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RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue investigar en qué momenta
del desarrollo, es posible detectar biosintesis de hormonas
esteroides en gonadas indiferenciadas de feto de bovino ( Bos
indicus ), wutilizando una técnica muy sensible como es la de
transformacién isotépica.

Se estudiaron 3B fetos de bovino, cuyas medidas de longitud
C-R ( coronolla- rabadilla ) esta entre 1.0 y 3.4 cm. De 1.0 a
2.0 cm de long. C-R del feto el primordio gonadal se encuentra en
la etapa de cresta genital y de 2.8 cm en adelante, ya es posible
reconacer morfolédgicamente a las gonadas. En todos los casos, el
diagnético del sexo se realizo en base al cariotipo de células
hepaticas. Para evaluar la biosintesis, una suspensién celular
obtenida por digestion enzimatica de la gonada, se incubé durante
una hora en medio Dulbeco en presencia de O.1lp Ci de, ( 1,2,6,7
3H ) androstenediona. E£n el caso de las crestas genitales, en
lugar de la digestion enzimatica, éstas se incubaron en
fragmentos. Al final de 1la incubacion se extrajeron los
esteroides y se separaron por cromatografia de placa fina (
diclotometano - acetato de etilo B8:2 y eter - hexana 3:1 ). Los
productos obtenidos fueron testosterona en machos y 178 -
estradiol y estrona en hembras.

En génadas de 1.0 a 1.5 cm de long. C-R no se observée
sintesis de esteroides; a partir de 1.8 cm de long. C-R se
cuantific6é biosintesis de los tres productos ya mencionados y

esta se incrementa considerablemente conforme aumenta 1la edad.



LLas resultados demuestran que la presencia de actividad
enzimatica de 178 - hidroxiesteroide deshidrogenasa en machos y
aromatasa y 178 ~ hidroxiesteroide deshidrogenasa en hembras es
un fendmeno muy precoz en la diferenciacién gonadal y precede a

la diferenciacién morfolégica.
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INTRODUCC ION

La diferenciacién sexual, es un proceso secuencial que

se origina a partir del establecimiento del sexo cromosomico en

el momento de la fertilizacidn, e involucra una serie de eventos
que gposeen un alto grado de precision, siendo igualmente
complejos los mecanismos que los regulan, El dimorfismo sexual
presenta diferentes etapas durante. el desarrollo de los
organismos. Estas etapas son las siguientes: a ) etapa
cromosbmica, b) etapa gonadal, ) étapa fenotipica y d) etapa

psicaosocial.
Sexo - Cromosémico

La naturaleza de la informacion sexual fue durante mucho
tiempo un enigma. El trabajo que abrio la primera brecha en este
campo fué el realizado en Drosophila, cuyos resultados sugirieron
que el sexo estaba determinado por el nuamero de cromosomas X
presentes en los organismos. Asi se tenia que las moscas con  un
s6lo cromosoma X eran machos y que la presencia de dos ©0 mas
cromosomas X conferia a los organismos de un fenotipo femenino
( Vogel y Motulsky, 1979 ). En 1957, Stern propuso que en los
mamiferos, el cromosoma Y era un cromosoma que aparentemente
posefa poca © ninguna informacion genetica, con la posible
excepcion de algun factor que promovia la tertilidad en los
machos. Sin embargo, con el desarrollo de las tecnicas para
determinar el cariotipo de los cromosamas a principlos de la
década de los afos sesentas, fué pos:ble establecer que el

cromosoma Y en el humano y en otras especies de mamiferos es



determinante en el desarrollo de los testiculos ( George vy
Wilson, 1988 ).

De ésta manera queda establecido que el dimorfismo sexual en
los mamiferos se da cuando un espermatozoide que posee un
cromosoma X 6 Y fertiliza a un 6vulo que unicamente presenta un
cromosoma X. Siendo caracterf{stico el hecho de que las hembras
posean un complemento cromosémico sexual XX y los machos uno  XY.
Los eventos subsecuentes de diferenciacion dependeran en gran
medida de los factores determinantes de la feminizacién o de la
masculinizacidn, los cuales se localizan en autosomas y
cromosomas sexuales.

