife-

rentes especies. En esta etapa, en los vertebrados, el 

embrión esté provisto de los elementos rudimentarios e 

indiferenciados necesarios para la formación del apara-

to genital femenino o masculino y el proceso de diferen 

ciación sexual se logra en base al estimulo o a la in- 

hibición de esas estructuras genitales rudirmtarias (1). 

El proceso de diferenciación gonadal se basa en un in-

tento continuo del blastema mesonéfrico de mantenerse en 

contacto con el blastema epitelial. Así en la gónada 

masculina se establece una fusión de ambos blastemas, 

mientras que en la gónada femenina se separan. Sigui-

téneeminte las células germinales primordiales ~de 

su sitio de origen (porción caudal y dorsal del aemvi-

telino) hacia la superficie medioventral del surco geni 

tal. 

111 proceso Intimo de diferenciación de lagebehindlihmen 

alada a testiculo u ovario embrionario no se ha diluci-

dado completamente. La teoría mis aceptada es la de la 

asimetría cronológica propuesta porJosty cola. (2) que 

plantea que laorganisación testicular es diriqídagsuli-

Umlaute por mea substancia organizadora que actda so-

bre la gemida primitiva, mientras que la auseciadi es- 



te inductor condiciona que la Orlada se desarrolle en 

una etapa más tardía como ovario. 

Estudios recientes en la expresión del sistema H-Y indi-

can que este antígeno de superficie es la atelmncia or-

ganizadora testicular y apoyan fuertemente esta teoría 

(3). En efecto,la presencia del antígeno H-Y induce la 

diferenciación de las células somIticas del surco geni-

tal en células de Sertoli, las cuales forman los cordo-

nes celulares que incorporan a las células germinales 

que migraron del saco vitelino. Las células de Sertoli 

regulan la actividad mitótica e inhiben el proceso usio-

tico de las células germinales durante la vida intrau-

terina siendo esta dltima actividad posiblemente regula-

da por las substancias inhibidora e inductora de lanado 

sis. La organización de los cordones inducida por el an 

tígeno E-Y requiere de la presencia en estas células de 

un receptor menbranal para este antígeno. Estos cordo-

nes celulares constituirán los tibiaos ~infiero*. De-

be señalarse que la organización de tdbulos es indepen-

diente de la presencia de células geznínales. 

Aunque la evidencia genética parece indicar que existe 

una clara relación entre la presencia de este antígeno 

y la diferenciación del testículo, el' secaniaso por el 



cual el antígeno R-Y llevaría a cabo la morfogénesis 

testicular, permanece altamente hipotético. En experi 

mentos realizados in vitro en los que se ha intentado 

producir una reversión sexual de la gónada en reagrega 

dos celulares en presencia del antígeno -Y y/o su an - 

tisuero, los resultados han sido sólo sugestivos. En 

efecto la observación de.tdbulos parecidos a los semi-

niferos y de agregados esféricos que recuerdan folícu-

lo* en condiciones de cultivo aguardan aun estudios de 

alta resolución. 

Por otra parte,es bien conocido el hecho de que usando 

hormonas esteroides sexuales. exógenas es posible "indu 

*ir" epigenéticamente una reversión sexual de la góna-

da en casi todos los grupos de vertebrados inferiores e 
3,nr,lri= ea algunos amilferos inferiores como los meran 

14014 evidencia releva al antígeno 	como agente cau- 

sal primario de la diferenciacidn sexual de la gónada 

41a estas topeoies colocándolo como un 'factrcevozackt por 

14 Miás de las hormonas esteroides. Sin embargo. en 
1010~95 debido al desarrollo embrionario intraw-

tubo 104.4mmamente sometido a la acolan potencial de 

borpeftee miterelées de la unidad feto.oplacenta-ma- 
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dre, la síntesis del antígeno H-Y parece haberse hecho 

constitutiva, de manera que su fo:nación es independien-

te de la presencia o ausencia de ni-rmonas esteroides 

sexuales. Esto explicaría el por qué en los mamíferos 

no se ha logrado la reversión sexual gonadal con horno 

mas esteroides, excepto en los marsupiales que nacen en 

una etapa muy temprana de su desarrollo. 

El testículo embrionario se transforma en testículo fe-

tal cuando se diferencian las células de Leydig a par-

tir de células con aspecto de fibroblastos ubicadas en el 

intersticio de la gónada embrionaria. Este proceso de 

citodiferenciación se establece en la 8a y 9a semana de 

vida intrauterina. El testículo fetal dirige la dife-

renciación fenotipica masculina mediante los productos 

de secreción de dos de sus elementos fundamentales: la 

célula de Sertoli y la célula de Leydig. 

El primer evento en la diferenciación genital masculina 

es la involución de los conductos Müllerianosque se ini-

cia entre la 8a y 9a.semanas de la gestación y concluye 

en la lla semana cop la desaparición de este sistema. 

La regresión de los conductos ffiffillerianoe es mediada por 

una 	 a fetal de origen testicular [4,51, la Hormo- 

na Inhibidora de Estructuras Mallerianas (HD),cuya na- 



turaleza no ha sido aun esclarecida, sin encargo en estu-

dios recientes se ha demostrado que se trata de una pro-

teína con un peso molecular estimado por técnicas de 

centrifugación en gradientes entre 120,000 a 195,000 

daltones [6]. Una serie de evidencias experimentales 

sugieren a la célula de Sertoli fetal como el sitio de 

biosíntesis de la HIN Pl. Se acepta que el efecto de 

esta hormona es local dado que en casi todas las situa-

ciones fisiológicas y clInicas se requiere una cercanía 

anatómica entre el tejido testicular y los ductos Malle 

ríanos para que ocurra la regresión. 

La transformación de la gónada indiferente a ovario em-

brionario es mis tardía (7a a 8a semana) que la observa-

da en la diferenciación testicular y por otra parte no 

requiere una remodelación de los elementos de la góna-

da primitiva. Debido a la ausencia de factores organi-

zadores o determinantes testiculares (sistema 11-Y), las 

células de origen epitelial y mesonéfrico tienden ini 

cialmente a separarse constituyendo un blastema certical 

y un blastema gonadal. Sin embargo, la corteza omírica 

fetal se forma por la combinación de células de origen 

mesonéfrico y epiteliales. La mayoría de las células 

germinales primordiales se incorporan en los cordones 

corticales (oogonias) que contienen células primitivas 



de la granulosa. La transformación de ovario embriona-

rio a ovario fetal ocurre en el I, --,ento altive las oogo-

nias entran en profase meiótica (oocito primario). Ef 

proceso meiótico es regulado por las substancias induc-

toras e inhibidoras producidas por las células de la 

granulosa. Estas células rodean a los oocitos formando 

una capa simple de células foliculares constituyendo el 

folículo primordial. Cuando el folículo primordial se 

rodea completamente de tejido conectivo se constituye 

el folículo primario, encontrándose los oocitos en esta-

dio de reposo. Este proceso de transformación requiere 

de la presencia de los dos cromosomas X activos. El nd - 

mero de oocitos alcanza su máximo (7 x 106) entre las 

semanas 18 a 22, disminuyendo progresivamente de tal ma-

nera que al momento del nacimiento solamente existen 2 

millones de células germinales de las cuales la mitad 

muestra signos de degeneración. 

