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T.- RESUMEN

El origen de 1las células de la médula de la gdnada de los
vertebrados es adn tema de controversia en la actualidad. Se ha
propuesto que estas células derivan a partir del blastema
mesonédfrico. Sin embargo, hay investigaciones hechas en otras
especies de vertebrados las cuales proponen que las células de
la médula se originan del epitelio celdmico. Para determinar el
origen embrionario de estas células se estudiaron todos los
eventos celulares que se llevan a cabo durante el desarrollo de
l1a gdénada de las larvas del anfibio Xenopus lsevias; desde 1a

formacidén de la cresta genital hasta que ocurre la

diferenciacidn sexual de la génada. En este trabajo se describid
por primerd vez el desarrollo de la génada embrionaria de X.

laevis utilizando la técnica de alta resolucidn como ia

microscopia electrdnica. En todas las etapas estudiadas se

encontrd similitud entre las celulas medulares y las del

epitelio celémico.

Se ha propuesto que las hormonas esteroides participan en la-

diferenciacidn sexual de 1a gdnada de los vertebrados. En

laevis se ha visto que la diferenciacién sexual de 1a génada

puede ser controlada por un facﬁor epigenético de naturaleza
hormonal. En este trabajo se evalud el efecto de 1las hormonas
esteroides sexuales en la diferenciacidn sexual de la gdnada de
X. laevis empleando estrdgenos, antiestrédgenos, inhibidores de
aromatasas y andrdgenos. La dnica hormona que revirtid 100% el

sexo gonadal de las larvas, fué el benzoato de estradiol. Se




Vobnervb un efecto parcial en la diferenciacién sexual de 1la
gédnada con otros estrdgenos. Se obtuvieron los mismos
resultados con el antiestrdgeno y los inhibidores de aromatasas.
Los andrégenos no influyeron en la diferenciacidn sexual de 1la
gédnada. A

Los estudios morfoldgicos se extendieron para investiéar los
procesos de esteroidogénesis antes de aque se lleve a cabo la
diferenciacidn sexual de la gdénada. Se estudid el metabolismo
de hormonas esteroides en dos fases criticas del desarrollo
embrionario: formacidn de la cresta genital (etapa 49) y génada
indiferenciada (etapa 54) . Se utilizd como pr.curlbr la
testosterona y demostrd que la via de biosintesis en la regidn

urogenital de las larvas de X. laevis es semejante a la de los

embriones de mamiferos. En el presente trabajo también se
utilizd la tecnica histoquimica para detectar la actividad de 1la
enzima 3 g hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 g HSD) en 1la regidn
urogenital de las larvas normales y tratadas con estrdgenos,
antiestrédgenos ¢ inhibidores de aromatasas. En todas las etapas
estudiadas el dnico te jido esteroidogénico decéct.do £ué. la
gldndula interrenal y la génada fuéd negativa.

Por otra parte se sabe que las hormonas esteroides ejercen su
accidn bioldgica a través de una profeina receptora, esta se ha
estudiado mucho en los mamiferos. En los anfibios unicamente hay
un estudio del receptor a estrédgenos realizado en el higado de

adultos de X. laevis. En la presente investigacidn se buscd el

receptor a estrdgenos en la regidn urogenital e higado de larvas

de X. laevis y el receptor a andrdgenos en el cerebro y complejo



urogenital de las mismas. Sin embargo, no se pudo demostrar 1la
presencia de la proteina receptora en ninguno de los tejidos
estudiados.

En el presente estudio se Plantea la posibilidad que los
esteroides sexuales actuen como moduladores del factor(es) de 1la
diferenciaciédn sexual de la génada y no como los responssbles

directos de este proceso(s).



II.- INTRODUCCION

l1.-Desarrollo y diferenciascidn sexual de 1la gdnada

Durante el desarrollo embrionario u ontogénesis se llevan a
cabo cambios morfogenéticos y funcionales que culminan en 1la
formacidn de un organismo complejo. Durante este proceso en 1la
mayoria de los vertebrados ocurre la morfogénesis y
diferenciacidn sexual de 1la gdnada.

La gdénada estd formada por 1los siguientes componentes:
epitelio celdmico o superficial, tejido mesenquimdtico
(elementos somdticoa) y células germinales primordiales (c.g.p.)
de origen extragonadal.

El origen embrioldgico de las células somdticas de la génada
de los vertebrados ha sido tema de controversia desde la dpoca
cladsica de 1a embriologia. Vanini, (1951) sugirid que estas
célulams derivaban a partir del bluastema interrenanl, al que ubicé
en una zona vecina al mesonefros e independiente del mismo. Sin
embargo, este planteamiento no se sostuvo durante mucho tiempo.

Otra hipdtesis vigente durante uuéhon afios fue propuesta por
Witschi (1967), con base en una serie de observaciones
realizadas en los anfibios. En ella sostiene que la gdnada
indiferenciada estd formada de dos territorios estructurales, la
médule y 1la corteza. Lasa primera se forma por células que
provienen del blastema mesonéfrico y la segunda por la
proliferacidn de las célhl.- del epitelio celdmico.

La hipdtesis de la participaciédn del mesonefros en la



formaciédn de la génada ha ganado numerosos simpatizantes (Bycov,
1978 Upadhyay y col., 1979; Zamboni y col., 1979) aunque

también ha wido cuostlonndn por otros (Merchant — l.arton y

Centeno-Urruiga, 1979; Merchant- Larios y Villalpando, I. 1981;
Merchant y col., 1984).

En 1la actualidad no se ha determinado cudl es el origen

embrionario de las células medulares que forman la génada, por

10 que consideramos importante estudiar en este trabajo ai el
mesonefros participa en la morfogénesis gonadal.

Par ofr. parte, Witschi (1956) intentd explicar la
diferenciacidn sexual de la gdénada con su teoria dual de los

inductores cédrtico-medulares. En ella propone que la médula y

la corteza producen sustancias inductoras, la medularina y 1a

cortecina, respectivamente. Witschi (1967) sugiriéd que los

inductores tienen una doble funcidn, estimular la diferenciacién

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

interaccidn entre &stos es semejante & una reaccidn 1inmune, de

manera que la corteza produce la antimedularina y la médula‘la
anticortecina. En el momento de la diferenciacidn sexual de la

génada, dependiendo del sexo genético del individuo, domina o

prevalece uno de los dos territorios, potencialmente la médula
se diferenciard como un testiculo y 1la corteza comoc ovario. En

ls actualidad, a pesar del avance técnico, los inductores de 1la

diferenciacién sexual propuestos por Wisctchi no se han

identificado.

Otra posible explicacidn de 1l1a diferenciacidn sexual de la



gdnada se basa en la presencia de un antigeno de
histocompatibilidad denominado HY, Este sc ha asociado al sexo
heterogamético; algunos estudios proponen que su presencia

determina la diferenciacidn sexual del testiculo (Watchel, 1975,

1980; Silvers y Watchel, 1977; Zenzes y col., 1978; Polan} y

Adinolfi, 1983). De estos estudios se deduce gque su ausencia

determina la diferenciacidn sexual del ovario. _
E1 antigeno HY ha sido detectado en diferentes especies de

vertebrados: Mamiferos (Zenzes y col., 1978; Watchel y col.,

1975; Watchel y Bresler 1980; Polani y Adinolfi, 1983), aves
(Bacon, 1970; Watchel y col., 1975; Muller y col ., 1980 vy
Ebensperger y col., 1988), reptiles (Zarboski y col., 1979),

anfibios (Zarboski,P 1979; Watchel, 1980) y peces (Muller vy

col., 1979; Pechan y col., 1979; Reinboth y col.,1987).
En los dltimos afios se ha cuestionado el papel que juega el
antigeno HY en 1l1la diferenciaciédn sexual de 1a gdnada. Se ha

visto que éte aparece en los ovarios de machos revertidos con

esteroides como en los anfibios Xenopus lgevis (Watchel y col.,
1980) y Pelodytes punctatys (Zarboski B, 1979).

Aparentemente, el hecho de que la presencia del antigeno

pueds ser evovada por les hormonas esterocides, indica que el

antigeno HY aparece como uns consecuencia y no como la causa de

1a diferenciacidn sexual de 1l génada. Los datos

contradictorios que existen en la literatura respecto a 1la
participacidn de eate antigeno en 1a diferenciacidn sexual del
testiculo (Ohmo y col., 1978) hacen evidente la necesidad de

investigar mds en este campo.



2.- Parabiosis

Para obtener mds informacién de 1a accién de las hormonas
esteroides en la diferenciacidn sexual de la gdnada de los
anfibios, se han usado otros métodos experimentales como 1la
parabiosis, el transplante de gdnadas diferenciadas y el
transplante de presuntas dreas gonadales. Los experimentos
pioneros sobre parabiosis fueron realizados por Burns (1925).
Su técnica experimental consiste en unir las larvas a manera de
siameses en la etapa de nedrula o de botdn caudal.
Posteriormente se establece en . éstas una anastomosis
circulatoria y se obtiene una circul.cién comdn antes de que
ocurra la diferenciacidn sexual de l1la génada. Con esta técnica

se trata de reproducir el efecto Free Martin encontrado en los

bovinos. Los resultados obtenidos con este método son muy
.vnriables y dependen de la especie en estudio (Houchon, 1971).

Hay diferentes modalidades de parabiosis, l1la realizada de
cabeza a cola, la de cabeza a cabeza;:; la mds comim es aquella en
la que las larvas se unen a todo 1o largo del cuerpo;' la
revernidn sexual sdlo sc obtiene con esta ditima debido quizdA a
que los factores sSexuales se difunden mds fAdcilmente en este
caso.

Se ha visto que s8i los miembros de un par parabidtico poseen
el mismo sexo genético, la diferenciacidn sexual ocurre
normalmente, pero si tienen diferente carga genética hay una
circulaciédn cruzada de hormonas, de tal manera que los
esteroides producidos por el testiculo embrionario masculinizan

n la génada femenina (Houchon, 1971).



La pn;.biosis se ha realizado en algunas especies de anfibios

como en los urodelos, Trituyrus torogys (Witschi y McCuray,
1929), A. tigrinum y P, waltldii (Burans, 1930) en ello: se

ob-efvé que hay siempre un dominio de la génada masculina sobre

la femenina.

Para analizar la relacidn que existe entre 1a constitucidn

gendtica y 1la diferenciaciédn sexual de 1la gdneda durante 1la

parabiosis, se han llevado & cabo algunas combinaciones
gendticas en el urodelo P. waltli (Gallien 1962:1965), en el que
uno de los parabiontes es heteroploide. Los resultados

obtenidos con 1la unidn entre un macho haploide y una hembra

diploide son variables., Algunas veces 1la hembra feminiza al

testiculo y en otras el parabionte haploide (el macho) impide el

desarrollo ovdrico de la hembra . Sin embargo, en P. wgltlii 1a

combinacidn 2n o 3n en el macho, sicmpre inhibe el desarrollo de

la génada femenina sea ésta 2n o 3n.

Por otra parte para determinar si hay un efecto dominante de
las hormonas sexuales en la diferenciacidn sexual de 1a génada
se han realizado combinaciones parabidticas heterosexuales entre

individuos de diferentes especies como: Ambystoma mexicanum y

Ambystoma tigrinym (Burns, 1935), Ambystoma maculatym y Trityrys
toromsys. asi como en Ambystomg tigrinym y Ambystows

Jefersonisnum (Witschi, 1937).

En cada una de las parejas westudiadas ‘una de ellas se

caracteriza por ser de mayor tamaifio y porque su velocidad de

desarrollo es mds rdpida con respebto a la segunda; la especie

de mayor tamaiio en este caso la hembra, ejerce un efecto
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dominante sobre 1a génada masculina. Emsto afecta directamente

la diferenciacidn sexual de los testiculos que son transformados

en pequefios ovarios (Burns, 1935; Witschi, 1937).

En los anuros también se ha realizado la parabiosis, pero los

resultados son menos dramdticos que en los urodelos (Witschi,

1931; Houchon, 1971). En los primeros, la parabiosis entre un

macho y una hembra influye sobre todo en 1la diferenciacidn

sexual del ovario. Se ha visto que en la combinacién

heterosexual entre Discoglossus pictus y Pelodvtes puctatus hay
un claro dominio de l1la génada masculina sobre la femenins, la

cual finslmente se diferencia como un ovotestis (Houchon, 1971).

En otras especies de anuros como Bombing variegats. Pelobatres
sultripes, Pelodytes Rynctagys, Alites obstetricans y
Limnodynastes tanmaniensis, la combinacidn heterosexual no

afecta 1la diferenciacidn sexual de 1a gdnada de ninguno de los

parabiontes, de tal forma que cada uno de éstos se diferencia de

acuerdo a su sexo genético (Houchon, 1971).

A pesar de la amplia informacidn obtenida con 1la

parabiocais, el

tédcnica de
papel que desempeifian las hormonas esteroides en
1a diferenciacidn sexual de la génads no se ha aln esclarecido.

"Otra de las formas en las que pueden ser revertidas las

gdénadas de 1los anfibios, en este caso las hembras gendticas, es

a través del transplante .de . gdnadas vya diferenciadas

(testiculos) en la cavidad abdominal de las larvas, en las

cuales no ha ocurrido adn la diferenciacidn sexual de l1la gdnada,

como en X. laevis (Mikamo y Witschi, 1963; 1964) y en P. waltlji

(Collenot col., 1975). Al realizar el transplante, si el
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aceptor es un macho genédtico éste se diferencia normalmsente. Si
el receptor es hembra, los ovarios son transformados en
testiculos. La funcionalidad de las hembras revertidas con esta
técnica ha sido comprobada a través de 1la cruza de los animales
revertidos con otra hembra normal (Mikamo y Witschi, 1963;
1964).

El andlisis del cariotipo de X. laevis, no muestra
diferencias de tipo estructural en los cromosomas sexuales del
macho y de la hembra (Mikamo y Witschi, 1966). Sin embargo, se
sabe que la constitucidn gendtics de este anfibio es ZZ para los
machos y ZH.pnr. las hembras:; &é&sto fue demostrado a travéds de
estudios gendticos en los descendientes obtenidos tanto de
machos invertidos con la administraciédn de hormonas esteroides
(Chang y Qit-ch1.1953). como en las hembras revertidas a través
del transplante testicular (Mikamo y Witschi, 1963; 1964). Otro
de los métodos utilizados para esclarecer la participacidn de
las hormonas esteroides en 1la- diferenciacidn sexual de 1la
génada, se realizd transplantando les presuntas Areas gonadales
(Humphrey, 1928, 1948 ; Collenot, 1975). Con eata téecnica se
seleccionan 1las larvas en el estadio de botdn csudal, se aisla
el 4rea posterior que dard origen a 1la gdnada y se implanta en
la misma posiciédn que ocupaba, en un embridn receptor que esté
en una etapa igual de desarrollo (Collenot, 1975). Estos
experimentos fueros hechos en Ambystoma tigrinym (Humphrey,
1945) y en P. waltlii (Collenot, 1975). Las combinaciones entre
_individuoa del mismo sexo, no parecen afectar la diferenciacidén

sexual de la gdnada. Sin embargo, en las combinaciones entre
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individuos con diferente carga génetica, el testiculo inhibe el
desarrollo del ovario y éste se transforma en un testiculo
funcional. Se demostrd que los animales revertidos con esta
tédcnica, son funcionales (Humphrey, 1945, 1948). Una de las
ventajas obtenides al emplesr esta técnica, fué 1a de una mayor
supervivencia de las larvas con este tipo de transplante
comparada con el bajo indice de supervivencia de las larvas de
un par parabidtico. Otro tipo de transplante utilizado consiste
en asociar la parte anterior del drea mesodérmica que formard 1la
gbﬁ.d. de un embridn de genotipo femenino y la posterior de otro
masculino; también en este caso el drea de la génada femenina

ctransplantada generalmente es inhibida (Houillon y Charlomagne,
1971).

3.- Hormonas esteroides
La idea acerca de la posible participacidn de las hormonas
esteroides en la diferenciacidén sexual de 1la génadi. surgid al

observar el efecto Free Martin. Este es un fendmeno que se

observd por primera vez en embriones gemelos de bovinos con sexo
genético diferente (Moore y col., 1957) y ocurre por anastomosis
vascular del corion de las placentas de tal manera que 1a
testosterona producida por el testiculo embrionario (Lillie y
Bascom, 1922) se difunde a través del sistema circulatorio vy
organiza un ovotestis en la hembra (Willer, 1921). El andlisis
de estos resultados dio origen a una teoria hormonal en la que

se propone a las hormonas esteroides u hormonas sexuales como
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agentes responsables de la diferenciacidn sexual de la gdnada
(Lillie, 1916, 1917).

Esto condujo a la apertura de un Area de investigacidn que
plantea la posibilidad de modular la diferenciacidn sexual de 1la

gdnada a través de los esteroides. A partir del efecto Free

Martin se ha experimentado con hormonas esteroides en diferentes
especies de vertebrados.

En el marsupial Didhelphis virginiana la hormona esteroide
dipropionato de testosterona provoca una £en1nizac165 de los
machos géneticos (Burns, 1939; 1950; 1955; 1956 y 1961); éste es
el dnico caso en 1los mamiferos en donde se ha logrado una
revereidn del sexo gonadal con esteroides. Por otra parte la
administracidn de esteroides, estrédgenos y andtégenoi a las
hembras gestantes de roedores, no parece tener ningdn efecto en
la diferenciacidn sexual de 1la gdnada de 1los embriones de rata y
ractones (Turner, 1940; Reynaud, 1942), de conejo (Jost, 1947) y
de hamster (Brunner y Witschi, 1946). En otros mamiferos, los
experimentos realizados con esteroides jin vitro no han logrado
revertir la génada (McCarrey y Abbot, 1979).

Los esteroides en los reptiles, al igual que en otras especies
de vertebrados no mamiferos, provoca una respuesta diferente en
cada una de las especies estudiadas. La inyeccién de estrona en
los machos genéticos de Lacerta agilis feminiza parcialmente al
testiculo (Dantchakoff, 1937), mientras que en Lacerta vivipara,
16. estrégenos y andrdgenos no parecen modificar la
diferenciaciédn sexual de las gdnadas (Dufaure, 1966).

