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r.- rHTRO auccroN 

La diferenciación sexual en los vertebrados es un fenómeno 

biol.ó;i= esencial. para la perpetuación de aquellas especies 

que se reproducen sexualmente. Se considera que la 

diferenciación sexual completa se realiza en tres etapas. La 

primera etapa abarca la determinación del sexo genética o 

cromosómica después de la amfimixis. La segunda etapa es la 

diferenciación gonadal, es decir es la etapa en la cual el 

primordio gonadal. indiferenciado se desarrolla para constituir 

un testículo o un ovario; y en la tercera y última etapa se 

lleva al cabo el establecimiento sexual del organismo o 

diferenciación f enotipica. 

Los mecanismos de los procesos de la diferenciación sexual 

no han sido alin bien dilucidados y se han establecido diversas 

teorias tratando de esclarecerlos. Una de ellas, la teoria 

hormonal postula la acción de ciertas hormonas que son 

biosintetizadas durante la etapa embrionaria y que juegan un 

papel determinante durante el proceso de la diferenciación 

sexual. 
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r.a.- TEOIUA HORMONAL DE LA DIFERENCIACION SEXUAL 

El hombre a través de su conocimiento empi.ria:.I, sabia de las 

cx>nsea..Jencias que tenia el castrar a sus animales domésticos 

(v.gr., el aumento de peso). Aristóteles fué el primero en 

describir en su libro 11 De las Partes de los Animales11 (222) los 

resultados de esta manipulación en las aves y en el hombre. No 

fUé sino hasta el año de 1775 que el investigador francés De 

Bonleu, quien propuso por primera vez el concepto de hormona en 

su libro 11Recherches sur les Malad.ies Chroniques", sugirió que 

los testiculos secretaban a la sangre alguna sustancia la cual 

era responsable de mantener el comportamiento sexual masculino 

como la agresividad de los animales (57; 222). En ese mismo 

año, el anatomista inglés John Hunter, estudió 

experimentalmente la proposición de De Bordeu, transplantando 

testículo::> a ld cavidad abdominal de animales domésticos 

prepúberes castrados, demostrando que éstos se desarrollaban de 

manera normaL sus hallazgos, lo llevaron a apoyar la hipótesis 

de De Bordeau, así como a afirmar que sus resultados se debían 

a factores químicos y no a factores de tipo nervioso (57; 222). 

Tuvieron que transcurrir más de setenta años para que se 

reiniciaran las investigaciones encaminadas a explicar la 

importancia de las gónadas para mantener la fisiología 

reproductiva. 
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En 1849 el médico alemán Berthold (84; 222) retomó la linea 

experimental de Hunter, demeb-trando que se revertía la atrofia 

del canto en los gallos castrados, al injertarles testículos en 

la cavidad abdominal. Este resultado le permitió concluir, que 

en efecto, una sustancia de naturaleza desconocida, producida 

por los te.st.iculos, era transportada por el torrente sanguíneo 

a todo el cuerpo, manteniendo la fisiología de los órganos 

sexuales accesorios y el comportamiento de cortejo de estas 

aves. A pesar de la descripción de este hecho, que dió lugar a 

lo que se concx::e como principio de la acc:ión endócrina, este 

trabajo no tuvo repercusión en su tiempo. 

Aproximadamente so años después, Benoit confirmó la 

interpretación de Berthol.d y dió evidencias experimentales en 

apoyo a la en aquellos años controvertida teoria intersticial 

(171). Esta teoría asumia la producción de una sustancia en las 

células intersticiales del testículo, la cual podria ser 

responsable de la diferenciación sexual (174). Para entonces 

Bernard en 1859 (8) ya habia propuesto el concepto de 

"secreción interna'', el cual establece que una sustancia 

secretada por un órgano, viaja a través de la sangre para 

ejercer su efecto a distancia. 

OP_spués del trabajo de Benoit, surgió una de las teorias 

basicas de la diferenciación sexual. Bowin y Ancel en 1903 (9) 



al estudiar las estructuras genitales de embriones de cerdo 

durante el per.iodo de la diferenciación sexual, encontraron que 

el tejido intersticial del testiculo estara muy desarrollado, 

proponiendo que la diferenciación de las estructuras genitales, 

y de las gónadas embrionarias, era causada por una o varias 

sustancias producidas por cél.Ulas ubicadas en el compartimento 

extracordonal de la gónada (células de Leydig). Además de 

sugerir que ciertas sustancias producidas en las gónadas en 

diferenciación del feto masculino, influenciaban su 

diferenciación sexual, lo cual apoyaba a la teoria 

intersticial. La hipótesis de estos autores, fué acogida sin 

restricciones por la comunidad cientifica de entonces y se le 

denominó Teoria Hormonal de la Diferenciación Sexual ( 2 O) . 

Sin embargo, la proposición de que ciertas sustancias 

pro:lucidas par un órgano tenían efecto sobre la fisiología de 

otros, seguía siendo incierta. Bayliss y Starling en l.902 (7) 

propusieron que la fisiologia de los órg"!'os de un individuo, 

era regulada por un complejo de mediadores o mensajeros 

quimicos integrados en un sistema endócrino. Posteriormente, 

starling en l.905 (l.B2-l.B4) observó que los mensajeros quimicos, 

a los que llamó hormonas, tenían que ser transportados al 

través del torrente sanguineo, desde el órgano en que eran 

producidos, hasta el órgano sobre el que tenian efecto. 

La era moderna de la investigación de la fisiología de la 
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diferenciación sexual, se inicia con el estudio del 

free-martinismo en bovinos, a partir de los trabajos 

simultáneos, pero independientes, de Lillie en 1.91.6 y 1.91.7 (87; 

88), y de Keller y Tander en 1.91.6 (82). El free-maz:tinismo es 

el término que se usa para denotar gemelos de diferente sexo 

unidos por anastomosis vasculares coriónicas, en donde el 

gemelo femenino, presenta caracteristicas sexuales masculinas. 

A partir de estos estudios, se consolidó el concepto funcional 

de la diferenciación sexual embrionaria a nivel hormonal, asi 

como su comprobaci.On experimental. Por lo que se considera a 

estos tres investigadores como los responsables ·de acrisolar la 

Teoría Hormonal de la Diferenciación sexual (20; 51.). Para 

explicar este procesa, los investigadores mencionados, 

propusieron que el desa=llo anormal del gemelo femenino era 

ocasionado en un estadio muy temprano del desarrollo 

embrionario, por una sustancia secr~tada por las tJónadas del 

gemelo masc::ulino. En consecuencia, estos autores sugirieron que 

el. agente transformante era una hormona producida por las 

gónadas del feto masculino. 
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I.b.- LA DIFERENCIACION SEXUAL EN VERTEBRADOS 

I.b.l..- ANFIBIOS, AVES y MAMIFEROS 

La hipótesis de que la diferenciación sexual estaba 

determinada por hormonas producidas y secretadas por las 

gónadas, fomentó las investigaciones experimentales para 

abordar el problema de la diferenciación sexual embrionaria. 

Los primeros estudios experimentales fueron realizados por 

Minoura en 1921 (99) haciendo transplantes de tejido gonadal 

embrionario en el pollo y por Burns en 1924 (18) y 1925 (19) 

mediante parabiosis en embriones de anfibio. Más tarde, los 

investigadores se interesaron por determinar la influencia de 

factores extrinsecos, como la temperatura, sobre la 

diferenciación sexual en anfibios. Los experimentos clásicos en 

este sentido, incluyeron el empleo de temperaturas extremas, no 

fisi.alógicas, para provocar la inversión sexual en larvas de 

anfibios (131; 151; 192: 213-215), utilizando poste:Cic,rmente 

peces (34; 151). 

A partir de la década de los cuarentas, los investigadores 

pudieron aplicar nuevas técni.cas para abordar estos estudios en 

embriones de aves (171; 221) y mamiferos (77), por ejemplo, la 

castración por irradiación, el cultivo de órganos sexuales, y 

la administración de hormonas esteroides sexuales (HES) a 
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embriones y a animales sexualmente inmaduros y maduros (46i 51; 

151). 

Los estudios bioquímicos de las HES se desarrollaron a 

partir de la década de los años JO's (20; 32). En 1935, 

Dantchakoff (JO); Will.ier et al.(212), y Wolff y Ginglinger 

(219; 220), demostraron que la administración de HES a 

embriones masculinos de pallo alteraba los conductos sexuales, 

provocando intersexualidad e inversión sexual de las gónadas, 

limitando la a=ión de estas HES a una etapa determinada del 

desarrollo. Sin embargo, estos hallazgos no indicaban si la 

ontogenia de la diferenciación sexual dependia de las HES 

biosintetizadas y secretadas por las gónadas embrionarias. 

Wolff en 1947 (218) al efectuar transplantes homotipicos de 

trozos de gónadas embrionarias de pollo, a pollos previamente 

castrados, concluyó que las gónadas transplantadas tanto 

masa..tlinas cxnno femeninas, biosintetizaban hormonas esteroides, 

ya que provocaban la diferenciación de los conductoB sexuales 

del huesped. Sin embargo, e...<tcs re.,-uJ.tados no sugerian que bajo 

condiciones fisiológicas, las hormonas esteroides embrionarias 

realmente' estuvieran jugando algun papel en la diferenciación 

sexual (221; 222). 

Ia.s anteriores evidencias, indican que la diferenciación de 

los órganos sexuales accesorios se lleva al cabo a pa:r;tir de la 
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presencia de las gónadas embrionarias, al través de sus HES 

secretadas (para revisión 20; 24; 51; 151). Por otro lado, hoy 

en dia se desconoce si realmente las HES participan en la 

autorregul.ación de la diferenciación gonadal, los mecanismos 

por los que se lleva.ria a efecto, asi corno el dilucidar los 

mecanismos por los que las HES provocar. la reversión sexual 

gonadal. 
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I.b.2.- REPTILES 

El estudio del desarrollo gonadal y de los conductos 

genitales en reptiles, se inició a finales del siglo diecinueve 

(para revisión vease 46: 151). El primer trabajo experimental 

fué realizado por Sanfelice en 1888 (45), quien al extirpar 

parte del testiculo de la serpiente Natrix (Tropidontus) 

natrix y de la lagartija Lacerta agilis observó cierta 

regeneración de la gónada. Esta linea de investigación se 

reinicia a principios del siglo XX con los trabajos de Regamey 

en 1935 (156) quien al castrar machos y hembras de Lacerta 

aqili.s, encontró que los sexos eran ambiguos. Este mismo 

investigador al transplantar testiculos en hembras 

ovarectomizadas observó la transformación del dueto a vaso 

deferente y del rudimento mesonéfrico a una estructura 

semejante al epididirno. Por el contrario, el mismo experimento 

realizado en machos no tubo el éxito esperado. Jensen en 1939 

(45) demostró el efecto de la castración en la taruga 

Terrapene caro1ina sobre la reducción del tamaño del 

epididimo. Takewaki y Hatta en 1941 (45) al ovarectomizar una 

serpiente Nat:r.ix sp., observaron la atrofia de los oviductos. 

otros estudios demostraron que la eliminación de las gónaclas, 

producia atrofia de otros ól:1]anos clel aparato reproductor (para 

revisión 20; 45; 151). 
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Raynaud en 1964 (134) cultivó trozos de la región caudal de 

embriones de Anguis fragilis en ausencia de las gónadas pero 

manteniendo intacta la parte de los conductos de Wolff y de 

Muller, el mesonefros, urodeo y proctodeo, observando que el 

primordio fálico, asi como los genitales externos, se 

diferenciaron normalmente. DUf~urc en 1965 {37) al realizar una 

destrucción parcial o total de los primordios gonadales de 

Lacerta vivipara, encontró que el falo de las hembras se 

diferenciaba en un pene y el de los machos se desarrollaba 

normallnente. Este autor propuso que durante cierto estadio del 

desarrollo normal, los estrógenos secretados por los ovarios 

embrionarios, inducirían la regresión del primordio de los 

genitales externos, mientras que en los embriones masculinos el 

falo se desarrolla autónomamente, debido a que los testículos 

en diferenciación no secretan estrógenos. En estudios 

posteriores este ;.:i::r.:.c autor demostró la regresión de los 

primordios genitales externos de L.. vivipara al cultivarlos 

en membrana alantoidea en presencia de estrógenos (38). Por 

otro lado, Raynaud y Frilley en 1965 (143) al destruir 

totalmente por irradiación el primordio gonadal de Anguis 

fragil..is encontraron que los genitales externos en ambos 

sexos, se desarrollaron normalmente .. Raynaud y Pieau en 1973 

(149) y 1974 (150) al cultivar durante siete dias un conducto 

de Muller de 24 dias de desarrollo de la tortuga Emys 

orbicu1aris en presencia de testículos embrionarios de 
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Testudo graeca, demostraron una clara regresión del 

epilteliode los conductos de Muller. 

A los estudios arriba mencionados, se suman los referentes a 

la estrategia experimental de determinar los efectos de las 

hormonas esteroides sexuales, sobre gónadas y órganos 

accesorios de reptiles en etapa prepúber como púber. 

Administrando primero estractos con actividad estrogénica 

(folicul.ina) y posteriormente, el de administrar estrógenos y 

andrógenos puros. La foliculina era un estracto de liquido 

folicular de aves y que presentaba efectos estrogénicos (20; 

51; 222), demostrandose que este estracto folicular o de 

ovarios de Cratalus terri.ficus en efecto, tenia actividad 

estro:;enica ya que en ratonas avarectomizadas provocó el estro 

(47). Al inyectar foliculina de mamifero a tortugas (Testudo 

iberica (79)) y lagartijas (Scel.oporus sp. (56)) 

prepUberes, en l.as hembras l.os oviductos se hipertrofiaron y en 

los machos (lagartijas) el diámetro de los epididimos se 

redujo. La foliculina de Anolis sp. inyectada a machos 

púberes del mismo género sus testiculos se atrofiaron ( 41). 

La administración de estrógenos puros como la estrena a 

hembras prepúberes del lagarto All.iqator mississipiensis (42; 

45), a la tortuga Mal.acl.emys sp. (161). de dietiletilbestrol. 

en crías de l.a tortuga Emys leprosa (185; 196; 198), asi como 
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de benzoato de estradiol al saurio Anguis fragilis ( 133), 

la zona cortical de los ovarios se hipertrofió, asi corno de 

estimular el crecimiento de los oviductos, y en serpientes 

adultas de Uromastixs sp. la administración de dipropionato 

de estracliol provocó el crecimiento de los conductos genitales 

(81). 

Por su parte, la administración de andrógenos a hembras en 

etapa reproductiva, la androsterona en Uromastixs sp. (80) o 

la testosterona en Hemidacty1us flaviviridis (167) 

hipertrofiaron sus oviductos y el falo. En machos y hembras 

castradas de la serpiente Tamnophis sp .. la administración de 

propionato de testosterona estimuló el crecimiento de los 

órganos sexuales accesorios (202), y en lagartos (A. 

mississipiensis (43; 44)) y saurios (Anguis fragilis 

(132; 139)) recién eclosionados y prepüberes la administración 

de este andrógeno como de testosterona, se estimula el 

crecimiento de sus órganos sexuales accesorios. En cocodrilos 

(Crocodilus niloticus (55)) recién eclosionados la 

administración de testosterona, en las hembras provoca la 

formación de un testoide (estructura que presenta células 

gen1Únales preespermatogénicas en la región posterior de la 

gónada, desprovista de corteza), la hipertrofia de los 

conductos de Muller, así como de un escaso estimulo sobre el 

desarroUo de los conductos de Wolff y masculinización de la 
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el.caca. Por su parte la administración de testosterona en 

tortugas recién eclosionadas (Kalaclemys terrapin (161): 

Emys leprosa (197) y Anguis fragilis (130; 140; 141)), en 

les machos provocó Mpertrofia de los conductos de Wolff y del 

falo. 

Aunque son muchos los estudios que se han realizado, 

utilizando a la clase Reptilia corno modelo experimental para 

esclarecer los mecanismos involucrados en el establecimiento de 

la diferenciación sexual, no se ha logrado a la fecha 

integrarlos adecuadamente de modo que nos permitan comprender 

mejor este proceso fundamental para la perpetuación de las 

especies de esta Clase. 
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II.- EFECTO DE HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES SOBRE LA 

DIFERENCIACION SEXUAL EMBRIONARIA EN REPTILES 

El estudio experiment..al de los efectos de las hormonas 

esteroides sexuales (HES) exógenas sobre la diferenciación 

sexual embrionaria en reptiles, se inició en forma 

independiente por Dantchakoff (30: 31) y Risley (157-160) a 

mediados de los años 30's. La administración de estrógenos a 

huevos de reptiles en diferentes etapas del desarrollo 

embrionario, la foliculina, la estrena como el estradiol, en 

lagartijas de Lacerta sp. (JO; 31) más no en serpientes de 

Thamnoph.is sirtalis (68) provocaron la reversión del sexo 

masculino. En Lacerta viri.dis el estradiol administrado antes 

de su diferenciación sexual gonadal inhibe el desarrollo de los 

primordios de los órganos copulatorio~ pi;; 38), asi como de 

reducir el tamaño de los conductos de Muller y de los genitales 

externos (135-138). 

Por su parte, la administración de andrógenos como el 

propionato de testosterona a tortugas de Chrysemys 

marginata bell.ii provocó una reversión parcial del sexo 

femenino (a:mversión parcial de los ovarios en testiculos), y 

en lagartijas de Laoerta vivipara (35; 36: 38) y L. viridis 

(139; l.40) concentraciones bajas ( < 250 mg) provoca reversión 

sexual femenina (conversión de ovarios en testiculos) y a dósis 
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altas ( > 250 rng) provoca agenesia de los conducta; de Muller e 

hipertrofia los de Wolff, además de modificar los conductos 

urinarios y el falo, asi corno de provocar en ambos sexos de 

l\ngUis fragilis el desarrollo de ovarios (132; 139-1.41.; 154), 

proceso denominado por Gallien como efecto paradójico {50; 

51). Este mismo andrógeno al ser administrado en etapas 

avanzadas del desarrollo embrionario en serpientes de 

Thamnophis sirtalis (68), en los machos provocó hipertrofia 

de de los conductos de Muller, así como de discretas 

modificaciones morfológicas en el aparato genital. En las 

hembras inhibió el desarrollo folicular persistiendo los 

cordones sexuales medulares en los ovarios. La testosterona 

administrada en el alantoides de Anquis fragilis antes y 

durante la diferenciación se>."Ual, provocó la hipertrofia de los 

conductos de Wolff en embriones de ambos sexos, además de 

acortar de manera patente los conductos de Muller (140; 141; 

154). Por su parte, este andrógeno al ser administrado a 

serpientes de Thamnophis sirta.lis en etapas avanzadas de su 

desarrollo embrionario provocó en los madlos hipertrofia de los 

conductos de Wolff y del mesonefros (68) 
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m.- INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD ESTEROIDOGENICA 

EN ORGANOS UROGENITALES EMBRIONARIOS DE REPTIL 

SOBRE LOS MECANISMOS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL 

La embriologia descriptiva ha proporcionado importante 

información sobre el de.santillo embrionario del aparato genital 

en los reptiles (46; 151), sin embargo se conoce poco sobre los 

mecanismos tanto fisiológicos como bioquímicos que intervienen 

en su diferenciación sexual ganad~ asi como del desarrollo de 

su aparato genital. Se sabe que poco después de la formación de 

los túbulos seminíferos en Anguis fragilis, las células 

internas de la gónada se vuelven fuertemente basófilas, lo que 

sugiere la biosintesis de proteínas durante la diferenciación 

testicular (145), así como de una precóz capacidad de 

b:i.osintetizar hormonas esteroides sexuales (152). Además se ha 

demostrado que al igual que en las aves, la diferenciación y 

desarrollo del primordio gonadal genital como lo son las 

gónadas, duetos genitales, urodeo, y el falo depende de 

interacciones inductivas (151). 

Teniendo en consideración la Teoria Hormonal de la 

Diferenciación Sexual, se ha hecho uso de la técnica 

hitoquimica para constatar actividad esteroidogénica en 

estadios tempranos del desa=ollo. Mediante esta técnica, se 

han mostrado evidencias que demuestran que las células de la 
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pared de los túbulos seminiferos del testiculo embrionario de 

Anguis fragilis presentan una actividad secretora (152: 

153). Por ejemplo, poco después de su diferenciación 

testia.llar, las células epiteliales de los túbulos seminiferos, 

contianen gránulos de lipidos en el epitelio germinal 

(superficie del tcsticulo) (152; 153). Algunas gotas de lipidos 

como de colesterol, se localizan en el tejido intertubular: 

estas se han obsetvado en las células somáticas de los túbulos 

seminiferos de embriones de 15 días de la tortuga Podareis 

sicula (29). 

Mediante las técnicas histcquimicas también se ha estudiado, 

a nivel gonadal, la presencia de la actividad de las enzimas 

involucradas en la biosintesis de HES, como por ejemplo, la 

A5-3B-ol-hidroxiesteroide-deshidrcgenasa. Enzima que transforma 

la c....""t..~ctura J'l.5-3E-hidro~i de los precursores e~teroides sin 

actividad biológica, a compuestos activos con estructura 

.i\4-3-cetona (vease inciso VII.a). En embriones de Podareis 

sicula de 15 dias de desarrollo, los ovarios presentan una 

reacción positiva a dicha enzima a nivel de la médula pero no 

en la corteza, mientras que en el testículo, dicha reacción se 

localiza en las células somáticas de los túbulos seminíferos 

(29). En las gónadas de embriones masculinos de Lacerta 

vivípara. se ha detectado la actividad de esta enzima en los 

cordones sexualesa partir del dia 17-18 del desarrollo, días 
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que corresponden al estadio en que se lleva al cabo la 

diferenciación testicular (39). En estadios del desa=ollo mas 

avanzados, la reacción en los machos se localiza en los túbulos 

seminiferos (región medular), siendo rara o ausente en los 

tejüio cortical y germinaL En las hembras se hace evidente en 

la re;ión medular del ovario, siendo muy escasa en el epitelio 

germinal (39; 101). En Vipera aspis después de su eclosión, 

la actividad de la enzima se hace patente en los testiculos a 

nivel de los túbulos seminiferos, principalmente en las células 

:Intersticiales (probablemente células de Leydig), en cambio en 

las hembras ne se hace evidente en los ovarios (100; 101}. 

La actividad de la enzima, se hace patente únicamente en las 

gónadas en diferenciación de embriones de Emys orbicularis 

que se desarrollaron bajo el efecto de la temperatura 

masculinizante (117; 118). En cambio, en embriones de la 

tortuga marina sexo-terrnodependiente Lepidochelys olivacea la 

enzima se hace evidente sólo en la glándula supra=enal durante 

la ontogenia de la diferenciación sexual gonadal en embriones 

de ambos sexos (96). 

Al estudiar la relación entre la actividad esteroidogénica 

y la regresión de los conductos Mullerianos en embriones de 

reptiles del sexo masculino, la actividad de la enzima 

A5-3B-ol-hidt'Ol<iesteroide-deshidrogenasa se hace patente P.n los 
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embriones de Podare.is sicula de 18 dias de incubación, época 

en que se presenta la diferenciación de los conductos de Muller 

y que coincide con la adquisición de los caractéres sexuales 

secundarios (29). En Vipera aspis (100; 101) y en Lacerta 

vivipara (100; 101) la actividad de cst.:i cn.::im;:i en los 

testiculos se hace evidente también durante la regresión de los 

conductos de Muller. Raynaud y Pieau (146) encontraron que en 

los embriones masculinos de Lacerta viri.di.s la actividad de 

la enzima se hace evidente en los cordones testiculares, 

incrementándose durante el cese del crecimiento y subsecuen~e 

destrucción de los conductos de MuUer. Actualmente se sabe que 

este proceso en reptiles, al igual que en otras clases de 

vertebradas, requiere de HES secretadas por la gónada en 

diferenciación como por los testiculas embrionarios (45; 151). 