La participacién del cromosoma X en la determinacidn
gonadal y gametogénica en ambos sexos es fundamental. Esto se
debe a que dicho cromosoma posee genes gue controlan mecanismos
importantes, como el gen que regula la expresion del receptor
intracelular para andrégenos y otro gque contribuye en la
espermatogénesis normal. Un fenémeno importante es que la
inactivacién de wun cromosoma X en los individuos femeninos
mantiene el equilibrio génico en ambos sexos al igualar el
contenido de ADN cromosomico activa ( Lyon, 1974 ) ( Gartler,

1973} .

Diferenciacion Gonadal

La diferenciacién gonadal en el humano se aevidencia a
partir de la éa 6 7a semana de desarrollo embrionario ( Jirasek,
19713 Witschi, 1956 ). Desde el punto de vista embriologico la

g6nada se forma de dos tipos de células: las células somaticas de



origen mesodérmico y las células germinales primordiales ( CGP ).

Las CGP se reconocen tempranamente en el desarrollo
antogenico debido a que son de mayor tamafdo que las células
somaticas, su citoplasma es claro, con nucleos grandes y redondos
y con un contenido alto en glucogeno y tosfatasa alcalina ¢
Mackey y cols., 1953 ). Tienen un origen extragonadal y se les
reconoce por primera vez en el endodermo del saco vitelino cerca
de 1la alantoides, poseen la capacidad de migrar y de establecer
contacto con células somaticas, y pueden proliferar facilmente.
Debido a su capacidad migratoria, las células germinales
primitivas abandonan el epitelio del intestina posterior sitio al
que se desplazaron a partir del saco vitelino, moviéendose
lateralmente hacia las regiones urogenitales. A pesar de que se
desconocen los factores que estimulan y guian a las CGP hasta su
destino, es evidente que las células somaticas ubicadas en la
region donde se formaran las futuras crestas gonadales emiten y /
o manifiestan seRales especificas que atraen y retienen a las
células germinales.

Despué¢s de que las CGP llegan a 1a regién urogenital,
comienzan un activo proceso de proliferacion que coincide
cronolégicamente con la proliferacitn de las celulas somdticas
mesenquimatasas y del epitelio celomico que bordea esta regién.
El conjunto de estos eventos da origen al blastema gonadal gque se
situa en la parte ventral del mesonefros. El blastema gonadal
se organiza en dos diferentes tipos de tejido: a) el tejido que
contiene a las CGP formado por las células somaticas precursoras
de las células de Sertoli o de la granulosa y b) el tejido

estromatico que dara origen al tejido conectivo, vasos sanguineas



tejidovintérsticial esteroidogénico ( representado este

células de Leydig o por celulas intersticiales del

Hﬁoéfblcgicamente el primer signo de dimortfismo gonadal es el

. degériollo de las células de Sertoli primordiales y su agregacion

'gh; él'ineerior de los cordones espermatogenicos en el testiculo
fefal. as{ mismo se produce una condensacion de tejido conectivo
en . la zona periférica que va a constituir la tanica albuginea (
Jost, 1984 ). En contraste con el testiculo fetal, 21 ovario no
muestra eventos que lo caractericen histologicamente en las
primeras etapas de su desarrollo embriolégico, por lo que su

identificacién se lleva a cabo por exclusion.

El papel que juegan las CGP en el desarrollo gonadal y la
diferenciacion es muy 1mportante pues de la presencia de estas y
su migracion al epitelio celémico depende que se lleven a cabo

normalmente los eventos de diferenciaci6n y desarrollo.

Teorias Sobre la Formacién de las Gonadas

ta formacién, desarrollo y diferenciacion gqonadal fueron
descritas inicialmente por Waldeyer ( 1870 ), quién propusa que
las masas 6 cumulos celulares centrales de las gonadas ( blastema
gonadal © médula ) se originaban a partir del mesonefros. Desde
entonces, en 1los siguientes 100 afus se postularon numerosas
teorias acerca del origen de las gonadas, algunas de las cuales
actualmente han quedado descartadas ( por e). la teoria que

postula que las CGP se originan a partir del epitelio germinal ).