En otras especies de reptiles como 1la tortuga Chrisemys
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margingta, el dipropionato de testosterona administrado a las
hembras durante la etapa de gdstrula, impide la diferenciacidn
normal del ovario (Risley, 1940). En la tortuga Testudo graeca

el estradiol administrado antes y después de 1la diferenciacidn

sexual impide 1la transformacidn normal de los cordones
testiculares en tdbulos seminiferos (Pieau, 1970) y en Chelydras
serpentina el estradiol feminiza cuando es administrado en etapa

embrionaria (Gutske y col., 1988).

En las aves, los andrdgenos no ejercen ningdn efecto, pero el
tratamiento con estrdgenos durante el perioﬁo eritico de la
diferenciacidn afecta 1l1la determinacidn sexual del testiculo y
causa una feminizacidn de los machos genéticos (Wolff y
Ginglinger, 1935). Los mismos resuicados han sido obtenidos en
la codorniz Cotyrnix cotyrnix (Haffen, 1966).

En l'os anfibios, las hormonas estcroiden me han unmado parn
investigar su efecto en la diferenciacidn sexual de 1la gdnada
empleando dos estrategias experimentales. Administrar
directamente las hormonas en el agua donde estdn desarrolldndose
las larvas en Rana 3sylveatica (Mintz, 1948) y en Ambystoma
opacum (Mintz y Witschi ,1947; Foo:é. 1941), en Pleurodeles
waltlii (Gallien, 1954) y en Xenopus laevis (Gallien, 1956;
Chang y WItschi, 1953), o a través de una inyecciédn, en Rana

temporarja (Gallien, 1944) y en Rana catesbeiasana (Pucket, 1939).

En los anfibios se ha viasto que el esteroide dominante, capaz
de revertir el sexo gonadal de las larvas, parece ser el
correspondiente al mexo gendtico heterogamético (Gallien, 1954;

1955; 1956: Chang y Witachi, 1953; Mintz, 1948). Es decir, en
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las especies en las que el sexo homogamético es z2 para los
machos y zw para las hembras, los estrdgenos revierten a }os
machos, en A. opacum (Foote, 1941) en P. waltlii (Gallien, 1954)
y en X. lsevis (Gallien, 1956; Chang y Witschi, 1953). En los

anfibios con carga genética XX (hembra) y XY (macho) como en R.

sylvpticae (Mintz, 1948) y Pgeydacris niarito sriserista (
Witschi y co0l1.,1958) , los andrédgenos son los que influyen en la
determinacidn sexual de la gdénada.

Algunos estudios han demostrado que se puede revertir el sexo
gonadal de las larvas cuando éstas son tratadas con estrdgenos
en etapas tempranas, generando de esta manera una poblacién 100
X femenina en X. lgevis (Gallien, 1954; 1955; 1956 Chang y
Witschi, 1953), en _P., wgltlii, (Gallien, 1950; 1954; Wictsachi,
1953) y en A. opgcum (Foote, 1941).

LLa administracidn de las hormonas sexuales femeninas, provoca
también diferentes respuestas en cada una de las especies de
anfibios estudiados. En 1los anuros los estrdgenos ejercen un
grado variable de feminizacidn en los machos genéticos. Se ha
observado que la reversidn sexual es completa y permanente en R,
temporaria (Gallien, 1944) y en P.n. triseriata (Witschi y col.,
1958) y .ademds funcional en X. laevis (Witschi, 1955; 1956).

En otros anfibios como Pelobates cyltripes se logra una
feminizacidn completa pero temporals:; en Pelodytes punctatus
Triturus alpestris y Discoglossus pictus la génada se feminiza
parcialmente y se observa intersexualidad. Sin embargo, el
anuro Bombina variegata no responde a la accidn de las . hormonas

sexuales femeninas. En los casos donde se presenta una
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reversién sexual temporal o intersexualidad. los individuos
- tienden a regresar a sSu SexoO genécico una vez que dejan de estar
en contacto con las hormonas esteroides. En los urodelos, como
P. wgltlii, la administracidn de hormonas estercides femeninas,
durante largos periodos, causa una reversidn funcional de todos
los machos genéticos (Gallien, 1950; 1954).

Por otra parte se ha observado qQue los estrégenos, feminizan
a dosis bajas y masculinizan en dosis altas (Gallien, 1944).
Esta acciédn dual de las hormonas esteroides ha sido denominado
efecto paraddjico (Padoa, 1936; Mintz, 1945; Gallien, 1941
1944 ; 1954; 1955; 1956 Witschi y col.; 1958) y se presenta
también con las hormonas sexusles masculinas. En la actuslidad
no se sabe a qué se debe este fendmeno.

l.La variabilidad de la respuesta a 1a administracidn de las
hormonas esteroides en los rdnidos, parece depender de la dosis
administrada. Se ha visto que cuando se inyectan dosis bajas de
testosterona en las larvas de una especie indiferenciada, como
Rana temporgria, durante toda la vida larvaria se obtiene el 100
X de machos (Gallien, 1937, 1944). Los experimentos realizados
por Mintz y Witschi (1946) y Mintz (1948), demostraron también
la accidn masculinizante de la testosterona administrada en
dosis pequeiias en R. sylvatica.

Los estudios del efecto de los andrdgenos en la
diferenciacidn sexual de la gdédnada, se han extendido a otras
especies de anuros como Rana hyla (Witschi y Crown, 1937), Rana

cloamjitans (Mintz y col., 1945), R. catesheciana (Pucket, 1939),

Byfo americanus (Chang, 1955) y en P. nigrita triseriata
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(Witschi y col., 1958) ; en todas . éstas se ha logrado una
reversidn sexual completa.
Algunos estudios revelan que 1los andrédgenos no tienen ningdn

efecto en la diferenciacidn sexual de 1la génada en otros

anfibios como Pelobates cultripes, ?g;gg;;g-- cultripes.
Pelodytes punctatus, Bufo bufo. Discoglossus pictus. Alites
obstetricansg y Bombina variegats (Gallien, 1965). Se ha
demostrado que los esteroides no sédlo influyen en 1a

diferenciacién sexual de 1la gdnada, sino que tambien afectan la
diferenciaciédn normal de otros 4érganos (Gallien, 1954; Collenot,
1965; Witschi, 1953).

Existe en la literatura un panorama muy amplio de estudios
realizados en los anfibios con hormonas esteroides sexuales. Sin
embargo, no se sabe cédmo participan éstqs en 1la diferenciacidn
sexual de 1la génada. Para dilucidar esto, en nuestro trabajo
abordamos este aspecto experimentalmente utilizando hornénas
esteroides, inhibidores easpecificos de 1a sintésis de estrédgenos

y antiestrdgenos.

4.~ Biosintesis de esteroides )

Puesto que las hormonas esteroides aparentemente estan
relacionadas de una manera directa o indirecta en 1la
diferenciacidn sexual de 1la éénida. se ha investigado en 1los’
vertebrados la actividad esteroidogénica de esta gldndula
durénte la etapa embrionaria, antes y después de que ocurra la

diferenciacidn sexual de 1la gédnada.
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En general el metabolismo de hormonas esteroides se ha
entudindo mds en los mamiferos y la mayorla de los trabajos se
realizaron en los adultos; s84lo hay algunos efectuados en la
etapa embrionaria en serems humanos (Bloch y col., 1967 ; Acevedo
y col., 1963; George y Wilson, 1978; Roberts y Warren, 1964), en
vaca (Lip--ét y Tullner, 1965) y en conejo (Milewich y Wilson,
1977., George y Wilson ., 1979).

En los mamiferos se demostrd que las vias de biosintesis de
las hormonas esteroides en las gdnadas son las siguientes: una
denominada 1la via de los delta 4, en esta la biosintesis de los
andrégenos y estrdégenos puede realizarse a partir de 17 o
hidroxiprogesterona y la de los delta 5 la cual se inicia con 1la
formacidn de 1la 17¢ihidroxipregnenoiona

Por otra parte hay algunos estudios sobre el metabolismo de
hormonas esteroides realizados en los vertebrados inferiores, en
los que se ha reportado que é&ste tiene una secuencia andloga a
la de los mamiferos; como en peces (Kime, 1980; Lupo Di Prisco ;
col., 1970; Kime y Hews, 1978), anfibios (Ozon y Stocker, 1974;
Antila y Saure, 1979; Gavaud, 1975 Gallien y Chalumeau 1le
Foulgoc, 1960) y en aves (Del Rio y col., 1967 ; Nakamura y
Tanabe, 1974 ; Fevold y Eik Ness, 1963; Haffen, 1966). Sin
embargo, existen diferencias en la biosintesis de las hormonas
sexuales que son especie especificas, como l1os esteroides
producidos en los peces; dstos sintetizan hormonas esteroides
como la 11 oxotestosterona y la 11 hidroxitestosterona (Kime y

Hews, 1978).




En los anfibios los estudios de 1la biosintesis de hormonas
esteroides se enfocaron sobre todo al grupo de los anuros como

R. esculenta (Kime y Hews, 1978), R. catesbeiana (Dale y

Dorfman, 1977; Muller, 1977), R. temporaria (Ozon y col., 1974;
Antila y Saura, 1978), Bufo marinus (kime y Hews, 1978), Rana
Ripiensg (Kime y Hews, 1968), Nectophyroides occidentalis
(Gavaud, 1975) Distoglogsys pictus pictus (Ozon y Stocker, 1974)
y X. laevis (Rao y col., 1968, 1969 y Redshaw y Nicholls, 1971).

En los urodelos unicamente se han estudiado dos especies: P.
weltlid (Ozon, 1967) y Triturys cristatus cornifex (Lupo di
Prisco, 1972). En los Apodos no existe ningdn trabajo realizado
hasta la fecha.

La biosintesis y distribucidn de los andrdgenos varia en cada
una de las especies de anfibios estudiados, La Sa
dihidrotestosterona parece ser el metabolito que mds se produce,
y esta ampliamente difundido en la mayoria de los anfibios como
R. escylenta (Kiwe y Hews, 1978), R. temporaria (Ozon y col.,
1964 Antila y Saure, 1978), R pipiens (Antila y Saure, 1978),
Byfo marinug (Kiwe y Hews 1978) y Discoglossus 'gictgg (Ozon y
Stocker, 1974). Unicamente en las larvas de X.  laevis no se
detectd este andrégeno. Sin embargo, en esta misma especie se
encontré 5 -4 dihidrotestosterona en el plasma de los adultos
(Muller, 1976). En otros anfibios se han encontrado andrégenos

como la testosterona y la androstendiona en P. waltlii (Ozon,

1975), en Triturus cristatux cornifex (Prisco, 1972) y en X.

laevis (Rao y Col., 1968;1969; Brauer, 1966: Redshaw y Nichols
1971).
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Otros metabolitos producidos en las gdnadas de los anfibios

como D. piCctuys., son los compuestos 5 o

androstandiona

reducidos como 5 «
y los androstandioles 5a - androstan- 3p, 17

diol y el 55 - androstan- 3a , 17 8 diol) j sus respectivos

isdmeros, (Ozon y Stoker, 1974). Un andrédgeno que es poco comdn

en los anfibios es la dehidroepiandrosterona; éste unicamentc se
ha encontrado

en el urodelo Triturus cristatys cornifex (Lupo
a1 Prilco'y col., 1972).

El metabolismo de los estrdgenos tambicn se ha estudiado poco

on los anfibioe. l.n presencia de anlLrong y . entradiol YU ha

demostrado en los ovarios juveniles y adultos de X. .laevis,

(Redshaw y Nichols, 1971 Gallien y Chalumeau le Foulgoc, 1960)
en la etipa embrionaria en esta misma especie (Rao y col., 1968,

1969; Antila y Teravainen, 1974 y Breuer y col., 1966); en los

adultos de otras especies como Bufo marinus

(Kime y Hews 1978),
P. waltli (Ozon,1967)

y 5._eséu1enta (Kime y Hews, 1978),
también se ha encontrado estrona y estradiol.
Por otra parte hay pocos trabajos realizados para localizar

los receptores a hormonas esteroides cn los

inferiores. Sd8lo hay un trabajo

vertebrados

hecho sobre el receptor a

eatrdgenos en el escualo Acanthiag acanthias (Callard y Mak,

1985). Los receptores a escfégenos y andrdgenos no se han

estudiado en las génadas en ninguna especie de anfibio en 1l1la

etapa embrionaria, los primeros unicamente se han encontrado

en
los adultos de Xenopus laevis (Westley y Knowland 1978).
El1 metabolismo de hormonas esteroides sexuales se ha

investigado en la etapa larvaria y en el adulto del anfibio X.
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laevis. Sin embargo, se sabe poco acerca del metabolismo de

hormonas esteroides en la génada antes de que se lleve a cabo 1la

diferenciacién sexual de la misma. Tampoco se sabe si hay

receptoros a estrdgenos y ahdrégeno- en la génada deo ceste

anfibio. Por lo tanto en este traba jo realizamos
investigaciones a eate respecto, para tratar de entender los

mecanismos que llevan a una génada indiferenciada a

diferencisrse como un ovario o un testiculo.

Por otra parte la biosintesis de hormonas esteroides, tambiédn
se ha estudiado con 1la ayuda de técnicas histoquimicas. Una

enzima detectada con esta metodologia y que estd estrechamente

sesociada a los procesos de esteroidogénesis e la 3 B
(3 B HSD). Esta e® necesaria

hidroxiesteroide deshidrogenasa

para la sintesis de todas las hormonas bioldgicamente activas y

ha sido una herramienta dcil para la ubicacidn del tejido

esteroidogénico, antes y despuéds de que ocurra la diferenciaciédn

sexual de la génada.
La 38 hidroxiesteroide deshidrogenasa se ha localizado en la

génada de los n;nifero- (Rubin y col., 1963; Golmann y col.,

1972; Levy ¥y col., 1959) y en los vertebrados no mamiferos como

aves (Narbaitz y Kolodny, 1964; Ozon, 1969), reptiles (Chieffi y

Botte, 1963; y anfibios (Nandi, 1967; Narbaitz y Kolodny.l964.;
Xavier y col., 1970; Redshaw y Nikolls, 1971; Zarmoska y col.,
1972 Hsu y col., 1978; Chieffi y Botte, 1963; Collenot, 1964,
1967; Rapoln, 1962; GCullien y col., 19064;

En este dltimo grupo el conocimiento de esta enzima puede

reducirse a algunos traba jos realizados en el adulto (Nandi,




1967; Xavier y col.,, 1970; Redshaw y Nicholls, 1971; Zarmoska,
y col., 1972) y en la etapa larvaria (Gallien, 1964; Collenot,
1964 Hsu y col., 1978).

La actividad de la 3 B hidroxieateriode deshidrogenasa se

demostro, en la etapa de gdnada indiferenciada y en los ovarios

de R. catesbeians durante el desarrollo embrionario (Hsu y col.,
1978) y en el urodelo P. waltlii (Gallien ,1954; Collenot 1964;

1975; Collenot y Collenot, 1977); asi como en los ovarios y
teaticulos de animales adultos de l. laevis (Pesonen y Rapola, X
1962; Zarmoska y col., 1972), Rana escylentas (Chieffi y Botte,
1963), Trityrus cristatux cornifex (Della y col., 1962) vy

Nectophyrojdes occidentslis Angel (Xavier, 1970).

Esta enzima se ha localizado en la gldndula interrenal de P.

waltli en diversos estadlos del desarrollo embrionario (Gallien,
y col., 1964), en las larvas de R. sylvatica (Hsu y col., 1977),
en larvas y adultos de Rana esculenta (Chieffi y Botte, 1963),

en los adultos de Bufo byfo (Pesonen y Rapolsa, 1972) y en las
larvas de Xenopus laevis, (Rao y col., 1966) .Asi mismo se
encontrd actividad de la 3shidroxiesteroide deshidrogenasa en 1la
gldndula interrenal, ovarios y testiculos de los descendientes
de P. waltlii revertidos con estrdgenos (Collenot, 1964). La
actividad de esté enzima parece disminuir en la gldndula
interrenal y en las gédnadas de las larvas de R. sylvatics que

han sido tratadas con hormonas esteroides (Hsu y col., 1978).
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111 .- PLANTEAMLENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS.
A pesar del gran nimero de reportes que existcten en 1la

literatura sobre la accidn de las hormonas esteroides en la

diferenciacion sexual de 1l1la gdnada en muchas especies de

anfibios, en 1la actualidsd adn no se esclarece cdmo participan

‘estas hormonas en la diferenciacidn sexual gonadal.
En este trabajo investigamos los mecanismos que llevan a una

génada a diferenciarse como un ovario o un testiculo, estudiando

cdmo influyen los esteroides sexuales en 1a morfogénesis y

diferenciacidn sexusl de 1la gdénada, del anfidbio X. 1lsevis.
Por otra parte se sabe que el sexo gonadal de los machos

genéticos de X. lsevis puede modificarse epigendticamente con 1la

administracién de hormonas esteroides cuando éstos son tratados

con estrdgenos en etapas tempranas (26 y 27). Este complejo

proceso, incluye también 1a reversidn sexual de las células

somdticas que forman 1l1la gdnada. La fdcil modulacidn del

programa de diferenciacidn sexual de 1la génada, establecido

desde el momento de 1la fertilizacidn en 1las larvas de X.

lgevis, nos hizo pensar que estdbamos ante un interesante modelo
de control epigenético de naturaleza hormonal que modula 1la
diferenciacidn sexual de la génada.

Como vimos en la introduccidn, Witschi (1967) propuso una

teoria en la que plantea que 1la nédﬁla‘y l1a corteza tienen un
origen embrioldgico diferente. La médula se forma por 1la
migracidn de células procedentes del blastema mesonédfrico y la
corteza por proliferacidn de las células del epitelio celédmico.