Reci.entern~nt~ Austin (3) ha estudiado cl p:?:pcl de l..:::z HES ::obre 

la regresión de los conductos de Muller, utilizando como modelo 

al lagarto americano Alligator mississipiensi.s, demostrando 

que la testosterona ni potencia la regresión de los conductos 

de Muller ni causa por si misma su l:e3'resión como suced.e en las 

aves (69; 92; 191) y los mamiferos (70), proponiendo que el 

test.icul.o de este lagarto probablemente produce una molécula 

semejante al factor inhibidor de los conductos Mullerianos 

(FIM; MIS o AMH; 76) y que los estrógenos previenen la acción 

inhibitoria sobre estos conductos debida a la sustancia(s) 

producida(s) por el testículo. 



20 

Por último, la evidencia que ha indicado la presencia de 

hormonas esteroi.des sexuales (HES) durante la diferenciación 

sexual gonadal y su papel que juegan en dicho proceso, es el 

estudio de Pieau y colaboradores (l.28). Estos investigadores 

estudiaron la producción de honnonas esteroides en relación con 

la temperatura de incubación durante la diferenciación sexual 

gonadal de la tortuga sexo-termodependiente Emys 

orbicularis, para lo cual cuantificaron por 

radioinmunoanálisis la concentración, a nivel gonadal, de 8 

e.steroides: tres de ellos precursores en la biosintesis de HES 

(pregnenolona, dehidroepiandrosterona y androstendiona) y cinco 

HES (prc:gesterana, testosterona, d.ihidrotestosterona, estrena y 

estradiol). Encontrando, por ejemplo, que en embriones de la 

etapa 24, que corresponde a gónadas ya diferenciadas en ovarios 

o testículos, los embriones provenientes de huevos que fueron 

incubados bajo la temperatura masculinizante (24-26ºC), la 

concentración de los estrógenos (estrena >> estradiol} fué 

mayor, en cambio en los embriones cuyos huevos fueron incubados 

a la temperatura feminizante (29-Jo''c) la concentración de 

ambos estrógenos fué considerablemente menor. Por su parte, en 

ambos sexos de la misma etapa la testosterona fué indetectabie. 

Con respecto a la concentración total de los ocho esteroides, 

ésta fué mayor en los embriones, tortugas eclosionadas y 

tortugas jovenes (tres meses de edad) provenientes de huevos 

incubados a la temperatura rnascullnizante que en los incubados 
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a la temperatura fenúnizante. Con base a estas obsei:vaciones, 

Pieau y colaboradores (12B) proponen que en esta especie, en 

efecto, existe una correlación entre la diferenciación sexual 

gonadal y la concentración de HES, asi CXJmO con la temperatura 

de incubación. 
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EN LA DETERMINACION DEL SEXO 

IV.a.- EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION 
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EN REPTILES 
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se conoce que en algunas especies de vertebrados la 

temperatura ambiental, es un factor epiqenético exógeno que 

interviene en el establecinú.ento del sexo. Esto se ha observado 

en algunos miembros de las Clases P.lsces (23; 67), Anfibia (26; 

34) y Reptilia (24; 151; 200). En esa última Clase, se tienen 

evidencias de que en dieciseis géneros, entre los que se 

incluyen cinco de tortuga marina (Caretta, Chelonia, 

Eretmochel.ys, Dermochel.ys y Lepidochelys) la temperatura 

de incubación influye sobre la determinación del sexo. La 

mayoria de los estudios realizados a este respecto (11; 12; 

181; 200), han tenido un enfoque evolutivo, ecológico y/o 

conservac.tonista, sin tratar los mecanismos fisiológicos, 

b.loquimi=s y moleculares involucrados en este hecho. Por otro 

lado, los trabajos de Crews et al. (25), Merchant-Larios y 

Villalpando-Fie=o (97) y Pieau (117-119; 128; 129), han sido 

enfocados para conocer el mecanismo mediante el cual la 

temperatura de incubación determina la diferenciación sexual, 

dando por resultado, hipótesis sobre como esta variable 
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epigenética, regula la diferenciación se>cual gonadal (para 

revisión 24; 151). 

A principios de los años JO's, Risley (157; 158) sugirió la 

conveniencia de usar embriones de la tortuga Sternotherus 

odoratus corno modelo experimental para estudiar la 

diferenciación sexual ganada!, ya que encontró casos patentes 

de· reversión de ovarios a testiculos en animales provenientes 

de huevas.incubados a no más de 30ºc bajo condiciones de 

laboratorio. Observando que las gónadas de los embriones 

mascuJ..inos se revert:ian, pasando los testiculos por una etapa 

de gónada femenina tipica, es decir, desarrollaban una -::orteza 

bien definida. Esta fase hermafrodita persiste hasta la 

eclosión o la eventual rnaduréz sexual (158; 160). A pesar de la 

proposición de Risley, los reptiles "sexo-termodependientes" 

pasaron desapercibidos como mc:d.elo exper.imental en el estudio 

de los procesos implicados en la diferenciación sexual. No fué 

sino hasta el trabajo de Charnier en 1966 (28) quien estudió 

los procesos de diferenciación gonada1 en la lagartija Agama 

agama usando temperaturas variables de incu}?ación, trabajo 

que dió la pauta para estudiar el efecto que tiene la 

temperatura de incubación sobre la determinación del se><o. Este 

investigador encontró que de los huevos incubados entre 

26-27ºC se desarrollaban principalmente hembras y a 29ºc 

machos. A partir de este trabajo, y particularmente en 
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quelonios, surgieron los trabajos pioneros de Pieau sabre las 

tortugas Testudo graeca y Emys orbicul.ar:is (115; 116; 118-

125; 127) y los de Yntema sobre la tortuga Chelydra 

serpentina (224-227). 

Pieau estudió el efecto de diferentes temperaturas de 

incubación sobre la proporción de los sexos en embriones, 

neonatos y tortugas jóvenes de Emys orbicularis. El examen en 

cada uno de estos animales del aparato genital, los conductos 

de Muller y la histología gonadal, reveló que los huevos 

incubados a temperatura constante entre 1B-35°c, se 

desarrollaron machos, hembras e intersexos, y por debajo de los 

27 .s0c todos los embriones mostraron un fenotipo masculino 

(115; 116; 118; 119; 123; 124). En un experimento posterior 

(123) se incubaron los huevos de esta misma especie a 

2sºc±l. 0c, pero la determinación del tipo de sexo de los 

animal.es se realizó varios meses dt;sµués de la eclosión. La 

observación de que todos los animales presentaban sexo 

masculino demostró la persistencia del tipo de sexo (por lo 

menos hasta esta etapa) determinado por la temperatura de 

incubación. En incubaciones entre 27 .. s-2s0c se desarrollaron 

en mayor proporción machos, encontrando intersex.ualidad en 

algunos especímenes. Entre 28-29ºc se desa=ollaron ambos 

sexos, asi como intersexos (l.23). En incubaciones entre 

2s.s-29ºc la mayor proporción se desarrolla como hembras, 
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mientras que a 29-29.sºc aunque la mayoria son hembras se 

encontraren también alguilos intersexos (123). Entre 29.5-3o0 c 

todos los embriones, tortugas de recién eclosión y tortugas de 

más de tres meses posteclosión se desarrollaron como hembras 

(115; 116; 119; 122; 123; 124; 127). 

Por su parte, Yntema encontró que al incubar huevos de 

Che1ydra serpentina a 22, 26 y 2a0 c la mayoria de las 

tortugas son machos, presentando algunas ovotestes. A 24°C 

sólo se desarrollan machos y a 30°c sólo se desarrollan 

hembras (224-227). Resultados similares han sido obtenidos por 

Wilhoft et al. (2.08). Estudios llevados al cabo por Pieau sobre 

Testudo graeca indican que huevos incubados abajo de los 

3o0 c se desarrollan machos, pero arriba de los 31°c se 

desarrollan tortugas que presentan testículos atípicos (115; 

116; 121). 

Los términos de temperatura critica (118; 119; 121-123; 127; 

230), pivote (104: 230), sensible (1) o umbral (11), han sido 

usados para designar el rango de temperatura (1°-2ºc) en 

que ambos sexos (Y algunas veces intersexos) pueden 

diferenciarse entre los individuos del mismo nido, y arriba o 

abajo de esta temperatura, el fenotipo sexual puede 

manifestarse o invertirse. Para establecer estos periodos, los 

huevos son puestos o intercambiados en diferentes estadios del 
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deasarrollo embrionario, bajo el efecto de una sóla 

temperatura, ya fem.ini.zante o masculinizante. siendo el periodo 

tennosensible el tiempo que corresponde a la duración mínima de 

exposición a una o a otra temperatura, resultando el desarrollo 

de hembras o machos. Siendo por tanto dos pe.r:úxlos, uno para la 

diferenciación de hcrnbrLl.S y otra parLl. los machos (125; 127). 

La tortuga Chel.ydra serpentina muestra dos temperaturas 

umbral, una cercana a los 29°C (que es la temperatura más 

definida en E:mydidae) en la que se desarrollan hembras y la 

otra cercana a los 21°c, en la que se desarrollan machos 

(224-227). Para Testudo graeca es entre JO y Jl.0 c (l.2l.), 

a.si como a los 21. y 29°c (224-227). En ambas especies aún no 

se ha determinado una temperatura en donde se encuentre una 

relación macho:hembra l.:l. (l.l.6; 12l.; 208; 224-227). En 

Chelydra serpentina (224-227) y en Sternotherus odoratns 

(201) se desarrollan hembras tanto a altas como a bajas 

temperaturas. De huevos de esta última especie, incubados a 

23.sºc se desarrolla un 19% de machos, a 28.0-29.sºc un 3%, 

y a JO.sºc un 82%. Estos resultados indican la presencia de 

una temperatura umbral entre 23º y 2sºc y otra entre 2sº 

y 2s0c (199-201). Correspondiendo el efecto feminizador a ºun 

fenómeno natural que mantiene el balance en la relación de 

sexos en poblaciones a latitudes altas o durante años calientes 

no frecuentes, en donde las temperatura~ incubación 
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naturales pueden tender a producir una preponderancia de 

:machos" (201). En Emys orbicul.aris la temperatura umbral es 

de 2s.sº±o.sºc (123; 127). 

otros estudios llevados al c.:ibo para determinar periodos 

sensibles han sido en Emys orbiculari.s (120; 127), Chelydra 

serpentina (226), Graptemys ouachitensis y Chrysemys 

picta (14), caretta caretta (229; 230), Dermochelys 

=riacea (162), y Lepidochelys olivacea (1). Embriones de 

E. orbicul.aris en la etapa 16 (según tabla de Yntema para 

Chelydra sei:pentjna (223)), estadio en donde aún las gónadas 

son histológicamente indiferenciadas, provenientes de huevos 

ina.lbados bajo la influencia de una temperatura de J oºc son 

100% hembras, y a 2s0c son 100% machos. La duración del 

per:ícdo termosensibl~ '?S de 11 a 12 di.:t!:: (ct""....apa lú antes de los 

22 dias de incubación para las hembras, y antes del día 21 de 

incubación para los machos) (127). A 35°c se requieren 6 a 7 

dias, abSP-IVandose que la velocidad de desarrollo es la misma 

en ambas temperaturas (125). Graptemys ouachitensis y 

Chrysemys p.id:a muestran un "primer periodo sensible" que es 

definido corno "el intervalo del desarrollo en que el sexo es 

irreversible" (14), y un "periodo secundario sensible" que 

precede a la diferenciación ganada!, en donde 11 el sexo es 

influenciado por la temperatura pero no es irreversible" (14). 

El primer periodo sensible ocupa los estadios 16-22. El periodo 
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secundario es dificil de delimitar exactamente, pero incluye 

algunos o todos los estadios 9-15. A 25°c se desarrollan 

machos y a 31°c a hembras (14). En Chel.ydra serpentina el 

periodo termosensible se extiende del estadio 14 al 19 en 

experimentos de intercambio de 30° a 26°c y del estadio 14 

al l.6 en experimentos de intercambio de 20° a 26°c (226). 

Incubaciones a 26ºc durante el estadio 14 a 19 sólo se 

desarrollan machos y a Jo0 c llevadas al cabo durante la 

primera o segunda mitad de este período! se desarrollan hembras 

(226). Estableciendose un mini.me de 4 hrs por día a 30°c 

durante el período critico en c. serpentina desarrollandose 

sólo hembras (208). Pericxios menores a 4 hrs por dia decrecen 

el porcentaje de hembras, por lo que parece ser que en esta 

especie, la diferenciación masculina necesita una exposición 

mayor a los 26°C que la diferenciación femenina que se 

establece a los 3o0 c (208). 

El efecto de la temperatura de incubación sobre la 

determinación del sexo en tortugas bajo condiciones naturales, 

ha sido estudiada en cinco especies de Emydidae (Emys 

orbicularis, 120; 123; 125; Graptemys ouachitensis, G. 

pseudogeographica, G. geographica, 13; 14; Che1ydra 

serpentina, 208) y en cuatro de tortugas marinas 

(Lepidochel.ys olivacea, l; 95; 106; 164; Chelonia mydas, 

106; Caretta caretta, 103; 104; 105; 228; 229; Oermochelys 
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coriacea, 105; 162; 163). En Emys orbicularis los 

resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos en el 

laboratorio, mostrando que la relación de sexos en esta especie 

bajo cx:mdiciones naturales, depende de la temperatura del suelo 

durante el pericdo termosensible para la diferenciación sexual 

gonadal. En Graptemys ouachitensis, G. pseudogeographica y 

G. geographica nidos expuestos al sol en donde la temperatura 

excedió los JOºc, la progenie fué femenina, y huevos 

colocados a la sombra, en donde la temperatura raramente 

excedió de los Jo0 c, la progenie fué masculina (13; 14). En 

Chelydra serpentina existe en los nidos un gradiente de 

temperatura. En los huevos situados en la parte superior del 

nido, sujetos a mayor temperatura durante el dia que los huevos 

situados en el fondo del nido, se desarrollaron ambos sexos, 

siendo estadisticamente mayor la proporción de hembras (parte 

superior del nido) (208). Encontrandose que la distribución 

geográfica de especies de la subfamilia Emydinae en los E. u. 

(15) a temperaturas altas, las poblaciones en las regiones 

sureñas más que en las norteñas se desarrollan machas. 

En tortugas marinas se sabe que huevos de Chelonia mydas 

de nidos que estuvieron bajo una temperatura fluctuante, siendo 

en promedio menor de los 2s0 c, se desarrollaron hasta un l.0% 

de machos, en cambio en nidos cuya temperatura se mantuvo mas 

estable, siendo en promedio arriba de 29 .. sºc, se 
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desarrollaron de 95 a l.00% de hembras. Los huevos incubados a 

baja temperatura ( < de 27.sºc¡ se desarrollaron tortugas 

:intersexuadas (106). Observaciones similares han sido hechas 

para Lepidochelys olivacea (106; l.64). En Dermochelys 

coriacea (105; 162; 163) durante estaciones templadas, en 

donde la temperatura de incubación es menor de los 29ºc, la 

relación favorece principalmente el desarrollo de machos, 

mientras que en las estaciones calientes,.en donde la 

temperatura de incubación es mayor a los Jo0 c se desarrollan 

principalmente hembras. Además se observa, que al final del 

perio:io de incubación, la relación de sexos se vuelve 1: l. A 

partir de estos hechos, Rimblot y colaboradores (l.63) sugieren 

que bajo condiciones naturales, la temperatura de incubación no 

:influye sobre la diferenciación gonadal en las tortugas marinas 

y que la diferenciación sexual está estrictamente regulada a 

nivel genético, por lo que la relación de 1 macho: 1 hembra se 

estable::e i."1.dE!JC.."1.d.ic..'1tc.'n.cntc de la tc~pcratur~ de incubación 

prevaleciente en cada temporada. Además, estos investigadores 

hacen notar la influencia de otros factores sobre la 

determinación del sexo como serian la influencia del calor 

metabólico en las tortugas marinas (102; 216; 230), y la 

humedad del nido (63). 
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IV.b.- EFECTO DE HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES Y OTRAS 

MOLECULAS SOBRE LA DIFERENCIACION SEXUAL EN 

REPTILES SEXO-TERMODEPENDIENTES 

Al redescubrir a principios de los años 60's el hecho de que 

la temperatura de incubación regulaba la diferenciación sexual 

en algunas especies de Reptiles (vease apartado IV.a), y 

tomando en consideración los resultados del efecto de las 

hormonas esteroi.des sexuales (HES) durante la diferenciación 

sexual gonadal como de los caractéres sexuales secundarios, se 

di6 inicio a investigar su efecto sobre la diferenciación 

sexual en reptiles sexo-termo:lependientes. Es decir, investigar 

si e.sta variable epigenética determina e.l sexo al través de las 

HES; iniciandose con las investigaciones de Raynaud a mediados 

de los años 60's (136-138; 155). La estrategia experimental 

seguida para llevar al cabo estos estudios ha sido la de 

administrar andrógenos o estrógenos puros, asi como de 

agonistas y antagonistas de HES, a huevos de reptiles 

sexo-termodependientes incubados bajo el efecto de la 

temperatura rnasculinizante o feminizante durante diferentes 

etapas del desa...."TOllo embrionario. Al administrar estradiol o 

benzoato de estradiol a huevos de saurios (Lacerta viridis 

(135-138) y Anguis fragilis (133; 144; 155)), asi como de 

tortugas (Testudo graeca (113; 114) y Emys orbicularis) 

(l.19; 129)), incubados a temperatura rnasculinizante (26±1 ºe) 
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y en etapas tempranas del desarrollo o antes de la 

diferenciación testicular se forman ovatestes. Estas 11gónadas11 

que en realidad son un seudo-ovario o 11hipo-ovario" segtin 

Dantchakoff (31), se desarrollan a raiz de que se lleva al cabo 

una reversión gonadal, por lo que los testiculos presentan 

caracteristicas de ovarios. 

Si el benzoatc de estradiol es administrado una vez que se 

han diferenciado los testiculos de T. graeca, sólo 

disminuye el diéirnetro de los túbulas seminíferos (113; 114). 

Sin embargo, con la administración de testosterona a huevos de 

E. orbicularis incubados a temperatura masculinizante, se 

observa un patente efecto paradcijico (119) (ver apartado II), 

demostrandose además que los conductos de Muller en machos de 

reptiles sexo-tennodependientes sufren regresión por efecto de 

la testosterona secretada por la gónada masculina en 

diferenciación (148-150), si.ende mayor el efecto a partir del 

establecimiento de los testiculos debido al mayor metabolismo 

dcl andrógeno {J; 151). Lo anterior es congruente con los 

resultados histoquimicos de la actividad de la enzima 

AS-lB-al-hi.droxiesteroide-deshidrogenasa, que muestra variación 

en su actividad durante la diferenciación testicular (146; 151) 

(vease apartado III). 

Recientemente se han confinnado los hallazgos anteriores de 
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que las HES exóg'enas son capaces de revertir el efecto de la 

temperatura de incubación sobre la determinación sexual en 

reptiles sexo-termcdependientes. La administración de ben zoato 

de estradiol a huevos de lagartija (Eublepharis macularius), 

cocodrilo {Alligator mississipiensis), y tortuga 

(Chrysemys picta y Che1ydra serpentina) incubados a 

temperatura masculinizante, en un estadio de sensibilidad 

especifico para la acción del estrógeno (65), condiciona 

únicamente el desarrollo de hembras (64: 25). Esta serie de 

evidencias sugieren que en los reptiles sexo-termcxlependientes, 

al igual que en las aves (171), los estrógenos participan en la 

regulación de la diferenciación sexual gonadal. Existen en la 

literatura dos evidencias a nivel experimental que apoyan la 

hipótesis anterior. La primera es la de Dorizzi y col. (33) 

quienes al administrar Tamoxifén (un ant.:iest.régeno) a huevos de 

E. orbicularis antes de su etapa critica e incubados a 

temperatura feminizante, se desarrollan ovotestes. De estas 

observaciones el grupo de investigadores concluyen: a) que el 

estradiol (u otro estrógeno) intsrviene en la diferenciación 

sexual de los ovarios bajo el efecto de la temperatura elevada 

(feminizante), y b) que la temperatura de incubación modifica 

la biosíntesis y el mecanismo de acción de los esteroides 

(mayor prcxlucción de est.rógenos a la temperatura elevada). La 

segunda evidencia expuesta por Crews y col. (25), quienes al 

administrar a huevos de C. serpentina durante su etapa 
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critica HES incubados a temperatura masculinizante o 

feminizante, también comprobaron el efecto tanto de agonistas 

corno de antagonistas de HES sobre la diferenciación gonadal. La 

administración de estradiol, un agonista (R2858) o un antisuero 

contra testosterona a huevos incubados a temperatura 

masculinizante (2sºc), se indujo el desarrollo de hembras 

exclusivamente, y huevos incubados a temperatura feminizante 

(JOºc) a los que se les administró testosterona, un agonista 

de andréqenos (RlBBl) o un antisuero contra estradiol, sólo se 

dasarrollaron hembras. Ambas evidencias apoyan la proposición 

de que los estn:)genos, en efecto, participan en la regulación 

de la diferenciación sexual ganada! en reptiles 

sexo-terrnodependientes. 
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V.- Hil?OTESIS SOBRE EL ESTABLECIMIENTO DE IA Dil'ERENCIACION 

SEXUAL GONADAL EN REPl'ILES SEXC>-TERMODEPENllIENTES 

Para tratar de explicar como la temperatura de incubación 

determina el sexo en reptiles y especificamente en quelonios 

sexo-termodependientes (Fig. 1), se han propuesto tres 

hipótesis (Fig. 2). 

Raynaud y Pieau (151) presentaron la primera hipótesis que 

.únplica a la temperatura de incubación como agente causa1 de la 

determinación del sexo, particularmente, de la diferenciación 

sexual gonadal en la tortuga Emys orbicularis (Fig. 2-A). 

Basandose en las proposiciones de Engel et al. (40), Pieau et 

al. (126) y Zaborski et al. (231-234) considerando la 

participación del antigeno H-Y, y de las hormona~ t:steroidc::: 

sexuales (HES) en el proceso de la diferenciación sexual 

gonadal (128) (vease el inciso IV.b), sugieren que la 

temperatura de incubación padria modificar la biosíntesis de 

las enzimas involucradas en la esteroidogénesis de HES, asi 

como del antigeno H-Y (Fig. 2-A). El primordio gonadal 

H-Y+, se diferenciará en ovario, si la concentración de 

estrógenos fuese relativamente mayor durante su periodo 

termosensible, y si el primordio gonadal es H-Y- se 

diferenciará en testiculo si la concentración de 'estrógenos es 

baja o nUla durante el mismo periodo (Fig. 2-A). La hipótesis 
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pendientes?. 
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de estos investigadores se fortaleció la a partir de los 

resultados experimentales de la expresión del antígeno H-Y 

después de un tratamiento hormonal o de ovariectomia en 

anfibios y aves (para revisión 151). Para comprobar esta 

hipótesis Raynaud y Pieau (151) sugieren que es necesario 

llevar al cabo en la gónada estudios de esteroidogénesis 

(actividad enzimática y biosintesis), de la expresión del 

anti.geno H-Y, asi corno de biosintesis de proteinas durante los 

estadios primarios del desarrollo, principalmente antes y al 

.inicio del periodo termosensible gonadal en embriones de 

tortugas provenientes de huevas incubados a diferentes 

temperaturas. 