El estudio de la naturaleza química de las substancias 

producidas por las gónadas embrionarias, durante y des-

pués de la diferenciación sexual ha conducido a un gran 

advero de investigaciones las cuales se han enfocado ha 

cia tres aspectos principales: 1) La habilidad de la 

gónada embrionaria para sintetizar esteroides sexuales 

empleando precursores radiactivos; 2) -42.1 empleo de téc- 



nicas histoquímicas para la localización de enzimas co-

mo la 3/1 -ol deshidroqenasa involucradas en las vías bio 

sintéticas de hormonas esteroides sexuales y 3) la de-

mostración y caracterización de secreciones endógenas 

en las gónadas embrionarias. 

La actividad biosintética de hormonas esteroides en las 

gónadas fetales difiere segdn se trate de la gónada mas-

culina o femenina. Así mientras el testículo presenta 

gran actividad endócrina el ovario fetal es prácticamen 

te inactivo. 

En 1961 Acevedo y colaboradores [8j y &loa en i%4 t91 

realizaron los primeros experimentos que demostraron la 

capacidad del test/culo fetal humano en diferentes eta-

pas de la gestación para formar testosterona (T), emple 

ando como substratos pregnenolona (P5), 170( -hidroxi-

pregnenolona (170( -OH-P5) y panmsbmxna (p41) radiactivas. 

La mayor actividad de biotranformación del test1=a° se 

observó en los fetos entre la la y la 12a semana de gas 

tacida, coincidiendo con la etapa en que se realiza la 

diferenciación sexual de los genitales. Por otro lado, 

esta mayor actividad de las células de Leydig fetales 

coincide también con la mayor producción placentaria de 

gonadotropina coriónica humana (GCH), lo cual sugiere la 



posibilidad de que esta gonadotropina sea la responsa-

ble del estímulo de las células _-,tersticiales de la tt 

nada masculina para la producción de la testosterona. 

Posteriormente en 1970 [10] se informó la capacidad de 

biosíntesis "de novo" de testosterona por el testículo 

fetal humano de 14 semanas de gestación, demonstrando 

se la presencia en este tejido de todas las enzimas ne 

cesarias para formar una hormona esteroide como la tes 

tosterona a partir de un compuesto no esteroide como es 

el acetato de sodio marcado con 14C. 

Los datos interiores demuestran como el testículo tal 

del humano es capaz de biotransformar precursores este 

mides como de sintetizar "de novo" hormonas androgéni 

cas de gran actividad biológica como la testosterona , 

que de acuerdo a la teoría de Jost es esencial para el 

desarrollo del fenotipo masculino. 

A diferencia de lo informado respecto a la habilidad de 

biosíntesis de hormonas esteroides por el testículo fe 

tal, los estudios realizados con ovarios fetales tanto 

humanos como de otras especies muestran una muy escasa 

actividad en estos tejidos. 

En 1964, Bloch !91 demostró que al incubar con proges-

terona 14C homogeneizados de tejidos ováricos fetales, 
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éstos solo fueron capaces de reducir la cetona en posi-

ción 20 formando 20ok-hidroxi-progesterona. Años más 

tarde Jungmann y Schweppe [11I al incubar ovarios de fe 

tos humanos de 20 semanas de gestación con acetato de 

sodio marcado con 14C, encontraron la mayor parte de la 

radiactividad en la fracción de esteroles e identifica-

ron completamente tanto el lanosterol como el colesterol 

formados. En la fracción correspondiente a los esteroi 

des se encontraron solo huellas de radiactividad asocia 

das a los 'acarreadores' de pregnenolona y progesterona. 

La capacidad de aromatización de los ovarios fetal" se 

estudió en experimentos de biosíntesis in vitro realiza 

dos en ovario fetal de bovino casi al final de la gesta 

ción demostrándose la formación de estradiol (E2) tac ac 

tivo a partir de androstendiona-14c u  4 Al A)  1121. 

El conocimiento de la endocrinología de la unidad feto-

placenta en el humano 1131 puso de manifiesto el alto gra 

do de conjugación a esteres sulfatos de las hormonas es 

teroides presentes en grandes concentraciones en la cine 

loción fetal, tanto en el feto femenino como en el mem 

lino [141. Estas hormonas conjugadas pueden ser utili-

zadas por las suprarrenales 1151 y las gónadas masculinas 

1161 como precursores en la biosíntesis de otros MilhaOS 

de hormonas esteroides. La conversión de estos sulfatos 



a hormonas libres con actividad biológica, requiere 

previamente romper la unión del e L_er-sulfato por medio 

de enzimas llamadas sulfatasas, las - uales han sido de-: 

mostradas en el testículo fetal humano en la etapa en que 

se lleva a cabo la diferenciación sexual 1161 y en ova-

rios fetales humanos en las semanas 12 a 17 [17]. 

Jaffe y colaboradores [18] demostraron en estudios rea-

lizados in vitro, que el testículo fetal humano de la se 

mana 16 a la 20 respondió con uña m'Axioma producción de 

testosterona ante la presencia de concentraciones fisio 

lógicas de GCH. 

Estos mismos autores [19], empleando un método de radio 

inmunoandlisis midieron la concentración de CCH en varios 

tejidos fetales, encontrando los niveles más altos en el 

ovario seguido por el riñón, el timo y el testículo. Aun-

que en la actualidad no se ha demostrado esteroidogéne-

sis en el ovario fetal como respuesta a la estimulación 

con GCH, estos resultados sugieren una padble acción fi 

siológica de la hormona placentaria sobre este tejido. 

Casi simultIneamente, el grupo del Dr. Wilsons  demostró 

la conversión in vitro de andrógenos a estrógenos en los 

ovarios fetales del conejo (20) y del himno un en dife-
rentes 4.4~4^«  Am 12. gestación. En -estos expertmskos, 
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sin embargo, los ovarios de los fetos humanos menores de 

3 cm y del conejo antes del día 18 así como los testicu 

los de todas las edades, fueron incapaces de realizarla 

aromatización de los andr6genos. 

La etapa en la que el ovario presenta esta capacidad en-

zimática de aromatización es semejante a la del testícu-

lo para producir testosterona, sugiriendo que la función 

endócrina de estos tejidos se desarrolla antes de la di-

ferenciación histológica y que posiblemente sea regulada 

por factores similares durante el desarrollo embrionario. 

Todos estos informes de la literatura demuestran la pre-

sencia de la mayoría de las enzimas necesarias para la 

biosíntesis de las hormonas esteroides con actividad bio 

lógica en las gónadas fetales de varias especies de ma-

míferos. En las Figuras 1 y 2 se describen las vías bio 

sintéticas que han sido demostradas en ambas gónadas fe-

tales. 

Entre los mamíferos, el equino es una especie en la que 

«I desarrollo de las gónadas fetales es. en todos aspec 

tos notablemente diferente. Durante el curso de la ges-

tación las gónadas fetales se hipertrofian exageradamen-

te de tal modo que alrededor de los 220 días el tazeibde 

estos órganos es mayor que el de los ovarios de la medre , 

los cuales a su vez, durante esta etapa involurionan,pe- 
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ro una subsecuente regresión a finales de la gestación 

hace que al momento del nacimiento las gónadas sean so-

lo 1/8 del máximo tamaño alcanzado. 