Nosotros cuestionamos esta teoria dual sobre el origen de las
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\
c‘iul-- somdticas que forman la gdnada. Por lo anterior en este
trabajo abordamos primero el problema del desarrollo de 1la
.én'da. con un enfoque sobre el origen embrioldgico de 1las
c&lél.- somdticas que constituyen este 4drgano. Eastudiamos cada
unol de los eventos celulares que se llevan a cabo durante el
desarrollo normal de la gdnadas de las larvas de X. lsevis, desde
la formacidn de la cresta genital hasta que ocurre la
diferenciacidn sexual de la misma, utilizando técnicas de alta
resolucidn como la microscopia electrdnica. Este estudio es
necesario como un antecedente obligado para realizar ‘e
interpretar los estudios de reversidn sexual experimental con
hormonas esteroides administradas exdgenamente a las larvas de
X. laevis.

Por otra parte, en la actualidad se sabe poco gobre la
capacidad de biosintesis de hormonas sexuales en las génadas
embrionarias de los anfibios, antes de que ocurra la
diferenciacidn sexual de la gdénada. Tampoco se han estudiado
lo8 reoceptores a estrdgenos y endrdgencs en la gdénada de ningdn

anfibio en 1la etapa embrionaria.

Con base en los antecedentes y razones expuestos
anteriormente en nuestro trabajo extendimos los estudios
morfoldgicos para ahondar mds en los procesos de

esteroidogénesis durante el desarrollo ontogénico de las larvas
de X. laevis. En la primera parte de este trabajo estudiamos 1la
ubicacidn de una enzima clave en la esteroidogénesis como l1la 3§
hidroxiesteroide deshidrogenasa, en la segunda el metabolismo de

hormonas esteroides y los sitios receptores a las mismas.
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Para tratar de esclarecer el papel de las hormonas esteroides
en la diferenciacidn sexual de la gdnada partimos de la
siguiente hipétesis de trabajo: La diferenciacidn sexual de 1la
gdnada tiene como base la activacidn diferencial del genoma de
las células somdticas gonad;les. lo cual determina la sintesis
de enzimas clave en la via esteroidogénica, éstas sintetizarian
preferenciaslmente andrdgenos en el caso de los machos y
estrégenos en las hembras. Asi mismo los receptores especificos
a las hormonas estrogénicas y androgénicas pudieran también ser
el producto de la activaciédn diferencial del genoma y modular 1la

respuesta selectiva a los esteroides exdgenos.

OBJETIVOS

l1.- Establecer el origen emdbrioldgico de las células que forman

la médula de 1la génada del anfibio X. laevis.

2, Determinar 1a localizacidn del tejido esteroidogénico
durante el desarrollo ontogénico de las larvas de X. Jgevis,

normales y tratadas con estrégenos antiestrdgenos e inhibidores

de la sintesis de estrdégenos

3.~ Determinar la etapa en la que se inicia la sintesis de

estrégenos y androgénos en 1la zona urogenital de las larvas de



X.laevis, antes de la diferenciacidn sexual de la gdnada.

4.- Indagar la presencia de receptores a estrdgenos y andrdgenos
en el Adrea urogenital, higado y sistema nervioso de las larvas
de X. laevis, antes y después de que ocurra la diferenciacidn

sexual de la gdnada.



IV.—- MATERIAL Y METODOS

1 .- Liberacidn de 1los gametos y mantenimiento de las larvas.

Los experimentos se realizaron en larvas de X. laevis
>obten1das de ejemplares adultos de laboratorio. La maduracién y
l1iberscidn de 1l0s gametos en las hembras y los machos, se indujo
con gonadotropina coridnica humans (Gonadotropyl-C de
Laboratorios Roussel). Ls hormona liofilizada fue reconstituida
en una solucidn de NaCl al 0.7 y se aplicd intresdérmicamente
con una jeringa de tuberculina en 1la regidn de los ganglios
linfdticos dorsales, de acuerdo al siguiente método.

El pPrimer dia se administraron 50 ur (unidades
internacionales) a los machos, el segundo 75 Ul a las hembras y
el tercero 200 UI allo- machos y 500 vl a las hembras. Los
huevos fertilizados fueron colectados 16 horas después de 1la
administracidn de 1la dltime dosis de gonadrotrofina éoribnica.
Los embriones obtenidos se pusieron en una solucidn de Holfreter
(ver preparacidn en el apéndice) y agua en una proporcidén 1:1
hasta la eclosidn.

Las larvas se mantuvieron en agua desclorinada a una
temperaturae de 21 « 1 °C, con ciclos de luz - oscuridad de 12
horas cada uno de ellos y aereacidn constante durante todo el
desarrollo emabrionario. Las larvas se alimentaron con polvo
de. alfalfas y con alimento especial de Carolina

Biological Company.
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2.- Reversidn sexual experimental

Para evaluar la accidn de los esteroides sobre 1a
diferenciacidn sexual de 1la génada, se seleccionaron en un
microscopio estereoscdpico grupos de 100 larvas que estuvieran
en la misms etaps de desarrollo. Estas fueron mantenidas en un
volumen constante de 7 litros de agua durante el periodo de
experimentacidn. Todas las hormonas esteroides utilizadas,
antiestrégenos e inhibidores de aromatasas fueron disueltos en
alcohol al 95 2% y se agregaron al agua donde estaban

‘desarrolldndose las larvas. Los tratamientos hormonales que

recibieron éstas se dividieron en cinco grupos.
Estrégenos
En este grupo se administraron hormonas con diferente

capacidad estrogénica, benzoato de estradiol a una concentracidn
de 1004g/1, estrona a 75, 100 y 200ug/1 y estriol a 100, 200 y
400ug/1. ) .

Antiestrégenos’

Unicamente se evalud 1la accidn del tamoxifén, en las dosis

de 23, S50, 75 y 100 g/1.

Inhibidores de aromatasas

Se administraron dos tipos de 1nh1b1dor.- de las aromatasas
1.,6,9 11) Androstatrien - 3, 17 diona y 1,4,6 (11)
Androstatrien- 3, 17 diona. Cada uno de estos se evalud s una

concentracidédn de 100, 200, 400 y 600ug/1l.




28

Andrdédgenos aromatizables

Se estudid 1la accidn de hormonas que pueden utilizarse como
precursores de estrdgenos; propionato dev testosterona,
androstendiona, dehidroepiandrosterona y noretisterona a una
concentracidn de 100ug/l. Esta dltima es un progestdgeno y se

ha visto que tiene una actividad sndrogénica y estrogénica.

Andrégenos no aromatizables

Se administraron andrégenos que no son utilizados como
precursores de estrédgenos: 5 o - dihidrotestosterona,
androsterona y androstandiol (38 - 17 ) también a una

concentracidn de 100 uu/1l.
Para cada uno de los cinco grupos se hizo un grupo testigo, gque
unicamente recibid por tratamiento alcohol al 95 X, es decir, el

vehiculo en el que fueron disueltas las hormonas esteroides.

3.-Microscopia de 1luz

Todas las larvas sometidas a los diferentes tratamientos con
hormonas estercides fueron sacrificadas de la etapa 56 a la 62
en dstas la génada ya se diferencid sexuslmente. Cada etapa
larvaria se establecid de acuerdo a 1las caracteristicas de
desarrollo externo reportado por (Nieukoop y Faber, 1956). La
mitad de . éstas se procesd con ia técnica de rutina para
microscopia electrénica (ver material y métodos) y la otra con

la técnica histolédgica de inclusidn en parafina para microscopila




de luz, que se da a continuacidn.

Fijacidn, deshidratacidn e inclusidn del tejido

Se .i.lé 1a regidn urogenital de las 1§rvas de X. laevis y se

£134 por inmersidn en Carnoy o Bouin a 4 °C, dos horas. Después

el tejido se 1avd con agua corriente de 1a llave durante 20

minutos y =se deshidratd en alcoholes porcentuales del 50 % al

100 %X, 20 minutos en cada uno de ellos. Inmediatamente después

de 1la deshidratacidn el tejido se pasd a xilol, dos horas a

temperaturs ambiente. i.La regidn urogenital se impregnd en una

mezcla de xilol- parafina 1:1, 1:2 vy 1:3, una hora en cada una

de ellas a 60 *C y posterjiormente se puso en parafina pura

durante seis horas a la misma temperatura. Finalmente el tejido

se incluyd en parafina a temperatura ambiente en moldes de

pldstico.

Corte

Se obtuvieron cortes de 8 a 10 4 de grosor en un microtomo

para parafina de American Optical modelo 820. Los cortes

obtenidos se pasaron con un pincel a un bafio Maria, a una

temperature de 45 ®°C. Uina vez que se extendieron se montaron en

portaobjetos y se dejaron secar a temperatura ambiente, luego

fueron desparafinados con tres cambios de xilol de 10 minutos

cada uno a temperatura ambiente. Posteriormente se pasaron por

alcoholes en porcentajes decrecientes de.dé alcohol absoluto,

95%, 90 2, 80 X, 70 2 y S50 Z, 10 minutos en cada uno. Los cortes

se hidrataron en agua destilada por espacio de 15 minutos.
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Andlisis histolédgico

Se escurrid el agua de las laminillas y se sumergieron en
hematoxilina de Harris, 5 minutos - t.pper.cura ambiente.
Despuéds de la incubacidn se lavd el exceso de colorante con agua
corriente de la llave y se pusieron en uns solucidn de carbonato
de 1litio un minuto. Los cortes fueron puestos en una mezcla de
alcohol acidulado 51 1% durante 2 minutos y se pasaron a alcohol
al 70% Estos se hidrataron en agua destilada 5 minutos, se
tifieron con eosina acuosa al 1% 4 minutos y se enjuagaron con
agua destilada. Las laminillas se deshidrataron en alcoholes
porcentuales del 70X, 80X, 902 y alcohol absoluto, 5 minutos en
cadas uno de ellos. Estas se sumergieron por xilol 5 minutos y
se montaron con Bdlsamo de Cdnada. Los cortes se observaron en

un microscopio Ultraphot II de Carl Zeiss.

4,.- Microscopia electrédnica

La liberacidn de los gametos, asil como el mantenimiento y
alimentacidn de 1las . larvas, se realizd de acuerdo al método
reportado anteriormente (ver material y metddos, pdgina 26). Se

sacrificaron en promedio 9 larvas de cada una de las etapas de

desarrollo estudiadas, desde 1la 49 a 1la 56.

Fijociédn e impregnacidn del tejido
Se aisld 1la regidn urogenital (mesonefros y gdénada) e
inmediatamente se fijé por inmersidn en un fijador trialdehidico

modificado (sin acroleina) a 4 °C, una hora. Posteriormente el
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tejido se enjuagd con un amortiguador de cacodilato de sodio 0.1
M, ph 7.4 y se  posfiid en tetradxido de osmio al 1Z en

cacodilato de sodio 0.1 M a 4 C una hora. Después l1la regidn

urogenital se enjuagd con agua destilada y se deshidratd

acetona al 70 X, 80 X, 90 %X,

con

95 % y acetona absoluta 10 minutos

en cada una de ellas. La impregnacidn se realizd en mezclas de

epdn (ver preparacidn en el apéndice) y acetona absoluta en las

siguientes proporciones:  1:1, 1:2, 1:3 'y. epon puro, 24 horas en

cada uno de ellas a temperatura ambiente.

El tejido se incluyd
finalmente en epon puro y se dejd polimerizar 24 horas a 60 °C.

4.2.- Andlisis ultraestructural
La regiédn urogenital se estudid alternando cortes semifinos

para microscopila de luz de 1 Mde grosor y cortes finos para

microscopla electrédnica de 80 5‘100 nM. El tejido se cortd en

un ultramicrotomo LKB 111 modelo 8800, los cortes obtenidos para

microscopia de 1luz se tifieron por inmersiédn en una solucidn de

azul de toluidina al 0.4 X. Se observaron y fotografiaronm en un

microscopio Ultraphot 11 de Carl Zeiss. Los cortes finos se

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

con citrato de Plomo, se observaron y fotografiaron en un

microscopio electrdédnico, modelo EM-AY de Carl Zeiss.

5.- Histoquimica
Para este estudio se tomaron larvas de X. laevis normales,

tratadas con benzoato de estradiol, tamoxifen e inhibidores de

aromatasas en las siguientes etapas: 49, 54, 55, 56, 59, 60 y
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66. Cada una de édstas se determinéd de acuerdo a las

caracteristicas establecidas en la tabla de

(1956).

Nieukoop y Faber

Inclusidn y corte

Se a2isld 1la regidn urogenital (mesonefros y gdnada) y se
incluyd en un agente embebedor (Tissue Tek II de Miles) en una

cdpsula de pldstico y se congeld a -70 °C en hexano, en una

camdra con acetona y hielo seco. Se obtuvieron cortes de 8 f de

grosor en un criostato (microtomo de congelacidn) de American

Optical Corporation a -20 °C, y se colectaron en laminillas con

gselatina. Para detectar la actividad enzimdtica de ia 3

hidroxiesteroide deshidrogenasa, se prepard el siguiente medio
de incubacidn.

Preparacidn del medio experimental

Se disolvieron 20 mg de NBT (Nitro Blue Tetrazolium, grado

III) de Sigma, en 20 ml de amortiguador Tris-HCl 0.2 M, ph 7.6.
Por separado se disolvieron 40 mg de NAD (Nicotinamide Adenine
Dinucleotido) tambien en 20 ml del amortiguador Tris-HC1, Se

mezclaron ambas soluciones y se acpararon 20 ml de esta solucidn

para utilizarla como medio control. El medio experimental se

prepard agregando a los 20 ml restantes de la mezcla arriba

descrita, 2 mg de la hormona esteroide (dehidroepiandrosterona).

Esta fue disuelta por separado en 0.5 ml de dimetil—-formamida.

Los cortes se incubaron 2 horas a 37 °C en este medio en cajas

de Coplin.
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Después de 1la incubacidn, el tejido se enjuagd con el
amortiguador Tris -HC1, 0.2 M, ph 7.6 y se £134 con formalina
neutras, 10 nindzos a temperatura ambiente.

Inmediatamente 1los
cortes se en juagaron con agua destilada, se tifieron con una
solucidn acuosa de verde rdpido al 1%, medio minuto y se lavaron
con agua destilada. Los cortes se montaron con glicerol puro,
.Euoron observados y fotografiados en un microscopio Ultraphot Il

de Carl Zeiss.

6.~ Hoc.boli--o de esteroides

Se empled testosterons marcads con tritio en los siguientes
carbonos 1, 2, 6 y 7 con una actividad especifica de 98.8 Ci/
mola, la cual se obtuvo de 1la compaiiia New England Nuclear de
Boaston, Massachusasets. Este compuesto fue purificado por
cromatografia en capa fina en placas de silicagel, en benceno-

acetato de etilo 2:1. La purezs radioquimica de 1la

se estsblecid sl recristalizsr una
testosterona pura

testosterona, alicuota con

no radiactiva, hasta alcanzsar una actividad

especifica constante.

Las hormonas esteroides que se utilizaron fueron

siguientes: androstendiona (4~

las

androsten- 3, 17~ diona),

androstandiol (5 o androstan- 338 , 178 - diocl), testosterona (17

hidroxi-4&4 androsten -3- ona), dihidrotestosterona (5 & androstan
- 17 01 -3- ona), esctradiol (1, 3, 5 (10) - estratrien - 3,

diol), esctrona (3-hidroxi-1, 3, 5 (10)-

17—~

estratrien~ 17 ona).

Estos compuestos se obtuvieron de Steraloids Corporation y de
Sigma Laboratories. Cada uno de los compuestos se recristalizd
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varias veces para verificar au pureza. Todos los solventes

utilizados fueron de grado anallitico y se redestilaron antes de

usarse.

Tejido animal e incubacidn

Se aisld 1s regidn urogenital de 40 1larvas de X. laevis

normales para cada una de las etapas estudiadas; eutableciqiento
de la crestas genital (etapa 49) y la (etapa S4) de gdnada

indiferenciada. Las etapas se esatablecieron de acuerdo a las

carscteristicas de desarrollo prea.nt..'on 1a tabla de (Nieukoop
y Faber, 1956). Cads una de &stas se incubd por separado en un

matraz Erlenmeyer con 4 mCi de testosterona tritiada marcada en

los carbonos 1, 2, 6 y 7 a una concentracidn 0.5 uM, en 5 ml de

una solucidn Holfreter para anfibios ph 7.3,

El control del experimento consistid en incubar la hormona

radiactiva en las mismas condiciones que el experimental, pero

sin el tejido; en ninguno de los casos mse utilizaron cofactores.

La incubacidn de tejido se realizd en un incubador metdbolico

modelo 02156 de American Optical durante una hora a 22 °C en

agitacidn constante con una atmdsfera de 95 % de oxigeno y S =2

de bidxido de carbono. La reaccidn enzimdtica se detuvo

adicionando 5 ml de una solucidn de diclorometano saturado con

agua. Los matraces se mantuvieron en congelacidn hasta el

momento de homogenizar el tejido. Después el tejido

homogenizd,

se
con amcetato de etilo empleando homogenizadores tipo
Elveheim;el homogenado se dejd reposando 24 horas a temperatura
ambiente.
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Extraccién, purificaciédn e identificacidn de los
metabolitos radiactivos.
Los metabolitos radiactivos formados durante la incubacidn

fueron extraidos del tejido homogenizado-con acetato de etilo y

de la fase acuosa con diclorometano saturado con agua, este

proceso se repitid S veces para cada una de las fases. La fase

orgdnica (diclorometano) se colectd en matraces Erlenmeyer y se

hizo pasar a través de sulfato de sodio anhidro pdra eliminar el

agus ., al terminar las extracciones el diclorometano se evapord

en un baiio Maris con atmésfera de nitrégeno. El1l extracto seco

se redisolvid en 10 ml de metanol y se tomaron alicuotas por

triplicado de 1/200 del volumen del extracto y de la fase

acuosa,1/10 para determinar el contenido de tritio en cada uno

de ellos. Cada alicuota se disolvid en 10 ml de una solucidn de

centelleo, Instagel (Packard Instrument Company Inc) para las

muestras acuosas y el extracto con una mezcla formada por 4 g de

PPO(2,.5, difenil - oxazol ) y 200 mg de dimetil POPOP 1,4 -bis

2 (4- metil - 5 fenil - oxazolil: - benceno) disueltos en un

litro de tolueno de grado centelleo.