Una hipótesis diferent~ es la propuesta por Crews y 

colaboradores (25) quienes sugieren que en los reptiles 

sexo-tennodependientes, la determinación del sexo se lleva al 

cabo a partir de la acción de una HES mediada por la 

temperatura de incubación. Esta variable fisica al activar 

diferencial.mente enzimas lábiles a la temperatura, favorecería 

la obtención de precursores de HES del vitelo, o 

alteniativamente, de las gónadas y/o suprarrenales embrionarias 

(Fig. 2-B), así como de regular la biosintesis de estrógenos y 

éstos al antagonizar la acción de la (s) hormona(s) 

mascu.llnizante(s), favorecerian la diferenciación del ovario al 

través de estimlllar la proliferación de la región cortical de 
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la gónada en diferenciación (Fig. 2-B). 

Merchant-Larios y Villalpando-Fierro (97) proponen una 

tercera hipét:e.sis para explicar el efecto de la temperatura de 

incubación en la determinación del sexo en la tortuga marina 

sexo-termodepcndicntc Lepidochelys olivacea (Fig. 2-C). A 

partir de los resultados obtenidos de una elegante serie de 

experimentos como fueron: el cultivo in vitre de gónadas 

embrionarias en diferentes estadios del desarrollo, 

provenientes de huevos incubados bajo el efecto de la 

temperatura masculinizante (2Bºc) (Fig. J-A, 3-D) o 

feminizante (J2ºc) (Fig. J-B, Fig.J-C). asi como al 

intercambio de la temperatura masculinizante a la feminizante, 

y viceverza a huevos en diferentes etapas del desarrollo 

embrionario, (Fig. 4-5), y la observación que durante la fase 

primaria de la difc...""'C.."":cizlción sexual gond.dé:t.l de este quelonio 

n1arino hay inervasiones nerviosas (96), estos investigadores 

proponen que la diferenciación sexual gonadal por efecto de la 

temperatura de incubación en este quelonio es extragonadal 

(Fig. 2-C). La temperatura de incubación feminizante induce la 

biosintesis y/o secreción de una neurohormona(s}, la cual es 

inhibida por la temperatura masculinizante. Dichos "factores" 

neurohormonales, serian las moléculas morfogenéticas 

responsables tanto de la determinación embriológica como del 

mantenimiento de la diferenciación sexual gonadal femenina 
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(Fiq. 2-C). Para que se lleve al cabo la diferenciación, estos 

.investigadores proponen que las neurohormonas al actuar sobre 

el primordio gonadal femenino inducir:ían la biosintesis de HES 

(¿estrégenos?} dando como resultado, la diferenciación de los 

ovarios (Fig. 2-C). 
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VL- HIFOTESIS DE LA MORFOGENESIS GONAD/IL EN VERTEBRADOS 

SEXO-TERMO DEPENDIENTES 

Ia diferenciación sexual en vertebrados, como ya se mencionó 

anteriormente en la introducción1 se establece en tres etapas 

(Fig. 6). Durante la segunda etapa (etapa de diferenciación 

gonadal) el primordio gonadal también nombrado =esta germinal, 

genital o gonadal sufrirá diversos procesos morfogenéticos en 

un estadio determinado del desarrollo que dan lugar a la 

diferenciación gonadaL Esta fase puede ser regulada gracias a 

la expresión de genes sexo-determinantes o 

gónada-determinantes, siendo sus productos, las moléculas 

gónada determinantes las que coadyubarán en las hembras la 

diferenciac:i..ón de la cresta gcnadal en ovarios y testiculos en 

los machos. Basandose en el conocimiento de que las gónadas en 

los vertebrados, se desarrollan a partir del borde superior de 

la capa visceral del mesodermo, de la cual se forma la placa 

lateral, localizandose en la mitad posterior del cuerpo (Fig. 

7-A). El primer esbozo de las gónadas, se observa 

inmediatamente a los lados del mesenterio dorsill, formando una 

banda longitudinal engrosada de epitelio mesaiénnico que tapiza 

la cavidad del cuerpo. Esta banda longitudinal engrosada se 

llama =esta germinal o gonadal (Fig. 7-B). Esta es una 

estructura compacta que conforma el blastema gonadal y que está 

constituida por células somáticas rnesenquimáticas (médula, 
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rnesenquima o estroma) rcdeadas por epitelio celómico (corteza o 

epitelio) (83). Una vez que se ha formado el blastema gonadal, 

este se va constriñendo lateralmente para quedar suspendido de 

la pared del peritoneo (mesorquio o mesovario) (Fig. 7-B), 

situandosc en la p"1l"te ventral del mesonefros (Figs. 7-A, B). 

El blastema gonadal tiende a organizarse en dos tipos de 

tejidos (83): a) el tejido que contiene a las células 

qerrninales primordiales rodeadas por células somáticas 

precursoras de las células de Sertoli en el futuro testiculo y 

de la granulosa en el futuro ovario, y b) el tejido estromático 

que dará or:ígen al tejido conectivo, vasos sanguineos y tejido 

:intersticial esteroido:¡éni=. Este Ultimo está representado por 

las células de I.eydig en el futuro testículo (Figs. 7-B, 8, 9) 

o por las c6-1Ulas d~ ~ tcc.:I!'.; (L"iteJ:na y ax-t~rna) en el futuro 

ovario y de la glándula interrenal (Figs. 7-B, 10, 11). 

Con base morfc:qenética, la diferenciación gonadal masculina 

en vertebrados, se realiza mediante el desarrollo del 

rnesenquima (médula) que dá origen a los =rdones medulares que 

rodean a las células del epitelio celórnico (corteza). Estas 

últimas al ir degenerando, dan lugar a la estructuración de los 

tUbulos seminiferos (Flg. 8-9). Esta onto:¡enia morfogenética en 

los vertebrados sex~termodependientes, se llevaria al cabo a 

partir de que la temperatura de incubación rnasculinizante ( Fig. 
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9) regularia: a) la ex.presión de los genes de las enzimas 

involucradas en la bi.osintesis de andrógenos inhibiendo el de 

la aromatasa, y b) la actividad de las enzimas involucradas en 

la biosintesis de andrógenos y de estrógenos (aromatasa) a 

nivel me:iular (mesenquima). Una o ambas suposiciones, darían 

lugar a que la región medular (mesenquima) del primordio 

gonadal se desarrollará organizando los cordones medulares en 

tubulos seminiferos del testiculo (Fig. 9). 

Por su parte, la morfogénesis de la diferenciación gonadal 

femenina en vertebrados, se originan a partir de la 

disgregación de los =rdones medUlares del mesenquima (médula). 

Esta disgregación da lugar a la conformación de las tecas y el 

rete ovari.. A partir de uno de sus compartimentos o estratos, 

se formarán las células foliculares (Fig. 10-11), y 

conjuntamente con el desarrollo activo de las células del 

epitelio celómico (corteza), se conformarán los folículos 

primordiales (Fig. 10-11). En vertebrados 

sexo-termodependientes esta serie de procesos morfogenéticos se 

llevarían al cabo, debido a que la temperatura de incubación 

feminizante (Fig. 11), inhibiria la diferenciación de los 

cordones testiculares (a mayor temperatura mayor inhibición) 

(124), a partir de que: a) activaria la expresión del gen de la 

arcmatasa, principalmente a nivel de la médula (mesenquima), y 

b) regularia la actividad de las enzimas involucradas en la 
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biosintesis de andrégenos y estrógenos, principalmente a nivel 

de la médula (mesenquima) (Fig. 11.). En conclusión, serian los 

estrógenas: a) los agentes causales de la regresión de los 

cordones medulares, b) del crecimiento de la región epitelial 

somatica (coLteza) (Fig. 11), y e) la temperatura feminizante, 

acelerarla el inicio de la profase meiótica, asi como el 

crecimiento de los ovocitos (124). 
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VII.- BIOSINTESIS Y MECANISMO DE ACCION 

DE HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES. GENERALIDADES 

VII.a.- BIOSINTESIS 

Los compuestos esteroides incluyen un elevado número de 

moléculas tales como los esteroles, ácidos biliares, algunos 

alcaloides, hormonas corticosuprarrenales, progesterona y 

hormonas sexuales como los andrógenos y los estrógenos. Las 

honnonas esteroides, son moléculas que se biosintetizan en un 

órgano endóc:ri.no y se secretan hacia los liquidas corporales, 

ejerciendo un efecto especifico sobre las cé.lulas que conforman 

un órgano blanco (G; 90). 

Las esteroides son lipidos no S<'lponif'icables, poco soluble:::: 

en agua, solubles en disolventes orgánicos y con un núcleo 

=rnún que es el ciclopentanoperhidrofenantreno, hidrocarburo 

cíclico constituido por diecisiete atarnos de carbono dispuestos 

en tres anillos de se.is carbonos cada uno totalmente saturados 

(perhidrofenantreno) y que se designan corno anillos A, B y e, y 

un anillo de cinco a.tomos de carbono (ciclapentano) que 

=rresponde al anillo D (Fig. 12) (J2). Todos los esteroides 

derivan de alguno de los siguientes hidrocarburos básicos: 

calestano, pregnano, andrastano, estrano, y gonano (Fig. 12). 

El colestano es un hidrocarburo de 27 atemos de carbono (C-27) 
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fenantreno. núcleo básico de las hormonas esteroides: BJ 
colestano constituido por 27 átomos de carbono CC27); CJ 
pregnano que consta de 21 átomos de carbono (C21): DJ 
androstano molécula que consta de 19 átomos de carbono (C19): 
E) e!Jtrano consbuido por 18 átomos de carbono (C18). y F) 
gonano constituida por 17 átomos de carbono (C17}. 

F 



44 

que es la estructura química básica a la cual pertenece el 

colesterol que es la molécula precursora de las hormonas 

esteroides. El pregnano es un hidrocarburo de veintiun átomos 

de carbono (C-21.) caracteristic:o de las hormonas esteroides con 

actividad progestacion~l, glucocorticoide, y 

mineralocorticoide. El androstano es un hidrocarburo de 

diecinueve átomos de carbono (C-19) que es la estructura 

química básica de las hormonas esteroides con actividad 

andro;énica. El e.strano es un hidrocarburo de dieciocho átomos 

de carbono (C-18) en el cual se incluyen los esteroides con 

actividad estrogénica, y el ganano, es el hidrocarburo del 

nl.icleo básico de 17 átomos de carbono 

(ciclopentanoperhidrofenantreno) (6; 90). 

Con respecta a la ac"'._ividad biológica que ejercen, las 

hormonas esteroides se clasifican en cinco grupos: (a) 

progestinas, (b) glucocorticoides, (c) mineralocorticoides, (d) 

andrógenos, y (e) estrógenos (90). 

Dorfnran y ungar (32) propusieron el concepto unitario de la 

biosintesis de los esteroides. Este postulado indica que los 

verdaderos tejidos endócrinos tienen la misma capacidad para 

biosinteti.zar hormonas esteroides con mecanismos similares que 

participan en cada una de las biotransforrnaciones. Las 

diferencias cualitativas y cuantitativas que existen con 
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respecto a estas biosintesis, son reguladas por los mecanismos 

de control genico que determinan la identidad fisiológica 

particular de cada tejido. Entre estos mecanismos regulado"res 

podemos incluir la concentración relativa de enzimas, la 

d.izpanibilid.:i.d de cofactores, las afinidades enzima-sustrato, 

etc. Un gran nllrnero de estudios realizadas a partir de los años 

cuarentas permitió describir las vias biosintéticas y los 

procesos metabólicos de las hormonas esteroides (32) (Fig. l.3). 

A continuación se describen las principales vias involucradas 

en la biosintesis de las hormonas esteroides. 

BIOSINTESIS DE COLESTEROL.- La biosintesis de novo de 

cal.esterol es decir, a partir de precursores que no tengan la 

estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno, puede iniciarse 

a pa_~ de acct~tc. Este proceso de bio~intesis requiere de 

por lo menos 27 enzimas localizadas en las fracciones 

microsomal y soluble de la célula (32; 90) (Fig. l.4). 

BIOSINTJi'SIS DE PREGNENOLONA .. - Una vez que el colesterol es 

biosintetizado en el interior de las células esteroidogénicas, 

es necesario que penetre dentro de las mitocondrias, sitio en 

donde estará e.'Cpuesto a la acción de hidroxilasas y liasas que 

lo transformaran en pregnenolona. La primera hidroxilación 

ocurre en el carbono 20 (configuración alfa) seguida de otra en 

el carbono 22 (configuración beta), forrnandose el 20a, 228-
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d:ihidroxi-colesterol (Fig. 13). Este proceso es catalizado por 

la 20a y la 22 B hidroxilasas, enzimas que requieren la 

presencia del citocromo P450, asi como de la adrenodoxina y de 

una flavoproteina deshidrogenasa dependiente de NADPH {90). 

Posteriormente se oxida el dial vecinal por un sistema 

enzimático rnitocandrial similar (citcx::romo P450, adrenodoxina y 

flavoproteina) conocido como 20,22-esteroide liasa y que 

requiere NADPH y 02, dando lugar a la ruptura de la unión entre 

los átomos de carbono 20 y 22, obteniendose la preqnenolona 

{F:ig. 13) (32; 90). La pregnenolona resultante conserva en el 

anillo A la núsrna estructura A5-3 B-hidroxi (A= doble ligadura 

entre C-4 y C-5) del colesterol. Una vez biosintetizada la 

pregnenolona, esta deberá salir de la mitocondria para 

continuar su biotransformación por la acción de las enzimas 

presentes en el citoplasma. 

La hidroxilación en posi.ción alia del c-20 del colesterol es 

lo que en bioquímica se conoce como "paso limitante" es decir, 

es un evento indispensable para la formación de la 

pregnenalona, y por lo tanto, de las hormonas esteroides. Este 

"paso limitante11 es activado, dependiendo del tejido endócrino, 

por la acción de las hormonas tróficas: hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH), hormona luteinizante (LH), y 

gonadotrop:ina OJriónica humana (hCG). Es a este nivel en donde 

ocurre la regulación de la esteroidogénesis (6; 90). 
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BIOSmTESIS DE PROGESTERONA.- La biotransformación de 

pregnenolona a progesterona se realiza por la acción del 

sistema enzimático A5-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ 

AS-A4-isomerasa, localizado en la fracción microsornal, (Fig. 

13). La progesterona formada exhibe en su anillo A la 

estructura A4-3-cetona (A4= doble ligadura entre C-4 y c-5), 

caracter:ística de los esteroides con actividad biológica (90). 

La progesterona es una hormona que dentro del esquema de 

biosintesis de los estero.id.es ocupa una posici.ón "clave" ya que 

puede ser biosintet:izada cama producto terminal o bien servir 

corno precursor de corticosteroides, andrógenos y estrógenos. 

B:rOSINTESIS DE ANDROGENOS.- LOS tejidos endocrinos que 

biosintetizan andrógenos utilizan tanto a la pregnenolona 

(A5-3B-hidroxi) como a la progesterona (A4-J-cetona) como 

precursores para la formación de androstendiona y testosterona 

que son los andrógenos más importantes (Fig. 13). La 

hidroxilación en el carbono 17 de la pregnenolona o de la 

pragesterona es el primer paso para la ruptura de la cadena 

lateral,· y es catalizado por la enzima 17a-hidroxilasa, 

fonnandose 17a-hidroxipregnenolona o 17a-hidroxiprogesterona 

respectivamente (Fig. 13). Posteriormente por acción de una 17, 

20-esteroide liasa se romperá la unión entre los átomos de 

carbono 17 y 20. la acción secuencial de estas dos enzimas de 

localización microsomal es dependiente de NADPH y oxigeno (90) . 
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La ut.ilización de la pregnenolona o de la progesterona como 

precursores opera simultáneamente, y el predominio de una de 

ellas, depende de la especie (90). 

La ruptura de la cadena lateral da lugar a la formación de 

and:rostandiona (M-3=o) y dehidroepiandrosterona (A5-3B-OH). La 

subsecuente reducción del grupo cetónico del C-17 de la 

androstendiona, por la acción de la 17B-hidroxi-esteroide

deshidrogenasa, enzima localizada en la fracción soluble 

celular y dependiente de NADP, biot.ransf0rma a este andrógeno 

de baja potencia bialó;ica a testosterona que es el andrógeno 

biológicamente activo. Esta reao::ión es reversible dependiendo 

del pH del medio y mantiene en equilibrio a las dos hormonas 

(90). 

~ dchidroepiandrosterona por la acción de la misma 

178-hidroxiesteroide deshidrogenasa es transformada a 

A5-androstendiol el cual por la acción del sistema enzimático 

A5-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5-A4-isornerasa es 

bioconvertido a testosterona. 

Como se observa en la figura 13, la biasintesis de 

testosterona a partir de pregnenolona involucra intermediarios 

con estructura A5-3B-OH designandose esta via biosintética =me 

"Vía de los A511 para diferenciarla de la "Vía de los A4" 
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como se denomina a la que utiliza prtXJesterona como precursor, 

y en la cual, todos los intermediarios poseen la estructura 

A4-J=o (6; 90; 9J). Las enzimas que participan en la 

biosintesis de los andrógenos, son reguladas por genes de 

localización autosómica (90). 

BIOSINTESIS DE ESTROGENOS.- A partir de los andrógenos, la 

biosintesis de e.strógenos se efectúa a través de una secuencia 

de reacciones enzimáticas, genéricamente conocida como proceso 

de aromatización. Durante este proceso, además de la pérdida 

del átomo de carbono 19, el anillo A neutro de los andrógenos 

se transforma en un anillo aromático o fenólico caracteristico 

de los estrógenos (6; J2; 75; 90) (Fig. lJ). 

La biotrans!ormación de un andrógeno a un estrógeno 

(aromatización) requiere tres oxidaciones consecutivas (90) 

(Fig. lJ). Este proceso, que se inicia por la hidroxilación 

enzimática del carbono 19, es catalizado por la 19-esteroide 

hidroxilasa de localización microsomal (6; 90) (Fig. lJ). 

Posteriormente en el mismo átomo de carbono se introduce un 

segundo grupo hidroxilo, con la consecuente eliminación 

estereospecifica de un atomo de hidrógeno, y por la pérdida de 

una molécula de agua, el dial formado se transforma en un 

19-aldehido (Fig. lJ) (J2; 90). Por ultimo, la remoción del 

carbono-19, que se elimina como ácido fórmico, conduce a la 
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aromatización del anillo A. Los complejos enzimáticos que 

participan en el proceso de aromatización están íntimamente 

relacionados con el citocromo P450 (90). 

Existe una hipótesis sobre la regulación a nivel molecular 

de la aromatización en aves, propuesta por Wilson y 

colaboradores (210). La actividad de las aromatasas estaria 

bajo el control de tres genes: i) un gene "A" citogenética

mente localizado en un autosoma o en un cromosoma sexual de 

ambos sexos, que ccxlificaria la estructura de las arornatasas, 

ii) un gene "B11 presente sólo en el sexo femenino 

(heterogamético), que regula la expresión del gene A, y lli) 

un gene autosómico "C" localizado en ambos sexos, cuyo 

producto proteico inactiva al gene A. si el ave es 

genotípicamente masculina (sexo homogamético) al expresarse el 

producto del gene e se inactivaria al gene A en todas las 

células del sexo masculino, dando corno resultado, el que no se 

biosinteticen las aromatasas ( Fig. 15). Por el contrario, si el 

ave es genotipicamente femenina {sexo heterogamético), el gene 

C no se activa.ria, dando como resultado la expresión del gene 

B, cuyo producto activará al gen A, es decir, se 

biosintetizarán las aromatasas, y como resultado, la 

·biosintesis de los estrógenos (Fig. 15). 
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v:n:.b.- MECANISMO DE ACCION 

Las hormonas est:eroides son moléculas portadoras de mensajes 

que ejercen un núinero importante de acciones o efectos que 

requieren de mecanismos muy específicos que permitan su 

interacción oon las células que son sensibles o dependientes de 

ellas, y que por lo mismo, reciben el nombre de "células 

blanco" (6: 112). La secuencia de eventos que ocurre entre la 

lle;¡ada del esteroide a l.a célula blanco hasta la expresión de 

un efecto biológico especifico constituye el mecanismo de 

acción hormonal (112). 

Los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en la 

expresión de la actividad de las hormonas esteroides 

permanecieron sin ser completamente comprendidos por largo 

tiempo (11.2). La observación experimental realmente pionera en 

la elucidación del modo de acción hormonal, fué el 

descubrimiento de que el estradiol, después de su 

administración, es retenido por los órganos sensibles y/o 

dependientes de este estrógeno (ll.2). Esta observación condujo 

a la demostración de la existencia de un componente 

intracelular de naturaleza proteica, de alta especificidad y 

baja capacidad, el cual fué denominado como ºreceptor" (112). 

En 1968 (74) Jensen propuso un mecanismo de acción para las 
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hormonas esteroides denominado de los "dos pasos" (Fig. 16). El 

primer paso lo constituye la internalización celular de la 

hormona este.raid.e a través de la membrana citoplasmatica por 

difusión pasiva, considerando las propiedades lipofilicas de 

les e.steroi.de.:::;. Un~ •.,re;: den'L'V de Ja cclula el esteroide. se une 

con gran afinidad a moléculas de naturaleza proteica 

denominadas 11receptores11 • El receptor es una unidad molecular 

constituida por un sitio o dominio receptor o de reconocimiento 

estereoespecifico, y un dominio ejecutor (6). Este complejo 

hormona-receptor actua_...-:1.a como un se::rundo mensajero, siendo el 

primer mensajero la hormona esteroide. El segundo paso 

cxmsisti.ria en la activación del complejo hormona-receptor a 

través de una reacción que propicia cambios conformacionales y 

de carga (78; l.l.2), los cuales, le confieren una gran afinidad 

para i.~tcr~ccicnar ccn le~ ~iticG accptcrc~ de l~ crom~tL~~ 

nuclear, una vez que este complejo haya sido translocadc al 

núcleo celular (5; 112). Los cambios moleculares que ocurren 

como resultado de la interacción del complejo esteroide

receptor-aceptor nuclear incluyen la activación o inactivación 

de la transcripción genica especifica a través de moléculas de 

ARNrn y su traducción a nivel ribosornal en proteinas especificas 

capaces de modificar las funciones celulares (5; 112; 180), 
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vm.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS DE TRABAJO 

La diferenciación sexual y especificamente la diferenciación 

gonadal en vertebrados, es uno de los paradigmas básicos, aún 

por resolver, en la biología del desarrollo. Es importante 

concx:er si durante la etapB. en la que el primordio gonadal se 

va a diferenciar hacia un ovario o hacia un testículo si 

existen diferencias desde el punto de vista bioquímico y 

molecular, que condicionen la diferenciación de este tejido 

primitivo hacia una gónada determinada. Sin embargo, al querer 

estudiar los procesos morfogenéticos involucrados en la 

diferenciación ganada! con enfoques diferentes a la descripción 

morfológica, se tiene que salvar el obstáculo de conocer el 

~exo de los embriones en estudio. Por este motivo no se ha 

avunzn.dc, pcr cje¡¡.plo, .al estudio de la e.steroidogénesis 

durante la ontogenia de la diferenciación del primordio gonadal 

en ovarios o testiculos. Pero a partir de contar con especies 

sexo-termodepenclientes como lo son algunas tortugas marinas, se 

tiene la inigualable oportunidad de llevar al cabo este, y 

otros estudios. La relativa facilidad de obtener huevos de 

nidos de la tortuga marina I.epidocbel.ys alivacea, especie que 

arriba a las costas del Pacifico de nuestro territorio 

nacional, y el hecho de que su diferenciación sexual es 

influida por la temperatura de incubación, nos permitieron 

consi.derla como un modelo experimental adecuado, para estudiar 
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los procesos involucrados en la determinación del dimorfismo 

seKual gonadal. 

Una de las hipótesis planteada para este proyecto de 

investigación se sustenta en la teoria hormonal: 

La temperatura de incubación, podría actuar corno modulador 

bioquimi= directamente scbre las biosintesis de testosterona y 

e.stradial en la gónada indiferenciada, y de esta manera, las 

hormonas esteroides formadas pudieran ser los activadores 

moleculares que desencadenarian el posterior establecimiento de 

la diferenciación sexual morfológica. 