La primera mención de este hecho la realizó Aristóteles 

en la antigeedad al señalar que en el abdómen de los fe 

tos del caballo se encontraban 4 riñones, ya que por el 

tamaño y el aspecto de las gónadas fetales estas son di 

flcilmente identificadas como tales. Posteriormente,en 

el siglo XVI en la "Anatomía del Caballo" publicada por 

Carlos Ruini se hace énfasis también en la hipertrofia 

gonadal en los fraff.o_ 

Desde el punto de vista hormonal la gestación en la yegua 

también es diferente a la de otros mamíferos. A partir 

del dla 45 existe en el suero de la yegua una humcna con 

actividad gonadotrópica (MKSG), la cual permanece eacir 

culación hasta aproximadamente los 150 días de la gesta 

ción, alcanzando sus valores máximos entre los 50 y 80 

[221. 

Como consecuencia de las altas concentraciones de MG, 

los ovarios de la yegua presentan un marcado crecimien-

to folicular con frecuentes ovulaciones y formación de 

cuerpos ~ce que se mantienen produciendo progesterona 
hasta aproximadamente el día 100 en que inician su re-
gresión. 
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Por otro lado, no existe ninguna relación entre la hiper-

trofia de la gónada fetal y la pr tIcción de la gonado-

tropina materna ya que cuando la gónada alcanza su máxi 

mo tamaño la PMSG ya no esta presente en la sangre de la 

madre. 

Aun con el empleo de técnicas de bioensayo no se pudo de 

mostrar ninguna evidencia de actividad progestacional ni 

androgénica en los extractos de grandes cmItidadesde ova 

ríos y testículos fetales, sin embargo, si se encontró 

presente una gran actividad estrogénica en estos mismos 

extractos [231. En el análisis cromatográfico de un ex 

tracto de tejido ovárico de un feto de equino de 4 mases 

de edad, tampoco se demostró la presencia de progestero 

na [24). 

Los estrógenos más abundantes en el plasma de la yegua 

gestante son estrona, estradiol, equilina y en menor pro 

porción equilenina, sin embargo, la presencia de estriol 

nunca ha podido ser demostrada. 

La equilina y equilenina son compuestos aromáticos pro-

ducidos exclusivamente por la yegua durante el embarazo 

y presentan a diferencia de los estrógenos clásicos, el 

anillo B insaturado con una doble ligadura en el átomo 

de carbón 7 en la equilina y dos dobles ligaduras en po 

sición 6 y 8 en el caso de la equilenina. 
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Durante la gestación, los estrógenos presentan una ele-

vación en sus niveles plasmáticos a partir del 4° mes, 

alcanzando un máximo entre los 150 a 200 días [25], pe-

riodo que coincide exactamente con la máxima hipertrofia 

de las gónadas fetales. 

Los estrógenos equinos no se producen en el macho ni en 

la hembra no gestante, por lo que es posible concluir 

que estos compuestos insaturados en el anillo Rasan for-

mados por la unidad feto-placenta. 

Los estudios realizados por Raeside y sus colaboradores 

126] sobre el posible papel de las gónadas fetales en la 

producción de estrógenos, demostraron que ámlweideprac 

ticar gonadectomía unilateral en el feto, tmtkendieffix! -

mente de su sexo, los valores de los estrógenos urinarios 

de la madre disminuyen aproximadamente a la mitad en el 

día siguiente a la operación. Cuando la gonadectosia fe 

tal fue bilateral, los niveles de estrógenos descendie-

ron rápidamente en las 48 horas posteriores a la inter-

vención y además un alto porcentaje de los embarazos cul-

minaron en abortos inmediatos. 

Como el contenido de estrógenos en el ovario o testícu-

lo fetal no es mayor que el del hígado o riñón [27], se 

considera que las gónadas fetales no son el sitio deba. 

nación de estrógenos sino que al igual que como ocurre 

_ 
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en el humano, éstos son sintetizados por la placenta 

que tiene una gran cantidad de arc nasas, pero requie-

re de los sistemas enziméticos presentes en el feto ya-

que es incapaz de biosintetizar compuestos C19  (and:~ -

nos) que son los precursores inmediatos de los estróge-

nos. 

Este sería el mecanismo por el cual se sintetizarán es-

trógenos como la estrona y el estradiol, sin embargo, los 

estrógenos equinos no se forman a partir de los precur-

sores utilizados en la biosíntesis de los efflUtgenoselá-

sicos, sino que existe una vía que parte de un paso an-

terior a la formación de escualeno y que por lo taffiXIDD 

involucra al colesterol como precursor obligatorio se - 

gdn lo han demostrado los estudios de Bhavnani y Short 

128-31]. 

Los dnicos estudios de biosíntesis de hormonas asteroi-

des en las gónadas fetales equinas se realizaron en tes-

tículos en la etapa, de mayor hipertrofia (321. En es., 

tos experimentos se demostró como las gónadas de un fe-

to masculino de 9 meses poseen los sistemas enzimáticos 

necesarios para llevar a cabo la síntesis 'de novo' de 

un gran ndmero de esteroides, ya que después de haber in 

cubado rebanadas del tejido testicular con acetato 
14 dio C fue posible aislar e identificar colimaeral70C- 
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OH-progesterona, DHA, testosterona, androstendiona y es 

trona. 

También en contraste con lo establecido acerca de la di 

ferenciación sexual de los mamíferos, en las gamdasams-

culinas y femeninas del caballo, se observa desde esta-

dios muy tempranos una diferenciación masiva de tejidos 

esteroidogénicos [33-351. RecientementeMien*ort-Larios 

[36] en un estudio muy completo sobre la morfogénesis y 

citodiferenciación de la gónada fetal del caballo, in-

formó como en embriones de ambos sexos, de 1.5 cm de 

largo se inicia el proceso de citodiferenciación en la 

zona más compacta de la cresta genital, destacando un 

aumento en el nómero de mitocondrias con crestas tubula 

res así como un rápido desarrollo del retículo eaNyaás 

mico. Al estudiar embriones de 1.8 cm, se pudo obser-

var un segundo estadio de diferenciación el cual es war 

rente en algunas células localizadas en la zona mas pro 

funda de la cresta genital (médula). En esta etapa, las 

mitocondrias aumentan de volumen, las crestas tubulares 

se hacen mAs abundantes y el gran desarrollo de las mem-

branas cisternales inicia la formación activa del retí-

culo endoplIsmico liso. 

En un tercer estadio, observado en embriones de 2 cm, 

las células adquieren la estructura típica de las célu- 
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las esteroidogénicas. Aunque este patrón de diferen-

ciación es el mismo en todos los embriones estudiados, 

la distribución de las células productoras de esteroi-

des varia segdn la gónada. En aquellas identificadas 

como testículos, la médula está separada del epitelio 

superficial por una invasión de tejido y vasos sanguíneos 

y las células esteroidogénicas siempre se observan sepa 

radas de los ttibulos seminíferos. A diferencia de los 

testículos, los ovarios presentan un arreglo diferente de 

las células estezcp-idogCnicz: 	~4.-An rnntenidas en un 

sistema único de cordones que se hacen mas evidentes ha 

cia la región cortical, donde se continúan con el epite 

lío superficial. En contraste también con el testículo, 

la lámina basal que rodea los cordones se interrumpe con 

frecuencia en la región medular. 