Para separar los 1ipidos que podrian interferir durante el

proceso de purificacidn de los esteroides radioactivos formados

los extractos se disolvieron en 5 ml de metanol al 90X saturado
con heptano. Despuéds se tomaron alicuotas de 1/200 para

determinar el contenido de radiocoactividad en cada una de las

fases. Posteriormente se agregd al extracto 200 fg de las

siguientes hormonas. 17 B esctradiol, estronsa, testosterona,
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androstendiona, androstandiol y Sadihidrotestosterona.

Todo el resto del extracto obtenido se cromatografid y cada
una de las hormonas radiocactivas producidas se separaron por
cromatografia en capa fina en placa de sicagel en un sistema
formado de cloroformo—-acetato de etilo en una proporcién 80:20,

Se wutilizaron hormonas esteroides no radiactivas como
estdndares a una concentracidn de 1 ug para localizar cada uno
de l1os metabolitos radioactivos producidos en las etapas

estudiadas. Posteriormente cada uno de los cromatogramas se

pasd por un Radiocromatograma Scannner para ratificar que el
pico de radioactividad detectado para cada metabdbolito,
coincidiera con la posicidn ocupada por las hormonas no

radisctivas. Los esterocides no radioactivos utilizados como

referencia y los agregados al extracto inicial, se revelaron con

reacciones de color.

Revelado de los esteroides
a).- Absorcién de 1luz ultraviocleta La funciédn 3 cetona 1le
proporciona al esteroide la capacidad de absorber l1a luz
ultravioleta de una longitud de onda de 250 nM. Esta propiedad

se utiliza para identificar hormonas esteroides con este tipo de

estructura.

b).- Reacciédn de azul de Turnbull

Los estrdgenos poseen en el anillo A  una estructura fendlica que
reacciona con el azul de Turnbull ‘'(ferrocianuro férrico) y
produce un color azul estable en presencia del Acido clorhidrico




concentrado.

Recuperacidn de los esteroides del cromatograma

Una vez localizados los esteroides en los cromatogramas, tanto
por reacciones de color como por absorcidn de luz ultravioleta y
radiactividad, se recortaron de los cromatogramas cada uno de
los metabolitos revelados y se lavaron con metanol sabsoluto,
éste solvente es muy polar y tiene una alta afinidad por los
esteroides, Posteriormente el metancl se evapord en bailo Maria

con atméfera de nitrédgeno.

Determinacidn de 1la pureza radioquimica

La actividad especifica de un compuesto marcado
radioactivamente se define como 1la cantidad de radiocactividad
por unidad de masa. Puesto que la cantidad de testosterona
marcada utilizada como precursor.en este estudio es muy pequeiia,
los productos obtenidos tienen tamb}én'ung masa insignificante
del orden de los picogramos. Para poder establecer la
estructura de cada uno de los metabolitos radiocactivos aislados
por cromatografia, se asgregd una cantidad extra de esteroide
frio, no marcado, que sirve como acarreador especifico para cada
uno de los compuestos formados. El esteroide se agregd a los
crisctales (fese en donde se forman los cristales de los
eatrteroides) y a las denominadas aguas madres (fase en la gue se
encuentran las hormonas esteroides que no alcanzaron a formar
cristales y otros metabolitos formados durante la incubacidn).

Ls determinecidn de la actividad especifica se 1l1llevd a cabo
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tomando una alicuota lptox;mddnmenhe de un miligramo de loa
cristales y de las aguas madres previamente secadas. Cada una
de las muestras se pesaroh en una electrobalanza Cahn modelo G-2
calibrada a un miligramo. Las muestras radiocactivas se pusieron
en viales de vidrio con 10 ml de una solucidn de centelleo y se

contaron 1 minuto en un espectrometro de centelleo 1llquido

Beckman modelo 2660 .

7.- Bioquimica del receptor a hormonas esteroides

Pars demostrar la presencia del receptor a hormonas .
esteroides se realizd la técnica siguiente.

Se aisld la regidn urogenital de larvas normales de X. laevis
de las etapas 49 y 57 a 4 °C, asi como de larvas tratadas con
benzoato de estradiol en las etapas 53 y 60. El tejido se
homogenizd en un homogenizador tipo Elvehem con pistilo de
tefldn a 4 °C y se pasd a tubos (ultraclear centrifugue tubes de
Beckman) y se centrifugd una hora a 3000 revoluciones por minuto
(rpm) en un rotor SW.50.1 en una centrifuga L8 de Beckman. Se
separd el citosol y se incubd conm una solucidn 2 nM de estradiol
tritiado durante 18 horas a &4 °C.

Posteriormente se agregd al citosol una mezcla de carbén al
0.25 % y dextran 0.025 % a 4 °C y se 1incubd 10 minutos a 1la
misma Atenpor.turs. Despuéds de la incubacidn el citdsol se
centrifugd 10 minutos a 3000 rpm a 4 °C en una ultracentrifuga
de Beckmann con un rotor SW. 50.1

Inmediatamente después de la centrifugaciédn, se separd de los
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tubos 1a fase acuosa y se pusieron 400 sl de ésta a gradientes
lineales de sacarosa del 20 X a1l 35 x. Los tubos fueron
sellados y la muestra se centrifugd a 25000 g, 2 horas ' a 4 °C en
una ultracentrifuga de Beckman con un rotor SW 50.1. Al
finalizar 1la centrifugacién, los gradientes fueron fraccionados
por goteo y colectados en viales de vidrio. Se le agregd a cada
uno de los viasles 5 ml de Instagel (solucidn de centelleo para
muestras acuosas), se agitaron en un vortex, se limpiaron con
alcohol y se contaron un minuto en un contador de centelleo
l1iquido modelo 2660 de Beckman.

El receptor a estrdgenos, se tratd de detectar tambien en el
higado y cerebro de las larvas normales en las etapas 55 y 56 y
en las larvas de X. laevis tratadas con benzoato de estradiol en
las mismas etapas. Asimismo, se buscd el receptor a androgénos
en el Area cerebral y urogenital de las larvas, para 1o cual se
incubd con mibolerone marcada con tritioco y se siguid la técnica

arriba reportadas.
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V.- RESULTADOS
1.-Morfologia

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

morfogénesis de 1a gédnada del anfibio X. laevis, es la formacidn

de las crestas genitales. Estas se forman en 1la etapa 49 como

unn cvaginacidn del epltolio celdmico y sme localizan paralelas

al mesenterio intestinal en la regidn medial del mesonefros

(Fig. 1). En esta etapa hay algunas células
primordiales (c.g.p)

germinales
en la cercania de las crestas genitales y

otras ya estdn presentes en las mismas (figs. 1 y 2).

En la misma etapa se observa a la gldnduls interrenal

localizada en la regidn dorsomedial del mesonefros (Figs.l y 2);

dsta es homdloga &8 1la suprarrenal de los mamiferos. Sin

embargo, la interrenal de X. laevis, no tiene una médula y una

corteza bien diferenciada y organizada como en los mamiferos.

Al microscopio electrdnico se ve que esta gldndula estd formada

de dos tipos celulares: Células de tipo cromafin con numerosos

grdnulos electrodensos en su citoplasma y células de tipo

esteroidogénico con numerosas inclusiones 1ipidicas y

mitocondrias con crestas tubulares (Figs. 3y 5), 1las cuales se

encuentran presentes tnicamente en las células productoras de

hormonas esteroides. Es interesante notar que al inicio del

desarrollo estas células son las méds diferenciadas y las méds

abundantes que se encuentran en la regidn cercana a donde se

desarrollard 1a gdnada.
En la etapa 50, se observan los tres tipos celulares que

forman el blastema mesonéfrico, células cromafines con numerosos
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grdnulos electrodensos en su citoplasma, cédlulas de forma
ameboide con inclusiones de densidad electrédnica media y células
con citoplasma poco diferenciado y ndcleos con grandes zonas
heterocromdticas (Fig. 4). En 1la etapa 51 las crestas genitales
empiezan a elongarse y las primeras células gorninales que
1legan n lae crestas permanecen on la regidn distal (Fig. 6). En
estas etapas se observa al microscopio de luz el movimiento de
algunas células del epitelio celdmico hacia 1la parte interna de
1la cresta genital (Fig.6). El desplazamiento de estas células
es detectado al microscopio electrdnico por la interrupcidédn de
1a lAdmina basal que cubre al epitelio celdmico y a través de 1la
cual migran leas células hacia el interior de la gdédnada (Fig. 7).

Al principio las primeras células que forman la médula se
localizan en la zona intcrmedia, cercanas a l1a regidn donde
estdn ubicadas las primeras células gerﬁinales primordiales que
llegaron a 1la génada (Fig 7). El espacio interepitelial cercano
a la regidn proximal de las crestas genitales, es muy estrecho y
posee abundantes fibras de coldgena. En todos los embriones
estudiados no se encontrd en esta zona ninguna célula migrando
que nos indicara su procedencia de 1la regidn mesonéfrica hacia
la gdnada, para formar la médula gonadal.

Durante las etapas 52 y 53 se nota el crecimiento de 1la
génada el cual es indicado por la presencia de figuras mitdticas
en 1a regidn correspondiente a la médula (Fig.10). Al
microscopio electrdnico se ve que existe una similitud
ultraestructural entre las células del epitelio celdmico y las

de 1a médula (Fig.9 y 11). En la etaps 52. se observa que hay
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una invaginacidn del epitelio gonadal que da origen a las
células de 1a médula de 1l1la génada (Fig.?). Asimismo no se
encontrd ningdn parecido ultraestructural entre estas células y
las del llaswado blastema mesonéfrico (Figs.4 y 8).

La dltima fase del establecimiento de la gdnada
1ndi£ey.ncind. se lleva s cabo en las etapas 54 y 55. En estas
ocurre una segregaciédn de 1los dos territorios estructurales que
forman la génada indiferenciada 1a médula vy 1a cortega. La
primera se encuentra en la regidn central de la génada y la
segunda se distribuye en 1la periferias (Fig. 12 vy 14). La
segregacidn de estos territorios ocurre por 1l1la invasidn de
tejido mesenquimdtico (conectivo) 'que procede de 1ls regidn
mesondfrica.

En out-; mismas etapas se ve due l1a médulas aparece sdédlo en
una de las gdnadas, mientras que en la otra unicamente se ve
tejido mesenquimdtico (Fig.14). Esta observacidn es frecuente
debido a que la médula no se encuentra distribuida a todo lo
largo de 1la gdnada uniformemente, sino en for-q de masas
compactas separadas por tejido conectivo. En eatas mismas
etapas en la zona central de 1a médula se nota que empieza a
aparecer uns pequena cavidad, la cual se mantiene en el caso de
que la gdnada se diferencié& como ovario (Fig.12). Al
microscopio electrdnico se observa que aidn existen

puentes de

contacto entre la médula. y la corteza, la presencia de

desmosomas en la médula indica que esta regidn empieza a

organizarse como un epitelio (Fig. 12 y 13). Hasta esta etapa

tanto 1los futuros machos como las hembras tienen el mismo patrén
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de morfogénesis de la gdénada, Por 1lo tanto la diferenciacidn
sexual surge a partir de una estructura comdin a ambos sexos que
es la gédnada indiferenciada, seme jante a lo que ocurre en los
mamiferos.

En la etapa 56 se lleva a cabo 1la diferenciacidén sexual
himstoldgica de la gdnada en ovarios y teanticulos. l.a
diferenciaciédn sexual del ovario, se manifie-té por el
crecimiento de 1la cavidad central en la zona m?dular. la cual
esta presente desde la etapa de gdnada indiferenciada, asi como
por la presencia de las células germinales primordiales en la
zona periférica denominada corteza (Fig.16), la cavidad al ir
creciendo desplazas al epitelio de la médula hacia l1a corteza.
Al microascopio electrdnico se observa una l1Amina basal que
bordea a las células de 1l1la cortcteza. Sin embargo, hasta este
momento del desarrollo de 1la génada femenina, las células
getmingles primordiales no han iniciado la meiosis; este proceso
se hace evidente en las génadas de las larvas a partir de la
ecapa 62 (Fig. 19).

En el caso de 1l1la diferenciacidn sexual del testiculo las
células germinales primordiales migran hacia la zona medular y
se asocian con las otras células sdmaticas que forman la génada,
en dsta se observan algunos cordones presentes (Fig. 15 yv 23).
El1 epitelio cortical en este caso se reduce a una capa delgada
de células que cubren externamente al testiculo (Fig. 15). Al
niéroncopio electrdnico se observa que existe una liniqa. basal
delimitando el epitelio corticasl de la médula (Fig. 22).

En 1las larvas tratadas con bhenzoato de estradiol a partir de






Fig. 1. Etapa 49. Fotografia de luz en la que se observan las
dos crestas genitales localizadas (flechss ) a ambos lados del
mesenterio intestinal y la gldndula interrenal (GI). S50 X

Fig. 2 . Etapa SO. Se muestran las dos crestas genitales
(flechas), la de la derecha contiene una cédlula germinal
primordial que ocupa casi toda l1la cresta. Se observan también
las células del blastema mesondfrico (BM), la gldndula
interrenal (GI) y un tdbulo mesondfrico (TM). 550 X

Fig. 3. Etapa 50. Micrografia electrénica que ilustra los dos
tipos principales de células presentes en la glidndula
interrenal. Celdlas cromafines C) con numerosos granulos
electrodensos y células esteroidogénicas (E) con zonas numerosas
inclusiones 1lipidicas (flechas) en su citoplasma. Estas células
son las més abundantes y poseen mitocondrias (Mc) con crestas
tubulares (Mc). 5823 X







Fig. &, Micrografia electrénica, se muestran los tres

tipos
celulares que forman el blastema mesonédfrico. Células
cromafines (C) con numerosos granulos electrodensos, cédlulas de
forma ameboide A) con citoplasma poco diferenciado e

inclusiones de densidad media y células con nédcleos con

gsrandes
zonas heterocromdticas (H). 6900 X ,

Fig. S. Etapa &9. Micrografia electrdnica de una células
esteroidogédnica de 1la gsldndula interrenal, se observan las
mitocondrias (M4) con crestas tubulares y una parte del ndcleo
(N ) de una inclusidn 1ipidica (L). 19000







Fig. 6. Etapas S1. Fotogrefia de lus; se observan las dos
crestas enitales separadas por un mesenterio intestinal (Me).
Algunae célules del epitelio celdmico se desplazan hacia las
perte interior en la gdneds ixzquierda (flechs ). 550 X

Fig.7 . Etapa 51. Micrografia electrdnica de la cresta genital
en 1a misma etapa de dessrrollo. Ls ldmina basal del epitelio
celdmico (flechas) es interrumpida por células (), que parecen
migrar hacia el interior de la génada . Se observa tambien una
parte de una célula germinal primordial (cgp) locaslizsda en la
regidn distel de 1la génada. Note lo estrecha que es 1la génada
en la regidn cercana el mesonefros. 7200 X







Fig. 8. Etapa 52. Micrografia electrénica de 1ls regiédn
mesondfrica que muestrs sus componentes principales. Tdbulo
mesondfrico (TM), parte- de 1l1la glédndulas interrenal (GI) y el
llsamado blastema mesondfrico (BM) situado entre las dos
estructuras, formado por varios tipos celulares. Note la
diferencias en las caracteristicas citoldgicas de estas células
y las de la figurs 9. 6840 X.

Fig. 9. Etaps 52 . Micrografia electrdnica de una gdénada, la
flecha -indices lo qQue parece ser una invaginacidn del epitelio
celdmico, el cual dard origen a las primeras células de 1la
médula. 6840 X







Fig. 10 . Etapa 52. Fotografis de luz que muestra 1las dos
gdnadas con un dessrrollo asimétrico; la del lado izquierdo
tiene una spariencia compacta. La presencia de las dos figuras
mitdricas (flechas) sugiere su crecimiento. 550 X.

Fig. 11 . Etapa 52. Micrografia electrdnica de la
proximal de 1la gédnada en la regidn cercans al mesonefros. El
epitelio superior esta formado por una simple capa de células

(flecha). En la parte bajs se observan a las primeras células
que formen ls médula (m). 6400 X

parte






Fig. 12. Micrografia electrdénica en 1la que se observa una
1dmina basal continua (flechas) entre las células de l1la corteza
(C) v 1las de la médula (M). La presencis de desmosomas (D) en

ia zons dular (flechas), sugiere que esta regidn ha empexzado a
organizarse como un epitelio. 6400

Fig. 13, Etaps. 55S. Micrografias electrénica en 1la que se

Kauestran [ mayor amplificacidn los desmosomas (D) del epitelio
medular. 7500 X.

Fig. 14. Ecapa 85. Fotografia de luz que muestra ia génada
derecha con una médulas (m), separada de la cortecze (C).

Mientras que 1l1la génads izquierda unicasmente posee tejido
conectivo. 336 X.




: ,.&x? 0
SR N7

Zon Ny

L




Fig. 1S. Etapa 56. Fotografisa de luz, se muestra un testiculo

con el epitelio ‘adelgazado (C) y 1la zona medular (M) compacta
con algunos cordones. 336 X.

Fig. 16. Etapa. 56. Fotografia de luz, se observa un ovario
tipico con una cavidad muy dessrrollada en ls zona medular (m).
La mayoris de 1las células germinsles primordiales (cgp) estan
localizadas en 1ls corte=za (C). 336 X.

Fig. 17. Fotografia de luz de un ovotestis de una larva
sacrificada en 1la etaps 62, El tratamiento con benzoato de
estradiol se inicid en 1la etapa 5S2. Las células germinales

primordiales (flechas) estan ubicadas en 1la médula (m) y en 1la
corteza (c). 336 X. .