Debido a diversas circunstancias sucitadas durante el 

proyecto, y sobre 'tO:lo para abordar la hipótesis, sa de.terminó 

en una primer instancia la de comprobar si los testiculos de 

embriones desarrollados bajo el efecto de la temperatura 

masculinizante y los ovarios de embriones desarrollados bajo el 

efecto de la temperatura feminizante biosintetizaban andrógenos 

y e.stró:;Jenos, asi corno el de establecer si su metabolismo era 

temperatura-dependiente. Lo anterior es lo que conforma este 

trabajo de tesis, y para abordarlo, se plantearon los 

siguientes objetivos: 
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A) Estudiar la biosintesis in vitre de testosterona y de 

estradiol. en el complejo urogenital gónada-mesonefros, 

gónadas y mesonefros de embriones y tortugas posteclosión. 

B) Medir las concentraciones de testosterona y estradiol 

en suero y órganos u:r:cgenitales (gónadas, mesonefros, e 

interrenales) en tres estadios de la ontogenia gonadal: 

gónada im:liferenciada, gónada diferenciada, y establecj. 

tniento gonadal, así corno en tortugas recién eclosionadas 

y posteclosión. 

C) Establecer la presencia del receptor citosólico para 

e.stré:genos en órganos UI:'03'enitales (gónadas, mesonefros 

e interrenales) de embriones y tortugas posteclosión. 



56 

IX.- MATERIALES 

IX.a.1.- MATERIAL BIOLOGICO 

~e utilizaron huevos de no más de tres días de ovipositados, 

colectados de nidos naturales en la playa La EscobiJ.1a 

(96º27'1611 W, 15º40'J6 11 N), en la costa central de oaxaca. 

Las colectas se efectuaron durante los meses de Julio a octubre 

por cuatro años consecutivos (1985 a 1988). Su traslado al 

laboratorio se hizo por vía terrestre, en cajas de unicel y con 

arena hürneda del sitio de la colecta. La incubación de los 

huevos en el laboratorio se hizo colocándalos en recipientes de 

plástico (Tupper Ware) conteniendo en su base arena del nido 

original (aprox. 5 cm de espesor), cubriéndolos posteriormente 

con la arena, y cerrándose los recipientes con sus tapas 

previamente perforadas, para permitir la circulación del aire. 

Los recipientes se colocaron, durante todo el periodo de 

de.sarrallo embrionario, 50±3 días para los machos y 45±3 dias 

para las hembras, en incubadores bajo diferentes condiciones 

controladas de humedad y temperatura: (a) 27-2sºc para 

desarrollo de machos y (b) 31-J2°c para desarrollo de 

hembras. La humedad relativa fué de 46±2% para ambos sexos. 
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IX.a.2.- MATERIAL RADIACTIVO 

Los esteroides radiactivos Dehidroepiandrosterona-1, 2, 6, 

7-3H (DHA-3H) con una actividad especifica (a.e) de 65 

Ci/mrnola, testosterona-1, 2, 6, 7-JH (T-3H) con una a.e de 93.9 

Ci/mmola, y l.7B-estradiol-l, 2, 6, 7-3H (E2-3H) con a.e de 92 

ci/mmola, se obtuvieron de Amersharn International 

(Bucidnghamshire, Inglaterra). Se purificaron en cromatografía 

de partición en papel Whatman No.l, utilizando un sistema 

descrito por Bush (21) (benceno:metanol:agua 10:8:2 v/v). Su 

pureza radioquimica fue establecida por recristalizaciones 

sucesivas, después de agregar una cantidad extra en mg del 

compuesto no radiactivo, hasta la obtención de una actividad 

especifica constante (86). Adicionalmente los sustratos 

radiactivos purificados se cromatografiaron en placa fina, 

utilizando el mismo sistema que se empleó para los extractos 

orgánicos obtenidos después de las incubaciones. 

IX.a.3.- ESTEROIDES NO RADIACTIVOS 

Los esteroides usados como transportadores y referencias 

fUeron: dehidroepiandrosterona (3 B-hidroxi-5-androsteno-l. 7 -ona) , 

testosterona (l.7B-hidroxi-4-androsteno-3-ona), l.7B-estradiol 

(l,3,5 (l.O)-estrantrieno-3,17B-diol), y estrena (1,3,5 

(l.O)-estrantrieno-3-ol-l.7-ona). Los cuales fueron obtenidos de 

Steraloids Inc. (Wilton, New Haven, USA). 
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IX.a.4.- DISOLVENTES 

lDs disalventes orgánicos empleados: cloroformo, diclorome~ 

no, éter et:ilico libre de peróxidos, hexano, metanol y tolueno, 

fueron de grado analiti= (J. T. Baker, Méidco). Para la solu

ción de centelleo, se utilizó tolueno de grado de centelleo (J. 

T. Baker, México). 

:rx.a.s.- SOLUCIONES AMORTIGUADORAS (BUFFERS) 

Solución Ringer para Reptiles (RR) pH 7.3 (107): 7.5 g/l de 

cloruro de so:lio (NaCl), 0.20 g/l cloruro de potasio, 0.20 g/l 

cloruro de calcio, 0.02 g/l carbonato de sodio, agua bidesti

lada. 

Buffer de Fosfatos (BF) O.l. M, pH 7.4: 2.35 g fosfato 

monobásico de so:ilo anhidra, 11.6 g fes.fato dibcisico de potasio 

anhidro, 8.8 g NaCl, 0.1 g thiomerosal (Merthiolate), l. g 

gelatina, agua bidestilada c.b.p l l. 

Buffer de Tris-HCl, adicionado de ditiotreitol y molibdato 

de sodio (TEDM): Tris-HCl 20 mmolar, pH 7.4 a 4°c, EDTA 

l..5 mmolar, ditiotreitol (DTT) 0.25 mmolar, molibdato de sodio 

10 mmolar, agua bidestilada. 
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IX.a.6.- SOLUCION DE CENTELLEO 

4.0 g de 2,5-difenil-oxazol (PPO), 0.001 g de 

l,4-bfu-2-(4-metil-5-fenil-oxazolil) (dimetil-POPOP), tolueno 

c.b.p 1000 ml (86). 

IX.a.7.- SUSPENSION DE CARBON-DEXTRAN 

0.625 g de Carbón vegetal activado y 0.0625 g de Dextrán en 

buffer de fosfatos c.b.p 100 ml. 

Todos los reactivos fUeron de grado analitico, obtenidos de 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO.) y J. T. Baker (México). 

IX.b.- ANTICUERPOS PARA TESTOSTERONA Y ESTRADIOL 

Los anticuerpos para testosterona y estradiol fueron 

generados en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del 

Departamento de Biologia de la Reproducción del Instituto 

Nacional de la Nutrición "Salvador Zubiriin". 

El anticuerpo especifico para testosterona se desarrolló en 

bovino utilizando como inmunOgeno (antigeno) testosterona 

3-carboximetiloxima, unida a albúmina sérica bovina 

(testosterona-3CMO-BS~.). Después de la titulación del 

anticuerpo (55-60% de unión), la dilución óptima fué de 

1:210,000. 
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E_.,lfic:idac! del Anticuerpo Antit:estosterona (Late K-200710) 

Compuesto 

Testosterona 

Sa-Dihidrotestosterona 

sa-Androstandiol 

AS-Androstendiol 

A4-Androstendiona 

t de Reacción Cruzada 

100.0 

14.0 

6.0 

2.1 

o.a 

El anticuerpo especifi= para estradiol fue desarrollado en 

conejo utilizando como inmunóqeno (antígeno) estradiol-

6-carboximetilax:ima, unida a albllmina sérica bovina 

(iestradkll.-5C?10-nsA). Después de la titulación del anticuerpo 

(30-35% de unión), la dilución óptima fué de 1:210,000. 

Especificidad del Anticuerpo Antiestradiol. (Lote K-158330) 

Compuesto 

l 7B-estradiol 

Estrena 

Estriol 

Testosterona 

t de Reacción Cruzada 

100.0 

l. 7 

o.a 

0.0002 
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x.- METO DOS 

x.a..- filOSlNTESIS .!H YITEQ DE HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES 

x.a.1.- OBTENCION DE LOS TEJIDOS 

Los especimenes se sacrificaron por decapitación, 

disecándose de la región caudal del plastrón, junto o por 

separado, el complejo urogenital gónada-mesonefros (Tabla l.). 

Se =l.oca=n en tubos Pyrex 9820 con 0.5 ml de solución Ringer 

para reptiles (RR) sin cofactores, y 5 uM de alguno de los 

siguientes sustratos: DHA-JH para el estudio de la biosintesis 

de testosterona o de T-JH para estudiar la biosintesis de 

17B-estradiol. El volumen final de incubaclón fué de 500 ul 

(Fig. 17A). 

JC.a..2.- PREPARACION DE LOS SDSTRATOS PARA LA INCUBACION 

Dieciseis uei de DHA-JH o T-JH en solución metanólica se 

transfirieron a tubos de vidrio de bajo contenido en potasio 

40, y se evaporaren a sequedad en baño de agua a Goºc y con 

corriente de nitrógeno. A cada tubo se le agregó 1 ml de éter 

etilico libre de peróxidos y 60 ul de propilen glicol. El éter 

etilico se evaporó tct:almente y el esterol.de radiactivo (DHA-JH 

o T-JH) disuelto en el propilen glicol se incorporó a 2 ml de 
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solución RR. La concentración final fué de 2 uCl/250 ul. Para 

obtener la molaridad apropiada para la incubación (5 uM) del. 

sustrato radiactivo, fue necesario aqreqar a cada tubo, una 

cantidad extra (0.72 ug) de DHA o T radioinertes. La concentra

ción final del. sustrato en la incubación fué de: 2 uCi/2.5 

nmolas de DHA o T/500 ul de solución RR (Tabla 2). 

El proceso de incubación de los diferentes tejidos se 

realizó en un incubador Dubnoff (Precision, GCA Ca., Precision 

scientific) a las temperaturas masculinizante (27-2a0c¡ o 

feminizante (Jl-32"C) en atmósfera gaseosa de 95% 02/5% C02 

(Infra, México) y con agitación suave durante 2 hrs. La 

reao::ián se detuvo agre:;Janda a cada tubo 1 ml de cloroformo

metanol (CM) 2:1 (v/v), manteniendose en refrigeración (4°c¡ 

por un periodo de tiempo no mayor de 48 hrs. Se realizaron 

simultáneamente y en condi.cionas i.dé.i1~, i.'"1cubacicnes de los 

sustratos radiactivos sin tejido y con tejido cardiaco, los 

cuales sirvieron como controles de los experimentos. 
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Tabla 1. Esquema del material biológico utilizado en el 
estudio de la bios1ntesis de testosterona y estradiol. 

BIQªIl!IESIS ºE ',rESIOSTEBONA 
TEMPERATURA DE INCUBACION 
MASCULINIZANTE {27-28~c¡ 
DI* ED** TEJIDO n 

40 29 GO-ME 6 

50 30 GO-ME 7 
50 GO 6 
50 ME 6 

BIOSINTESIS 
TEMPERATURA DE INCUBACION 
MASCULINIZANTE C27-28°C) 
DI ED TEJIDO n 

40 

50 
50 
50 

29 

30 

GO-ME 

GO-ME 
GO 
ME 

6 

7 
7 
7 

TEMPERATURA 
FEMINIZANTE 

DI ED 

40 30 

45 30 
45 
45 

DE ESTRADIOL 
TEMPERATURA 

FEMINIZANTE 
DI ED 

40 

45 
45 
45 

30 

30 

DE INCUBACION 
(31-32°C) 

TEJIDO n 

GO-ME 3 

GO-ME 4 
GO 4 
ME 4 

DE INCUBACION 
(31-32°C) 

TEJIDO n 

GO-ME 

GO-ME 
GO 
ME 

4 

5 
5 
5 

* - día de incubación; días transcurridos después de la 
oviposición 

** - etapa de desarrollo 

GO-ME - gónada-mesonefros 

GO - gónada 

ME • mesonefros 
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Tabla 2.- Esquema experimental uti 1 izado en los estudios de 
biosintesis in vitro de testosterona y estradiol en tejidos 
urogenitales. 

DIAS TEMPERATURA 
INCUBACION INCUBACION TEJIDO SUSTRATO MOLARIDAD 

27-26ºC GO-HE DHA-3H 5 uM 
31-32ºC GO-ME DHA-3H 5 uM 

40 
27-2BºC GO-ME T-3H 5 uM 
31-32ºC GO-ME T-3H 5 uM 

GO-ME DHA-3H 5 uM 

27-2BºC GO DHA-3H 5 uM 

ME DHA-3H 5 uM 
50 

GO-ME T-3H 5 uM 

27-2BºC GO T-3H 5 uM 

ME T-3H 5 uM 

GO-ME DHA-3H 5 uM 

31-32ºC GO DHA-3H 5 uM 

ME DHA-3H 5 uM 

45 

GO-ME T-3H 5 uM 

31-32ºC GO T-3H 5 uM 

ME T-3H 5 uM 

GO-ME• gónada-mesonefros 

GO • gónada 

M • mesonefros 
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Fig. 17.- Diagrama que ilustra la secuencia de métodos 
empleados. para abordar los objetivos planteados en esta tesis. 
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x.a.3.- EXTRACCION, PURIFICACION E IDENTIFICACION 

DE LOS METABOLITOS RADIACTIVOS OBTENIDOS 

DESPUES DE LA INCUBACION 

x.a.3.i.- EXTRACCION 

los tejidos se separaron de los medios de incubación y se 

homcgeneizaron en 100 ul de RR con 3 a 5 golpes (70-90 rpm) con 

un pistilo de Teflón. Del homogeneizado obtenido se tomaron 

alícuotas para determinación de proteínas por el método de 

Bradford (10), empleando albúmina sérica bovina para la curva 

patrón. 

I.Ds metabolitos formados durante la incubación se extrajeron 

de los tejidos homogeneizados con 3x5 volurnenes de CM. Los 

medias de incubación se extrajeron en forma idéntica a lo 

descrito anteriormente. Se determinó el contenido de 

radiactividad en una ali.cuota de los extractos orgánicos tanto 

de los tejidos como de los medios de incubación, en un 

espectrómetro de centcl.leo liquido Packard TRI-CARB, modelo 

2660, contándose las muestras durante un tiempo suficiente para 

asegurar un error no mayor del 3%. La eficiencia del 

espectrómetro fué de 48 a 50% y la corrección para 11quenching11 

se realizó utilizando un programa de estandarización externa. 

'. 
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X.a.3.2.- PURIFICACION E IDENTIFICACION DE METABOLITOS 

La purificación e identificación de los metabolitos 

tritiados formados durante el pro::eso de incubación, se realizó 

utilizando un proceso de dilución isotópica inversa que incluye 

el análisis de la conducta cromatográfica de los compuestos 

formados, asi como su recristalización con una cantidad 

adicional del correspondiente esteroide auténtico hasta la 

obtención de una actividad especifica constante (86; 110; 111.). 

Una vez establecido el contenido de radiactividad, los 

extractos oz:gánicas correspondientes a los medios y tejidos se 

reuni.eron en un solo 'b.lbo. De cada uno de éstos, se tomó una 

alicuota adecuada que se aplicó a cromatofolios ( 5x20 cm) de 

aluminio recubiertos con silica gel con un grosor de 0.2 mm y 

con i."'ldicadcr pa_~ absorción de 111z ultraviolet.a (tN) de 254 nm 

(Merck). Los cromatofolios se lavaron con la mezcla de los 

mismos disolventes que serán utilizados en el procesa 

cromatcqráfica para la separación de los metabolitas formados 

(cloroformo:éter etilico:diclorometano, 50:48:2 v/v). En forma 

paralela en cada cromatofolio, se aplicaron 5 ug de los 

esteroides no radiactivos que servirán como referencias: DHA, 

T, E2, y El, así como una mezcla de ellos. Los esteroides de 

referencia se localizaran en la placa de cromatografia con una 

lampara de UV (T), vapores de yodo (E2, El.) y acido 
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fosfomolilxli= al 5% (DHA), y se determinó su correspondiente 

Rf. La detección de los metabolitos radiactivos se logró 

haciendo pasar cada uno de los cromatofolios por un 

radiocromatcigrafo Scanner Z-201 (Packard) con flujo =ntinuo de 

gas "Q" (98.7% helio: 1.3% n-butano, Linde, México). 

El Rf de cada una de las áreas racliactivas del cromatograma 

(gráfica) se comparó con el Rf del esteroide de referencia 

correspondiente y se delimitó la zona radiactiva para cortarla 

y eluirla con metanal.. El metanol se evaporó a sequedad en un 

rct:avapor a 35-40ºc can vacio. Para establecer la cantidad de 

radiactividad eluida de cada uno, se tomaron alícuotas 

apropiadas por duplicado, agregándole a cada tubo 10 rol de 

solución de centelleo. 

x.a.3.3.- DETERMIN'l"~cxo:: DE Ll' .. PUREZl\ Rl' .. DIOQUIMICA 

DE LOS METABOLITOS FORMADOS 

DESPUES DE LA INCUBACION 

De cada metabolito radiactivo identificado, se tomó una 

alicuota y se evaporó a sequedad en baño de agua a Goºc y con 

corriente de nit.rég'eno. Se le agregó 20-50 mg de la hormona no 

radiactiva correspondiente, testosterona o 17-B-estradiol, y se 

hicieron cristalizaciones sucesivas con metanol y hexano para 

testosterona, y metanal para estradiol. Efectuada las 



68 

cristalizaciones, se separaron con pipeta Pasteur las aguas 

madres (AM) de los cristales (CR), secandose primero con 

nit:réqeno y baño de agua caliente, y posteriormente, en una 

estufa con vacio (Precision Thelco modelo 19) por 30 min a 

45-5oºc. 

De los cristales, asi como de las aguas madres, se pesó una 

alícuota entre 500 y 1000 ug en una electrobalanza CAHN G-2 

(VENTRON CA.lili Division, Ventron Instruments Ce., Paramount, 

Cal.), agregándole 10 ml de solución de centelleo para 

determinar su ccntezúdo radiactivo para calcular la actividad 

especifica de cada muestra cristalizada (86: 110: 111). 
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XI.- DETERKINACION DE LAS CONCENTRACIONES 

DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL 

EN SUERO Y ORGANOS UROGENITALES 

Ia. determinación de las concentraciones de testosterona y 

estradiol en el suero y los órganos urogenitales de L. 

olivacea se realizó por medio de métodos radioinmung 

analíticos (RIA) utilizando anticuerpos especificas (Fig. 178). 

XI.a.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS 

XI.a.l.- SUERO 

A cada embrión se le eliminó la membrana amniótica y el 

vitelo, evitando en lo posible, provocar hemorragia y la sangre 

derramada de los vasos sanc;Juineos extraembrionarios se aspiró 

con jeringa. Al disecar el plastrón, se secó con gasa el exceso 

de liquide ar.miótico, obteniendose la sangre por punción al 

corazón y por escurrimiento después de decapitación. En los 

animales recién eclosionados y posteclosión se obtuvo 

directamente del cuello después de la decapitación. La sangre 

se colectó en tubos sin anticoagulante, dejándose en 

refrigeración (2-4ºC) hasta la formación del coagulo y 

posteriormente se centrifugó a 900 x g/10 min. El suero se 

guardó a -20°c hasta el momento de la medición de 

testosterona y 17-B-estradiol. La relación de las muestras se 

da en la Tabla J. 
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Tabla 3.- Relación de muestras de sangre obtenidos de L. 
olivacea para la cuantificación en suero de testosterona y 
estradiol. 

ID 

TEMPERATURl\ 
Ml>.SCULINIZANTE 

(27-26°Cl 
DI* ED** 

34 22 

GI 35 ND 

36 24 

38 27 

40 29 

EG 45 30 

50 ND 

55+ RE 

15 PE 

ID 

EG 

TEMPERATURA 
FEMINIZANTE 

<31-32°Cl 
PI* ED** 

30 

31 

34 

35 

36 

38 

40 

45+ 

24 

29 

ND 

RE 

5 PE 

10 

15 

* - dia de incubación 
** etapa de desarrollo: cada etapa del desarrollo correspon 
diente a cada d1a de incubación se tomó de Merchant-Larios et 
al. (96). 
GI • 
!D 
EG 
ND 
RE 
PE 
+ 

estadio de gónada indiferenciada 
estadio de inicio de la diferenciación 
estadio de establecimiento gonadal 
etapa de desarrollo no determinada 
reciAn eclosión 
dias posteclosion 
± 3 dias 

gonadal 

NOTA: Por cada dia de incubación se cuantificó testosterona y 
estradiol en el suero de tres especímenes. La obtención de las 
muestras de suero se realizó en dos ocasiones. y con una 
diferencia de un a~o entre cada una de ellas (1987 y 1988). 
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XI.a.2.- ORGANOS UROGENITALES 

Las concentraciones de testosterona y estradiol en tejidos 

urogenitales, se detenninaron en 6 embriones masculinos de 40 

dias de incubación, s embriones femeninos de 30 dias de 

incubación, 4 de 40 días de incubación, y 4 hembras recién 

eclosionadas. 

Las gónadas, mesonefros e interrenales se obtuvieron de la 

misma forma descrita para los estudios de biosintesis (IX .a). 

tas gónadas prevenientes de todos los animales del mismo elia de 

incubación se reunieron en un solo tubo para su 

homo;eneización. De igual manera se procedió con los mesonefro!i 

y las interrenales. Los diferentes tejidos se homogeneizaron en 

1 ml de BF con 3-5 golpes (70-90 rpm) con un pistilo ele Teflón 

No. o (Thomas Co., PA., USA). 

xr.a.2.a.- EXTRACCION DE LOS ESTEROIDES 

DE LOS TEJIDOS HOMOGENEIZADOS 

A cada tubo que contenía los diferentes tejidos 

homogeneizados se le agregaron 1-2 ml ele éter etilico libre de 

peróxidos y se agitó en vortex por 1 min. Al separarse las dos 

fases, los tubos se introdujeron en un recipiente con hielo 

seco-acetona y una vez congelada la fase acuosa (inferior) se 
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decantó la fase orgánica. Este procedimiento se efectuó dos 

veces reuniendose las fases orgánicas, evaparandcse en baño de 

agua a so0 c y con corriente de nitrógeno (Infra, México). 

La medición de las concentraciones de testosterona y 

estradiol se realizó en alicuotas apropiadas de las muestras de 

suero y de los extractos de los tejidos resuspendiendose en BF. 

Las concentraciones de testosterona y estradiol en las 

muestras se determinó a partir de los métodos radioinmung 

analíticos (RIA) utilizados en el Programa Especial de 

Investigación, Desarrollo y Entrenamiento en Reproducción 

Humana de la organización Mundial de la Salud (OMS) de Ginebra, 

Suiza (186) .. Todos los análisis realizados en este Programa, 

están sometidos a un control de calidad interno según los 

lineamientos del laboratorio y a un control de calidad externo 

por parte del Centre de Control de Radioinmunoanálisis de la 

OMS en Londres. Las especificaciones del control de calidad de 

los análisis de los asteroides se describen en la Tabla 4. 
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Tabla 4.- Especificaciones y parámetros de control de calidad 

para los RIA de testosterona y estradiol. 