En la corteza del ovario, las células somáticas que ro-

dean a las células germinales presentan ya una claradi-

ferenciacidn de células esteroidogénicas. 

El siguiente paso en el desarrollo de la gfflada, se &ser 

v6 en el embrida de 4 cm de largo y está caracterizado 

por un aumento significativo de la cantidad de tejido co-

nectivo en ambas gónadas, el cual en el testículo va a 

separar los tdbulos seminíferos de las células de Leydig. 
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En el ovario se observa una disgregación temporal de la 

médula así como una separación dc'- nitiva de los cordo 

nes corticales. 

Finalmente, el cambio más importante que ocurre en los 

embriones de los 7.5 cm en adelante, es el extraordina 

rio aumento en la cantidad del tejido esteroidogénico 

en el cual los tdbulos seminiferos del testículo están 

completamente sumergidos, mientras que en el ovario los 

enweleaneR epiteliales que contienen las células germina-

les están restringidos a una capa superficial delgada. 
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II. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 

Siendo el caballo una especie tan pe -.liar y habiemdo tan 

escasa información con respecto al desarrollo de sus gó-

nadas fetales, se diseñó el presente estudio con el ob-

jeto de comprobar la actividad esteroidogénica presente 

tanto en el ovario como en el testículo del feto dude es 

tadios muy tempranos de la diferenciación gonadal, y es-

tablecer las diferencias tanto cualitativas como cuanti-

tativas en los procesos de biosíntesis hormonal en las 

gónadas equinas de diferente sexo y edad de gestación. 

El empleo de pregnenolona-3a, un precursor de esteroides 

biológicamente activos, nos permitirá establecer la pre-

sencia de las actividades enzimáticas en las diferentes 

gónadas estudiadas. 

La demostración de que el ovario fetal no es un órnpnapa 

sivo desde el punto de vista de la esteroidogénesis du-

rante la etapa fetal, podría cambiar totalmente las teo-

rías tradicionales acerca del papel del testículocmmodni 

co responsable de la inducción de la diferenciación feno 

típica en los vertebrados. 
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III. MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL:.  

1. Hormonas Radiactivas. 

Se empleó Pregnenolona marcada con tritio en el car 

bon 7, con una actividad especifica (A.E.) de 17.2 

Curies/mmola, la cual se obtuvo de la Cia. Nevaglimd 

Nuclear de Boston, Massachusets. Esta pregnenolona 

radiactiva se repurificó por partición cromatografi 

ca en papel en el sistema A, el cual se describe en 

la Tabla I. 

La pureza radioquimica de este compuesto se estable 

ció al recristalizar una alícuota con pregnenolona 

pura no radiactiva hasta alcanzar una A.E. constan-

te. 

2. Hormonas no Radiactivas. 

Las hormonas esteroides no radiactivas que se utili 

zaron fueron: pregnenolona, progesterona, dehidroe-

piandrosterona, androstendiona, testosterona, estro 

na y estradiol. Estos compuestos se obtuvieron de 

Steraloids Inc. y de sigma Chemical Co. Todos ellos 

se analizaron por espectroscopia en infrarrojo des- 

pués de recristalizarse varias veces en metanoly de 

determinar su punto de fusión. 



TABLA I 

SITEMAS DE CROMATOGRAFIA DE PARTICION EN PAPEL 

SISTEMA COMPOSIC ION PROPORCION 

A LIGROINA: PROPILENGLICOL 	* 1:1 

B TOLUENO : PROPILENGLICOL 	* 1:1 

C BUTANO : METANOL : AGUA 	** 5:4:1 

D 6.6:3.3:8:.: REPTAN° : BEMZEND:MANOL:ACIJA 	** 

E 2.5:7.5:8:2 1900CIAMD: TOUNNUIMMNOLalUA 	** 

Sistemas tipo Savard. 

* * 	Sistemas tipo Bush. 
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3. Solventes. 

Solventes como heptano, tolueno, benceno, metanol, 

etanol, diclorometano, cloroformo, propilenglicol y 

ligroina (eter de petróleo 30-60 °C) fueron de gra-

do analítico y se destilaron inmediatamente antes 

de usarse. 

4. Reactivos. 

Todos los reactivos empleados fueron también de gra 

do analítico. 

5. Material Biológico. 

Se utilizaron las gónadas de fetos machos y hembras 

de equinos, en diferentes estadios de la gestación, 

los cuales se obtuvieron por medio de laparotomia 

practicada a las yeguas preñadas inmediatamente des 

pués de ser sacrificadas en un rastro de equinos. 

El tiempo de la gestación se estableció de acuerdo 

al tamaño y características de los fetos segdza lo des 

crito por Roberts (Tabla II). 

Los tejidos gonadales se depositaron sobre hielo pa 

ra ser tansportados al laboratorio y procesados en 

un tiempo no mayor de 60 minutos después de haberse 

extraído. 



TABLA II 

RELACION DEL TAMAÑO Y CARACTERISTICAS FETALES DEL EQUINO CON LA 
EDAD GESTACIONAL* 

DIAS DE GESTACION 
LONGITUD 

CABEZA - ANCA 
(cm) 

CARACTERISTICAS 	DEL 	FETO 

APAR/CION DE LAS EXTREMIDA- 
30 0.9 - 	1.0 DES. 	SE HACEN 	APARENTES - 

LOS OJOS Y LA BOCA. 

50 3.0 	- 3.5 APARECEN 	LOS 	PARPADOS 	Y 
LAS OREJAS. 

90 10 	- 14 SE FORMAN 	LOS 	PEZONES 	Y 
LAS PEZUÑAS. 

120 15 	-- 20 FORMACION DE LOS GENITALES 
EXTERNOS. 	ESCROTO VACIO . 

240 60 	- 80 CRECIMIENTO DEL PELO DE 	LA 
CRIN Y LA COLA. 

CUERPO TOTALMENTE CUBIERTO 
330 100 	- 150 POR EL PELO CON SU COLOR 

DEFINITIVO. 	DESCIENDEN - 
LOS TESTICULOS. 

* Tomado de: Veterinary Obstetrics and Genital Diseases. 
Roberts, S.J. EdwaÉd, Bros. Eds. Nueva York 
1971, p. 27. 
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MÉTODOS: 

1. Preparación e Incubación de los Tejidos. 

Las gónadas fetales femeninas y masculinas se pesa-

ron en una electrobalanza Mettler Modelo S6. De las 

gónadas de los fetos mayores se tomó sólamente una 

porción de aproximadamente 5g mientras que las más 

pequeñas se utilizaron completas procediendo a pre-

parar e incubar los tejidos como a continuación se 

describe: 

Los tejidos gonadales se fragmentaron finamente por 

medio de una tijera, de este modo, al mismo tiempo 

que se mantiene la integridad celular se aumenta la 

superficie de exposición al medio de incubación. Du 

rante todo este proceso, los tejidos se mantuvieron 

a una, temperatura de 4 •C con objeto de preservarla 

actividad enzimttica. 