Fig. 18. Ovotestis f1ijado en la etapa 62, se mwmuestra la
bisexualidad de la gdénada. Algunas células germinales
primordiales (flechas) han migrado a 1la mddulas (m) y otras
permanecen en la cortexza (C). 336 X







Fig. 19. Ovario fijado en la etaps 62, el tratsmiento con
benzoato de estradiol se inicio en la eteps 353, Muchos ovocitos
localizsados en la corteza (C) estan en meiosis (flechas ) y uno
en proceso de crecimiento (Oc). 336 X

Fig. 20. testiculo afectado por el estradiocl administrado a
partir de la etapa 54 y sacrificado en 1la etapas 62, Se observa
una organizecién anormal de la médula (m) y 1la medula (m).336 X.

Fig. 21. Micrografia electrénica de un ovario de una larva en
la ectapa 56. Se observa la cavidad ovarica en la parte central
(Co) y uns célula germinal primordisl (cgp) localizada en la
corteza (C). Asi como la presencis de una lamina basal (flechas)
que delimita al epitelio en l1la cavidad ovaricas 6900 X,






Fig. 22, Micrografia electrdénica se observa una parte de la
médula (M), 1la presencia de dos ldminas basales (flechas) que
limitan al epitelio del testiculo denominado también (C) de 1la
méddula (M). 4330 X

Fig. 23. Micrografia electrédnica que muestra el aspecto de los
cordones testiculares (CT), se observa una célula germinal
primordial (cgp) incluids en uno de éstos. 5823 X
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la etapa 49, se llevan a cabo cada uno de 1los eventos celulares
reportados en esate estudio durante el desarrollo normal del
ovario de X. lgevis. No se encontraron autofagosomas en la zona
medular en ninguno de los embriones tratados con benzoato de
estradiol lo cual indicaria que 1la reversidn sexusl de los
machos genéticos se lleva a cabo por destruccidén de este
territorio. Sin embargo, encontramos que hay intersexualidad en
las gdnadas do' las larvas tratadas & partir de la etapa S1 en
adelante. La génada de estos animales se caracteriza por 1a
localizacidn de las células germinales primordiales en 1la regién
medular y cortical (Figs. 17,18 y 20): normalmente éstas se
ubican sdl0o en ls médulas © la corteza una vezr que se diferencia

sexualmente la génada.
2.- Reversidn sexual

Estrdgenos

La administracidn de benzoato de estradiol en periodos cortos
de 1,2,3,5 y 10 dias no modifica el -.x6 gonadal de las larvas
de X. i‘gxil. Todas las génadas de las larvas tratadas a partir
de las etapas 52 a la 55 mantuvieron su aspecto indiferenciado.
Cuando el tratamiento fué iniciado en 1la etapa 5§ se obtuvieron
ov.riq- y testiculos (Tabls 1).

En nuestro estudio el benzoato de estradiol revierte el sexo
de 1la gdneds larvarias sdlo si éstas se ponen en contacto con 1l1la
hormona por periodos largos que oscilan entre tres y cuatro

meses de duracidn. Este es el tiempo promedio que las larvas



LARVAS DE Xenopus /oevis TRATADAS CON BENZOATO DE ESTRADIOL
A00 g /) -
ETAPA AL BNCIAR | TIEMPO |ETAPA AL ESTUDIAR |mpirenEnciaBas | Ovamios TESTICULOS
|er TmaTamEnvo | (o128 ) LAS GONADAS
82-83 4 82 -83 20 ° ©
se 4 se as ° [
8s 4 [-T) 47 ) ©
se 4 86 [ a3 44
82-83 . s2-83 a7 o o
84-58 2 s4-88 42 ) °
se 2 Se (-] 40 44
54 -85 ) se-88 . ) )
se 3 se Y Ty Y
84 -88 s 84 -88 a6 ° )
se s se [ 41 ®
84-58 40 se-88 Y] ) ©
se 40 se o 42 14

Tabla 1. Etapas usadas para evaluar el efecto del
estradiol a corto plazo. Las gdnadas de las larvas de las
etapas 52 a la 55 mantienen su aspecto indiferenciado,
independientemente de 1la duracidn del tratamiento (1 a 10 dias).

En la etapa 56 las gdnadas se diferencian de acuerdo al sexo
gendtico del individuo.

benzoato de




LARVAS DE Xenopus laevis TRATADAS CON BENZOATO DE ESTRADIOL 100 ug/l

—‘::—_."a.-w ovamios TESTICULOS ovoTEsTIS Pyl o
aa 86 - &8 66 o o 66
-8 56 - 66 68 o (] &8
49 5?7 - 60 55 o (=] 35
S0 a6 — 63 60 o o 60
S 86 - 63 25 (o] 28 53
s2 36 - 67 27 o 22 949
s3 56 - 65 29 o 34 60 <
sS4 S8 - 63 30 o 35 65
S5 .59 - 63 28 29 o 52
S6 S8 - 65 _;;_ 26 o 49
49 (comval) 56 23 26 (] 49
82 (control) 56 - 57 22 29 o 46

Tabla 2.

la accidn
estudiadas.

sexual- de
un efecto
efecto en

Se muestran las diferentes respuestas de las gdnadas a

la gdnada.

del benzoato de estradiol en cada una de las etapas
De 1la etapa 44 a la 50 se obtiene 100Z de reversidn

A partir de la etapa 51 a la 54 se observa
parcial. En la etapa 56 la hormona ya no ejerce ningdn
la diferenciacidn sexual de la gdnada.
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tardan en llegar a ls etapas en la que ocurre la diferenciacidn
sexual de la gdnada. Se obtuvo 100 X de reversidn sexual de las
larvas cuando éstas fueron tratadas con benzoato de estradiol a
partir de 1l1la etaps &4 a 1la 50 (Tabla 2). El andlisis
histolédgico realizado en las génadas de las }arv‘u sacrificadas
al final del tratamiento, mostrd que todas tenian ovarios
tipicos (Fig.16). Cuando los tratamientos fueron iniciados en
la etapa 51 - la 54) el benzoato de estradiol no revirtid
completamente a la génada, en este caso se obtuvo una reversidn
parcial. Las génades de estas larvas tuvieron una organizacidn
hi-iolé.ic. anormal tipice de un ovotestis; eate término se
aplica & las gdnadas con caracteristicas masculinas y femeninas
(Fig.17,18 y 20). En l1las larvaes tratadas a partir de 1la etapa
56, no se observd ningdn efecto de 1la hormona en las génadas,
Got-q se diferenciaron de acuerdo al sexo genético del individuo
(Tabla. 2). "

La estrona afectd parcialmente la diferenciacidn sexual de 1la
gdnada; unicamente algunas larvas respondieron al tratamiento
hormonal. El ndmero de ovotestis parecid aumentar conforme
aumentd la dosis ensaysda y el de ovarios a di.-inuii; no se
obtuvo 100% de reversidn del sexo gonadal de las larvas
sometidas a este tratamiento (Tabla 3).

En las larvas tratadas con el estriol, s.‘obaervé un efecto
parcialde esta hormona en la diferenciacidn sexual de la gdnada
con cada una de las dosis ensayadas (75, 100, 200 y 400 ug). En
cada uno de éstes detectamos ndmero considerable de ovarios y

testiculos (Tabla 3). Se aplicd 1a prueba estadistica de




LARVAS DE Xenopus laevis TRATADAS CON ESTROGENOS *

E 8 T R O N A E S T R I« O oL STILBESTROL
DOSIS |OVARIOS | TESTICULOS |OVOTESTIS | OVARIOS | TESTICULOS | OVOTESTIS | OVARIOS | TESTICULOS | OVOTESTIS
7S ue 22 26 kg - - - - - -
1400 neo 20 38 13 26 28 o 19 31 10
200 o 16 29 195 31 27 o 22 33 -
|00 ug - bt - 29 o a7 a5 28 k4
.Comrol 1@ ar o 21 19 o 1 s o

RTRATAMIENTO INICIADO DE LA ETAPA 49-36

Tabla 3.
etapa 49 a 1la 56.
diferenciaciédn sexual

100X de reversidn sexual.

Se
de

observa un
la gdnada.

parcial en

Larvas de Xenopus laevis tratadas con estrédgenos de 1la
efecto
En ningdn caso se obtuvo

1a
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correlacidn de Sperman. Sin embargo, nuestros resultados no
fueron significativos. '

Por otra parte el dietilstilbestrol tampoco logrd revertir
100X el sexo de las larvas. Sd4lo se observéd un efecto parcial
en la géneda y parece que el ndmero de ovotestis disminuye

édnfor-. se incrementa la dosis (Tabla 3).

Antiestrégenos

La dosis de 25 ug de tamoxifen no influyd en la diferenciacidn
sexual de 1l1la génada, el ndmero de machos y hembras se
encontraron presentes en una proporcidn de 1:1, igual que en los
animales normales. Tampoco se logrd revertir completsmente el
sexo gonadal de las larvas tratadas con 50 y 75ug de tamoxifen, .
pero observamos una reversidn parcial en algunas de éstas;: se
notd un aumento en el nimero de ovotestis y una disminucidédn en
el de ovarios conforme aumentd l1a dosis empleada (Tabla 4).

Algunos ejemplares de X. laevip tratados con 735 ug de
tamoxifen =se lograron mantener durante dos afos. Estos fueron
estimuladocs varias veces on diferentes periodos con
gonadotropina coridnica humana. Los ovocitos liberados de estos
animales tenian un aspecto anormal comparados con los de los
animales normales. Su tamafio fue mayor, la distribucién del
pigmento fué irregular y no se distinguis el polo snimal del
polo vegetal. La dosis de 100 jshbg de tamoxifen fué 1letal;
dnicamente lograron sobrevivir 30% de les larvas y en este caso
tampoco se obtuvo 100% de reversidn sexual de la génada en las

-obr.vtvi.nth. (tabla &). Por otra parte, el antiestrdgeno



LARVAS DE Xenopus laevis TRATADAS CON TAMOXIFEN *

o O sS I 3 o VAR I OS TESTICULOS OVOTESTIS NO. DE LARVAS
25 uao 28 25 o 53
S5O M9 18 27 1A s
75 ™™ 16 23 13 s2
100 ug ¥ d 12 a4 30
control 46 19 o 3s

* YRATAMIEENTO OF LAETAPA 49 A LA 36

T ALGUNOS ANMMALES TRATAOOS CON ESTA DOSIS SE MANTUVIERON DURANTE DOS AROS

Tabla 4. Larvas de Xenopus laevis tratadas con tamoxifen de la
etapa 49 a la 56. El ndimero de ovarios disminuye y el de
ovotestis se incrementa.
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administrado en esta dosis, no parecid actuar unicamente a nivel
de 1la génada, sino que afectd el metabolismo de 1la melanina ya
que todas las larvas adquixian un color blanquecino.Se aplicéd 1la
prueba estadistice de correlacion de Sperman.Las diferencias

encontradas con los tratamientos son significativas a p<0.001.

Andrégenos
Los andrdgenos aromatizables como el propionato de
testosterona, androstendiona y dehidroepiandrosterona no

tuvieron ningdn efecto en la diferenciacidn sexual de la gdnada
de X. Jlaevis. El diagndstico del sexo gonadal, mostrd que el
ndmeroc de hembras y machos fuéd semejante al reportado en los
animales normales (Tabla 5). La d4nica hormona que parecid
afectar la diferenciacidn sexual de la gdnada de X. laevis, fue
1a noretisterona con esta se encontrd un ndmero elevado de
ovarios y algunos ovotestis, y no se detectsaron testiculos
(Teabla 5).

Los andrdgenos no aromatizables como la androsterona, la Sa
dihidrotestosterona y el androstandiol (3p , S5a) no tuvieron
ninguna influencia en la diferenciscidn sexusl de la génada, el
ndmero de hembras y machos detectado fuéd de sproximadamente 50 2

en cada caso (Tabla 5) en las larvas estudiadas.

Inhibidores de aromatasas.
Los resultados obtenidos con los inhibidores de aromatasas son
los siguientes. No se encontrd un efecto marcado o polarizado

en 1a proporcidn de hembras y machos con los dos inhibidores



LARVAS DE Xenopus laevis TRATADAS CON ANDROGENOS 100 ug /1|

" OR MONA ETVARA AL wClaR ETAPA‘N-E"LEu‘nOVAHI() S TESTICULOS] OVOTESTI S [9% SOBREVIVIENTES
EL TRATAMENTO LAS GONADAS >

PROPIONATO OF

TESTORTERONA, 49 se 39 37 o es

NORE TISTERONA 49 56 28 o b d Y-

ANCROSTENDIONA' a9 s6 an 39 o 80

pidnicteaiigr a9 s6 3s 38 o 73

Sar OREDRO- - a9 56 a2 a5 o 67

-::m&::Suu -9 se 36 34 o 70
‘control a9 86 16 18 o 349
Tabla S. Andrédgenos aromatizables¥* y no aromatizables¥*¥®*

ensayados en las gbnadas de X laevis.

aromatizables y no aroamtizables,

sexual de 1la gdénada.

i

influyd en la

Ninguno de los andrdgenos
diferenciacidn

o



LARVAS DE Xenopus loevis TRATADAS CON INHIBIDORES DE AROMATASAS *

1. 4, ®(44) Androstatrvien 3, 47 4, 4, @ (A4) Androstetrion B ,A47
Dicna Oien e
o o S [} O vAaA R 1 OS TESTICULOS OVO T ESTI1S oOvanm 109 TESTICULOS |[OVO T EST:S
100 ug 15 18 Xa 12 19 ]
200 ug £ 4 22 12 21 27 [
LN
AQO0 ug ¥ 4 25 a7z 10 23 16
600 ug S 29 20 16 32 18
control 16 19 o A5 A7 o

———
* TRATAMEENTO OF LAETAPA 45 A LA 56

Tabla 6.

aromatasas de

Larvas de

la etapa
disminuye al aumentar la dosis y el de ovotestis

56. El

con el inhibidor 1,4,9,(11) androstatrien — 3,

se

17 diona.
otro inhibidor el efecto no es tan claro ni tan marcado.

Xenopus laevis tratadas con inhibidores
49 a la

de
ndmero de ovarios
incrementa
Con el

P

R
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utilizados. Ninguna de 1las dosis ensayadas del inhibidor 1,4,9
<11) nndro.t-;rion - 3, 17 diona revirtid el sexo gonadal de las
larvas en un 100X . Con todas 1las dosis empleadas se
encuentraron ovarios testiculos y ovotestis (Tabla 6). El

ndmero de ovotestis parecid aumentar conforme se incrementd la

dosis empleada y el de ovarios disminuyd. Los resultados
obtenidos con el inhibidor 1,4,6 (11) androstatrien- 3. 17 diona
son seme jantes a los encontrados con el otro inhibidor. Sin
embargo, no se observd una disminucidn tan marcads en el ndmero
de ovarios comparada con el otro (Tabla 6) ni una relacidn tan
clara con la dosis. Para ambos tratamientos se aplicd l1la prueba
estadistica de Sperman,pero las 8dlo fué significactiva para el
inhibidor 1,4,6(11) androstatrien- 3,17 diona con uﬁa p«€0.001.
Con el otro inhibidor las diferencias encontradas no fueron

significativas.

3.- Bioquimica de esteroides

Histoquimica

La activided de 1la 3 8 hidroxiesteroide deshidrogenasa fué
locinlizadae en los cortes a tranvés de un precipitado denso que es

el diformazén, el cual se forme debido a una reaccidn de

oxidoreduccidn entre el colorante NBT (Nitro Blue Tetrazolium) y

el aceptor de hidrogenos NAD (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
(Fig. 28).

La observacidn de 1os cortes al microscopio 8ptico muestra los

siguientes resultados. En cada una de las etapas de desarrollo

estudiadas: Formacién de la cresta genitnl (69), gdénada






Fig. 24 . Corte transversal de la regidn urogenital de las
larvas de X. laevin de 1a etapa 56. La sctividad de la enzima
se observd en la gldndula interrenal (GI) ubicada en 1la regidn
medial del mesonefros (M); el precipitado esta ausente en las
génadas (&), Bordeando al complejo urogenital normalmente se
encuentran pigmentos (flechas). 336

Fig. 25. Corte transversal de 1la regidn urogenital de una larva
de X. laevis de la etapa 56. Control de 1a actividad
enzimAtica, note la ausencia del precipitado en la regidn
correspondiente s 1a gldndula interrensl (GI). 336 X




ACTIVIDAD DE LA A®°-33HSD EN LAS LARVAS DE
Xenopus laevis

7o iproge [ Oehidvoepiand: ona
INDIFERENCIADA - - —
49-55
o A RO - - -
S6-66 *
TESTICULO - - -—
56-66
O_ANOO.I.A NTERNM + -+ -+ -4

S ———————
SHABOLOBREACION FUERTE + 4+, MODERADA +, OESL + , NEGATVO—
‘S

% EYARA EN LA QUE 3E ESTUDIARDN LAS LARVAS

Fig. 26. Tabla que resume los experimentos de histoquimica
realizados en las larvas de X. laevis. Se muestran las
diferencias en el depdsito de formazdn en la glandula interrenal
con los diferentes sustratos empleados. La actividad enzimdtica
no se detectd en la gdnada.



CH, o CHy
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Fig. 27. Se muestran las hormonas esteroides que se
utilizaron como sustrato para la 3 B hidroxiesteroide
deshidrogenasa.
o AoleSeleldeds 'l%

Fig. 28.

se detecta la actividad
hormona es captado por el
a la sal de tetrazolio.

Esquema que muestra el mecanismo a través del cual
de l1la enzima.

El hidrédgeno de

NAD ¥y finalmente

transferido



indiferenciada (54-55), ovarios y testiculos (56) unicamente se
encontrd actividad en 1a glAndula interrenal. En X. laevis

éasta se encuentra diseminada entre 1los tdbulos del tejido

mesondfrico. La gdénada fué negativa en todas las etapas
estudiades (Fig. 24).