TESTOSTERONA ESTRADIOL 

SENSIBILIDAD 2. 59 pg/tubo 2 .40 pg/tubo 

INTERVALO DE LA 

CURVA PATRON 11.50-366.0 pg/tubo 6.B0-217.60 pg/tubo 

DOSIS-RESPUESTA 

% VARIACION 

INTRA-ANALISIS 5.61 B.63 

INTER-ANALISIS 9.72 12.56 
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XIL- DETERMINACION DE LA llNION DE ESTRAmOL TRITIADO 

AL RECEP!'OR DE ESTROGENOS EN LOS TEJIDOS tlROGENITALES 

En este estudio (Fig. l.7C) se utilizaron: i) el compl.ejo 

urogenital, gónada-mesonefros, de 5 embriones de 40 dias de 

inaJ.baclón {etapa 29) y 3 embriones de 45 dias de incubación 

(etapa 30) desarrollados bajo el efecto de la temperatura 

masculinizante, il) 6 embriones de 26 dias de incubación (etapa 

de desarrollo no determinada) desarrollados bajo el efecto de 

la tempera.tu.....,. feminizante y 4 de 40 dias de incubación (etapa 

30), y lli) se estudiaron en forma independiente las gónadas, 

mesonefros, e interrenales de 6 tortugas macho de 15 dias 

posteclos.ión. Los tejidos se obtuvieron en la misma forma como 

se describió en el inciso X.a.l y se colocaron en una solución 

amortiguadora TEDM pH 7.4 a 4ºc (relación p/v 3:l.) con 5000 

UK de aprotinina (Sigma Chern. Ca) por ml como inhibidor de 

proteasas. Se homogeneizaron con un pistilo de Teflón No o (3-5 

goJ.pes a 70-90 rpm) empleando un homogeneizador 4554 de Cole 

Pal.roer (Cole Pal.roer Instrument Ce., USA) (l.93). 

De cada homogeneizado se colocaron alicuotas de 600-800 ul 

en tubos de polialómero de 5 x 4 mm (Beckman) y se 

centrifugaron en una ultracentrifUga Beckman LB-70 (Beckman 

Instruments, Palo Alto, CA, USA) utilizando un rotor SW 50.l a 

105,000 x g/l. hr a 4°c en una ultracentrifuga Beckman LB-70 
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(193). De cada citosol obtenido se tornaron alicuotas para 

determinar, por el método de Bradford (lO), la concentración de 

proteinas, empleando albúmina sérica bovina (BSA) para la curva 

patrón. 

Se ino.Ibaran 400 ul de cada citosol con estradiol tritiado 

(E2-3H) durante 4-6 hrs a 4°c. Terminado el tiempo de 

incubación el esteroide libre (no unido al receptor) se separó 

del complejo hormona-receptor adicionando a cada tubo 500 ul de 

\U'la suspensión de carbón-dextrán incubandose durante 5 min a 

4ºc (193). Posteriormente se centrifugaron a 800 x g/10 rnin a 

4ºc y los sobrenadantes se transfirieron a tubos de 

polialómero que contenían un gradiente lineal de sacarosa 

(20-35%), se sellaron los tubos con calor (Tube sealer, 

Beckman) y se centrifugaron a 370,000 x g/2.~ hrs a 2°c en un 

retor vertical VTI-65 (193) (Fig. 6). Posteriormente el fondo 

de cada tubo se perforó por punción y los gradientes se 

colectaron en fracciones de 150 ul en tubos de vidrio con bajo 

cxmtenido de potasio 40. A cada uno se les agregaron 10 ml de 

Instagel (Packard) y se contaron en un espectrómetro de 

centelleo TRI-CARB modelo 2660 (Packard) el tiempo necesario 

para tener un error no mayor de 3%. Se utilizaron gradientes 

adicionados can BSA-naftol azul-negro (Sigma) como marcador 

interno para determinar el coeficiente de sedimentación (85; 

193). 
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xu:r.- ANALl:S:IS ESTAD:ISTICOS 

De los resultados obtenidos de la cuantificación por RIA de 

testosterona y estradiol en suero de ambos sexos de embriones, 

tortugas recién eclosionLJ.das, y posteclosión d.a L. ollvacea, 

se realizaron análisis de varianza (ANOVAS) utilizando modelos 

desbalanceados e incompletos, denominados Modelo Lineal General 

(GLM), así o:imo de llevar al cabo análisis de regresión. Para 

ambos estudios se utJJ.izó el paquete estadistico SAS (168; 

169). 
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XIV.- RESULTADOS 

XIV.a.- BIOSINTESIS 

Una vez realizado el proceso de extracción de los tejidos y 

los medios de incubación con cloroformo-metanol, la 

recuperación del material radiactivo en los extractos 

orgé.nicos, fué del 95 al 9l1%. 

XIV.a.]..- BIOSINTESIS IN VITRO DE TESTOSTERONA 

Después de someter a los extractos orgánicos de los 

diferentes tejidos incubados con DHA-3H al proceso de 

separación crornatagráfica, se detectó por media del 

radiocromatógrafo "scanner" la presencia de varias zonas 

radiactivas (Fig. 18). 

zcna l.- Esta zona que presentó un Rf de 0.14 fué la zona de 

mayor polaridad y su movilidad cromatográfica no correspondió 

con los esteroides de referencia empleados, por lo que no se 

cxmsideró de interés establecer su identificación en vista de 

los objetivos especificas del estudio. 

Zcma 2.- La zona dos, exhibió un Rf de 0.32 que correspondió 
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exactamente al Rf de la testosterona radioínerte utilizada como 

referencia. Esta zona radiactiva fué eluida con metanol y se 

determinó su contenido radiactivo. Posteriormente se agregó una 

can?dad extra de testosterona no marcada para realizar las 

recristalizaciones sucesivas hasta la obtención de una 

actividad especifica constante (Tabla 5, 6), con lo cual, se 

pudo establecer la pureza radioquirnica del metabolito 

radiactivo formado, y por lo tanto, su identificación como 

testosterona (Fig. 22). 

Zona J.- Esta zona radiactiva con un Rf igual a 0.44, 

~-pendió al precursor DHA-3H no metabolizado, por lo que no 

se consideró necesario verificar su pureza radioquimica. 

zona 4.- La cuarta zona radiactiva presentó un Rf de 0.51, 

idéntico al de la androstendiona de referencia, y la única 

evidencia para establecer su identidad, fué su movilidad 

cromatoqráfica. 

la presencia de las a.xatro zonas radiactivas anteriormente 

descritas, fué constante en todos los tejidos urogenitales 

utilizados en las diferentes etapas del desarrollo (Fig. 18). 

El análisis del extracto orgánico de las incubaciones de 

control en las que se utilizó como preparación tisular el 
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corazón de los mismos animales, Uicamente mostró la zona 

radiactiva correspondiente al precursor DIIA-Jll (Fig. 20B), y la 

=matografia del extracto cloroformo-metanol de la incubación 

del precursor tritiado, en ausencia de tejido, sólo presentó 

una zona radiactiva correspondiente a la DHA-JH (Fig. 20A). El 

a:mtenido r~diactivo de esta zona se determinó y se utilizó 

para calcular el porcentaje de las pérdidas ocurridas al través 

de los procesos de incubación, extracción y =matcgrafia. Este 

porcentaje de pérdidas fué de 58%. 
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F.iq. 18.- Gráficas obtenidas del radiocromatógrafo (scanner) 
que muestran las zonas radiactivas presentes en las placas de 
gel de silica después de aplicarles una alicuota de los 
extractos orgánicos de cada uno de los experimentos de 
biosintesis de testosterona a partir del precursor tritiado 
dehidroepiandrosterona (DHA-JH). Las gráficas del panel 
izquierdo (A, B, e, O) corresponden a los experimentos llevados 
al cabo a la temperatura masculinizante (27-2a0c¡ y las del 
panel izquierdo (E, F, G, H) a la temperatura ferninizante 
(31-nºc¡. 

A y E= gónada-me.sonefros de embriones masculinos y femeninos 
de 40 d.i. respectivamente. 

B y F= gónada-mesonefros de embriones masculinos de 50 d.i y 
femeninos de 45 d.i respectivamente. 

e y G= gónadas de embriones masculinos de 50 d.i y femeninos 
de 45 d.i respectivamente. 

D y H= mesonefros de embriones masculinos de 50 d.i y 
femeninas de 45 d.i respectivamente. 

L. APLI.= linea de aplicación o zona radiactiva 
correspondiente al área de aplicación en la placa de gel de 
silica de la muestra (alícuota) del extracto orgánico a ser 
analizado en el escanner. 

l= zona radiactiva muy polar que no =rrespondió a ninguno de 
los estandares utilizados como refrencia. 

2= zona radiactiva correspondiente a la t~stosterona (T). 

3= zona radiactiva correspondiente a la 
dehidroepiandrosterona ( DHA). 

4= zona radiactiva correspondiente a la A-4-androstendiona 
(A4A). 
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Tabla 5.- Pureza radioquimica de la Testosterona-3H 
biosintetizada durante la incubación con DHA-3H de los órganos 
urogenitales de la tortuga marina L. olivacea. 

TEMPERATURA MASCULINIZANTE 27-28ºC 

40 DI* ED**29 TEJIDO, GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e)*** AGUAS MADRES (a.e) 

dpm/mg dpm/mg 
1 1245 1406 
2 326 508 
3 278 428 
4 232 258 

50 DI ED 30 TEJIDO, GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e) 

dpm/mg dpm/mg 
1 434 940 
2 271 694 
3 224 292 

50 DI ED 30 TEJIDO, GONADA 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e) 

dpm/mg dpm/mg 
1 119 261 
2 194 195 
3 159 142 

50 DI ED 30 TEJIDO' MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.el AGUAS MADRES (a.el 

dpm/mg dpm/mg 
l 168 183 
2 249 187 
3 172 178 

día de incubación; **- etapa de desarrollo embrionario; 
***- actividad especifica. 
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Tabla 6.- Pureza radioqu1mica de la Testosterona-3H 
biosintetizada durante la incubación con DHA-3H de los órganos 
urogenitales de la tortuga marina L. olivacea. 

TEMPERATURA FEMINIZANTE 

40 DI• ED••29 TEJIDO: GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e)••• AGUAS MADRES (a.e) 

dpm/mg dpm/mg 
l 66 1351 
2 217 266 
3 120 131 
4 109 114 

45 DI ED 30 TEJIDO: GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e) 

dpm/mg dpm/mg 
l 487 939 
2 251 451 
3 275 274 
4 240 245 

50 DI ED 30 TEJIDO: 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.el 

dpm/mg 
l 175 
2 131 
3 127 

GONADA 
AGUAS MADRES 

dpm/mg 
205 
200 
139 

50 DI ED 30 TEJIDO: MESONEFROS 

Ca.e} 

CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.el AGUAS MADRES (a.e) 
dpm/mg dpm/mg 

1 334 426 
2 254 303 
3 201 272 
4 250 200 

día de incubación; 
***- actividad específica. 

etapa de desarrollo embrionario; 
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XIV.a.2.- BIOSINTESIS IN VITRO DE ESTRADIOL 

Los metabolitos formados durante la incubación de los 

tejidos urogenitales con T-3H, y extraidos con 

cloroformo-rnetanol, se separaron utilizando métodos de 

cromato;raf:fa en capa fina. El análisis de los cromatogramas, 

empleando un rad.icx::romatógrafo "scanner", reveló la presencia 

de cuatro zonas radiactivas (Fig. 19). 

Zona 1.- La zona uno, con una movilidad cromatográfica 

:idéntica a la testosterona empleada como referencia (Rf 0.39), 

correspondió al precursor tritiado no metabolizado 

(testosterona), por lo que no se consideró necesario verificar 

por medio de recristalizaciones su identidad y pureza 

radioquimica. 

Zc:na 2.- Esta zona que coincidió exactamente con la zona del 

estradiol de referencia (Rf 0.48) fué eluida y después de 

agregar una cantidad extra de estradiol radioinerte se 

:rcc:ristal.izó h~ obtener una actividad especifica constante, 

demostrandose plenamente la pureza radioquírnica del estradiol 

tritiado fÓrmado durante el proceso de incubación in vitro 

(Tabla 7, 8) (Fig. 22). 

Zona 3.- La zona radiactiva localizada en el cromatograma 
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OOIDO la zona de menor polaridad, con un Rf de 0.56, presentó 

durante la purificación cromatoqráfica, una movilidad idéntica 

a la de androstendiona. 

Zona 4.- Zona correspondiente a la estrena de referencia, 

presentando un Rf de 0.66. 

La formación de androstendiona y de ambos estrógenos 

tritiados se observó en todos los tejidos incubados con T-3H 

(Fig. 19). La cromatografia de los extractos de las 

incubaciones utilizadas como controles (Fig. 21), sólo reveló 

la presencia del precursor no metabollzado, el cual fué eluido 

ccn metanol y la cantidad de T-3H recuperadas se empleó para la 

co=ección de pérdidas que normalmente ocurren durante el 

proceso experimental. Siendo este de 55%. 



85 

Fiq. 19.- Gráficas obtenidas del. radiocromatógrafo (scanner) 
que muestran las zonas radiactivas presentes en las placas de 
gel de sillca después de aplicarles una alicuota de los 
extractos orgánicos de cada uno de los experimentos de 
biosintesis de estradiol a partir del precursor tritiado 
testosterona (T-JH). Las gráficas del panel. izquierdo (A, B, e, 
D) corresponden a los experimentos llevados al cabo a la 
temperatura masculinizante (27-2aºc) y las del panel 
izquierdo (E, F, G, H) a la temperatura feminizante 
(31.-32°C). 

A y E= g6nada-mesonefros de embricnes masculinos y femeninos 
de 40 d.i. respectivamente. 

B y F= gónada-mesonefros de embriones masculinos de 50 d.i y 
femeninos de 45 d.i respectivamente. 

C y G= gónadas de embriones masculinos de 50 d.i y femeninos 
de 45 d.i respectivamente. 

O y H= mesonefros de embriones masculinos de 50 d.i y 
femeninos de 45 d.i respectivamente. 

L. APLI.= linea de aplicación o zona radiactiva 
correspondiente al área de aplicación en la placa de gel de 
sil.ica de la muestra (alícuota) del extracto orgánico a ser 
analizado en el escanner. 

1= zona radiactiva correspondiente al precursor testosterona 
(T). 

2= zona radiactiva correspondiente al estradiol (E2). 

3= zona radiactiva correspondiente a la A-4-androstendiona 
(A4 A). 

4= zona radia6tiva correspondiente a la estrena (El). 
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Tabla 7.- Pureza radioquímica del Estradiol-3H biosintetizado 
durante la incubación con T-3H de los órganos urogenitales de 
la tortuga marina L. ol ivacea·. 

TEMPERATURA 

40 DI* ED"*29 1.1: .. JIDO: GONl\Dl\-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e)*** AGUAS MADRES (a.e) 

dpm/mq dpm/mq 
1 110 1285 
2 36 206 
3 100 65 

50 DI ED 30 TEJIDO: GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES 

dpm/mq dpm/mq 
1 157 796 
2 106 164 
3 111 115 

50 DI ED 30 TEJIDO: GONADA 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES 

dpm/mg 
1 246 
2 177 
3 146 

50 DI ED 30 TEJIDO: MESONEFROS 

dpm/mg 
674 
133 
146 

(a.el 

(a.e) 

CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e) 
dpm/mg dpm/mg 

1 207 1095 
2 266 266 
3 157 216 
4 164 124 

*- día de incubación: **• etapa de desarrollo embrionario; 
***• actividad especifica. 
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Tabla 8.- Pureza radioquímica del Estradiol-3H biosintetizado 
durante la incubación con T-3H de los órganos urogenitales de 
la tortuga marina L. olivacea. 

TEMPERA1URA FEMINIZANTE 31-32ºC 

40 DI* ED**29 TEJIDO, GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e)*** AGUAS MADRES (a.el 

dpm/mg dpm/mg 
l 93 1126 
2 46 239 
3 34 62 

45 DI ED 30 TEJIDO, GONADA-MESONEFROS 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES Ca.el 

dpm/mg dpm/mg 
l 181 1408 
2 127 389 
3 118 142 
4 114 117 

45 DI ED 30 TEJIDO, 
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) 

dpm/mg 
l 249 
2 181 
3 150 

GONADA 
AGUAS MADRES 

dpm/mg 
1777 

436 
144 

45 DI ED 30 TEJIDO, MESONEFROS 

(a.e) 

CRISTALIZACION No. CRISTALES Ca. el AGUAS MADP.ES Ca. el 
dpm/mg dpm/mg 

195 608 
2 222 231 
3 125 171 

dia de incubación: 
***• actividad específica. 

etapa de desarrollo embrionario: 
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Fig. 20.- Gráficas que muestran los radiocromatogramas de 
placas de gel de sílica, conteni~ndo um1 elíi:uota de los 
extractos orgánicos de las incubaciones control llevados al 
cabo en los experimentos de biosintesis de testosterona 
utilizando como precursor. dehidroepiandrosterona tritiada 
(DHA-3H) _ A• gráf::.ca del extracto organice de la incubación 
control en ausencia de tejido. B- grAfica del extracto 
órganico de la incubación control en presencia de tejido ... 
cardiaco. L. APLI• linea de aplicación o zona radia,ctiva 
correspondiente al área de aplicación en la placa de gel de 
silica de la muestra (alícuota) del extracto orgánico a ser 
analizado en el radiocromatógrafo (scanner). 

A~·~r - -··t 

• 1 

Fig. 21.- Gráficas que muestran los radiocromatogramas de 
placas de gel de silica. conteniendo una alícuota de los 
extractos orgánicos de las incubaciones control llevados al 
cabo en los experimentos de biosintesis de estradiol utilizando 
como precursor, testosterona tritiada (T-3H). A• gráfica del 
extracto organice de la incubación control en ausencia de 
tejido. B• gráfica del extracto órganico de la incubación 
control en presencia de tejido cardiaco. L. APLI• linea de 
aplicación o zona radiactiva correspondiente al área de 
aplicación en la placa de gel de sil ica de la muestra 
(alícuota) del extracto orgánico a ser analizado en el 
radiocromatógrafo (scanner) . 
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Para calcular la cantidad de testosterona y estradiol 

tritiados biosintetizados durante los experimentos, se 

ccnside.raron las dpm de las recristalizaciones una vez que la 

actividad esp..ecifica en los cristales permaneció constante e 

idéntica a la de las aguas madres. El resultado se multiplicó 

por los mg del esteroide radioinerte agregados para realizar 

las recr.istal..izaciones, y las cifras obtenidas se corrigieron 

de acuerdo al porcentaje de recuperación de los controles 

incubados sin tejido, diseñados para este objetivo. La cantidad 

de dpm de tritio se transformó a pmolas, considerando la 

actividad especifica de los substratos tritiados incubados y el 

resultado final se expresó en pmolas del esteroide tritiado 

formado por cada uno de los espec:!menes (embrión) utilizados en 

cada experimento (Tablas 9-10). 
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Tabla 9.- Fentomolas por embrión de Testosterona-3H formadas 
durante 2 horas de incubación, empleando DHA-3H como substrato. 

TEMPERATURA TEMPERATURA 
MASCULINIZAIITE FEMINIZANTE 

27-20°C 31-32°C 
DI ED TEJIDO fmolt_emb DI Jill TEJIDO fmol/_emb 

40 29 GOME 2500 Cn•6l 40 30 GOME 2000 (n-3) 

-----
50 30 GOME 2143 (n-7) 45 30 GOME 3250 cn-4) 
50 30 GO 1500 Cn•6) 45 30 GO 1250 (n•4) 
50 30 ME 2167 Cn•6l 45 30 ME 3250 (n•4) 

DI - días de incubación 
ED • etapa de desarrollo 

GOME - gónada-mesonefros 
GO • gónada 
ME - mesonefros 

fmol/emb - fentomolas por embrión 
n - número de especímenes estudiados 

Tabla 10.- Fentornolas por embrión de Estrad101-3H formadas 
durante 2 horas de incubación, empleando T-3H como substrato. 

TEMPERATURA 
MASCULINIZANTE 

27-20°C 
!ll ED TEJIDO fmolt.emb 

40 

50 
50 
50 

29 GOME 033 (n•6) 

30 GOME 714 Cn•7) 
30 GO 1000 ln•6l 
30 ME 3600 Cn•6l 

DI - d!as de incubación 
ED •etapa de desarrollo 

GOME • gónada-mesonefros 
ClO • gónada 
ME • mesonefros 

!ll 

40 

45 
45 
45 

tmol/emb - fentomolas por embrión 

TEMPEHhT'.JHJ\ 
FEMINIZANTE 

31-32°C 
Jill TEJIDO fmolt..emb 

30 GOME 1667 Cn•4l 

30 GOME 1200 (n•5l 
30 GO 1600 Cn•5l 
30 ME 3600 (n•5l 

n - número de especímenes estudiados 
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Fig. 22.- Biotransforrnación in vitro del precursor tritiado 
dehidroepiandrosterona (DHA-3H) en testosterona tritiada 
(3H-Tl, asi como del precursor tritiado testosterona en 
estradiol tritiado (E2-3H}, por el complejo urogenital 
gónada-mesonefros de embriones masculinos y femeninos de 40 
dias de incubación (etapa 29 y 30 respectivamente). Asi como, 
por las gónadas y mesonefros de tortugas masculinas de 50 
dias de incubación (etapa de desarrollo 30), y hembras de 
45 C:! :.~ de iric:'..!b~-: i ~~ ( ~t ap~ 30; no ec 1 os i onadas) . 1• 
A4-A5-isomera9a; 2- 3-B-ol-hidrixiesteroide-deshidrogenaea; 
3• 17-a-hidroxiesteroide-deshidrogenasa: 4• 19-hidroxilasa: 
5• arome.tasas. 
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XIV.b.- RADIOINMUNOANALISIS (RIA) 

XIV.b.1.- DETERMINACION EN SUERO 

XIV.b.1.1.- TESTOSTERONA 

Ia cuantificación sérica de testosterona durante las tres 

etapas estudiadas: embrionaria, recién eclosión y posteclosión, 

del desarrollo de L. olivacea, los animales que se 

desarrollaron bajo el efecto de la temperatura rnasculinizante, 

la =ncentración de este andrógeno (Tabla ll) sigue un patrón 

discontinuo (F'ig. 2J). 

Durante la etapa embrionaria se presentó un incremento 

gradual hasta el día J6 (etapa 24). Aumentando 

considerablemente (16 pg/ml más que el día J6, etapa 24) en el 

día J8 (etapa 27). Disminuyendo drarnaticarnente en embriones de 

40 d.i (etapa 29), de 47 pg/ml a 28 pg/ml comparada con la de 

embriones de J8 d.i (etapa 27) (Fig. 2J). Volviendo a 

incrementarse a partir de los 45 d.i (etapa JO); culminando en 

el día 50 (etapa JO) (Fig. 2J). 

En las tortugas masculinas de recién eclosión, la 

concentración del andrógeno baja ligeramente (2 pg/ml) 

comparada con el último dia de desarrollo embrionario (etapa 
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30); aumentando (7 pg/ml) en tortugas masculinas jóvenes de 15 

dpe (Fig. 23). 

La concentración ser.i.ca de testosterona en los animales que 

se desarrollaron bajo el efecto de la temperatura feminizante 

(Tabla 11), se incrementa en forma lineal en las tres etapas 

estudiadas (embrionaria, recién eclosión y posteclosión) (Fig. 

24). 

Apreciandose en ambos sexos un hecho muy interesante. Los 

embriones masculinos muestran dos fases durante su última etapa 

del desarrollo embrionario (etapa 30). Una fase inicial que 

ex>rresponde a animales de 45 d.i y una fase intermedia, que 

oxresponde a embriones de 50 d.i (Fig. 23). Por su parte, en 

los embriones que se desarrollaron bajo el efecto de la 

temperatura feminizante, se aprecia una clara etapa de 

transición entre la pernil.tima y última etapa de su desarrollo 

embrionario (etapa 29 y JO, respectivamente). Conformada por 

animales de 34, 35 y 36 d.i (Fig. 24). Apreciandose también una 

fase transitoria en su etapa JO. La inicial, correspondiente a 

embriones de 38 d.i y la intermedia a embriones de 40 d.i (Fig. 

24). 

Al. comparar la =ncentración del andrógeno entre ambos sexos 

en días de incubación, es mayor en las hembras de 4 O y 4 5 d.i; 
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aumentando sensiblemente en los machos de recién eclosión 

(Tabla 11). Por su parte, en las hembras jóvenes de 15 dpe se 

incrementa considerablemente (1.'abla 11). 