Algunas autores propusieron que los diferentes tipos
celulares que forman las gonadas tienen su arigen en el tejido
mesenquimatoso ( Allen y cols., 1904 ). Jirasek ( 1968, 1971 ),
quién estudio las gonadas fetales de humano, concluyo que tanto
lag células mesenquimatosas de las crestas mesonéfricas y las
celulas mesenquimatosas de origen mesodermico dan origen a -las
génadas.

Witschi ( 1931, 1948 ), trabajando con génadas de anfibio,
llego a la con:lusioﬁ dé que las gonadas estan constituidas por
dos diferantesrtipus'de téjido: la corteza que se deriva a partir
del epitelio celémico, y la medula formada por células del tejido
mesonefrico. l

Burns (1961) describio un modelo diferente de diferenciacion
gonadal en amniotas, €&l propone Qque los cordones sexuales
primarios proliferan a partir del epitelio celomico ( primera
proliferacion } y forman los cordones medulares. En el testiculo
estos cordones se desarrollan dando origen a los cordones
testiculares. En el ovario, se lleva a cabo una segunda
proliferacién del epitelio germinal formando los cordones
sexuales secundarios, al mismo tiempo que los cordones primarios
son desplazados hacia la médula donde degeneran.

Al estudiar ovarios de fetos de humanc y de bovina,
Pinkerton ( 1961 )}; Gropp, ¥y Ohno (196&) propusieron un modelo
en el cual el blastema gonadal tiene su origen en el mesonefros.
En el feto de bovino, cuyo mesonefros es un  argano muy
prominente, se observan salidas masas celulares con una fuerte

reaccién de fosfatasa alcalina las cuales se extienden a partir



del glomérulo mesonéfrico hacia el Area gonadal mezclandose con
las células germinales y el mesenquima. Posteriormente durante
los eventos de diferenciacién gonadal, estas solidas masas de
células daran origen a los cordones sexuales.

Finalmente Byskov vy cols. ( 1977 ) propusieron que las
células somadticas de las gonadas derivan del mesonefras y son
determinantes en la diferenciacién gonadal, mientras gque el
epitelio celomico juega un papel menor aungue no puede ser
excluido; estos autores consideran que no se presentan

proliferaciones primarias y secundarias.

Funcionamiento Endécrino del Ovario y el Testiculo Fetales
En la mayoria de las especies animales, la diferenciacion
endécrina del ovario fetal se manifiesta por 1la aparente
capacidad de sintetizar estrogenos, la cual ocurre
simultaneamente con la habilidad del testiculo de sintetizar
testosterona durante su desarrollo ( Fredrick y Wilson, 1979 ).

Al parecer la formacion de estrégeno no es esencial para el
desarrollo normal del fenotipo femenino en etapas tempranas del
desarrollo embrionario ( Jost, 1933 ). No obstante se asume que
el ovario fetal posee la capacidad, aunque pequenra, de
sintetizar estrégenos durante su desarrclla embrionario ( Bloch,
1964 ) ( Schindler y Friedrich, 1985 ).

Recientemente se reportd que la capacidad de sintetizar
estrogenos, a partir de un precursor radiactivo ( andrégeno )} por
el ovario del conejo y el humano es similar a la que tiene el
testiculo de sintetizar testosterona en las mismas especies.

Este evento en el ovario se manifiesta antes de gque se observe una



diferenciacién histolégica ( Milewich, George y Wilsonjl1977 vy
1978 ).

En el bovino la primera produccion de hormonas esteroides
ha sido demostrada en el blastocisto y al parecer esta primera
sintesis podri{a servir para mantener la predez {( Shemesh y
Hansel, 1983). Shemesh (1983), muestra en el bovino que el ovario
tfetal produce 178- estradiol a los 42 dias de edad gestacional (
3.3 - 4.5 cm de long. C~R (coronilla-rabadilla) y esta produccion
desaparece después de los 90 dias de gestacion. £n una etapa
posterior, el ovario tiene la capacidad de producir 178- estradiol
en respuesta a estimulos externos como por ejemplo el agregado
de testosterona exogena, pero ésta actividad se mantiene latente
st no existe tal estimulo. En el bovino, la diferenciacion
sexual gonadal se observa en el dia 41 de edad gestacional
aproximadamente ( 3.0 cm de long. CR ) ( Gier y Marion j 1970 ).