En el presente estudio no se encontraron diferencias
cualitativas evidentes '3 la actividad de 1a on:i-n 3p
hidroxiesteroide deshidrogenasa entre las larvas de X. evis

normales y las tratadas con hormonas esteroides como el benzoato
de estradiol, tamoxifen (antiestrégenoc) y los inhibidores de

aromatasas. La actividad de la enzima en los tratamientos

-

citados anteriormente, tambpien sdlo sa detectd en la glédndula
interrenal y 1a génada fué negativa (Fig. 24). Los resultados

obtenidos con otros sustratos como pregnenolona y 17

hidroxipregnenclona (Fig. 27)., utilizados para evaluar la

actividad de la enzima 3 S hidroxiesteroide deshidrogenasa son

seme jantes a2 1los expuestos anteriormente, sdlo se encontrd

positividad en la gliandula interrenal y la génada fué negativa.

Sin embargo, encontramos diferencias en el depdsito de formazan

en la gldndula interrensl con los tres sustratos empleados. La

reaccidn fuéd mas intensa con la dehidroepiandrosterona, moderada
con 1a pregnenolona y mids débil con 1a 17 a pregnenolona (Fig.
26).

Metabolismo

l.on resultados obhtenidos sobre el metabolisamo de esteroides

son los siguientes. El estudio muestrs que l1la regidn uroggnital



(menonnefrom y pédnada) de las larvan de X. lgevis en las etuapas
iniciales de su desarrollo, formacidn de l1la cresta genital y
etapa de génada indiferenciada yas; posee la maquinaria
enzimdtica necesaria para biotransformar un precursor radiactivo
como la testosterona. Durante el formacié de la cresta genital

(ecapa 49) se demostraron los siguientes metabolitos: 178
.str.diol; S L 4 dihidrotestosterona, androstendiona y

androstandiol kY. N 17 (tabdbla, 7). La temprana capacidad de

aromatizacidn presente en la zona urdgenital de las larvas de X.
laevis se manifestd por 1las sintesis del 17 f.3 estradiol desde

estea etaps inicial. A partir de este metabolito se deduce 1la
paticipacidn de las aromatasas (enzimas que actuan en el anillo
A" de algunas hormonas esteroides e intervienen en 1la
conversidn de andrdgenos a estrdgenos). Asi mismo, se demostrd
la actividad de enzimas como la 17 g oxidoreductasa, l1a S a vy
la 3 o reductasa por 1la presencia de 1la androstendiona »
androstandiol y la dihidrotestosterona. En l1a etapa 54 de
gdnada indiferenciada se encontraron tambien el 17 p estradiol,
androstendiona y 5 o dihidrotestosterona (tabla, 8). Sin
embargo, no se mantuvo la actividad especifica del androstandiol
en esta etapa en'particulnr. Se encontraron trazas de estrona
de las dos etapas eastudiadas, pero ésta no mantuvo su actividad
especifica por mas de cuatro cristalizaciones sucesivas, quizd
debido a que esta produciéndose en cantidades muy pequenas a
partir de la androstendiona. La actividad especifica de cada
uno de 1los metabolitos obtenidos en las dos etapas estudiadas se

resume en las tablas 7 y 8. Se propone la siguiente via
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metabdlica para integrar cada uno de los metabolitos demostrados
(Fig. 29).

Receptor a hormonas sexuales
No se pudo detectar la presencia del receptor a estrégenos

en
el higado,

regidn urogenital y cerebro de las larvas de X.

laevis en las larvas normales y tratadas con benzoato de
estradiol; en ninguna de las etapas estudiadas (Fig. 30).
Tampoco se logrd

demostrar la presencia del receptor a

andrdgenos en los dos dltimos tejidos citados anteriormente.



METABOLISMO DE ESTEROIDES ETAPA 49 DE GONADA INDIFERENCIADA
Xenopus_toevis

METABOLITO CRISTALES AGUAS MADRES
som-%/mg dom- S/ mg

47 S Estraédiol 241

Androstendiono

Androstandiot 479

493
AT8

3 8
B3 | i | OR¢

S of Dihidrotestosterona [ 34

o3

Tabla 7. Pureza radioquimica de los metabolitos

aislados en la etapa 49, después de la incubacidn
in vitro con testosterona H-1 ,2,6,7.




METABOLISMO DE ESTEROIDES ETAPA S4 DE GONADA INDIFERENCIADA

Xoropus Iloevs
METABOLITO CRISTALES AGUAS MADRES
dom® H/mg dom® N/eng
AT 5 Estradiol 478 489
]
88 . -1
Androstendions 440 a9

/17 421

399 484

S of Dihidrotestosterons ;’43 470

468 194
Tabla 8. Pureza radioquimica de los metabolitos

aislados en la etapa 54, después de

la incubacién
in vitro con testosterona H-1,2,6.7.



METABOLISMO DE ESTEROIDES EN LA REGION UROGENITAL OE LAS
LARVAS DE Xenopus icevis

TESTOSTERONA > ANDROSTENDIONA ESTRONA b1
— oooac> JC(S:Q
() [, o]
0

O

\ 2

0 4 ANDROSTANDIOL
- ap.sa

Fig. 29 . Via metabdlica demostrada en la regidn urogenital de
las larvas del anfibio X. laevis, la flecha punteada indica 1la
posible formacidn de estrona.
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Fige. 30 Perfiles de sedimentaciédn del receptor a estrdgenos en
gradientes lineales de sacarosa de las larvas de X. laevis,
tratadas con benzoato de estradiol a partir de la etapa 49 y
sacrificadas en la 56. A.- Complejo urogenital, B.- Higado. En
el eje de las abcisas se observa el nudmero de fracciones de
citosol y en el de las ordenadas las desintegraciones por
minuto. No se identificé una drea que correspondiera al
complejo estrdgeno —-receptor en estos tejidos.
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VIi.~ DISCUSION

La diferenciacidédn sexual de 1la gdnada, ocurre en la etapa
embrionaria. Con este proceso se inicia la primera fase del
programa de diferenciacidn sexual fenotipica de un organismo.
El origen embrionario de las células somdticas que forman 1la
gdnada de la mayoria de 1los vertebrados sigue siendo tema de
controversia en la actualidad. Vanini (1951) propuso que las
céluan sométicas derivaban de un tejido cercano al mesonefros
al cual denomind "blastema interrenal”™. Eate autor sugirid que
estas células migran hacia la génada desde esta regidn a través
del mesoperitoneo.

En X. laevis encontramos que el dnico tejido diferenciado

desde etapas muy tempranas antes de que se forme la médula de 1la
gdnada, es la glidndula interrenal. En este estudio no se
observd ningdn parecido ultraestructural de las cé&lulas de 1la
médula con los otros tipos celulares presentes en la regidn que '
corresponderia al "blastema interrenal"” propuesto por Vanini
(1951).

Witschi (1963) planted otra hipdtesis para explicar el origen
embrioldgico de las células medularesn, sostuvo que la gdnada
indiferenciada estaba formada de dos territorios: La médula y la
corteza. La primera' se forma por células provenientes del
blastema mesonéfrico y la segunda 4a paftif del epitelio
celdmico, planteando de esta manera un origen diferente para
cada uno de los compartimentos epiteliales que forman 1la gdnada,

Nosotros cuestionamos la participacidn del mesonefros en la
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formacidn de 1la médula de la gdnada de_modo que en este estudio

sSe compararon ultraestructuralmente las células del epitelio

celdmico con las del 1llamado blastema mesonéfrico. En ninguna

etapa encontramos semejanzs ultraestructural entre las células
de esta regidn topogrdfica y 1l1las de 1la médula gonadal. Sin

embargo, observamos una similitud en la ultraestructura entre

las células medulares y las del epitelio celdmico, en cada una

de las etapss estudiadas. Tampoco se detectd ninguna célula

migrando de la regidn del mesonefros hacia la gdénada, 1o cual

apoyaria morfoldgicamente la hipdtesis de que el mesonefros

no participa en la morfogénesis de este drgsno.

Las observaciones obtenidos en el presente estudio estan en

discordancia con las realizadas por otros investigadores (Gropp

y Ohnno, 1966; Zamboni y col., 1979; Byscov, 1981; Uphadyay y

col., 1981). Estos autores sostienen que algunas células

derivadas del mesonefros contribuyen a 1a formacidn de 1a

génada. Postulan que las células epiteliales de los cordones

sexuales, provienen del epitelio de tdbulos mesonéfricos. Esta

proposicidn esta basada unicamente en observaciones morfoldgicas

aunque son necesarias mAs evidencias experimentales para apoyar

o refutar esta hipdtesis.

Un hallazgo morfoldgico importante que apoya el origen comdn

para las células de 1la médula y la corteza, es el depdsito de

una 1dmina basal que contribuye a separar compartimentos

epiteliales diferentes y que se encuentra bordeando normalmente

al epitelio celdmico. Esta se interrumpe cuando aparecen las
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primeras cédlulas que forman la wmédula de 1la génada. La

formacidn tardlia de una 1ldmina basal que separa las
médula

celulas de
en la zona cercana al mesonefros y la actividad mitdtica

observada en las céluias que forman la médula sugieren que el

crecimiento de ésta es debido a una proliferacidn de células que
se originan en el epitelio celdmico. Durante el desarrollo de
1a génada en etapas mids tardias como 1la fase final del

establecimiento de la génada indiferenciasda, frecuentemente se

encuentran afi puntos de contacto (puentes celulares) entre 1la
regidn externs de 1la gdénade y la central denominada médula, lo

cual plantea un origen comén para estos dos compartimentos

epiteliales. En el presente estudio con base en las

observaciones morfoldgicas realizadas, refutamos la hipdtesis de

la participacién del mesonefros en 1la morfogénesis gonadal

temprana.
La hipdtesis del origen embrioldgico dual de 1la génada, esta
basada en observaciones hechas en material incluido en parafina,

1o cual fuéd una limicante para la interpretacidn de los

resultados obtenidos. Con eata técnica no se preserva bien la

ultraestructura de las células y ademds se extrae mucho

material. Esto hace imposible a este nivel tratar de encontrar

diferencias en la ultraestructura de .cada tipo celular. Si se

toma en cuenta lo planteado anteriormente y debido al arreglo

topogrdfico, asi " como a las caracteristicas de tincidn de las

cédlulas del blastema mesonéfrico, éatas podrian haber sido

confundidas con algunas células de 1a médula (Witschi, 1956).
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Por otra parte, en la literatura hay informes de evidencias
experimentales, las cuales demuestran que el mesonefros no
interviene en la morfogénesis de la gdnada de los vertebrados.
Merchant y col., (1984) provocaron una agenesia unilateral del
mesonefros en embriones de pollo y encontraron que éte no
parece contribuir con células a la formacidn de 1la sdnada, y
que la morfogénesis de este 4rgano se lleva a cabo a pesar de 1la
ausencia del mesonefros. Ellos observaron en los embriones
operados cadas una de las etapas de desarrollo d§ la gdnada
presentes en los embriones normales. Con estos estudios
experimentales ellos reforzaron l1a hipdtesis de que el
mesonefros no particips en la morfogénesis gdnadal.

Un argumento fuerte en favor de esta hipdtesis es el hecho de
que el mesonefros es un 4rgsno que se diferencia mucho antes de
que ocurra 1l1la formacidn de 1la génada indiferenciada y la
diferenciacidn sexual de la misma. Si se toma en cuenta este
planteamiento l1as células del mesonefros con una funcidn
excretora tendrian que desdiferenciarse morfoldgica y
‘funcionalmente pars contribuir a la formacidn de un &rganoc con
una funcidn diferente. Este fendmeno normalmente no ocurre en
la natug-lc:. una vez que ya se han diferenciado las células,
puesto que esto irla en contra del principio general de economia
bioldgica.

Existen también evidencias de experimentos hechos en los
anuros los cuales sugieren que 1lea gdénadas es capdz de
desarrollarse independientemente del mesonefros. Humphrey

(1933) extirpd unilateralmente el mesodermo intermediario de R.
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que los cordones sexuales que se ha propuesto se originan del
blastema mesonéfrico, se desarrollan en el lado operado a pesar
de la arsencia de tdbulos mesonéfricos.

Se ha propuesto, con base en observaciones morfoldgicas de
que 1la génada embdrioneria se forma por 1la proliferacidn del
epitelio celdmico como del mesénquime embrionario, este dltimo
proviene de le r.jibn mesonéfrica y contribuye de manera
importante en ls diferenciacidn sexual de 1a gdénada (Brambell
1927 Merchant- Larios 1978; 1979 y Pelliniemi, 1976). En el
presente estudio el acl‘pquin. embrionario parece participar
activamente en las formacidn de 1la gédnada de X. laevis, este
contribuye a separar a la médula de la corteza. Es conveniente
aclarar que é-te_ invade 1a gdnada en la fase final del
establecimiento de 1la génada indiferenciada, una vez que ya se
han formado los dos compartimentos epiteliales que forman la
génada indiferenciada, (1a médula y la corteza), no antes.

Nuestras observaciones apoyan la hipétesis de que 1a
morfogénesis temprana de la génads (formacidén de 1la médula y 1la
corteza) de X. lgevis se realiza por la proliferacidn del
epitelio celdémico. Sin embargo, el mesénquima embrionario
tambien participa en la formacidn tardia de 1a génada. Estas
observaciones implican que el establecimiento de ls génada
indiferenciada y su posterior diferenciaciédn no difiere muycho de

10 que ocurre en otros vertebrados (Merchant-Larios 1978; 1979).
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HISTOQUIMICA

1.a informaecidn sobre la temprana presencia do¢ conzimaas claven
en 1la esteroidogénesis normal de la génada de los anfibios ha
sido determinada con la ayuda de técnicas histoquimicas
realizadas en cortes histolédgicos (Levy y col., 1959). Una de
la enzimas que méds se ha estudiado es 1la 3 A hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3 p HSD), la actividad de ésta se manifiesta a
través de un proceso de oxido- reduccidn, el cual es dependiente
del (NAD) nicotinamide adenine dinucleotido en su forma oxidada.
El resultado de esta reaccidn es un precipitado morado insoluble
llamado "formazan", cuyo depdsito nos permite localizar el
tejido esteroidogénico. Esta técnice nos proporciona una
informacidn de tipo cualitativo no cuantitativo. De tal .manera
que la reaccidn enzimdtica puede ser clasificada de acuerdo a un
mayor o menor depdsito de formazdn. En el presente estudio
nosotros ugilizauo. este criterio para evaluar 1la actividad de
esta enzima.

La actividad de la 3 g HSD se ha estudiado en las larvas de X.
laevis, en el complejo urogenital (mesonefros y génada) en la
etapa indiferenciada, y en los ovarios y ceaticulos. En cada
una de éstas el 8nico tejido emsteroidogénico detectado es 1la
fRldndula interrenal Rapola, 1963 Bruer y col., 1966; Rao y
col., 1968.

Los resultados obtenidos por Rapola, 1963; Breuer y col.,
1966; Rao y col,., 1968, son similares a 1o0s observados en el
presente trabajo. En todas las etapas estudiadas durante el

desarrollo larvario de X. laevis, el dnico tejido
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esteroidogénico es 1l1la gladndula interrenal. Sin embargo, la
génada no muestra actividad enzimdtica. Eate hecho sugiere que
probablemente la produccidn de hormonas esteroides en la etapa
embrionaria es suministrada por esta gldndula. El1 hecho de que
la gbnada sea negativa a la actividad de enzima, no excluye la
posibilidad de que en ella se encuentren presentes otro tipo de
enzimas que no son detectadas con esta técnica y que intervienen
en la biosintesis de hormonas esteroides sexuales.

En otros anfibios como P. waltlii se ha demostrado 1la
presencia de la 33 HSD en 1la médula de la génada indiferenciada.
En esta misma especie la enzima se dncuentrn en las células
foliculares unsa vez que se ha diferenciado el ovario. En el
testiculo 1la enzima estd ausente en la etapa larvaria, y sdlo se
detecta en las génadas de adultos jévenes en el tejido‘
intersticial (Collenot y Collenot, 1977).

La presencia de esta enzima varia durante el desarrollo
embrionario en cada uno de los tejidos que posee capacidad
esteroidogénica. En X.lgsevis no hay actividad de la 3 8 HSD en
los ovarios y testiculos en ls etapa embrionaria. La actividad
enzimdtica en estos d4rganos se ha reportado que se manifiesta
hasta después de que ocurre la metamorfosis (Chieffi y Botte
1963; Pesonen y Rapola, 1962).

Zarmoska y col., (1972) demostraron la actividad de 1l1la 3 B

HSD en 1las génadas postmetambrficas de X. lsevis. Ellos
utilizaron diferentes sustratos para la enzima como 1a

pregnenolona y 1la dehidroepiandrosterona. La actividad de 1la

enzima se manifiesta de manera diferencial en las hembras y en
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los machos. En éstos dJdltimos observaron que el depdsito de
formazdn es mayor con ia dehidroepiandrosterona que con la
pregnenolona y se localizd en el tejido intersticial en el
testiculo. En el caso de 1la hembra encontraron actividad con
los dos sustratos empleados en los ovocitos en crecimiento y
‘maduros, pero no detectaron actividad de la enzima en. 1as
células foliculares.

La 3 B hidroxigs:erotde deshidrogenasa participa durante 1la

esteroidogénesis normal en tres pasos importantes. En la
conversidn de 17 o hidroxipregnenolona a 17 a
hidroxiprogesterona, de pregnenolona a progesterona y de

dehidroepiandrosterona a androstendiona. La mayoria de los
estudios hechos para ubicar al tejido esteroidogénico en la
génada larvaria de X. lgevis han usado como sustrato a la
dehidroepiandrosterona (Rapola, 1963; Breuer y col,, 1966; Rao
y col., 1968). En el presente trabajo empleamos como sustratos
ila dohtdno.pi-ndro-c.ionn. pregnenolona y la 17 «
hidroxipregnenclona. Nosotros observamos diferencias en el
déposito de formazdn en la gléndula interrenal con cada uno de
éstos.