Al comparar la =ncentración de este andrógeno entre ambos 

sexos en etapas de desarrollo, es mayor en los machos a 

excepción de las tortugas femeninas de 15 dpe (Tabla 12). 

XIV.b.1.2.- ESTRADIOL 

La concentración sérica de 17-B-estradiol durante las tres 

etapas estudiadas (embrionaria, recién eclosión y 

post.eclosión), en los 'animales cuyos huevos se desarrollaron 

bajo el efecto de la temperatura masculinizante (Tabla 11), se 

presentó un patrón similar al descrito para testosterona. 

Manteniendose la misma concentración entre embriones de 50 d.i 

(etapa 30 intermedia) y tortugas masculinas de recién eclosión 

(Fig. 23). Disminuyendo dramilticamente en tortugas masculinas 

jóvenes de 15 dpe (Fig. 23). 

En animales prevenientes de huevos incubados bajo el efecto 

de la temperatura feminizante, la concentración del estradiol 

durante las tres etapas estudiadas (embrionaria, recién 

eclosión y posteclosión) (Tabla 11), se presentó un patrón 

silllilar al descrito para testosterona (Fig. 24). Disminuyendo 
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la concentración del estrógeno, en las tortugas femeninas 

jóvenes de 10 dpe; haciendose patente esta baja en las hembras 

jóvenes de 15 dpe (Fig. 24). 

Al comparar la concentración del estrógeno entre ambos sexos 

en días de incubación, es mayor en las hembras, haciendose muy 

patente en el día 40 (Tabla 11). 

Al comparar entre ambos sexos la concentración de 

17-B-estradial en etapas de desarrollo, el estrógeno es mayor 

en los machos, ernparejandose en las etapas JO inicial e 

intermedia como en tortugas recién eclosión (Tabla 12). 

cambiando la relación en las tortugas de 15 dias posteclosión. 

XIV.b.L3.- RELACION ENTRE AMOOS SEXOS EN LA CONCENTRACION 

DE 'rESTOSTERONA Y ESTRADIOL 

En ambos sexos, se observa una interesante relación entre la 

concentración de estradiol con la de testosterona (Fig. 23-24); 

además, al comparar en ambos sexos la concentración de ambas 

hormonas esteroides sexuales durante las tres etapas 

estudiadas: embrionaria, recién eclosión, y posteclosión, el 

estrógeno es mayor, a excepción de los machos y hembras jóvenes 

de 15 dpe, en donde baja drasticamente (Fig. 23-24). 
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Tabla 11.- Concentración Cpg/ml l de testosterona y estradiol 
en suero de L. ol ivacea durante su etapa embrionaria. recién 
eclosión y posteclosión. 

TEMPERATU!lA MASCULINIZANTE 
(27-2BºCl 

TI:SIOSTERON11 J;;STRl\D~O!,, 
lll ED l 2 X 2 X 
30 No 
31 ND 
34 22 31.40 30.70 31 36.40 41.60 40 

GI 35 NO 33.30 32.BO 33 41.BO 42.20 42 
36 24 31. 60 34.20 33 43.20 44.BO 44 

ID 36 27 49.20 44.80 47 51.70 52.30 52 
40 29 29.30 26.70 28 31.70 34.30 33 

EG 45 30 35:80 38.20 37 46.40 43.60 46 
50 30 45.60 46.40 46 48.30 53.70 51 
55 RE 43.70 44.30 44 52.80 49.20 51 
60 ND 
70 15 PE 46.60 51.40 50 32.50 27. 50 30 

EMPERATURA FEMINIZANTE 
(31-32ºCl 

TJ;;SIOSTERON11 ESTRl\DIO!,, 
lll ~ 1 2 X 1 2 X 

ID 30 24 11. 70 14.30 13 i2.30 15.70 14 
31 29 13.60 12.40 13 14.20 13.BO 14 
34 T 21.70 22.30 22 33.20 30.BO 32 

EG 35 T 29.40 24.GO 27 35.60 34.40 35 
36 T 26.70 23.30 25 35.70 30.30 33 
36 30 29.30 34.70 32 40.30 41.70 41 
40 30 36.30 41.70 39 52.60 47 .40 50 
45 RE 37.60 42.20 40 51.70 54.30 53 
50 5 PE 44.50 47.50 46 56,60 57.20 57 
55 10 PE 53.20 50.60 52 53.30 56.70 55 
bO 15 PE 65.70 60.30 63 41.70 39 .30 41 
70 ND 

GI• estadio de gónada indiferenciada: ID• estadio de inicio 
de la diferenciación gonadal: EG• estadio de establecimiento 
gonadal; DI• día de incubación: EO• etapa de desarrollo; 
NO• etapa del desarrollo no determinada; T• etapa del 
desarrollo embrionario determinada como etapa de transición 
(etapa 29/30); RE• recién eclosión; PE• dias posteclosión; 
1• primera cuantificación (1987); 2• segunda cuantificación 
(1966): X• media. 
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Tabla 12.
testosterona y 
femeninos de 

Comparación de la concentración (pg/ml) de 
estradiol en suero de embriones masculinos y 
L. olivacea durante algunas etapas de su 

de~arrollo. 

EMBRIONES MASCULINOS EMBRIONES FEMENINOS 
TEMPERATURA DE INCUBACION TEMPERATURA DE INCUBACION 

27-29°C 31-32°C 
ED DI T E2 ED DI T E2 

10· 27 39 47 52 24 30 13 14 

29 40 28 33 29 31 13 14 
EG 30* 45 37 46 30* 38 32 41 

30** 50 46 51 30** 40 39 50 

RE 55 44 51 45 40 53 

PE 15 50 30 15 63 41 

ID• estadía de inicio de la diferenciación; EG• estadio de 
establecimiento gonadal: RE• reclén eclosión; PE• 
posteclosión; ED• etapa de desarrollo embrionario: DI• dia 
de incubo.cién; T- ti?stosterona: E2• estradiol: inicio 
de la última etapa de desarrollo embrionario; ••- fase 
intermedia de la última etapa de desarrollo embrionario. 
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so 

10 

'-----~------,--,-,--, 
Dr 34 !iS !i6 30 l.all 115 50 55 15 
ED 2..Z.._2~L-2!l.-2.i--2!L.JtL.llf" -· --

atapa de du&al"'rollc RE PE 

Fig. 23.- Gráfica que muestra la concentración en suero de 
testosterona ( • ) y estradiol ( •) durante las tres etapas 
estudiadas de la ontogenia de machos (temperatura de incubación 
27-28cC) de L. olivacoa. d.i• d1a de incubación: e.d- etapa 
de desarrollo embrionario: r.e- recién eclosión: p.e
posteclosión; 30• inicio de la etapa de desarrollo 30; 30• fase 
intennedia de la etapa de desarrollo 30. 

'º 

so 

10 

-1-r 
DI !ilJ 31 34 3':i 36 30 110 1¡5 5 10 l!i 
EO Zl:l--29--=....Z!JL.3~'' _ 

at.ap-. dit doaar-rol lo ne -pe-
Fig. 24.- Grafica que muestra la concentración en suero de 
testosterona ( • ) y estradiol ( •) durante las tres etapas 
estudiadas de la ontogenia de hembras <temperatura de 
incubación 31-32ºCl de L. olivacea. d.i• día de incubación; 
e.d• etapa de desarrollo embrionario: r.e• recien e=losion; 
p.e• posteclosion: 29/30- etapa de transición; 30• inicio de la 
etapa de desarrollo 30: 30• fase intermedia de la etapa de 
desarrollo 30. 

'-
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XIV.b.1.4.- ESTABLECIMIENTO DE LOS ESTADIOS DE LA 

DIFERENCIACIOH GOHADAL DE L:. olivacea 

PARA DESARROLLAR LOS AHALISISI ESTADISTICOS 

A partir de los resultados de las determinaciones en suero 

de testosterona y estradiol por RIA (Tabla lJ), se estableció 

que la etapa embrionaria en machos y hembras está conformada 

por tres estadios de la diferenciación ganada!: estadio de 

gónada indiferenciada, estadio de iniciación de la 

diferenciación gonadal, y establecimiento gonadal, asi como 

estadio de recién eclosión y posteclosión. Estos estadios se 

designaron con base a la descripción morfológica de la 

diferenciación gonadal de L. olivacea realizada por 

Merchant-Larios y col. (96). Cada uno de estos estadios se 

muestra en la Tabla 13. 

Con el objeto de establecer si existen diferencias 

estadisticarnente significativas entre cada uno de los estadios 

determinados en: i) cada sexo, y ii) entre ambos sexos, se 

hicieron análisis de varianza (ANOVAS) con modelos GLM, y con 

el objeto de establecer si las concentraciones de testosterona 

y estradiol, durante la ontogenia (dias de incubación) de L. 

olivacea, tenían un c~rnportarniento que pudiese describirse 

matemáticamente· con una función lineal, se llevaron al cabo 

'análisis de regresión. 
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Tabla 13.- Establecimiento de los estadios de la 
diferenciación gonadal de L. olivacea para llevar al cabo los 
análisis estad1sticos. 

TEMPERATURA MASCULINIZANTE 
c2;-2a~c¡ 

EGI EID EEG RE E& 
DI ED DI ED DI ED fil 
34 22 
35 23 
36 24 

39 27 
40 29 

45 30 
50 30 

55 

15 

TEMPERATURA FEMINIZANTE 
C31-32~c¡ 

__!;fil_ EID EEG RE PE 
DI ED DI ED DI ED fil = 

30 24 
31 29 
34 T 
35 T 
36 T 
38 30 
40 30 

45 
5 

10 
15 

EGI• estad1o de gónada indiferenciada: EID• estad1o de 
inicio de l~ diforonci~ción gon~d~l; EEC~ c~~~dic de 
establecimiento gonadal; RE• estadio de recién eclosión: 
PE• estad!o de posteclosión (días posteclosión): DI• dfa de 
incubación; EO• etapa de desarrollo embrionario: T• etapa 
del desarrollo embrionario denominada de transición (29/30). 
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XIV.b.1.5.- ANALISIS ESTADISTICOS 

XIV.b.1.s.1.- ANALISIS DE VARIANZA 

Las clases sexo y estadio en ambos ANOVAS fueron con 2 y 5 

niveles respectivamente. Como los tamaños de muestra no son 

.iguales en tedas los niveles de estadio y ademas no hay datos 

de ambas hormonas estero:ides en el nivel 1 de estadio (estadio 

de gónada indiferenciada) para hembras (nivel 2 de sexo}, los 

dos mo:ielos son desbalanceados e incompletos. Por lo anterior 

dichos modelos se realizaron con el procedimiento de Modelo 

Lineal General (GLM) con el paquete estadistico SAS. 

Modelo para testosterona: la variable aleatoria es la 

concentración en suero de testosterona (TE). Los criterios de 

clasificación son: el sexo (SE), los estadios de la 

difenmciación gonadal (EDJ y la interacción de sexo y estadios 

de la diferenciación gonadal (SE*ED). 

Modelo para estradiol: la variable aleatoria es la 

concentración en suero de estradiol (ES}. Los criterios de 

clasificación son: el sexo (SE), los estadios de la 

difenmciación gonadal (EDJ y la interacción de sexo y estadios 

de la diferenciación gonadal (SE*ED), 
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Los análisis fueron los siguientes: 

XIV.b.1.5.1.a.- CONCENTRACION DE TESTOSTERONA 

Del listado de SAS se tornaron los análisis de varianza con 

sumas de cuadrados tipo ro, en el que se prueban los efectos 

de C3da una de las fuentes de variación (SE, ED, y SE*ED) en 

presencia de las otras. 

Las hipótesis involucradas son: 

1.- Ha: Las medias de concentración de testosterona en 

machos y hembras son iguales. 

vs 

Ha: Dichas medias son distintas. 

Lo cual en términos estadisticos suele denotarse: 

Ho: um = uh vs Ha: um = uh 
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2.- Ho: Las lllE<ilas de cantidades de testosterona son iguales 

en los cinco estadios. 

vs 
Ha: Al menos para uno de los estadios la media difiere. 

Lo cual en términos estadísticos se denota: 

Ha: uel. = ue2 

diferente 

ue5 VS Ha: al menos una es 

3.- Ho: Las medias de las interacciones de sexo y estadio son 

iguales. 

vs 
Ha: Para al menos un sexo y un estadio la media difiere. 

Lo cual en téminas estadísticos se denota: 

Ho: ume1 

VS 

ue2 ues 

Ha: a1 menos una es distinta 

Uh el uheS 
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I.a siguiente tabla de análisis de varianza (AlfOVA) muestra 

en su última columna las probabilidades de rechazar Ho en cada 

uno de los tres contrastes de hipótesis planteados 

anteriormente. 

~FJJENT~~E~~ª~·~L.~~TI~PO~~IIl~~s~s~~~~x~Z V1\LOR F 

SE l 391.418303 391.418803 8.73 

ED 4 2572.582069 643.l.45517 l.4 .35 

SE*ED 3 1142.0 380.666667 E .49 

PR > F 

0.0064 

0.0001 

0.0004 

Estos niveles de significancia son tan pequeños que se puede 

concluir: 

a.- Si hay un efecto de sexo sobre las canee 1traciones de 

testosterona. Es decir, las concentiacionen promedio de 

testosterona son significativamente distintas En cada sexo, a 

un nivel de o.0064. 

b.- Si hay un efecto de estadio sobre la concentración de 

testosterona. Es deci, en al menos uno de los ci i.co estadios el 

promedio de concentración de testosterona di.fier,~ de los demas, 

a un nivel de significancia de 0.0001. 

~- Si hay un efecto de la interacción sabre 11 concentración 

de testosterona. Es decir, que en alguno de los sexos y al 

menos en un nivel de estadio, la concentraclón promedio de 

testosterona difiere significativamente con un 1ivel de 0.0004. 
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XIV.b.1.5.1.b.- CONCENTRA·CION DE ESTRADIOL 

_Del listado de SAS se tomaron los análisis de varían za con 

sumas de cuadrados tipo III, en el que se prueban los efectos 

de cada una de las fuentes de variación (SE, ED, y SE*ED) en 

presencia de las otras. 

Las hipótesis involuc~adas son: 

1.- Ha: Las medias de concentración de estradiol en machos y 

hembras san iguales. 

vs 

Ha: Dichas medias son distintas. 

Lo cual en términos estadísticos suele denotarse: 

Ha: um uh vs Ha: um Uh 

2.- Ha: Las medias de cantidades de estradio1 son iguales en 

los cinco estadios. 

vs 

Ha: A1 menos para uno de los estadios la media difiere. 

Lo cual en términos estadísticos se denota: 

Ha: ue1 = ue2 = ••• = ue5 VS Ha: al menos una es diferente 
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3.- Ho: ras medias de las interacciones de sexo y estadio son 

iguales. 

vs 

Ha: Para al menos un sexo y un estadio la media difiere. 

Lo cual en términos estadisticos se denota: 

Ho: ume1 = ue2 = ..... = ue5 = uhe1 = ••• = uhe5 

VS 

Ha: a.l menos una es distinta 

La siguiente tabla de análisis de varianza (ANOVA) muestra, 

como en el caso de la testosterona, niveles de significancia 

muy adecuados para rechazar las hipótesis nulas (Ha), 

correspondientes a los contrastes planteados para la V.::!riable 

concentración estradiol (última columna). 

roENTE G.L, 

SE 1 

ED 4 

SE*ED 3 

TIPO rrr SS x.?. VALOR F 

369.777778 369.777778 5.30 

885.549809 221.387452 3.17 

],342.6261905 447.420635 6.42 

PR > F 

0.0292 

0.0292 

0.0020 
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A partir de estos niveles de significancia se puede 

concluir: 

a.- Hay un efecto de sexo sobre las concentraciones de 

estradiol. Es decir, las medias de las concentraciones son 

clistintas en machos y hembras, a un nivel de significancia de 

0.0292. 

b .. - Hay un efecto de estadio sobre las concentraciones de 

estradiol. Es decir, que no es cierto que las medias de 

concentración de estradiol en los cinco estadios son iguales, a 

un nivel de significancia de 0 .. 0292. 

c.- Hay un efecto de la :interacción de sexo con estadio sobre 

les niveles de concentración de estradiol. Es decir, las medias 

de di!::has concentraciones, en los diez cruces posibles de los 

niveles de sexo y estadio, no son iguales, a una significancia 

se 0.002. 
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XIV.b.1.5.2.- ANALISIS DE REGRESION 

Una vez que se probó que las concentraciones promedio de 

testosterona y estradiol (Tabla 3) son distintas en machos y 

hembras, se investigó si esas concentraciones durante la 

ontogenia del quelonio en días de incubación y en ambos sexos, 

tenían un comportamiento que pudiese describirse 

matemáticamente con um1 función linel. Es decir, si se podían 

ajustar modelos de regresión lineal a las observaciones de 

testosterona (TE) y de estradiol (ES) en el tiempo (dias de 

incubación) para machos, y hembras. 

De una serie de ajustes investigados, se presentan los 

mejores ajustes obtenidos. 

XIV.b.1.5.2.'1.- TESTOSTER01'A 

En el caso de los machos y la variable concentración de 

testosterona, se tiene el modelo TEm = Bom + Blm Di +e 

con una R2= 0.5248. Lo que significa, que este modell'J explica 

el 52.48 % de la variabilidad de TE. 

Con los datos se ajustó el modelo: 

TEm 16.529295 + 0.497113 Di 
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Se probó la hipótesis alternativa de que no hay regresión, 

esto es: 

Ho Blm o vs H Bl.m o 

rechazandose la hipótesis Ha a un nivel de significancia de 

0.0007. Concluyendose que si hay regresión o bien que la 

variable Di si explica la variabilidad de TE con el modelo: 

TEm Bom + B1m Di + e 

En el caso de las hembras y la variable concentración de 

testosterona, hubo muy poca diferencia entre ajustar el modelo 

rectilíneo TEh = Bch + Blh Di + e ó el modelo parabólico 

TEh = Bah + Bm Di + B2h Di2 + e ya que los valores de R2 

son 0.9382 y 0.9519 respectivamente. Se opto por el modelo 

rectllineo, que nos explica el 93.82% de la variabilidad de TE, 

cuyo modelo ajustado es: 

TEh -J0.168511 + 1.557608 Di 

Se realizó la prueba de regresión con la hipótesis: 

Ho Bm o VS H Bm o 
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rechazandose Ho al 0.0001, lo q\1e significa que la variable Di 

explica bajo el modelo TE = Bo + Bl 01 + e la variabilidad de 

TE. 

Haciendo notar que la concentración de testosterona en 

hembras durante el tiempo (dias de incubación), es decir 

durante la ontogenia de su desarrollo, es mucho más ajustable 

(comparese los valores R2 ), por lo que se presta más a hacer 

predicciones que en los machos. 

A continuación se hace una prueba para cantparar las 

pendientes de las rectas que fueron los modelos propuestos para 

testosterona (TE): 

Ha Blm B1h vs H Blm B1h 

te 0.497113 - 1.557608 -7.155238163 

J (0.118239) 2 + (0.08936696)2 

Ccn este valor calculado la hipótesis Ha se rechaza a un 

nivel de significancia menor que 0.001. Concluyendose que las 

pendientes o bien los pesos que· tiene Di para explicar la 

variabilidad de TE en machos y hembras son diferentes~ es 

decir, que las rectas no son paralelas. 
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Dado el no paralel..ismo, se buscri el punto de intersección de 

las rectas ajustadas, siendo: 44.31688787, 38.559795. Lo 

anterior significa que aproximadamente al 44avo día de 

inc:ul:iación los machos y hembras alcanzan la misma concentración 

de testosterona (38.56 pg/ml aproximadamente) (Fig. 25). 

Además, a partir de este punto las concentraciones de TE son 

mayores para las hembras con respecto a la de los machos (Fig. 

25). De hecha este resultado no es de sorprender, ya que las 

pendientes estimadas son muy distintas. Para los machos es de 

0.497ll3, lo que significa que es una recta con pendiente menor 

a los 45° (con pendiente 1), y para las hembras la pendiente 

estimada ·es de l..55 es decir que es una recta con pendiente 

mayor que la de 4 s 0 • 



ux· =4 .oo uy.,7.86 

~B.I 

o 
"º 50 70 

OIAS DE I!ICUBAClOU 

...._. ....-. 1 Ó' 
GI ID EG llE PE 

ID EEi ílE PE 
'? 

Fig. 25.- Gráfica que muestra el comportamiento en machos (á'} 
y hembras ( !f' ) ·de la concentración de testosterona en suero. 
durante los tres estadios de la diferenciación gonadal 
determinados en la etapa embrionaria como de recién eclosión y 
posteclosión de la tortuga L. olivacea. GI• estadio de.gónada 
indiferenciada: ID•. estadio de in1c10 de la diferenciación 
gonadal; EG• estadio de establecimiento gonadal; RE• esta~io de 
recién eclosión; PE• estadio de posteclosión. 
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XIV.b.l.5.2.b.- ESTRADIOL 

Para la variable concentración de estradiol se ajustaron 

varios rncxlelos con el fin de explicarla como una función de Di. 

Tanto para machos como para hembras, e1 modelo que mejor se 

ajustó fué el parabólico con término lineal (Di) y término 

cuadrático (Di 2 ). Estadisticamente definida como: 

ESm Bom + Blm Di + B2m Di2 + e (l) 

y 

ESh Boh + Blh Di + B2h Di2 + e (2) 

Teniendo ambas ecuaciones valores de R2 de 0.4787 y 0.9664 

respectivamente.. Lo anterior significa que Di y Di 2 explican 

el 46.87 % de la variabilidad de ES en los machos bajo el 

mcdelo (1). Por su parte, Di y oi2 explican el 9G.G4 !t" de la 

variabilidad de ES en hembras bajo el modelo (2). 

En el modelo (1) se probó que hay regresión, siendo las 

hipótesis: 

Ha : Blm = B2m = o vs H = al menos una es diferente de cero 

rechazandose Ha a un nivel de significancia de 0.0087. 
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También se hicieron pruebas parciales con la siguientes 

hipótesis: 

Ho Blm/Di2 o VS H Blm/Di o 

y 

Ho B2m/Di o vs H B2m/Di o 

t'eehazand.ise en ambos casos Ho con niveles de significancia de 

0.0053 y o.0039 respectivamente. Concluyendose que tanto la 

variable Di como Di son significativas en el modelo (1), ya que 

los pesos con los que entran al modelo Blm y B2rn 

respectivamente, son distintos de cero. 

De manera similar se realizaran las pruebas de regresión y 

parciales para el modelo (2) (hembras). 

La hipótesis de regresión fue: 

Ho : Blh = B2h = o vs H : al menos una es diferente a cero 

Rechazandose Ha a un nivel de significancia de 0.0001, lo que 

significa que si hay regresión en el modelo (2). 
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Las pruebas parciales fUeron con las siguientes hipótesis: 

Ha vs H 

y 

Ha B2h/Di o vs H B2h/Di o 

Rechazandose en ambas Ho con un nivel de significancia de 

0.0001 en ambos casos. Concluyendose que Di y Di son 

significativas en el modelo parabólico (modelo (2)) para 

hembras. 

Los modelas ajustados con los datos son: 

ESm -47.553086 + 3.942638 Di - 0.040264 Di2 

ESh -243.675252 + 12.312244 Di - 0.125929 Di2 

Puede notarse que dados los valores de R en ambos modelos, 

es mejor el ajuste en el modelo de hembras, ocurriendo lo mismo 

para el caso de 1a concentración de testosterona. Un resultado 

importante, es que tanto en la concentración de TE y ES, los 

datos obtenidos para hembras en esta tesis, mostraron una 

tendencia que puede describirse con mayor exactitud que en los 

machos, con una función lineal. Lo cual facilita hacer 

seguimientos en el futuro como de estimaciones previas. 
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En las parábolas se hizo una prueba de paralellsmo de curvas 

basado en un estadistico de F. 