Dufour ( 1967 }, estudia la actividad endocrina en las
gonadas fetales de cerdo cuya edad estd en el intervalo de 25 a
40 dfas gestacionales ( 2.0 - 5.2 cm de long. C-R ). En su
estudio se proceso el tejido gonadal con tecnicas histoquimicas
para 38 y 178- hidroxiesteroide- deshidrogenasa, interpretando las
zonas que se tifderon mds positivamente con las regiones de mayor
actividad endé6crina, siendo las génadas pertenecientes a fetos de
2.5 cm CR las mas activas. Esto fue corroborade en trabajos
posteriores en los cuales se realizo un analisis histoguimico con
el mismo tipo de gonadas ademas de un andlisis histolégico a
nivel de microscopia de luz ( Moon y Raeside, 1972) ( Moon vy

Hardy, 1973 ). En dichos trabajos, se observé que el pico de
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actividad esteroidogénica se presenta antes de que se lleve a
cabo la diferenciacion de las células de Leydig en el testiculo y
antes de que haya una diferenciacion histologica en el ovario.

Mauleon et. al. ( 1977 ) demostraron que el ovario de la
oveja cuya edad gestacional estaba entre 31 - 47 dias post
coito, podia sintetizar 178~ estradiol antes que el testiculo
comenzara a secretar testosterona. La secrecion de 178~ estradiol
en el ovario empieza aproximadamente en el dia 31 de edad
gestacional . periodo en el que se esta llevando a . cabo 1la
diferenciaciéon sexual ( 31 - 47 dias ). En cambio, -en el
testiculo la produccion de testosterona es baja durante la
diferenciacion y aumenta considerablemente con la edad
gestacional ( 47 - 62 dias ).

En estos estudios la secrecion de 178- estradiol Yy
testosterona fué estimada a partir de la diterencia que se obtuvo
entre las cantidades secretadas al medio por las qonadas despues
de dos dias de cultivo,comparadas con el medio de cultivo fresco.

En el conejo, George y Wilsan ( 197B ) encontraraon que las
gonadas en estado fetal sintetizan 178- estradiol y testosterona y
que la produccién de 178~ estradiol en el ovario es mayor en los
dias 17 y {8 de edad gestacional.

En la rata, se describe que la sintesis de estrogenos se
inicia unos dias despues del nacimiento {( Lamprecht y cols. ,1976
). Sin embargo, Picon y cols. ( 1985 ) han reportado que si
los ovarios son tratados con dibutyryl cAMP ( dcAMP ) tienen 1la
capacidad de sintetizar 178- estradiol in vitro a los 14.5 dias de

edad gestacional.



Terada "y cols. { 1984 ) trabajaran con ovario fetal y
neonatal de raton . En ausencia de FSH los ovarios de 18 dias de
gestacion y de -un dia de nacidos no- mostraron actividad de
aromatasaj sin embargo, en presencia de FSH la actividad de
aromatasa en el ovario pudo ser detectada al dia 17 y 18 de
gestacion y la actividad se incrementa después de dicha edad.

Con respecto al testiculo fetal, la informacion
bibliogrdfica es mas abundante y coincidente, ya en 1904, Allen
trabajando con génadas de cerda, describio claramente el patrén
de desarrollo de las células de Leydig en etapas fetales del
testiculo utilizando tecnicas de microscopia de luz, aungue la
pFimeﬁa‘ evidencia aportada acerca de la funcion endécrina del
testic&iu fetal ya habia sido dada por Bouin y Ancel en 1903.

En el cerdo, la primera produccion de testosterona fué
defECCada en gonadas de fetos cuyo tamaRo era de 2.0 cm CR y la

‘mayor - produccitn se detecte en tetos menores a los 3.5 cm de

longitud Ck ( 25 - 35 dias de gestacion). Esto muestra que en el
cerdo la produccion de testosterona por el testiculo se inicia
muy tempranamente durante su desarrollo embriologico ( KRaeside,
1985 ).

George y Wilson ( 1978 ) a partir de una serie de estudios
realizados en el testiculo fetal del conejo, encontraron que la
funcidn endocrina en éstos se inicia entre los dias 14 y 17 de
gestacion, pero la produccion de hormonas es casi imperceptible.