Los fragmentos tisulares se colocaron en matraces 

Erlenmayer de 25 al, los cuales contenían 5 ›aCi de 

la pregnenolona-3H a dos diferentes concentraciones: 

0.05 	8 0.5 pM en solución de Krebs-Ringer de tos 

tatos a un pH de 7.4 en un volumen final de 5 mi. Mo 

se emplearon coeazimas y los controles delexperisen-

to ~tenían todos los elementos descritos menos el 

tejido ~la III). 



TABLA III 

DATOS FETALES Y EXPERIMENTALES 

Experimento 	Sexo 
Wo. 	Platal 

Longitud 	i 
Cabeza-Ancas 

«n'U 	I 

Edad 
Estimada 
(dial» 

Peso de la 
Gónada 
(g) 

Peso del 
Tejido Incubado 

(9) 

Pregnanolaw3B 
Dxmbeda S'el 

14 

1 1 11  90 0.10 0.10 0.05 

2 ' 80  270 18.95 4.49 0.05 

3 
Cr 75 260 23.58 4.81 	, 0.05 

4 di' 
- 

80 
-- 

270 
, - 

22.45 4.87 0.05 

5 1 11 90 0.10 0.10 0.50 

6 Y 80 270 18.99 6.28 0.50 

7 
- 

Cr 75 260 22.60 5.87 
— 

0.50 

8' CO7 80 270 21.49 5.44 0.50 
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La incubación se llevó a cabo en un incubador meta-

bólico Dubnoff Modelo I4FG, con agitación constante, 

a 37.5 °C por 3 horas y con una atmósfera de oxige-

no (95%) y bióxido de carbono (5%). Una vez finali 

zado el tiempo de la incubación y con objeto de pa-

rar la actividad enzimática se agregaron a cada ma-

traz 5 ml de diclorometano saturado con agua y se 

congeló posteriormente el sistema en un baño de hie 

lo seco y acetona. Los matraces se mantuvieron en 

congelación hasta el momento de homogéneizar los te 

jidos, para lo cual se emplearon homogeneizadores de 

vidrio de tipo Potter-Elvehjem. 

2. Extracción, Purificación e Identificación de los Me  

tabolitos Radiactivos. 

Los metabolitos radiactivos formados durante la in-

cubación se extrajeron de los tejidos homogeneiza-

dos mediante una partición con 30 ml de diclorometa 

no saturado con agua en tubos de centrifuga de farda 

redondo de 50 *1 y con tapón esmerilado, repitiendo 

el proceso por 5 veces. La fase orgánica (dicloro-

metano) se colectó en matraces de fado ved:ndo hacién-

dola pasar a través de sulfato de sodio anhidro con 

objeto de eliminar el agua presente. Una vez termi-

nadas las extracciones, el solvente orgánico se eva 

pord a sequedad por medio de un evaporador rotalWrio 
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con vacío Büchi modelo R/A. El extracto seco se re-

disolvió en 10 ml de metanol y se tasaron alicuotas 

por triplicado de 1/200 del volumen, para determinar 

--el-eontenido de tritio en un Espectrómetro de Cente 

lleo Liquido, Packard Modelo 2660. Cada alícuota se 

disolvió en 10 ml de una solución de centelleo, la 

cual se preparó con 4g de PPO (2,5-difenil-ozazony 

200 mg de dimetil-rorcr (1,4-bis-2(4-metil-5-fenil-

ozazoli1)-benceno) disueltos en 1000 ml de tolueno de 

grado de centelleo. 

De la fase acuosa se tomó una alícuota de 1/10 del 

volumen, la cual se incorporó a 10 ml de una solu 

ción de instagel (Packard instrument Co. Inc.) que es 

una mezcla especial capaz de incorporar agua al sis-

tema de centelleo. 

Para todas las muestras en las que se cuantificó el 

contenido de tritio se utilizaron tubos especiales 

de vidrio con bajo contenido de 4°X yacpeemueratin-

ndclido tiene una energía similar a la del tritio lo 

cual incrementarlz las cuentas de fondo. El tiempo 

en que se contaran las muestras fue el adecuado pa-

ra asegurar un error no mayor del Se. 

Con el objeto de separar los lípidos que pudieran in-

terferir posteriormente en los procesos de purifica 
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ción de los esteroides radiactivos formados, los ex 

tractos orgánicos fueron disueltos en 5 ml de meta-

nol acuoso (90%) saturado con heptano y reextraldos 

por 3 veces con un volumen igual de heptano satura-

do a su vez con metanol acuoso. 

Nuevamente después de esta partición se tomaron all 

cuotas de cada fase (1/200) para debanninu  el conte-

nido de radiactividad en cada una de ellas. 

El método empleado para la purificación e identifi-

cación de cada uno de los metabolitos radiactivos for 

mados fue el de dilución isotópica, el cual incluyó: 

dilución de la actividad especifica, determinación 

de la movilidad cromatográfica, por lo nenoe en 2 sis 

temas diferentes de cromatografla de partición en pa 

pel y recristalizaciones sucesivas hasta demostrar 

una actividad específica constante. 

A continuación se describirán en detalle cada unode 

los procesos mencionados. 

A. Dilución de la Actividad Específica. 

La actividad específica de un compuesto marcado 

isotópicamente, se define como la cantidad de ra 

diactividad por unidad de masa. 
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Por lo tanto y de acuerdo a las concentraciones 

de la pregnenolona-3H empleada como premmsor en 

estos estudios biosi.ntéticos, los productos me-

tabólicos obtenidos poseen una masa insignifi-

cante que se encuentra en el orden de los pico-

gramos, siendo imposible el empleo de las técni 

cas habituales para establecer su estrucbra gutni 

ca, por lo cual, se utilizaron métodos indirectos 

como es la dilución de la actividad esnecifit a  

original, agregando cierta cantidad deestetthides 

no radioactivos que servirán también como aca-

rreadores específicos de los diferentes =apues-

tos formados. 

El aumento en la masa nos permitió localizar a 

los metabolitos no sólo por la detección de la 

radiactividad, sino también por reacciones de al 

gunos de los grupos funcionales característicos 

con reactivos específicos o bien por algunas pro 

piedades físicas como es la absorción de luz ul 

travioleta. 

La dilución de la actividad específica de los 

metabolitos radiactivos presentes en los extrac-

tos metanólicos libres de lípidos se realizó agre-

gando 200 pg de cada uno de los siguientes este- 
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roides no radiactivos: pregnenolona, progeste-

rona, dehidroepiandrosterona, androstendiona, 

testosterona, estrona y estradiol. 

B. Determinación de la Movilidad Cromatográfica. 

El método de cromatografla de partición mima 

que se basa en la distribución del esteroide en 

relación con su coeficiente de partición en dos 

fases formadas por solventes no miscibles y de 

diferente polaridad, fue el que se emplee en el 

presente trabajo 

cla de los metabolitos esteroides obtenidos des 

pués de la incubación. 