Las diferencias encontradas en 1a localizacidn del tejido
esteroidogénico en las larvas y adultos de X.lasevis sugieren que
los senes que controlan la expresidn de las enzimas que
intervienen en la biosintesis de hormonas esterocides, parecen
encendorse y apagarse en diferentes tejidos durante el ciclo
vital de este anfibdbio.

Cravioto y col., (1986) propusieron la existencia de dos
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isoenzimas de la 3 S hidroxiesteroide deshidrogenasa una que
parcticipa en 1la deshidrogenacidn de los esteroides con 21
carbonos y otra en los de 19. Las diferencias de tipo
cualitativo detectadas con cada uno de los sustratos sugiere que
quizd esto se debe a la existencia de dos isoenzimas diferentes
que estan presentes en la gldndula interrenal de X. lgevis desde
etapas muy tempranas.

Hsu y col., (1978) reportaron que la sintesis y actividad de
ests enzims disminuye en la gldndula interrenal y en 1la génada
de las larvas de R. catesbeiana tratadas con benzoato de
estradiol. Los resultados obtenidos por estos autores difieren
de los observados en nuestro estudio en el cual los grupos de
larvas de X. laevis, sometidas a diversos tratamientos
hormonales como (estrdgenos, antiestrdgenos e inﬁibidores de
aromatasas) no parecen haber afectado 1la actividad de la enzima.
Nosotros no observamos diferencias en el depdsito de _formazén
entre los animales tratados y los normales.

En otras especies se ha demostrado que la actividad de 1a 3p
y 17 p HSD es simultdnea y se encuentra presente en la glidndula
interrenal y en pequeiias cantidades en la gdnada indiferenciada

en larvas de R. catesbeiana. La actividad de la 3 B HDS se

localizd en el citoplasma de ovocitos en crecimiento y en las

células foliculares (Hsu y col., 1978) . En X. laevis no

‘'detectamos la actividad de 1la 3 3 HDS a en 1la gdnada larvaria,
tampoco encontramos positividad a esta enzima en los ovocitos en
crecimiento con ninguno de los sustratos que empleamos. Cabe

aclarar que en este estudio no realizamos histoquimica para
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detectar enzimas como la 17 B hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Metabolismo de esteroides

El metabolismo de 1la

dehidroepiandrosterona,

sexualmente homogeneas (1002 machos y 100X hembras) antes dc

se lleve a cabo 1a

observd que existen diferencias

las hormonas esteroides en los

17 p estradiol a estrona, en

hembras. Por otra

parte las

dehidroepiandrosterona en mayor
embargo,

no se

dehidroepiandrosterona en ambos

En el presente trabajo estudiamos 1la biosintesis de

testosterona,

se ha investigado en larvas de X.

diferenciacidn

17 g5 estradiol y

laevis

que
sexual de la génada. Se
en la capacidad de metabolizar

dos sexos. Los machos oxidan el

un porcentaje mayor que las

hembras oxidan la testosterons a

cantidad qQque los machos. Sin

reportaron diferencias en el metabolismo de 1la

sexos (Breuer y col., 1966).

hormonas

esteroides durante dos fases criticas del desarrollo embrionario

de 1l1la génadas de X. 1lsevis:

etapa de génada indiferenciada.

formacidn de la cresta genital y

Es conveniente aclarar que en la

presente investigacidn no treabajamos con poblaciones sexualmente

homogeneas (100 X machos y

corroboramos que la génada larvaria de X.

iniciales de su formacidn,
andrdgenos y estrdgenos.
Las

sintesis de esteroides en

hembras potenciales) de las larvas de X.

los resultados obtenidos en las

tiene

poblaciones

100 z hembras) Sin embargo,

laevis, en las etapas

la capacidad de sintetizar

observaciones realizadas en este estudio muestran que la

heterdgeneas (machos y

laevis no difieren de

poblaciones homogeneas. Estos
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estudios apoyan la idea de que las hembras y los machos poseen
las enzimas necesarias para metabolizar los andrdgenos y
esfrégenos (Breyer y <c¢ol., 1966; Rao y col., 1968, 1969).

Las poblaciones masculinas y femeninas de larvas de X.
laevis, de 17 dias de edad son capaces de convertir el 17 J:3
estradiol a estrona y tres metabolitos adicionales como estiiol,
6 o hidroxiestrona y 15 a hidroxiestrona (Rao y col., 1968).
En nuestro estudio encontramos 17 B estradiol y trazas de
estrona, pero no consideramos la posibilidad de demostrar 1la
presencia de algunos otros derivados de los estrdgenos.

Rao y col., (1969) reportaron que las larvas de X. laevis
sintetizan androstendiona y testosterona. Estas observaciones
fueron corroboradas en el presente eatudio. Sin emBargo. Rao y
col, 1968 no reportaron la presencia de compuestos reducidos
como la S5« dihidrotestosterona y el 3, Sa - androstandiol
encontrados por nosotros. En nuestro estudio demostramos ademids
que la testosterona puede actuar como un precursor en la
biosintesis de otros andrégenos testiculares, como la S5a
dihidrotestosterona y el 38, Sa- androstandiol. Este dltimo
parece que es sintetizado s8lo en la etapa 49, mientras que en
la etapa 54 esta ausente. Esto se debe probablemente a que es
producido en cantidades tan pequeiias, que no mantiene una
actividad especifica constante por mds de tres cristalizaciones
sucesivas. Nuestros resultados difieren de los obtenidos por
otros autores en los cuales no detectaron la 5 o
dihidrotestosterona y el 38 5a - androstandiol en las larvas

de X. laevis (Rao y col., 1968, 1969; Breuer y col., 1966). Sin
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embargo, se ha visto que el androstandiol esta presente en las

R.catesbeiana y D. pictus (Ozon

gdédnadas de individuos adultos de

y Stocker 1974).
Por otfa parte el estudio histoquimico sugiere que el dnico

tejido esteroidogénico en 1a vida -larvaria de X.laevis es

gléndula interrenal. Se plantea la posibilidad de que exista
una cooperacidn entre ests glédndula y 1a gédnada. De manera que
los andrégenos se formarian en 1la gldndula interrenal y después
serian transferidos a la génada. La cual tendria . el sistema
enzimdtico (aromatasas) que transformarian los andrdgenos hacia
estrdgenos.

Aunque en el presente estudio no exploramos el metabolismo de

los corticoesteroides, se sabe que el cortisol y el oxo cortisol

'-dn producidos en la gldndula interrenal de los adultos de X.

leaevis (Pesonen y Rapola, 1962).

Nuestras obeervaciones apoyan 1la hipdtesis de que 1la via
metabdlica en la regiédn urogenital de las larvas de X. laevis es
seﬁejante a la demostrada en los embriones de mamiferos (Lippset
y Tullner, 1965; Acevedo y col., 1973; Millewich y Wilson, 1977,
George y Wilson, 1979). Estos autores demostraron la temprana
capacidad de 1la génada embrionaria de sintetizar andrdgenos
(testoaterona, androatendiona y dihidrotestosterona) y

estrdgenos como el 17 p estradiol.

Bioquimica del receptor

Westley y Knowland (1978) cuantificaron los receptores a
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estradiol en los hepatocitos de machos adultos de X. laevis.

Encontraron que estas células contienen 9218 sitios de enlace
en el citosol y 99219 en el ndcleo. Este nimero es muy pequeiio,
de 50 a 100 veces menor comparado con el ndmero de receptores
presentes en los tejidos y 4rganos blanco de los mamiferos.

En el presente estudio y bajo las condiciones experimentales
empleadas no fué posible demostrar la presencia de receptores a
eatrdgenos en el citosol de las células de la regidn urogenital
Yy cerebro de las larvas de X. 1lsevis. Aunque no se excluye 1la
posibilidad de que los receptores se encuentren en muy baja
concentracidn en el tejido estudiado.

La proteina receptora es una mdlecula que se degradada
facilmente por las condiciones de manipulacidn en el
laboratorio. Sin embargo, se sabe que el receptor se estabiliza
en presencia de molibdato de sodio (Madhok vy col., 1987). En
este trabajo utilizamos este compuesto en el amortiguador para
homogenar el tejido, asi como la aprotinina (inhibidor de
proteasas), lo cual descarta la posibilidad de que 1la proteilna
recceptora se hubiera degradado.

Por otra parte el complejo hormona receptor ha sido analizado
por gradientes de sucrosa, lo cual requiere normalmente de
tiempos largos de centrifugacién para que sedimente. Esto
aparentemente reduce su vida media ya que dste se disocia
facilmente d;rante la centrifugacidn. La vida media del

complejo en X. lae;is. se ha demostrado que es de 210 minutos en

el adulto a & °C (Westley y Knowland, 1978). Este lapso es diez

veces menor que el establecido para el receptor en el dtero de
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rata a la misma temperatura (Gorski y col., 1986) . Para

detectar el receptor a estrédgenos en el citosol, en el presente

estudio empleamos gradientes de sacarosa y centrifugamos durante

120 min. Cabe entonces considerar la posibilidad de que la vida

media del complejo en el tejido embrionario sea menor y éste se

halla disociado en este paso particular de la técnica empleada y

por eso no pudimos detectarlo.

Gorski y col., (1986) plantearon que la localizacién del

receptor a estrdgenos en algunas especies varia de un tejido a

otro. Las diferencias en la deteccidn pueden ser explicadas por

1la presencia de diferentes formas ° alostéricas del receptor o

porque este hubiera sufrido alguna modificacion. Esto plantea

l1a posibilidad de que la proteina receptora presente en las vida

larvaria de X. laevis pudiera ser alostericamente diferente o

haber experimentado algdn cambio durante 1la manipulaciédn.

Una hipdtesis alternativa a esta para explicar la ausencia

del receptor puede ser, que la sintesis de &ste estuviera siendo

regulada por la pequeidia cantidad de hormonas esteroides que

empiezan a producirse en estas etapas tempranas en la gdnada.

De tal manera que 1la baja produccidn de éstas induciria una

sintesis baja de los receptores, los cuales no estuvieron

presentes en una concentraciédn suficientemente alta como para
poder detectarlos, planteando una limitacidn en la sensibilidad

de la técnica empleada.

Westley y Knowland (1978) reportaron que en los adultos de X.
laevis 1

a concentracidn del receptor a estrdgenos se incrementa

cuando son tratados con estradiol exdgeno. Estas observaciones
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estan en desucuerdo con nuestros resultados, ya que nosotros
tampoco pudimos detectar el receptor citosdlico a estrdgenos en
las larvas de X. laevis tratadas con benzoato de estradiol. Una
posible explicacidn es que en nuestras condiciones los
receptores ocupados por la hormona podrian haber sido
translocados al compartimento nuclear.

Se ha discutido que 1la deteccidn del receptor citopldsmico
para estrdgenos pudiera ser debido a un artefacto del
amortiguador empleado para homogenizar el tejido. Durante este
proceso los receptores podrian ser extraidos del compartimento
nuclear, lo cual condicionaria la presencia de éstos en esta
fraccidn en particular (Pietras y Szego 1977).

Por otra parte se ha cuestionado la presencia de un receptor
citopldsmico para estrégenos. Aparentemente el receptor libre
no es una procelﬁa citopldsmica, sino de naturaleza nuclear.
Esta proposicidn se basa en estudios realizados emplando
anticuerpos monoclonales contra el receptor a estrdgenos en
cultivos celulares y en cortes del tracto reproductivo
(Bergovitz y col., 198S5).

Gorski y col., (1986) proponen que en el caso de los
receptores nucleares los diferentes ambientes que rodean a los
ndcleos en cada tipo celular, les proporciona propiedades
especificas.. lo cual condicionaria que pudieran ser o no
dectectados. Quizd este pudiera ser otra razdn que explicaria
nuestra incapacidad para detectar los receptores citopldsmicos
de X. lasevie.

El receptor a estrégenos no parece ser un requisito necesario
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para que se manifieste un efecto biolégico desencadenado por
e.tréiono.. Sumida y col., 1988) observaron que el estradiol
influye en la proliferacidédn de los cultivos de células del dtero
fetal de cobayos. Las concéntracionel del receptor a q.trbgendn
en estos cultivos fueron muy ba jas o no detectables. Sin
embargo, encontraron que el estradiol en presencia de insulina y
de factores de crecimiento epidermales sinergizs .?on esta
hormona e induce 1la sintesis de receptores a progcs:’ronl. Esto
sugiere que 1la accidn bioldgica del estradiol #uod. ser
amplificada por factores metabdlicos inducidos por 1; ifnsulina y
por factores @e crecimiento, independiente de la pr..@nci. del

receptor.

En nuestro estudio observamos un efecto bioldgico de los

estrégenos en las liarvas de X.lgsevis al causar la reversidn

sexual de todos los machos genéticos a hembras fenotipicas, pero

" no pudimos detectar el receptor a estradiol. Quizd esta

respuesta bioldgica sea mediada a otro nivel, como el sistema
nervioso y el esctradiol induce l1la sintesis o secrecidn de un
factor (es) neural(es) que determinan la diferenciacidn sexual
de la gdnadsa. Es posible que el estradiol en el cerebro sea
hidroxilado en el anillo A por la 2 estrdgeno hidroxilasa y de
esta manera sea convertido a catogole.trbggnog. Etchegoyen y
co0l.,(1986) demostraron la unidn de los catecolestrdgenos en las
membranas de hipotdlamo de cuyo: estc sitio receptor parece ser
diferente de los receptores adrenérgicos y dopaminédrgicos.

Una de las criticas que se puede hacer al presente irabajo es

que en ¢éste unicamente intentamos localizar el réceptor a




estrdgenos en el citosol y no en la fraccidn nuclear que es el
lugar donde se ha ubicado bioquimicamente a esta proteina
(Auriccio y col., 1980; Callard y Mak, 1985), limitando de esta
manera la informacidn en 1la bdsqueda del receptor.
Existen ejemplos en 1la naturaleza como en el

Acanthias acanthias

escualo

que plantean que los receptores permanecen

unidos al ndcleo durante el proceso de homogenizacidn, [y

pesar
de haber empleado concentraciones elevadas de sal para
extraerlos (Callard y Mak, 198S). E1l complejo nuclear en el
anfibio L.. laevis posee un coeficiente de sedimentacidn de 3.5

S. Este valor fué determinado utilizando gradientes de estradiol

tritiado y es diferente del reportado en el dtero de rata (Puca,

y col ., 1971) y en el higado del anfibio D.pictys (Ozon y
Belle, 1973). Esto abre 1a posibilidad tambien de que el

receptor citdsolico en 1la regidn urogenital de las larvas de

X.laevis pudiera tener un coeficiente de sedimentacidn diferente

al encontrado en otras especies de vertebrados.

En genersl es aceptado que los estrdgenos difunden pasivamente

a través de la membrana plasmdtica al citoplasma de 1la células

blanco en donde se une al receptor, Existen algunos

experimentos, los cuales indican que las hormonas esteroides

interactuan con componentes de la membranas de las células

blanco (Pietras y Szego 1975; 1977; 1980).

Se demostrd que las células aisladas de endometrio, higado y

mucosa 1nte§tina1. tienen una altra afinidad a enlazarse a

estrdgenos inmovilizados a un soporte inerte, la temperatura en

ceste pProceso parcce ser muy importante-s. Se ha observado que la
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concentracidén de estrdgenos que se acumula normalmente en las

células blanco disminuye a baja temperatura. Esto sugiere que
las alteraciones en el estado fisico cambia la reorientacidédn de
varios componentes (macromdleculas) en la membrana lo cual puede
contribuir a que haya poca interacidn entre los receptores de
superficie y los estrdgenos (Pietras y Szego, l§77). Sin
embargo, 1a naturaleza y origen de estos receptores y la manera
en la cual ellos contribuyen al reconocimiento y regulaciﬁn de
la respuesta bioldgica deben ser adn establecidos.

En los dltimos tres afios han aparecido en 1la literatura una
serie de estudios en donde se propone que los esteroides pueden
ejercer su efecto bioldgico a través de un mecanismo no
genomico. Kubli (1984) propuso una hipdtesis para explicar el
papel fisioldgico de muchos metabolitos de la testosterona y de
la progesterons. El reportd que la accidn bioldgica de algunos
esteroides puede ser explicada por medio, de un cambio en el
potencial de la membrana celular o a través de canales
especificos. Es importante mencionar que los conocimientos
sobre el mecanismo de accidn gendmico de las hormonas esteroides
es un campo que esta evolucionando y se basa fundamentalmente en
modelos. Por 1o tanto los mecanismos de accidn de las hormonas

sexuales deben ser aln establecidos.

ESTEROTDES

La diferenciaciédn sexusl de la génada de los anfibios, se ha

demostrado que es suceptible de ser modificado por un factor

epigenético de naturaleza hormonal.
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Gallien, 1953; Chang y Witschi, 1955, obtuvieron la reversidn

sexual de la gdnada de las larvas de X. laevis tratadas con

estradiol y con benzoato de estradiol. Estos autores

demostraron que los machos revertidos a hembras fenotipicas, son

funcionales al cruzarlos con un macho normal,. En el presente

trabajo observamos que ls dnica hormonsa esteroide capaz de

revertir en un 100 2 el sexo gonadal de l1las larvas del anfibio

X. laevis, fué el benzoato de estradiol. Sin embargo, no

logramos hacer que se reprodujera ninguno de los animales

revertidos para comprobar los resultados obtenidos por los

autores arriba mencionados.

Chang y Witschi (1953) demostraron que los machos genéticos

revertidos con estradiol a hembras fenotipicas, pueden regresar

a su sexo genético normal, asi son tratados con testosterona

inmediatamente después de finalizar el tratamiento con

escradiol. En el préﬁente trabajo no incluimos en el diseifio

experimental este tipo de experimento.