Siendo las hipótesis: 

Ha: Blm = Blh H2: a1 menos una de l.as igualdades 

no se cumple 

y vs 

B2m = B2h 

Estadisticamente equivalente: 

Ha : las parába1as sen paralelas VS H no son paralelas 

el estad1stico de prueba es Fe = 0.389341.734 y la regla de 

decisión es: rechazar Ho si Fo > Fe 2,3,ó, (1-a). 

Coma para ningUJ1 alfa (a) suficientemente pequeño se cumple 

la desigual.dad anterior, Ho no se rechaza y se concluye que las 

parábolas son paralelas. De hecho se observa que los máximas no 

se alcanzan en el mismo dia, ya que la función: 

ESm = -47.5530860 + 3.942638 Di - 0.040264 Di2 

tiene su máximo en el punta (48.95984, 48.96), y la función: 

ESh = -243.675252 + l.2.31.2244 Di - O.l.25929 Di2 

alcanza su máximo en el punto (48.89, 57.3). 
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Por último, notese que las parábolas ajustadas están una 

sobre la otra (aunque una sea más abierta) y aun cuando 

aproximadamente al 49avo d:f.a alcanzan ambas su máximo, el nivel 

de estradiol en ese dia es mayor en las hembras (57.30 pg/ml) 

(Fig, 26). Las cuales ya pasaron de su etapa de recién eclosión 

(Fig. 26). Por su parte, los machos todavia están en la última 

etapa de su desarrollo (etapa JO; Figs. 19, 29) presentando 

además, un nivel de estradiol menor (48.96 pg/ml) (Fig. 26). 

Coincidiendo ambas parábolas en aproximadamente el J9avo dia 

y el 58.7avo dia, siendo los puntos en que se cortan las 

parábolas correspondientes a los puntos de intersección ( Fig. 

26); (39.00, 45.00) y (58.70, 45.14) 



ux =4.00 uy=S.73 

U!AS DE ItlCUílACION 

Fig. 26.- Gráfica que muestra el comportamiento en machos (O-) 
y hembrai::i: ( !f? ) de la concentración de estradiol en suero, 
durante los trc~ o~tndíos de la diferenciación gonadal 
determinados en la etapa embrionaria como de recién eclosión y 
posteclosión de la tortuga L. olivacoa. GI• estad1o de gónada 
indiferenciada; ID• estadio ·de inicio de la diferenciación 
gonadal: EG• estadía de establecimiento gonadal; RE• estadio de 
recién eclosión; PE- estadía de posteclosión. 
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XIV.b.2.- DETERMINACION RADIOINMUNOLrITCA DE TESTOSTERONA Y 

ESTRADIOL EN ORGANOS UROGENITALES 

XIV.b.2.l..- TESTOSTERONA 

La concentración de testosterona a nivel de órganos 

urogenitales de embriones de 40 d.i (etupa 29) provenientes de 

huevos incubados a la temperatura masculinizante es mayor en 

gónada (27 pg/ml), seguido por la glandula interrenal (22 

pg/ml) y mesonefros (8 pg/ml) (Tabla 14) (Fig. 28). 

I.Ds embriones de 30 d.i (etapa 24) provenientes de huevos 

incubados bajo el efecto de la temperatura feminizante, el 

andrógeno es mayor en la glándula interrenal (59 pg/ml), 

seguido por la gónada (56 pg/ml) y mesonefros (51 pg/ml) 

(Tabla 14) (Fig. 27). A los 40 d.i (etapa 30) tiende a 

disminuir ('l'abla 14) (Fig. 27), incrementandose en el 

mesonefros e interrenal de hembras recién eclosionadas (Tabla 

l.4) (Fig. 27). En la glándula interrenal 12 pg/ml mas comparada 

con la de ernbdones femeninos de 40 d.i (etapa 30) y en forma 

aguda en el mesonefros (38 pg/ml más) comparado con el de 40 

d.i (etapa 30). Disminuyendo en la gónada (12 pg/ml menos) 

comparada con la de embriones de hembras de 40 d.i (etapa 30) 

(Fig. 27). 
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Comparando la concentración de este andrógeno entre los 

órganos urogenitales de embriones provenientes de huevos 

incubados bajo el efecto de la temperatura masculinizante de 40 

d.i (etapa 29) con los de embriones provenientes de huevas 

incubados bajo el efecto de la temperatura ferninizante de 40 

d.i (eto.pa JO}, el nndrógcno es mayor en la gónada y mesonefros 

de las hembras (dos y cuatro veces respectivamente (Tabla 14). 

XIV.b.2.2.- ESTRADIOL 

En los órganos urogenitales de embriones de 40 d.i (etapa 

29) provenientes de huevos incubados bajo el efecto de la 

temperatura rnasculinizante se detectaron trazas (<4 pg/rnl) de 

17-B-estradiol (Fig. 28). 

En err.briones de 30 d.i (etapa 23) provenientes de huevos 

incubados bajo el efecto de la temperatura feminizante, este 

estrógeno se encuentra muy alto en mesonefros (9 6 pg/ml), 

seguido por la gónada (29 pg/rnl) y glándula inte=enal (25 

pg/rnl) (Tabla 14) (Fig. 27). Disminuyendo drásticamente en los 

órganos urogenitales de los embriones de 40 d.i (etapa 30) 

(Tabla 14) (Fig. 27). En el mesonefros 74 pg/ml menos; gónadas 

temperatura rnast."'lllinizante de 40 d.i (etapa 29) con embriones 

provenientes de huevos incubados bajo el efecto de la 

temperatura ferninizante de 40 d.i (etapa 30), es mayor a nivel 
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de gónada y mesonefros en los embriones femeninos, y 'en los 

embriones masculinos se encuentra en concentración traza (< 6 

pg/ml) (Tabla 14) (Fig. 24). En ambos sexos, la glándula 

inte=enal presenta trazas de este estrógeno (Tabla 14) (Fig. 

27-28). 
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To.blo. 14.- Concentración de testosterona y eatradiol en 

órganos urogenitalea de embriones masculinos y femeninos. así 

como de hembras recién eclosionadas de la tortuga marina L. 

olivo.ceo.. 

TEMPERATURA MASCULINIZANTE 

C27-28°C! 

pq/ml 

DI ED TEJIDO ...I_ g 

40 29 GO 

ME 

IN 

27 

a· 

22 

TEMPERATURA FEMINIZANTE 

fil ED 

30 

40 30 

RE 

(31-32°C) 

TEJIDO 

GO 

ME 

IN 

GO 

ME 

IN 

GO 

--1NL!!!L 

_..:r_ E2 

56 29 

51 96 

59 25 

49 15 

31 23 

19 

37 40 

ME 69 22 

IN 31 6 

DI día de incubación; ED- etapa del desarrollo; GO- gónada; 

ME- mesonefros; IN- interrenal; pg/ml• picogramos por 

mililitro: T- testosterona o .E2- estradiol; * - concentración 

del estrógeno sobre los límites de la sensibilidad del ensayo 

(2.4 pg/tubo). 
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!O 
"' .. 50 

GONADAS - MESONEFROS b:S:S] INTERRENALES c:::J 

Fig. 27.- Gr&.fica que muttetra la concentración de 
testo!lterona ( T ) y estradiol (E2.) en órganos urogenitales de 
embriones y tortugas recién eclosionadas de L. olivmcea 
desarrol ladoa bajo el efecto de la temperatura feminizante 
(31-32""C). d.i• dia de incubación; e.d- etapa de desarrollo 
embrionario; r.e• reci6n eclosión. 
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TESTOSTERO!lll ESTRADJOL 

GONADAS - MESüNEFROS fSSS JrHERRENALES c:::J SUERO liiI'JI 

Fig. 28.- Gráf1=a que muestra la relacJon en iu concentracion 
de testosterono y estrad1ol en organos urogenitales y suero, 
ent.n.· t:!rnbz J.vllt:5 111o~i.:ulir1vs ( d'I 'i f.;:rr.er,ir..:.:: : ~) .:!e 40 d!o::.:::: de 
Jncubac1ón (E-ttipa de desarrolle. 29 y 3G respect1vamentel de L. 
olivacea. 
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xrv.c.- DETERMINACION DEL RECEPTOR PARA ESTROGENOS 

ü:>s resultados del análisis de los gradientes de sacarosa 

utilizados para estudiar 1a presencia del receptor intracelular 

a estradiol. de los tejidos urogenitales de embriones incubados 

a la temperatura masculinizante, durante las etapas 29 y 30, 

que forman parte del estadio de establecimiento gonadal 

mascu.l.ino, así como en las gónadas, rnesonefros e interrenales 

de machos de 15 dpe, se muestran en las figuras 29 y 31 

~vamente. En los embriones incubados a la temperatura 

ferninizante de 26 d.i (¿estad:ío de gónada indilerenciada?) y de 

1a etapa JO, que forma parte del estadio de establecimiento 

ganad.al femenino, se muestran en la figura 3 o. En todos los 

casos, se representa el análisis del contenido de tritio en los 

gradientes lineales de sacarosa de cada complejo urogenital 

(gónada-mesonefros), así corno en los testiculos incipientes, 

rnesonefros e interrenales. Apreciandose una zona bien definida 

con contenido de tritio que se localiza entre las fracciones 

colectadas 13-20. El coeficiente de sedimentación 

correspondiente a esta zona radiactiva se calculó aplicando la 

fórmula siguiente: 

coeficiente 

de 

sedimentación (S) 

coeficiente de sedimentación 

del marcador interno X F 

(BSA-naftol-azul-negro) 

F= a/b 
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En donde: 

a= número de fracciones totales menos el número de· fracciones 

correspondientes a la zona del receptor marcado 

radiactivamente. 

b= número de fracciones totales menos el número de las 

fracciones correspondientes al marcador interno 

(BSA-naftol-azul-ncgro). 

Demostrandase la presencia de un sitio de unión de alta 

afinidad (receptor) para estradiol en la fracción soluble 

(cü:osal.) en el complejo urogenital gónada-rnesonefros de los 

embriones provenientes de huevos incubados bajo el efecto de la 

temperatura rnasculinizante (Fig. 29) y en los desa=ollados a 

la temperatura ferninizante (Fig. 30), asi corno en las gónadas 

(testiculos incipientes), mesonefros e interrenales de los 

machos de 15 dpe (Fig. 31). El coeficiente de sedimentación 

cbt'_enido pa..."'"i:l c.7"...c receptor citoplasmático rué ele 9 unldades 

Sdverberg (9S), el cual corresponde (dentro de los limites 

aceptados) al coeficiente de sedimentación informado en la 

literatura para el receptor citoplasmático para estrógenos. 
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Fig. 29.- Gráficas que muestran la presencia del receptor 
para estradiol en el complejo urogenital gonada-mesonefros d~ 
embriones masculinos {temperatura de incubación 27-28~C) de 
L. olivacea. 40 di- 40 d1as de incubacion (etapa de 
desarrollo 29): 45 di• 45 d1as de incubación (inicio de la 
etapa de desarrollo 30); 9S• 9 unidades Svedberg; dpm
desintegraciones por minuto. 
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Fig. 30.- Gráficas que muestran la presencia del receptor 
para estradiol en el complejo urogenital gonada-mesoneiros de 
embriones femeninos (temperatura de incubación 31-32~C) de 
L. olivacea. 26 di• 26 dias de incubación !etapa de 
desarrollo 15); 40 di• 40 d1as de incubación (fase intermedia 
de la etapa de desarrollo 30); 95• 9 unidades Svedberg; dpm
desintegrac1ones por minuto. 
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Fig. 31.- Gráfica que muestra la presencia del receptor para 
estradiol en gónadas (GO). m6sonefros (ME). e interrenales (IN) 
en tortugas masculinas de 15 días posteclosión. 95- 9 unidades 
Sved.berg; dpm• desintegraciones por minuto. 



Cuadro que resume los resultados obtenidos en esta tesis sobre 
machos. mostrando además los resultados morfológicos de la 
di f ~renciaci6n ganada l mas cu 1 ina de L. ol ivacea reportados 
por Merchant-Lar1vs et al. C96). 
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XV.- DISCUSION 

XV.a.- BIOSINTESIS 

XV.a.l-- BIOSINTESIS DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL EN EL 

COMPLEJO UROGENITAL GONADA-MESONEFROS 

DE EMBRIONES 

En reptiles la capacidad de biosintetizar hormonas 

esteroides sexuales (HES) por las gónadas y órganos adyacentes 

(mesonefros e interrenalcs) durante la ontogenia de su 

diferenciación sexual, ha sido dilucidada de forma indirecta a 

partir de utilizar técnicas histoquimicas (vease inciso II.c) .. 

Las primeras evidencias que sugerian que las gónadas 

embrionarias tenian una probable capacidad de biosintetizar 

HES, fué la detección de gránulos de lipidos .. En Anguis 

fragili.s se detectaron paco después de la diferenciación 

testicular (152; 153), asi como en el estroma y células 

somáticas de los túbulos seminíferos de embriones de 15 dias de 

incubación (d.i) de Podareis sicula (29). 

A partir de la detección hitoquimica de enzimas involucradas 

en la esteroidogénesis, se postuló que las gónadas embrionarias 

tenían capacidad de biosintetizar HES. En testiculos (células 
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somáticas de los túbulos seminíferos) y ovarios (región 

medular) de embriones de Podareis sicula se detectó actividad 

de la enzima J-B-ol-hidroxiesteraide-deshidrogenasa ( J BOLEDH), 

enzima involucrad<:1. en la biosintesis de HES (inciso VII.a : 

29). Durante la diferenciación del testículo como del ovario en 

Lacerta vi.ridis no se detecta su actividad, sino una vez 

diferenciadas y sólo a nivel medular (39; 101). En el 

testiculo, pero no en el ovario de embriones de Vipera 

aspis es evidente su actividad (101). Por su parte, en 

reptiles sexo-termodependientes, la actividad de la enzima 

JBOLEDH ha sido determinada en gónadas embrionarias (región 

medular) de Emys orbicularis (119), y en la glándula 

interrenal de Lepidochel.ys olivacea durante su diferenciación 

sexual (96). Sin embargo, en reptiles se adolece de estudios 

que demuestren que las gónadas, el mesonefros y las 

interrenales durante la diferenciación sexual gonadal, 

biosinteticen hormonas esteroides sexuales. 

Las evidencias arriba mencionadas sugieren: i) la región 

gonadal embrionaria activa en biosintesis de HES es la médula 

(mesenquima o estroma) y ii) la temperatura de incubación al 

regular el metabolismo de andrógenos y/o estrógenos, la 

diferenciación sexual gonadal en E. orbicularis se da 

directamente a nivel gonadal y en L. olivacea al. través de 

las HES provenientes de la glándula interrenal. 
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En esta tesis el haber utilizado dehidroepiandrosterona 

(DHA) como precursor en la biosintesis de andrógenos 

(testosterona), estribó en los siguientes hechos: i) este 

esteroide es un rnetabolito en la ruta de biosintesis de 

esteroides sexuales denominada vía de los AS. Los cuales son 

considerados como precursores de esteroides sexuales con 

actividad biológica, por ejemplo, testosterona (vease inciso V; 

Fig. 13), y ii) como uno de los objetivos de esta tesis 

era analizar la capacidad de biotransformar precursores 

radiactivos para biosintetizar andrógenos (testosterona) y 

estrógenos (estradiol) de manera natural, y por ser el primer 

estudio a este respecto a nivel embrionario, no se utilizaron 

=factores energéticos (v.gr. DPNH). Por tal motivo, se Utilizó 

DHA-3H como precursor en la biosintesis de testosterona, ya que 

sólo tiene que pasar por dos pasos metabólicos para su 

conversión a testosterona (vease inciso V; Fig. 13). Por su 

parte, el haber utilizado testosterona como precursor en la 

biosintes:is de e.strógenos (estradiol), es que es el precursor 

esencial para que se efect\.ie su biosintesis (vease inciso V; 

Fig. 13). 

Embriones de 40 y 50 dias de incubación (d.i) desarrollados 

a la temperatura masculinizante (27-28°C) y que corresponden 

a la etapa 29 y 30 del desarrollo embrionario respectivamente, 

conforman el estadio denominado establecimiento gonadal (vease 
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incisa XIV.b.1.4), su complejo urogenital gónada-rnesonefros 

. tiene capacidad de biosintetizar testosterona y estradioL 

Favoreciendose de manera significativa en ambas etapas del 

estadio de establecimiento gonadal, la biosintesis del 

andrógeno sabre la del estrógeno (Tabla 9, 10). Por su parte, 

los embriones de 40 y 45 d.i desarrollados a la temperatura 

feminizante (31-J2ºC) y que corresponden a la etapa 30 del 

desarrollo embrionario que es la última etapa que forma parte 

del estadio de establecimiento gonadal femenino (Tabla 13), en 

las hembras de 45 d.i hay una diferencia significativa entre su 

capacidad de biosintetizar testosterona (Tabla 9) con la del 

estradiol (Tabla 10), favoreciendose la del andrógeno. Los 

hechos anteriores sugieren que el metabolismo de andrógenos se 

favorece mas que el de los estrógenos en el complejo urogenital 

gónada-mesonefros de embriones masculinos de la etapa 29 y 30, 

asi como en el de las embras de la etapa JO. 

A1 comparar la capacida de biosintesis del complejo 

urogenital entre ambos sexos de la etapa 29, no hay diferencia 

significativa en la de testosterona, sin embargo la del 

estrógeno es mayor (el doble) en las hembras (Tabla 10). Por su 

parte, los embriones masculinos y femeninos de la etapa JO, 

sólo la biosintesis de la testosterona es significativamente 

mayor en las hembras (Tabla 9). Sugiriendose que en las hembras 

de la etapa 29 se favorece la biosintesis de estradiol, 
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mientras que en las hembras de la etapa 30 se favorece el 

metabolismo de andrógenos. 

A partir de estos resultados, se comprueba que el complejo 

urc:genital gónada-mesonefros de embriones de ambos sexos de 

L. olivacea durante las dos últimas etapas del estadio de 

establecimiento gonadal, tiene la capacidad de biotransformar 

dehidroepi.androstercna (DHA) a testosterona (T), el andrógeno 

por antonomacia en reptiles, aves y mamiferos. Además de tener 

la capacidad de aromatización, es decir de biosintetizar 

estró:)'enos (v.gr. estradiol). Por tal motivo, se demuestra la 

presencia de tres enzimas involucradas en la biosintesis de 

testosterona (los nlirnercs entre paréntesis corresp anden a la 

ubicaci6n dentro de la nomenclatura internacional de enzimas 

(4)): A4-A5-isomerasa (5.3.3.1); 3-B-ol-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (1.1.1.51), y 17-a-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (l.14.1.7). Asi como de la presencia de las 

enzimas involucradas en la bictransformación de testosterona en 

estradial.: 19-h.idroxilasa y aromatasas (Fig. 22). Sugiriendose 

que todas las enzimas arriba mencionadas, están presentes tanto 

en el estroma de los testiculos como de los ovarios. 
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XV.a.2.- BIOSINTESIS DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL 

EN GONADAS Y KESONEFROS DE EMBRIONES 

I.os embriones de L. olivacea que se desarrollaron bajo la 

influencia de la temperatura feminizante (31-32ºC), a los 45 

días de incubación (d.i) estan en la etpa 30 del desarrollo. 

Estos embriones presentan un ovario en donde las células 

germinales aún no han iniciado su primera profase meiótica y 

nula presencia de foliculos; estadio que perdura cerca de tres 

meses post:ecl.osi.ón (96). Por su parte, los embriones de 50 d.i 

desarrollados a la temperatura masculinizante (27-2BºC), 

corresponden a la etapa 30 del desarrollo embrionario masculino 

y que forma parte del estadía denominado establecimiento 

gonadal (vease inciso XIV.b.1.4). Haciendo notar que los 

testicul.os de es'"...os animal.es aún son incipientes (96). En ambos 

casos, se tiene la ventaja de aislar con relativa facilidad 

cada órgano que conforma al complejo urogenital gánada

mesonefros, lo cual ayudó a analizar la capacidad de 

biosíntesis de las gónadas y mesonefros, descartando así la 

posibilid~d de enmascaramiento. 

Demostrandose que la biosintesis de testosterona y de 

estradiol se favorece en el mesonefros más que en los 

testicul.os de embriones de 50 d.i (etapa 30) (Tabl.a 9, l.O). 

Siendo J.a biosintesis del. andrógeno (testosterona) mayor que la 
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del estrógeno (estradiol) sólo en el mesonefros (Tabla 9, 10). 

Por su parte, en las hembras de 45 d.i la biosintesis de 

testosterona y de estradiol muestra una diferencia 

significativa entre el ovario y el mesonefros; siendo mayor en 

este último tejido (Tabla 9, 10). Sin embargo, no hay una 

diferencia significativa entre la biosintesis del estrógeno 

sobre la del andrógeno entre ambos ói:ganos urogenitales (Tabla 

9, 10). Demostrandose que los testiculos y los ovarios, así 

coma el mesonefros de ambos sexos, tienen la capacidad de 

biatransformar in vi...±ro dehidroepiandrosterona a testosterona 

(DHA --> T) y testosterona a estradiol (T --> E2) (Fig. 22), 

descartandose asi: i) el enmascaramiento del mesonefros para 

con la capacidad de biosintesis de andrógenos y estrógenos por 

las gónadas de ambos sexos, y ii) la discrepancia con lo 

des=i.to por Merchant-Larios et al. (96) de la nUla presencia 

de tejido esteroidogénico en gónadas, ya que durante la 

diferenciación gonadal de L. olivacea a nivel histoquimico 

sólo se detecta actividad esteroidogénica en la glándula 

interrenal (96), por lo que más que un hecho discrepante con 

los resultados de biosintesis obtenidos en esta tesis, podria 

explicarse por un metabolismo complementario por parte de los 

tres órganos uroqenitales. 

P= otra parte, se comprueba la presencia en las gónadas y 

mesonefros de embriones en las etapa 29 y 30 del estadio de 
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establecimiento gonadal de L. olivacea de las siguientes 

enzimas involucradas en la biosintesis de testosterona y de 

estradiol: A4-A5-isomerasa (5.3.3.l);. 3-B-ol-hidroxiesteroide 

-deshidrogenasa (l.1.l..51); 17-a-hidroxiesteroide-deshidrQ. 

genasa (1.14.1. 7); 19-hdroxilasa, y aromatasas (Fig. 22). 

Sugiriendose que la capacidad esteroidogénic.:1 y por ende la 

presencia de las enzimas arriba mencionadas, se da a nivel del 

estroma (mesenquima = médula) gonadal. 

En resumen, se aprecia que durante las dos etapas del 

desarrollo embrionario masculino estudiadas, 29 y JO 

respectWamente, las cuales forman parte de la etapa de 

establecimiento gonadal, el complejo urogenital gónada

mesonefros de embriones de la etapa 29 y 30, no se aprecia 

diferencia significativa en la biosintesis de testosterona y de 

estradiol. Por otro letdo, la biosia"i.tesis de tc::tc::::tc::::-ona se 

favorece más en el rnesonefros que en los testiculos, sin 

embarqo tampoco hay una diferencia significativa entre la 

biosintesis del andrógeno con la del estrógeno. En los 

embriones femeninos durante la etapa de establecilniento gonadal 

estudiado (etapa 30), la capacidad de biosintesis del complejo 

urogenital gónada-rnesonefros, es mayor para la de testosterona. 

Sin embargo, no hay diferencias significativas en la 

biosintesis de testosterona y de estradiol entre los ovarios y 

el mesonefros. 
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De lo arriba descrito se desprenden dos hechos relevantes. 