Los sistemas cromatográficos utilizados fuerúa 

diseñados por Bush [371 y Savard [38] y se des-

criben en la Tabla 1. El primero de ellos, em-

plea en la constitución de la fase fija o esta-

cionaria solventes muy polares y volátiles, de 

modo que la impregnación del papel con esta fa-

se se realiza dentro de la cámara de cromatogra 

fla. En cambio, los sistemas de Savard difieren 

en que en la fase estacionaria se utiliza meg 

vente de alta polaridad pero no volátil como es 

el propilenglicol, por lo cual es necesario la- 



- 29 - 

preqnar el papel con la fase fija introducién-

dolo en una mezcla de propilenglicol: metanol 

(1:1) antes de aplicar la muestra. 

La movilidad cromatoqráfica de los diferentes es-

teroides se expresa en términos de R7  que puede 

definirse como la distancia en centímetros re-

corridos en el papel por el compuesto al final 

del proceso, entre el ndmero de horas en que éste 

se llevó a cabo. 

Otra forma de expresión de la movilidad es el 

valor de RE  que representa los centímetros reto 

rridos en el papel por el esteroide, entre los 

centímetros recorridos por la fase móvil. 

Tanto los valores de RF  como de RT  son específi 

cos y constantes para cada esteroides en un sis 

tema determinado, por lo cual son datos que por 

si solos pueden oritmtamos en la identificación 

de la estructura química de la molécula en estu 

dio. 

El extracto metandlico libre de lípido* se cro-

»litografió en diversos sistemas de solventes pa 

ra separar y purificar cada uno de los produc*ns 

formados en la incubación. Para todas las cro- 
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matografias se utilizó papel filtro Mal" W. 1, 

previamente lavado durante 48 horas con una mez-

cla de benceno/metanol 1:1. Al no ser posible 

disponer de un cuarto mantenido a temperatura 

constante, para poder controlar el tiempo del de 

sarrollo de las diversas cromatograflas, se uti-

lizó como referencia a cada lado del cromatogra-

ma de papel, el colorante 1-metilamino-4-anino-

antraquinona (P-11) el cual tiene la particula-

ridad de descomponerse en 4 diferentes colores 

que en orden de polaridad decreciente son: Mora 

do, azdl violaceo, rosa y azul claro [39]. Tam-

bién se utilizaron como referencia en cada pro-

ceso de cromatografla, 100 pg de los diversos 

esteroides no radiactivos. La localización en 

el papel de los diferentes metabolitos radiactivos 

se efectuó por medio de un radiocromatógrafo 

Scanner Modelo 7201 de Packard Instrument Co. 

Los esteroides no radiactivos agregados al ex-

tracto inicial y los utilizados como referencia 

se identificaron por sodio de las siguientes re-

acciones de oolor: 

al leaocido de Ziammomann. El reactivo descrito 
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por Zimmermann para identificar funciones cetó-

nicas específicamente en el carbón 17, esta cima-

tituldo por una mezcla de partes iguales de so-

luciones metanólicas de m-dinitro benceno e hi-

dróxido de potasio. Este reactivo produce una 

coloración violeta característica [401. 

b) Reacción con Acido Fosfomollbdico. La pregneno 

lona fue identificada con una solución prepara-

da con ácido fosfomolíbdico en metanol, con la 

cual produce un color verde al ser calentada a 

80 •C [41]. 

c) Reacción con HAIN. La presencia de un grupo a4  

3=0, se manifestó por el desarrollo de una colo 

ración amarilla intensa en contacto con la hi-

drazida del ácido isonicotinico MUDO en meta-

nol y en presencia de ácido clorhídrico concen-

trado [421. 

d) aeacción con Aztl de Turnbull. El anillo A con 

estructura fenólica de los estrógenos, reaccio-

na con el azdl de Turnbull (ferricianuro férri-

co) produciendo una coloración azdl estable en 

presencia de ácido clorhídrico IX 1431. 
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e) 	Absorción de Luz Ultravioleta. Una función /14-

3-tetona le confiere a la molécula asteroide la 

capacidad de absorvar la luz ultravioleta dame 

longitud de onda de 250 nm, propiedad física que 

se utiliza para identificar esteroides con este 

tipo de estructura [44]. 

^1 t̀ cine  de  los  ~des  de loe cremato~. 

Umzlem localizados en las tiras cromatogréficas 

los esteroides, tanto por reacciones de color, 

absorción de luz ultravioleta y detección dera-

diactividad, se cortaron las zonas correspamffiln 

tes, las cuales se eluyeron con metanol que es 

un solvente capaz de disolver a todos los aste-

roides y con al que se obtienen recuperaciones 

de un 100%. Posteriormente, el metanol se eva-

poró a sequedad en un evaporador rotatorio con 

vacío. 

De estos extractos se tomaron alicuotas apropia 

das para medir radiactividad y someterlos después 

a una nueva cromatograffa o -recristalizarlos a 

actividad especifica constante, cazo paso final. 
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D) Detormineelin da la Puma algoodialca. 

La estructure qutaica de los metabolitos radiar 

tivos aislados y purificados por cromatografia, 

se estableció al agregar una cantidad extra del 

esteroide no marcado para poder rectistalizarlo va 

rias veces, hasta obtener una actividad upedli 

ca constante, tanto en los cristales como en las 

aguas madres, lo cual indicó que la estructura 

del compuesto agregado era igual a la del com-

puesto radiactivo, ya que lo que en realidad es 

tabamos realizando era una diiuci6n de la acti-

vidad especifica original. 

la determinación de la A.E. se obtuvo tomando 

una allcuota de aproximadamente 1 mg, tanto de 

lós cristales como de las aguas madres (previa-

mente secadas) y pesándola exactamente en una 

electrobalanza Calma, modelo G-2, calibradas' NI 

El contenido de la radiactividad de cada alicuo 

ta pesada se obtuvo al disolverla en 10 mide la 

solución de centelleo y contarla durante untiam 

po adecuado en el especuthatxxo de ~no li- 
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IV. RESULTADOS 

Después de haber sometido los homogeneizados de los te-

jidos a un proceso repetido de extracción, se obtuvieran 

dos fracciones: la fracción orgánica (diclorometano) y 

la fracción acuosa (Figura 3). 

En la fracción orgánica se encontró el 981 de la radiac 

tividad incubada que correspondió a compuestos no este - 

rificados (esteroides libres), en cambio, en la tracxáón 

acuosa en la que se encuentran esteroides de alta pola-

ridad (conjugados), solo se obtuvo un 2% de la radiacti 

vidad inicial (Tabla IV) . 

La fracción orgánica libre de lípidos, después de la par 

mntge himpten^ y militnnol acuoso, cm:tenla un9ltdel 

tritio. A los extractos de diclorometano de las góna-

das correspondientes a los fetos de menor edad, no fué 

nscssario someterlos a esta última partición debicb a su 

escaso contenido de lípidos (Tabla IV). 

La fracción de "esteroides libres' se cromatografió en 

el sistema A (Figura 3) durante 57 horas, 	4 

Mil radiactivas en el cromatograma. En el goteo colee 

tido se encontró también una cantidad importante de ra-

diletividad que corresponde a los esteroides de poca 

polaridad. 