En otras especies de anfibios. como R. sylvatics vy R.

esculenta se ha reportado que hay reversidn sexual de 1la gédnada

de las larvas tratadas con estrdgenos como la estrona y el
estriol que tienen una actividad bioldgica muy débil (Witschi

col P 1958). Nuestros

y
resulctados difieren de los observados

por estos autores, puesto que nosotros no logramos revertir

completamente el sexo gonadal de las larvas con estos

estrdgenos.
Chang y Witschi (1953) encontraron que la feminizacidn

completa de la gdénada de lss larvas de X. laevis, se lleva a
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cabo en un periodo de tres dias. La etapa critica en l1la que

ésta responde a las hormonas esteroides es la 26 y 27. Ellos

observaron que hay intersexualidad en las génadas de é&stos

animales, cuando el tratamiento se inicia en la etapa 26, La

parte anterior de la gdnada, se diferencia comb un ovario y 1la

posterior como testiculo. Si el tratamiento se prolonga hasta

la etapas 27 1la parte posterior de 1a génada se transforma en

ovario. En este estudio, nosotros observamos que cl benzoato de

estradiol no tiene ningun efecto en la diferenciacidn sexual de

administra a las larvas en periodos cortos que
van de uno a diez dias.

ia génada, si se

En nuestros experimentos, el esteroide

unicamente induce reversidn, cuando las larvas fueron puestas en

contacto con la hormona por perlodos largos que van de tres a

cuatro meses. Este es el tiempo promedio que tardan en llegar a

la etapa de 1a diferenciacidn sexual de la gdnada, desde que se

inicia el tratamiento.
Por otra parte, la génada sc revierte, si el bengzoato de

estradiol es administrada en etapas tempranas de 1la (49 a 1a
52). En etapas posteriores la reversidn es parcial o nula, 1o
cual sugiere que el proceso(s) que determinan l1la diferenciacidn
sexual de 1la génada es ;uceptible de ser modulado por el

estradiol, s81o0 antes de que se lleve a8 cabo otro evento que

dispare la diferenciacidn sexual de 1la génada.

Con respecto al tratamiento con tamoxifen, se ha informado que

los ovarios de embriones de pollo son modificados al

administrarles tamoxifen entre al tercero y el séptimo dia de

desarrollo. Ls génada derecha sc diferencia como un testiculo,
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la 1zqu1.rda muestra una médula con numerosos cordones y el
epitelio cortical se reduce a una delgada banda. En los recien
nacidos se observa que el epitelio gonadal esta presente en la
parte media de 1la gdnada y en otras esta desprovista del mismo.
Estas alteraciones sdlo fueron observadas en el 74 % de los
individuos tratados (Salzgeber y col., 1976).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que
el tamoxifen tiene una actividad antiestrédgenica muy débil, va
que pocas larvaes de X. Jlgevis son afectadas. Ademds, _parece
haber respuesta diferencial en 1los individuos, puesto que con
ningdna-de las dosis ensayada encontramos 100 % de reversidn
-exuai o de intersexualidad. El tamoxifen en los anfibios es
muy tdxico parece afectar el metabolismo general a diferencia de
lo reportado en los embriones de aves que parecen tolerar mds
este compuesto (Scheib y col., 1981; Zalsgedber y col., 1976).

Gallien (1956), Witschi (1956) y Foote y Foote (1941)
realizaron experimentos con el andrdgeno metiltestosterona y
observaron que esta hormona no iog}l revertir a las hembras
genéticasde X. laevis. En el presen:é e;tudio encontramos que
algunos andrégenos capsces de ser tr.ﬁnfor-ados a estrdgenos por
las larvas, no aﬁecton 1a diferenciacidn sexual de 1la gdnada,
observamos la relacidn normal 1:1 de machos y hembras presentes
en las larvas normales.

Se ha demostrado que el dietilstilbestrol feminiza
completamente a los embriones de pollo y codorniz (Shwarzel y
col., 1979). Sin embargo, en las larvas de X. laevis

encontramos que este compuesto sdlo tieme un efecto parcial en
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la diferenciaciédn sexual de 1la gédnada.
Witschi (1967) experimentd con esteroides en diferentes
especies de anfibios y llegd a 1la conclusidn de que las hormonas

esteroides exdgenas tenian un efecto teratdgenico en 1la

diferenciacidn sexual normal de 1la gdnada. Es decir, que 1la

hormona destruye uno de los dos territorios (médula o corteza)

que forman la gdnada en la etapa embrionaria. En nuestro

estudio 1a gdnada de los animales tratados con benzoato de

estradiol, se desarrolla igusl que en los animales nor-.l.;.
En los trastados no encontramos sutofagosomas en

las células
de l1a médula, lo

cual no apoya la idea de que, la reversidn

sexual se lleva a cabo por la desapariciédn teratogénica de uno

de los dos territorios gonadales. En el presente estudio

proponemos que la reversidn sexual de la gdnada se debe a que el

estradiol exdgeno inhibe el desarrollo de la médula de los

machos genéticos, de tal forma que favorece el desarrollo de 1la

cortcteza.
Existen datos contradictorios sobre el papel que juegan 1las

hormonas esteroides sexuales en la diferenciaciédn sexuél de 1a

gdnada de X. laevis. En esta especie el benzoato de estradiol

provoca la reversidn sexual de la gdnada de los machos genéticos

a hembras fenotipicas. Mientras que el transplante de

testiculos, revierte a las hembras genéticas a machos

fenotipicos, Esto sugirid que las sustancias inductoras de 1la

d4 ferencincidn sexual normal de la gdnada, no son unicamente las

hormonas esteroides.

Los estudios de embriologla han demostrado que cada individuo
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tiene una constitucidn bisexual. Por consiguiente 1la

unisexualidad que se establece durante el desarrollo ontogénico
necesita de la supresidn de alguno de los dos scxos (Witechi .
19613). Fn experimeontos posteoriorems omste autor 1logd =n n
conclusidn que 1la diferenciascidn sexual de la gdnada no se

debe

l1a accidn de las hormonas esteroides, sino que ocurre por 1la

presencia de sustancias inductoras de origen

intragonadal. "La
medularina™ y 1a "cortecina', producidas por la médula y la
corteza respectivamente (Witschi, 1967). Estas sustancias

inductoras sparentemente tienen un.‘doble funcidn. Estimulan 1la

diferenciacidn de un sexo e inhiben el desmarrollo del otro.
La hipdtesis propuesta por Witschi fué apoyada por Mintz
(1945). Ella sugirid que la reversidn sexual de R. clgmitgns con

propionato de testosterona se debe a una destruccidn de la

corteza. Debido a esto ia wmédula se hipertrofia como un

fénomeno compensador. La desaparicion del tejido cortical

remueve la accidn de la cortecina, 1a cual estimula 1la

diferenciacidn de 1la corteza (+) y la cortecina (-) que inhibe

el crecimiento medular. De esta manera 1la médula queda libre
para diferenciarse bajo 1la influencia de sus propias

inductoras.

sustancias

Por otra parte, (Foote y Foote, 1960) encontraron que los

experimentos con esteroides andrégénos y estrdgenos

adminisrtrados a la génade aislada en cultivo, fueron ineficaces

en revertir el sexo gonadal de las larvas de X. laevis. Estos

resultados sugirieron que l1la accidn de las hormonas esteroides

sexuales no se debe a un efecto localizado en la génada, sino a
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otros factores extragonadales que se encuentran presentes en los
individuos completos.

Nuestros estudios apoyan 1lsa hipotésis de que las hormonas
esteroides en X. lsevis no parecen estar implicadas directamente

en la diferenciacidn sexual de 1la gdnada. Las -enzimas que

intervienen  en 1la biosintesis, se manifiestan muy temprano

durante el desarrollo ontogénico en la mayoria de los

vertebrados. Se ha visto que los embriones de X. lsevis poseen
la capacidad de metabolizar hormonas esterocides como

progesterons e pertir de 1la etspa de géstrulse (Antils vy

Teravainen, 1974). El hecho de que los esteroides esten

presentes antes de que se lleve a cabo la morfogénesis de 1la
génada, sugiere que 1la biosintesis de hormonas esteroides es un

procesoc independiente de 1la diferenciacidn sexual de 1la gdnada y

no una consecuencia, al menos en esta especie.

La presencia de hormonas esteroides sexuales en etapas muy

tempranas, antes de que exista cualquier sustrato anatémico que

las produzca (formacidn de una gldndula), sugiere un papel

regulador general 'dal metabolismo. Las hormonas esteroides
posiblemente actuan en la comunicacidn de célula a célula donde

son metabolizades con diferentes propdsitos. En

X. igevis, las

hormonas ensteroides, intervienen de manera indirecta en la

diferenciacidn sexual de la génada y quizd actuen como

moduladores de l1a sintesis del inductor(es) primario(s) de 1la

diferencisciédn sexual de 1la gdnada.
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VII.-~ CONCLUSIONES

‘1.~ Nuestros observicione- morfoldgicas sugieren que las células
de l1a médula del anfibio X. laevis se originan a partir del
epitelio celdmico y no del blastema interrenal como habia sido

propuesto.

2.- El desarrollo y diferenciacidn sexuasl de las génsdas de 1las
larvas de X. laevies, revertidas con benzoato de estradiol es

seme jante al de las larvas normales.

3.~ E1 dnico tejido esteroidogénico detectable con técnicas
histoquimicas durante el desarrollo embrionario de las larvas
de X. laevis es 1la gldndula interrenal. Esto no excluye
la posibilidad de que 1la génada posea las aromatasas, lo cual le

permitiria convertir los andrdgenos a estrdgenos.

4, - El complejo urogenital de las larvas de X. laevis posce la
maquinaria enzimdtica necesaria para sintetizar andrdgenos y
estrdgenos a partir de testosterona. Nuestro estudio plantea
que la via de biosintesis en este anfibio es seme jante a 1la

demostrada en los embriones de mamiferos.
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S.- Las hormonas esteroides sexuales no parecen intervenir de

manera directa en 1na diferenciacidn sexunl de 1la gédnada de X.

‘1.3119.

6.- No se pudo demostrar la presencia del receptor a estrégenos
en el drea urogenital de las larvas de X. lgevis. Sin embargo,
no se excluye la posibilidad de que esta proteina se encuentre

presente en los tejidos estudiados.
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VIII.- APENDICE

Citrato de plomo
Citrato de PlOMO ..ccececssacccass 0,03 g
Agua bidestilada .....ccccceccsececsslO ml

NaOH 10 normal eesecscescnccasceses0.1 ml

Pesar 0.03 gr de citrato de plomo y disolverlos en 10 ml de agua
bidci:il. fria (hervida previamente 15 minutos). Agregar 0.1 ml
de NaOH 10 normal. Proteger de 1la luz durante la preparacidn y
guardar en una jJeringa cubierta con aluminio a temperatura

ambiente.

Azul de Toluijding

Tetraborato de 80dio ..ccecacceseecadO g

Azul de toluildine (O)eccccsccccsasecs 5 8

Disolver el azul de toluidina en 300 ml de agua destilada,
agregar el tetraborato de sodio, disolverlos bien y aforar a un
.litro. Hervir 15 minutos, filtrarlo una vez que este frio y

almacenar en un frasco Ambar.

Formalina Neutra
Formaldehido al 40 ¥ .....cccccececeolO0O0 ml

Agua destilad@ ...cecesaceccncccsocsesl000 ml

Fosfato de s0dio monobdsico..ccccacc.b g
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Fosfato de sodio dibdsico anhidro....6.56 g

Disolver el fosfato de sodio monobdsico y dibdsico en SO0 ml de
agua destilada y agregarlc 100 ml de formaldehido al 40 X,
Despuéds aforar @ un .litro con agua destilada. Ajustar el ph a 7

con NaeOH 1 N o con HC1 1 N y Almacenar en un frasco dmbar.

Fjijsdor Dialdeh ico
Glutaraldehido 81 50 Z.euicveacosoccsccsssssaabd ml
Paraformaldehido ..ccccccccccccncccccccsccscoccl @
Dimetil sulfoxido (DMSO) ...cecvcccccccssnce +2¢5 ml
Amortiguador cacodilato de sodio 0.2 M, ph 7.4 ....50 ml

Cloruro de c8l1cio.cceccsscaccscsscscnsscscennnseas0.001 g

Disolver por separado 2 gramos de paraformaldehido en 25 ml de
agua destilada previamente hervida. Calentar esta solucidn a 60
- 70 °C con agitacidn constante (emplear un agitador magnético).
Si no se disuelve ponerle de dos a tres gotas de NaOH 1 N,
calentar a la misma temperatura hasta que 1la solucidn este
transparente y dejar enfriar. Después agregar a los 50 ml del
amortiguador cacodilato de sodio, l1os 25 ml de paraformaldehido
que fueron disueltos, 2.5 ml de dimetil sulfoxido, 6 ml de
glutaraldehido al 50 Z y 0.001 gr de cloruro de calcio. Agictar

bien y aforar a 100 ml en un matraz aforado, ajustar el ph a 7.4

en un potenciometro.
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Solycidn Holffreter pgra Anfibios

Cloruro de 80d1i0 ..cccvcecoseccccnvscccsaneles
Cloruro dé POtB®IO0.ccccocccasssccsscsseeal 08

Cloruro de cB8lCci0 .cccecscrcnccscssccnccsecel.l0

Bicarbonato de 80di0.ccccsccrccccccccsecas0.02

Disolver todas las sales en un lictro de agua destilada y

almacenar en refrigeracidn.

Asortiguador Tris-HC]
HEl 0.2 M.iuve: 2eccvcscesnsccssscsosscsannsscssascsecesB.27 ml

Tris hydroxy methyl amino methan 0.2 Miceeooaoconosool2, 11l g

Preparar una solucidn de Adcido clorhidrico 0.2 M, agregar este a
100 ml de agua desctilada y aforar a 500 ml. Por separado
disolver el tris en 500 ml de agua destilada. Despuds se toman
25 ml de 1la solucidén de HCl y 19.2 ml de 1la solucidn del Tris,
ajustar el ph a 7.6.

Prepargcidn de Epon

El epon se prepara a partir de dos mezclas stock denominadas "A"
’ "B".
Mezcla "A"
DDSA (Dodecenylsuccinic anhydride)...cccc.. 81 ml

Epon Bl2...cccccrsensscoccsccsssnsscscscsscscsesesiD ml



Mezcla "“B"
NMA (Nadic Metil Anhidride)...ccccccecscscccaceadd ml

Epon B8l2...cccecococcccoccsonnsncsscnscsssecses’i0O ml

Mezcla de trabajo
MEZCLB Aceveeeecaconcacaconsccccecccocasanancsee? ml
Mezcla B....cscecoscccoscssscscccnssscasscscssnccl ml

DMP~-30 (dimetil 8ulfoxido)...cvsccocacscsscsceaccD.l5 ml

Fijador Boyin

Solucidn saturada de &cido picrico....cccececeece?75 ml
FOrmoldehldo. e . ueeeeoeoaconecsosnccnnnneneeea25 ml

Acido acético g1l8ciBl cicescccscccscsnccsnscssced ml

Agregar a la solucidn saturada de Acido picrico, los 25 ml de
formaldehido y los 5 ml de &cido acético glacial. Mezclar bien,

filtrarlo y slmacenar a temperatura ambiente.

Fijedor Carnoy
Alcohol BbSOlULO.ccocccesccscncsasccasscsacnsaseses6bO ml
ClorofOrMO..cccccscccoscsccssosssccanssancesncsosses3iO0 ml

Acido acético glacimal....cccccevccenscccssncaced ml

Mezclar el -lcohof absoluto con el cloroformo y el dcido acético

glacial, agitar bien y almacenarlo a temperatura ambiente.



Tetradxido de osmio
Una cdpsula de O0SMIiO ccsceccncssccccccsvsanssaal g

Cacodilato de s0odio O.1 M, ph 7.4cccccccescceel00 ml

Lavar 1la cdpasula de tetradxido de osmio con mezcla crémica,
después en juagarla bien con agua de l1a llave y luego con agua
destilada. Tomar ésta con una gaza limpia y rayarla con un ladpiz
de diamante suavemente. Meterla a un frasco bien limpio, agitar
para que se rompa la cdpsula y agregarle el amortiguador
cacodilato de sodio 0.1 M. Almacenar en un frasco Ambar

cubierto con papel aluminio a 4 °C.

Egping al 1%

Eosine amarilla.ccsccccccccccaccscccsncncsncsces 1lg
Agua destilada ....cccvecssccccssccssacsncaasslOOl ml

Acido Bac@ticOo...creevecscccccscccscscscncssscsencceslal ml

Disolver la eosina en los 100 ml de agua destilada y ponerle de

5 a 6 gotas de dcido acético.

Hematoxjlina de Harris

Hematoxilina...ccccosscveccscocscscscccsncensccsl g
Alumbdbre de pPOLB31i0.cccccscssscrescsoccccncessa20 g
Ox1ido de mercurio rojOe:ccseecssccosscescscnecesecld.5 g

Alcohol ab30lutO.cccccscccscccccscscsscacncsenacsell ml




873

Disolver el gramo de hematoxilina en 10 ml de alcohol absoluto y .
por separado 20 grados de alumbre de potasio en 200 ml de agua
caliente. Después de 24 horas se mezclan ambas soluciones, se
le agrega a la mezcla 0.5 gr de oxido de mercurio rojo y se
calientsa hasta que ebulla. Se deja enfriar y se guarda en un

frasco Admbar.

Amor or pars Homogenar
Tris— HCl..ceceoesccscscsascsassees 20 mM
Etilen Diamin tetracetO..csccce 3 mM
Ditiotreitolecccccccscccscccnccas 0.5 mM
Glicerol...cescevccscccssssascssss 10 ml
AProtinin@.cccececescsceccencesscses 10000 U.K,

Molibdato de 80diO..cccccsccccceces 20 mM

Amortigyador ara Gradientes
Tris-HCl ceccececoscacacccscsensss20 mM
Etilen Diamin tetrace@toO..ccccecccssle’S mM
+e0.23 mM

Ditrioteitolecccccacsccosvocccans

Glicerol...ccececencecnnosncsccacneeslO ml ~
ee1l0 mM

Hq}ibda:o de 80di0..cccccccceccca

Se prepard un buffer para gradientes con sacarosa al SZX y otro

al .20 Z.
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