El primero corresponde a la biasintesis de testosterona y de 

estradiol a nivel del a:>mplejo urcgenita1 gónada-mesonefros de 

embriones de ambos sexos en las etapas 29 y 30 del desa=ollo 

de L. olivacea, en donde la biosintesis del andrógeno se 

favorece. El segundo, es que la biosíntesis de testosterona y 

de cztrnd.iol a nivel gcnadal du~tc les c:rtadioa finales (29 y 

30 respectivarnE?..nte) del desarrollo embrionario que conforman la 

etapa de establecimiento gonadal masculino y femenino de este 

quelonio marino, no hay un metabolismo diferencial de HES 

(andrógenos y estrógenos), por lo que no se he.ce evidente una 

regulación diferencial de su biosintesis por la temperatura de 

incubación. 

Cabe hacer notar, que estos son los primeros resultados 

reportados en embriones de reptiles sobre la biosintesis de 

tczt-...c::::tc.....-ena ·:1 cctr~dicl. Ji.d.cma::::, le::: hallazgo:::: obtenido::::: de 

este estudio, están acorde con las evidencias en otros 

vertebrados: anfibios (194; 195), aves (70-73; 203¡ 205) y 

mamíferos (cuyo (178); conejo (54; 89; 98; 209); humano (177; 

179)), en donde se sabe que las gónadas embrionarias tienen la 

capacidad de biosintetizar HES (v.gr testosterona y estradiol). 
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CONCENTRACION DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL 

EN SUERO Y ORGANOS UROGENITALES 

Durante las tres etapas de la ontogenia de L. olivacea 

estucliadas: etapa embrionaria, etapa de recién eclosión y etapa 

de posteclosión, hay cliíert!ncla de un sc:<.o con respecto al otro 

en la concentración sérica de testosterona y estradiol, así 

a:>mo de ser diferentes ambos esteroides sexuales entre si como 

entre cada sexo. El comportamiento lineal de la concentración 

en suero de testosterona durante la ontoqenia de machos y 

hembras de este quelonio, sugiere una secreción continua del 

andrégeno (Fig. 25). Siendo el incremento en los machos poco 

acentuado, y en las hembras más acentuado (Fig. 25). En la 

etapa embrionaria durante el estadio de inicio de la 

diferenciación gonadal y de establecimiento gonadal, así como 

en la etapa <le recién ~i.....~, 1'1 ccnccntración del andró0eno 

es mayor en los machos que en las hembras (Tabla 11), 

invirtiendose dicha relación en la etapa de posteclosión (Tabla 

11; Fig. 28). 

El o:importamiento curvilineo (parabólico) del estradiol en 

suero, indica que durante las tres etapas estudiadas de la 

ontogenia del quelonio, la secreción del estrógeno presenta 

tres fases: incremento, máximo y decremento (Fig. 26). En los 

machos el incremento abarca las etapas de gónada indiferenciada 
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(estadios 22-24), inicio de la diferenciación testicular (etapa 

27) y de establecimiento gonadal pero sólo hasta el inicio del 

esatadio 30 (Fig. 26). La fase de máxima =ncentración se da en 

las dos terceras partes de la etapa de establecimiento gonadal, 

abarcando el último estadio del desarrollo embrionario (Fig. 

26). Por su parte, la etapa de decremento abarca los estadios 

de establecimiento gonadal, recién eclosión. y posteclosión 

Siendo tanto el incremento corno el decremento del estrógeno en 

los machos poco acentuado, sobre todo durante el estadio de 

establecimiento gonadal (Fig. 26). En las hembras la fase de 

incremento abarca desde el periodo de inicio de la 

diferenciación gonadal (día 30, etapa 24), hasta el periodo de 

posteclosión (día 48, J días posteclosión) (Fig. 26), el cual 

es muy acentuado. El máximo se encuentra en el periodo de 

posteclosión (día 49, 4 días posteclosión), y el minimo abarca 

el periodo de posteclosión (de los 5 a los 15 días 

respectivamente) (Fig. 26). Al comparar la concentración del 

estrógeno entre ambos sexos, este es mayor en los machos 

durante las etapas de inicio de la diferenciación gonadal, de 

establecimiento gonadal y de recién eclosión (Tabla 11; Fig. 

26). 

Con respecte a la concentración de estradiol en los órganos 

urogenitales de embriones femeninos de la etapa de desarrollo 

24, 29 y de hembras recién eclosionadas, los resultados 
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sugieren que las gónadas y el mesonefros biosintetizan 

estrógenos en etapas del desarrollo tan tempranas como la 

correspondiente a la etapa 24. Etapa en que se diferencia el 

primordio gonadal en un ovario (96}. Al comparar la 

concentración de ambas hormonas esteroides entre los machos de 

la etapa 29 con las hembrasa de la etapa 30, es mayor en los 

machos. sugiriendose que la concentración del estrógeno sea 

menor en las hembras, debido a que el estrC:geno sea rápidamente 

secretado y acumularse en el vitelo o que sea catabolizado 

rápidamente debido a su corta vida media (34 min en Chrysemys 

picta (22j). El hecho de que la concentración de testosterona 

sea mayor en los órganos urcgenit.ales más que en el suero pue:le 

deberse: i) a que el andrógeno es rápidamente secretado y se 

acumUla en el vitelo; ii) que sea muy rápido su catabolismo o 

ili) ser rápidamente aromatizado extragonadalmente (79; 191). 

El hecho de que en embriones masculinos la concentración de 

estradiol sea mayor que en los femeninos, no nulifica la 

hlpótesis sugerida en esta tesis, en la que se esperaba tener 

en los embriones de huevos incubados bajo el efecto de la 

temperatura feminizante, mayor concentración de estrógenos que 

en los embriones provenientes de huevos incubados a la 

temperatura masculinizante. Corno ya se hizo mención, la elevada 

concentración de estradiol en los machos, puede deberse a una 

aromatización extraqonadal (79; 191) de la testosterona 
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biosintetizada por los órganos urogenitales como de la 

proveniente del liquido amniótico (108), alantoides (108) y/o 

del vitelo (2). cabe hacer notar el importante hecho, de que en 

la etapa 29 de embriones masculinos la =ncentración en suero y 

órganos urogenitales de testosterona y estradiol bajan 

dr.:istic<:l.rn.cntc; aumentando apreciablemente en los embriones 

femeninos. Lo anterior sugiere que a partir de la etapa 29 del 

desarrollo embrionario, la temperatura de incubación 

ferninizante regula el metabolismo de estrógenos o tan sólo 

favorece su secreción, razón por la cual, la concentración de 

estradial en suero, y sobre todo, en los órganos urogenitales 

en los embriones provenientes de huevos incubados bajo el 

efecto de la temperatura masctilinizante es muy baja (<5 pg/rnl) 

(Fig. 27). 

El hecho de qui:> durante la etapa de inicio de la 

diferenciación gonadal masculina, la concentración de ambos 

esteroides sexuales es mayor comparada can la etapa de 

diferenciación gonadal femenina, sugiere la existencia de una 

relación entre la diferenciación testicular y el efecto de la 

temperatura de incubación sobre el metabolismo de esteroides 

sexualesª Estos resultados se asemejan a los obtenidos par 

Pieau et al. (126) quienes al cuantificar HES a nivel gonadal 

de la tortuga Emys orbicularis, encuentran mayar 

concentración de esteroides durante la diferenciación del 
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prilnordio gonadal en testiculos más que en la diferenciación de 

los ovarios. Cabe hacer notar, que la gónada primero en 

diferenciarse en L. olivacea es el ovario (96) a diferencia 

del testiculo en E. orbicularis (128). Sin embargo, la 

sugerencia de la existencia de una relación entre metabolismo 

de HES y temperatura de incubación sobre la diferenciación 

sexual gonadal en quelonios sexo-tenncx:lependiente.s aú.n no está 

o:imprabada.. Sugi.riendose que la capacidad de biosintesis de HES 

en quelonios sexo-termodependientes se debe a un evento a 

posteriori de la etapa de inicio de la diferenciación 

gonadal. Es decir, que la etapa de inicio de la diferenciación 

gonadal es un evento de regulación del genoma gónada

detenninante c:omo a nivel postranscripcional que se da en un 

rango del desarrollo especifico, en L. alivacea está entre 

las etapas 20-27, iniciandose más pronto en las embriones 

desarrollados a temperaturas altas (feminizante) debido a que 

el. metabalismo intennediario se ve favorecido por este factor 

epigenético, siendo lo contrario en los embriones que se 

desarrollan bajo temperaturas bajas (masculinizante) .. Sin 

embargo, la biosintesis de HES (andrógenos y estrógenos) a 

nivel de órganos urogenitales, asi corno la secreción a este 

nivel o:imo a la debida extragonadalmente, es mayor y de manera 

constante, durante la ontogenia de los machos. En cambio, en 

las hembras la temperatura feminizante regula ambos procesos de 

manera gradual a partir del estadio de establecimiento gonadal. 
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Por tal motivo, el metabolismo de HES no es un reflejo 

bioquimico del evento morfológico de la diferenciación del 

primordio gonadal en este quelonio sexo-termodependiente. 

Lo anteriormente sugerido sobre la diferenciación gonadal 

femenina en L. olivacea, de que no hay una relación entre 

el metabolismo de est.rógenos y la diferenciación del ovario en 

los embriones provenientes de huevos incubados bajo el efecto 

de la temperatura ferninizante, tal sugerencia se apoya en el 

siguiente hecho: .la concentración del estrógeno aumenta 

considerablemente a partir del estadio de establecimiento 

ganada!. Iniciandose en la etapa 29 del desarrollo, aumentando 

en fonna gradual durante la etapa de trancisión (29-30), asi 

corno en las dos fases de la etapa JO (Fig. 26). Lo anterior, no 

o:Jinci.de con el proceso morfcgenético de la diferenciación del 

ovario, la cui"ll SA inicia a partir de la etapa 21 concluyendo 

en la 23 (Fig. 26) (96, 97). Sin embargo, Raynaud y Pieau (l.51) 

sugieren que la temperatura feminizante al regular la 

biosintesis de estrógenos en el primordio gonadal del sexo 

heterogamético, su concentración será mayor a partir del 

periodo termosensi.ble, siendo estos estrógenos los que 

provocarian el aumento en el controvertido sistema sexo 

determinante antigeno H-Y. Un hecho que apoya su hipótesis, es 

que los estrógenos en E. orbicularis son los únicos 

esteroides encontrados en mayor concentración (estrena >> 
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estracliol) durante la etapa 24, que =rresponde a una etapa en 

que la gónada maso.üina corno femenina ya se ha diferenciado en 

testiculo u ovario respectivamente (128). Lo anterior apoyaria 

en parte, la proposición de que los estrógenos no son los 

responsables per se de la diferenciación sexual gonadal 

femenina por mediación de la temperatura de incubación en L. 

alivacea, sino de ser moduladores del establecimiento sexual 

femenino. 

Por otro lado, la hipótesis de Crews y colaboradores (25) 

(vease apartado V; Fig. 2-B), que sugiere que la determinación 

del sexo en reptiles sexo-tenncx:lependientes se da a través de 

que la temperatura de incubación feminizante, al regular la 

actividad de enzimas terrnosensibles, repercute en la 

biosintesis de precursores de estrógenos, asi corno en su 

aromatización. Ambos h~os, darían lugar a que los estrógenos 

al antagonizar la acción de los andrógenos, estirnularian la 

diferenciación del primordio gonadal en un ovario a partir de 

la prolifere.ación de la región cortical, asi cama dar lugar a 

su establecimiento. Esta hpótesis, basada en la teoria hormonal 

de la diferenciación sexual gonadal propuesta por Wolff y 

Ginglinger (vease el 'apartado r.a; 219; 220), queda muy acorde 

can la hipótesis de esta tesis. Sin embargo, no queda aun 

plenamente apoyada, tanto por las evidencias en=ntradas por el 

grupo de Pieau y de Crews, así como con los de esta tesis. Ya 
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que se tiene que comprobar, que en efecto, por mediación de la 

temperatura de incubación ferninizante, los estróqenas sean los 

mediadores a nivel molecular de la diferenciación gonadal 

femenina en estadios muy especificas de la diferenciación 

gonadal, corno por ejemplo, durante la etapa termosensible del 

primordio gonadal. 

Si lo anterior fUese comprobado plenamente, estamos frente a 

un excelente modelo experimental para estudiar los procesos 

implicados en la diferenciación sexual en vertebrados. 

Abordandola, en principio, a partir de la Teoria Hormonal de la 

Diferenciación Sexual Gonadal, además de que este modelo tiene 

implicaciones filogenéticas de relevante importancia, por 

ejemplo, con las aves. En esta Clase, se sabe que la gónada 

primero en diferenciarse es el ovario. sugiriendose que su 

diferenciación puede ser mediada a través de los estróganos 

endó;enos (vease por ejemplo, 171; 221). Esta implicación se 

apoya en una serie de hechos, que se ha~ patentes en diversas 

especies de esta Clase. La actividad esteroidogénica, detectada 

histoquim.ic.:ucnte a partir de la enzima 3BOLEDH, coincide con 

el inicio de la diferenciación gonadal femenina (173). En patos 

(Anas platyrhychos), codornis (Caturnix coturnix japonica) 

y pollos (Gallus dome.sticus), la biosintesis de estrógenos 

(estrena y estradiol) se lleva a cabo primero por la gónada 

embrionaria femenina (ovario izquierdo) que pqr las masculinas 
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(testiculos). Siendo mayor su concentración, en el ovario que 

en los testiculos durante la ontogenia de su diferenciación 

sexual (48; 49; 58-62; 66; 71-73; 109; 175; 187-190; 203-205; 

217). Ambos hechos, concuerdan con la actividad de las 

aromatasas (citocromo P450 citosólico) durante la diferen. 

c:::iitcién gcnadal, siendo mayor (100 vec.es más) en el ovario que 

en los testículos (71-73). También ha sido determinada la 

presencia del receptor a estradiol en el epitelio germinal y 

región medular de gónadas embrionarias de pollo (52; 53), asi 

como el determinar su organización estructural como de su 

regulación (94). Se ha constatado que si se bloquea este 

receptor con Tamoxifén, se altera la asimetria gonadal 

femenina. La gónada izquierda (ovario) de hembras de pollo 

(165; 207; 206) como de coclornis (l 72), su región cortical se 

reduce, y por ende, la gónada. Reflejandose este hecho, en una 

baja e..'1 la con'Y?ntración de proteínas. La gónada derecha, por 

su parte, aumenta considerablemente de tamaño, desarrollandose 

la médula, tanto como el de la gónada izquierda. Lo cual da 

lugar a la organización de cordones medulares. Par última, al 

correlacionar la capacidad esteroidogénica a nivel ultraestrui;; 

tural (170), asi como con la capacidad de biosintesis y 

concentración de testosterona y estracilol de embriones de pollo 

(207) y codornis (171; 176) previamente tratados con Tamoxifén, 

no hay alteración. Lo cual da apoyo, a que la proliferación de 

la corteza, es estrógeno dependiente (171). 



XV.e.- DETERMINACION DEL RECEPTOR A ESTRADIOL 

EN ORGANOS UROGENITALES 

138 

La presencia del receptor a estrógenos en gónadas 

embrionarias de reptil, ha sido dilucidado de· manera indirecta 

en sólo una especie, la cudl es una tortuga scxc-terrnodepen 

diente: Emys orbicularis (33), demostrandose plenamente en 

esta tesis, su presencia en órganos urogenitales de embriones 

masculinos y femeninos, asi como en los de tortugas jóvenes del 

quelonio marino sexo-termodependiente L. olivacea (Figs. 

29-31). 

Al detectar el receptor citosólico a estrógenos en el 

complejo urogenital gónada-mesonefros de embriones femeninos 

antes de su diferenciación gonadal (estadio de gónada 

indiferenciada) (26 <l.l, etapa i:; del dc~;irrollc) (Fig. 30) en 

este quelonio marino, queda la duda de que el receptor esté 

presente en el primordio ganada! o solamente en el mesonefros. 

Si se confirmara su presencia en el primordio gonadal, se 

estaría en posibilidad de apoyar la Teoria Hormonal de la 

Diferenciación Sexual, y por ende, la hipótesis planteada en 

este proyecto. Esta postula que la temperatura de incubación al 

re:JUlar diferencialmente el metabolismo de hormonas esteroides 

sexuales en la gónada indiferenciada, seria el pivote molecular 

que desencadenaria el posterior establecimiento en su 
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diferenciación sexual morfológica. Es decir, que en los 

embriones incubados a la temperatura masculinizante su 

capacidad de biosintetizar estrógenos seria baja o nula, y la 

temperatura de incubación ferninizante lo estimularía, regulando 

ademas 1a expresión de1 gene para e1 receptor a estrógenos y /o 

de su activación durante la diferenciación de los ovarios como 

1o sugerido por Wilson et aL (210) en 1as aves (vease apartado 

V; Fig. 15). Mientras que en los embriones desarrollados bajo 

el efecto de la temperatura masculini.zante no estaría presente, 

o si lo estuviese, su activación seria baja o nula en la gónada 

masculina en diferenciación. 

La presencia del receptor a estrógenos en el complejo 

urogenital de embr1ones femeninos de 40 d.i (etapa de 

desarrollo 30) que pertenece al estadio de establecimiento 

gonadal, y en base a los resultados de la cuantificación de 

estradial. en suero y órganos urogenitales, se sugiere que la 

temperatura de incubación ferninizante al. regular e1 metabolismo 

de estrógenos durante el estadio de establecimiento gonadal, 

estos jugarían el papel de mensajeros que indicarían al 

organismo del e.~lecimiento de la gónada femenina, asi como 

de 1a integración de1 sexo femenino (Figs. 10, H). Apoyando 1o 

anterior en el hecho de que durante la etapa JO del desa=ollo 

que forma parte de la etapa de estab1ecimiento del ovario, baja 

el número de receptores 9S a estradiol (E2) en el complejo 
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gónada-mesonefros (Fig. JO). Debido probablemente a que al 

biosintetizarse como secretarse considerablemente más E2 

durante la etapa de establecimi~nto ovárico, el estrógeno 

ocuparía un mayor número de estos, y por consecuencia, a través 

de su prevaleciente activación por cl efecto de la temperatura 

feminizante, se daría lugar al establecimiento del ovariO, asi 

cornO del sexo femenino como tal (Figs. 10, 11). Por tal motivo, 

la presencia del receptor 9S de estrógenos en el complejo 

gónada-mesonefros de embriories mascu.linos durante su etapa de 

establecimiento testicular a pesar de su presencia, los 

estróg'enos presentes no repercutirian sobre la diferenciación 

testicular, debido a que el estrógeno al unirse a un escaso 

número de receptores y/o al no ser activado en seguida, no 

ejerceria una acción fisiológica inmediata. 

El haber determinado la presencia del receptor de estróg e nos 

en el complejo urogenital de embriones masculinos de L. 

olivacea d
0

e 40 dias de incubación (d.i) (etapa 29) y 45 d.i 

(etapa JO) (Fig. 29-Jl.), pertenecientes al estadio de 

establecimiento gonadal masculino, explicaria el hecho de la 

reversión sexual provocada en estadios especificas del 

desarrollo embrionario en e.species sexo-termodependientes. Ya 

por la administración exógena de estrógenos, moléculas 

antiestrogénicas =mo de la propia temperatura de incubación 

(25; JJ; 97; l.28; l.51.). Ocasionando, la parcial o total 
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reversión como alteración de sus caractéres sexuales 

secundarios (veanse apartados I.b.2 y IV.b). 

Por Ultimo, el considerar que los estrógenos fuesen los 

agentes causales per se de la diferenciación sexual gonadal 

en reptiles sexo-terrnodependientes, como lo proponen Raynaud y 

Pieau (151), Do:dzzi et al. (JJ) y crews et al. (25), y en las 

aves por Wolff y Ginglinger (219; 220), Weniger et al. (207) e 

Imataka et al. (7l.-7J), aun sigue en tela de juicio, y por 

ende, la Teoría Hormonal de la Diferenciación Sexual Gonadal. 
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XV.d.- PRJPCEICION DE UNA Hll'OTFSIS SOBRE LA DIF'ERENCIJICION 

GONADAL EN LA TORTUGA MARINA b· olivacea 

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis 

e integrandolos con las observaciones hechas por otros autores 

en esta y en otras especies de quelonios sexo-termg 

dependientes, se propone la siguiente hipótesis sobre la 

diferenciación sexual gonadal en estos quelonios. La 

diferenciación gonadal femenina en Lepidochelys olivacea 

seria mediada por su correspondiente temperatura de incubación 

{31-32ºC), indirecta y/o directamente a partir del estadio de 

gónada .indiferenciada. Indirectamente, a partir de regular a 

nivel del sistema nervioso central la secreción de 

neurchormonas. Estas activarían el gen de la aromatasa a nivel 

medular del primordio gonadal en diferenciación (Fig. 32). 

Directamente, seria que la temperatura de incubación 

feminizante activara el gen de la aromatasa, a partir de 

activar mal.éculas termosensiblcs que regularian la expresión 

del gen de la aromatasa y/o regulando su actividad (Fig. 32). 

En ambos casos, el producto de la aromatización, los 

estrógenos, actuarian directa y/o indirectamente a partir de 

otras moléculas ovario-determinante, en la regresión de los 

cordones medulares (sexuales), así como el desarrollo de la 

región cortical (Fig. 32). Una vez diferenciado el primordio 

gonadal en ovario, seguiria un proceso de "maduración" 

correspondiente al estadio de establecimiento gonadal (Fig. 
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Fig. 32.- Diagrama que muestra la hipotesis propuesta a 
partir d~ los resultados cbtenidos en es~a tesis. así como por 
otros autores sobre como la temperatura de incubación 
teminizanee puede intervenir en la diferenciacion del sexo 
femenino en la tortuga marina L. olivacea. 
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32), siendo regulado por los estrógenos. Llevandose al cabo 

esta fase de "establecimiento ovárico" a partir de que la 

temperatura de incubación feminizante regula el metabolismo de 

estrógenos en la región medular que conforma el estroma del 

ovario (Fig. 32). Actuando los estrógenos: i) regulando el 

establecimiento del ovario y ii) ser los responsables de 

concretar el estadio de establecimiento del sexo femenino 

(Figs. 32, JJ). 
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Fic¡. 33.- Diagrama que muestra la ubicación de los resultados 
de est;i tesis sobre la diferenciación sexual gonodal de L. 
oliva.cea, en las tres fases de la diferenciación sexual en 
vertebrados. 
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XVI.- CONCLUSIONES 

En la tortuga marina sexo-termodependiente Lepidochel.ys 

olivacea: 

1.- El complejo urogenital gónada-mesonefros de embriones 

masculinos y femeninos de la etapa 29 y 30 biosintetizan 

testosterona a partir de b.iot:ransforrnar DHA-3H, y estradiol a 

partir de aromatizar T-3H. Favoreciendose la biosintesis del 

andrógeno en ambos sexos. 

2.- Los testículos y los ovarios, asi como el mesonefros de 

embriones de ambos sexos de la etapa 29 y 30, biosintetizan 

testosterona y estradiol a partir de biatransforrnar precursores 

radiactivos. 

3.- En las gópadas no hay un metabolismo diferencial de 

hormonas esteroides sexuales (andrógenos y estrógenos) mediado 

por la temperatura de incubación durante las dos últimas 

estapas del desarrollo embrionario que abarcan el estadio de 

establecimiento gonadal. 

4.- A nivel de la concentración en suero de testosterona y 

estradiol, se aprecia una fase de trancisión durante las etapas 

29-30 del estadio de establecimiento del ovario, y durante 
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la última etapa del desarrollo embrionario en ambos sexos, se 

aprecian dos fases (inicial e intermedia). 

5.- El complejo urogenital gónada-mesonefros de embriones 

femeninos de las etapas 15 y 30, asi corno de embriones 

masculinos en su Ultima etapa de desarrollo y los testículos, 

fuesonefros e interrenales de tortugas posteclosión, presentan 

el receptor citoplasmático 95 para estrógenos (estradiol). 
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