TABLA IV 

. 	 , 
COMMIDO Di 101DIACT1V10AD IR LAS DEPIRENZIS l'ACCIONES 	(%) 

liperimato 
lo. P. OrldmIca P. Acuosa P. ~tamo P. Mietamo1 

1 98.1 
. 

1.3 - 
_. 

- 

2 97.3 
. 	.. 

1.8 13.8 81.3 
, 

3 96.7 2.3 17.4 78.6 

e 97.4 2.0 12.8 83.4 

S 
..., 

96.6 2.1 - - 

6 
. 

96.1 1.7 
. 	. 

19.6 73.0 

7 97.0 
a 

1.7 
, 

15.4 
, 

78.9 
- 

$ 94.5 
1 

1.1 10.4 71.2 
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Zona 1. Esta zona que fué la más polar, con un 117  de 

0.06, correspondió a la zona en que fueran localizados 

por medio del reactivo de azdl de Turnbull los acarrea -

dores de estrona y estradiol. Después de eluirla y de- 

terminar su contenido de tritio, se recromatografió en el 

sistema E (Tabla I) en el cual presentó un RF  main di- 

ferente al estradiol (0.15) y estrona (0.53). No se rea 

lizaron intentos posteriores para establecer la estructu 

ra de esta zona debido a su bajo contenido de radiactivi 

dad. 

Zona 2. La zona con una movilidad cromatográfica idén-

tica al acarreador de testosterona (RT  0.20), se identi-

ficó tanto por su absorción de luz ultravioleta como por 

el desarrollo de una coloración amarilla intensa con el 

reactivo de RAI». Después de cuantificar la radiactivi-

dad presente, se recromatografió en el sistemall amblar), 

en el cual volvió a coincidir exactamente con la testos-

terona no marcada, calculándose un Rp  de 0.76 para ambos. 

Con estas evidencias sobre la naturaleza de la estructu-

ra química del compuesto presente en esta zona, se tomó 

una alícuota, a la cual se agregó una cantidad tilde tes 

tosterona no radiactiva para obtener una ~en dpa/mg 

apropiada y realizar recristalizaciones sucesivas en me- 
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tanol, hasta obtener una actividad especifica constante 

igual en los cristales y en las aguas madres. Los re-

sultados de las cristalizaciones de la testosterona-3H 

aislada en los 8 experimentos se observan en la Tabla V. 

Zona 3. Esta zona radiactiva, con un R,r  de 0.39, preeen 

tó la misma movilidad que la dehidroepiandrosterona 

"fria" la cual, con el reactivo de Zimmalmmn, desarrolló 

la coloración violeta característica de los compuestos 

esteroides con un grupo cetónico en el carbón 17. 

La identificación de esta zona se llevó a cabo almezo-

mntografiarla en el sistema D (Tabla I), en donde ex-

hibió un P... de 0.51 idéntico al establecido en este sis 

tema para la dehidroepiandrosterona. Por las recristali 

zaciones sucesivas de una alícuota con DHA no radiacti-

va, se estableció definitivamente la estructura química 

de este metabolito tritiado. Los datos de las recris-

talizaciones se muestran en la Tabla VI. 

Zona 4. La movilidad de la radiactividad presente en 

esta zona, con un RT  de 0.66 y su posterior cnzutoliffla 

en el sistema C (Tabla I), en donde se estableció un Rp  

de 0.46, indicó que el compuesto aislado corresponde a 

la preqnenclona-3H no metabolizada, por lo que no mecen 

sideró de interés su recristalización. 



TABLA V 

Cristales 
dpm-3H/mg 

Experimento 
No. 

Aguas Madres 
dpm-3H/mg 

1. 
323 
399 
306 

464 
428 
383 

2 
622 
684 
672 

995 
710 
682 

1921 
1996 
1982 

2306 
2118 
2004 

5 

6 
628 
667 
622 

977 
703 
677 

7 
769 
733 
713 

927 
812 
731 

506 
459 
456 

520 
517 
492 

8 

PUREZA RADIOQUIMICA DE LA TESTOSTERONA-3H 
AISLADA DE LOS EXPERIMENTOS 

	.-. 

Zik 	 

3 

4 

942 
948 
864 

224 
176 
173 

965 
903 
898 

258 
181 
179 

•	 



TABLA VI 

PUREZA RADIOQUIMICA DE LA DEBIDRORPIANDROSTERONA-3H 
AISLADA DE LOS EXPERIMENTOS 

Experimento 
No. 

Cristales 
dpm-3H/mg 

Aguas 	Madres 
dpm-38/mg 

1899 2355 
1 1981 1949 

1995 1955 

1536 1570 
2 1420 1429 

1418 1422 

1273 1412 
3 1296 1339 

1370 1340 

1938 1812 
4 1948 1889 

1917 1994 

1757 2340 
5 1747 1695 

1774 1772 

1826 2034 
6 1843 1853 

1899 1894 

1810 1872 
7 1941 	- 1799 

1876 1899 

1194 1328 
8 1187 1271 

1292 1311 
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Goteo. Los metabolitos tritiados poco polares formados 

durante la incubación y presentes en el goteo de 57 ho-

ras, se separaron por crcmatografla en el sistema C (Ta-

bla I), encontrandose dos zonas radiactivas bien detini-

das: la zona mis polar que coincidió con el acarreador 

de androstendiona localizado por reacción de Zilmmuimuma, 

RAIN y absorción de ultravioleta, prommdlluail, de 0.25. 

/A recristalización de una alícuota del contenido de es 

ta zona con androstendiona pura no radiactiva se mees - 

tra en la Tabla VII, con excepción del experimento 3 cu 

yo escaso contenido de radiactividad no permitió reali-

zar el procedimiento de recristalización. 

La zona menos polar, con un Rp  de 0.54, se identifio5co-

mo progesterona exclusivamente en base a su movilidad 

cromatografica y por las reacciones de color y almarcidn 

de-ulttinríoleta de su acarreador, ya que no fue posible 

recristalizarla en virtud de la poca radiactividad pre 

MIAU. 

La conversión de la pregmenolona-38 a los imetabolitos ra-

diactivos identificados como daffildroepiandrostarona,an-

drostendiona y testosterona se muestran en la Tabla:Vino  

Yate expresada como picomolas/g de tejido y picomolas/ 

~ida. 



TABLA VII 

PUREZA RADIOQUIMICA DE ANDROSTENDIONA-3E 
AISLADA DE LOS EXPERIMENTOS 

Experimento 
No. 

Cristales 
dyee-3E1/mg 

Aguas 	Madres 
dpm-311/sg 

1 
541 
690 
690 

775 
702 
682 

~lb 

2 ide 

360 385 
3 301 392 

314 334 

1020 1137 
4 1056 1146 

961 1102 

1307 1412 
5 1397 1400 

1384 1396 

119 165 
6 122 147 

138 132 
.11 

1238 1367 
7 1217 1301 

1272 1291 

1 

740 650 
8 654 680 

616 650 



TABLA VIII 

METABOLITOS RADIOQUIMICAMENTE PUROS FORMADOS DURANT4 LA INCUBACION DE 
GONADAS FETALES DE EQUINO CON PREGNENOLONA-JH 

Experimento 
no. 

Dehidroepiandrosterona Androstendiona Testosterona 

pelig Tejido p®/Gónada pm/g Tejido pm/Gónada pm/g Tejido Pm/Gónada 

1 740.0 78.5 5.1 0.6 
...- 

2.8 0.3 
_ 

2 4.3 81.2 
, 

- - 0.2 2.8 

3 
, 

2.6 57.2 0.3 
- 

6.6 0.2 4.3 

4 
, 

4.3 92.2 0.2 
- 

4.3 0.1 1.9 
- 

5 4800.0 480.0 185.0 18.5 600.0 60.0 

6 17.5 332.3 0.4 6.5 0.7 13.0 

7 17.9 404.0 1.9 
. , 

42.3 0.6 12.5 

6 9.2 197.4 0.8 17.9 0.8 16.1 
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Estos valores de conversión se obtuvieron de las recris 

tentaciones, multiollcando el valor promedio de la A.E. 

por los mg de compuesto arrío' agregados al inicio de es-

te proceso y por la cantidad total de radiactividad pre-

sente en la zona correspondiente, en la última cromato-

grafía. 

Como puede verse en la Tabla VIII, no existen diilmexdas 

importantes en la conversión a metabolitos de 19 *tomos 

de carbón entre el ovario y el testículo fetales cuando 

se expresaron los resultados en picamolasigenada perece-

d& concentración del substrato incubado (0.05 y 0.5 uM). 

Sin embargo, loa valores de conversión fueron significa - 

tivamente más altos en los ovarios de los fetos más jó-

venes cuando se expresan como picomolas/g de tejido (Eft-

perimentos 1 y 5). 
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V. DISCUSION 

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la 

capacidad de las gónadas fetales equinas para biotrans-

formar in vitro pregnenolona isotópicamente marcada con 

tritio en dehidroepiandrosterona-3H, androstendiona-3 H 

y testosterona -3H radioquimicamente puras. Estos hallas 

gos dan evidencia de la presencia de 3/3-ol dimshidrcgena-

sa, Q 4-41.5-isomerasa, 17o( -hidroxilasa, 17-20-desmola-

sa y 17/i-oxido-reductasa tanto en el ovario como en el 

testículo del caballo a diferentes estadios de la gesta 

ción. 

Debe señalarse que esta evidencia de la formación de an 

drógenos con actividad biológica, particularmente testas 

terona, por el ovario fetal equino, constituye la prime 

ra demostración en mamíferos de que la gónada femenina 

es capaz durante la vida intruaterina de biosintetizar 

hormonas androgénicas. Las vías metabólicas utilizadas 

por el ovario fetal equino para formar testosterona a 

partir de pregnenolona, fueron tanto la ruta de los cota 

. 	puestos áth 4  como de los Q5. 

En efecto, se lograron identificar 2 compuestos interne 

diarios como son la dehidroepiandrosterona y la andros-

tendiomas  poniendo de manifiesto que las rutas metabóli 

CAs operantes fueron las siguientes: 
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a): Pregnenolana —41.17« -CE pregnenolcna—>dehidreepiandros-

terona---Ipandrostendiaz—iptwtosterana (vía de los ,?5,5) 

Y 

b): Pregnenolana> progestercna 	progestercna —, 

andrcatendicna—ip testosterona. (vía de los M) (Figura 4) . 

La incapacidad para identificar tanto a la 17c1( -OH preg - 

nenolona como a la 1701 -OH progesterona co20 metabolitos 

intermediarios. se  explica por la gran eficiencia de la 

17.20 -desmolasa, que al romper la cadena literal de los 

compuestos C-21, 1701-hidroxilados, los convierte en COSI 

puestos C-19 con la estructurad 5  -3fi -OH 6 Z14-3=0- co-

rrespondientes como ha sido demostrado en otros órganos 

productores de hormonas esteroides. 

Es de gran interés por otra parte, el señalar la adecua-

da correlación existente entre los hallazgos ultraestruc 

torales y funcionales de la gónada fetal equina. Enefw-

to el ovario fetal a una edad muy temprana de la gesta-

ción (decimoprimera semana) muestra al ser estudiado con 

el microscopio electrónico, que posee los organelos in-

tracelulares con el aspecto morfológico requerido para 

efectuar la biosíntesis de hormonas esteroides y por o-

tra parte posee los sistemas enzisaticos requeridos para 

este proceso biosintético. Por otra parte, los estudios 

morfológico en una etapa avanzada de la gesta - 
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ción (trigesima semana), demuestran un incremento sig-

nificativo en el incremento citoplászico de lisosomas 

en la gónada femenina fetal,_hallazgo que correlaciona 

con la demostración de una disminución en la actividad 

biosintética. 

Por otra parte los resultados de este estudio confirman 

y extienden observaciones previas que demostraron que el 

testículo fetal equino es capaz de biosintetizar testos 

terona. De interés sin embargo, fué el hallazgo de que 

la ruta biosintética de andrógenos en el testículo fe-

tal es similar a le encontrada en el ovario, siendo la 

diferencia dnicamente cuantitativa. 

El significado biológico de nuestros hallazgos reside en 

la demostración de que no M'amante el testículo equino 

durante la vida intrauterina participa en la regulación 

endócrina de la gestación a través de la biosíntesis de 

hormonas esteroides con actividad biológica, sino que -

también la gónada fetal femenina participa en una forma 

activa en este proceso requisitorio. ruede por lo tanto 

postularse a partir de estas observaciones, que el ova-

rio fetal al menos en esta especie, contribuye con hor-

monas esteroides adecuadas a la poza hormonal de la pla 

menta, ya que este órgano transitorio no tiene la capa-

cidad de biosintetizar de novo hormonas esteroides. Por 
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otra parte estos hallazgos permiten explicar satisfacto 

riamente la interrupción de la gestación en el caballo 

que se observa después de ooforectomía bilateral en el 

feto. 

Finalmente, este estudio apoya el concepto sugerido en 

otras especies, de que el ovario fetal de los mamíferos 

puede jugar algdn papel en la construcción del fenoti-

po femenino. La magnitud de tal papel deberá ser deli-

neado en estudios subsecuentes. 
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CONCLUSIONES FINALES 

Las conclusiones finales obtenidas en este estudio son 

las siguientes: 

I. Se demostró por primera vez en el ovario fetal equi 

no la biosíntesis in vitro de testosterona a partir 

de pregnenolona en diferentes estadios de la gesta-

ción, infiriendo la presencia de 3//-ol -deshidroge-

nasa, /14-A,5-isomerasa, 170t-hidroxilasa, 17,20-

desmolasa y 171-ozido-reductasa. 

II. Se confirmó y se amplió la demostración de McArthur 

[32] de que el testículo fetal equino es capaz de 

biosintetizar testosterona y que la ruta biosintéti 

ca es similar en ambas gónadas. 

III. Se postula en base de estas observaciones que el ova 

rio fetal de esta especie contribuye a la regulad& 

endocrina de la gestación y se sugiere que puede ju 

gar al." papel en el desarrollo del fenotipo feme-

nino. 
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