Es prabable que factores hormonales induzcan y regulen la
actividad de enzimas especificas responsables de que se inicie‘la
sintesis de testosterona en el testiculo fetal. Sin embargo, la

presencia de un perfil enzimatico en el testiculo fetal durante
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etapas criticas de la embriogénesis sugiere una programacién
genética inherente de las celulas de Leydig fetales; en
consecuencia, la iniciacién de la sintesis y la secrecion de
testosterona en el testiculo fetal del conejo seria independiente
del control hormonal externo ( George y Wilson, 1978 ).
Ahluwalia ( 1974 ) y Sanyal ( 1977 ), proponen que en la rata vy
en el humano, las gonadotropinas juegan un papel importante
durante el desarrollo embrioiégico, no obstante, los factores que
regulan la secrecién de testosterana durante el periodo critico
del desarrollo del fenotipo masculino no esta bien establecido.
Tomando en cuenta todos los antecedentes ya mencionados
podemos decir que las gbnadas de ambos sexos son capaces de
sintetizar hormonas esteroides en etapas muy tempranas de su

desarrollo fetal.

Biosintesis de hormonas esteroides

El colesterol es un esteral gque modula la fluldez de las
membranas de los eucariontes, ademds es precursar de las hormonas
esteroideas como la progesterona, testosterona 'y 17g-estradiol
entre otras.

Es una molécula que posee 27 aAtomos de carbono provenientes
de acetil Co A, ademis de dos grupos metilo wubicados en los
carbonos 10 y 13 en posicién beta ( por encima del plano ) ©
cis.

Acetato —==-— Mevalonato ---— lsopentenilpirofosfato ————

Escualeno ---- Colesterol

En la conversion del colesteral en hormonas esteroideas “las



reacciones de hidroxilacion juegan un papel muy importante, para
due,~estas ‘se. ‘1leven ‘a cabo es indispensable la presencia de

Oxigeno’y NADPH.
R H + 0.+ NADFH + H muelpe.  ROH + H20 + NADP

Es - necesaria en estas hidroxilaciones la activacién del
oxigeno la’  cual .se consigue con ayuda del citocromo P450,
cnmponentg terminal de una cadena de transportadores de
élé:trnnes que son aportados por el NADPH.

Las hormonas esteraides tormadas a partir del colesterol
poseen como maximo 21 atomos de carbono. La primera etapa en la
sintesis de las hormonas esteroides es la eliminacion de una
unidad C& de la cadena lateral del colesterol para formar
pregnenolona. La cadena lateral de la molecula del colesterol se
hidroxila en C - 20 y después en U -~ 22, a esto sigue la ruptura
‘del’ enlace entre C - 20 y C - 22. La ultima reaccion esta
‘catalizada por una desmolasa y en todas se utiliza NADFH y (2.

-La - sintes1s de androgenos comienza con la hidroxilacion de
la progesterona ( que se sintetiza a partir de la pregnenolona )
en € - 17. La cadena lateral compuesta por C - 20 y C - 21, se
escinde para liberar la androstenediona la cual es un androgeno.
Con 1la reduccion del grupo 17 - ceto de la androstenediona se
forma la testosterona compuesta como todos los androgenos por 19
atomos de carbono.

Después de la sintesis de androgenos, se lleva a cabo la
sfntesis de estrogenos pues estos ultimos se elaboran a partir de
los primeros por perdida del grupo metilo C - 19 y la formacion

de un anillo aromatico. Para gque estas reacciones se lleven a



cabo  es indispensable la presencia de NADPH y 02 -en un proceso
complejo que lleva implicito tres hidroxilaciones.

lla estrona es un estrdgeno que se torma a partir de la
androstenediona y el estradiol se sintetiza utilizando a 1la
testosterona como sustrato 6 precursor.

La sintesis de éstas ultimas hormonas se lleva a cabo en las
génadas ( testiculos y ovarios ). La testosterona es la hormona
qQue se produce en mayor cantidad en el testiculo pues es la
hormona sexual masculina.

El 178-estradiol es el estroégenao que se produce
principalmente en el ovario. Los estrogenos se producen a partir
de la aromatizacion de los andrégenos.

En la produccion de los esteroides ovaricos, estan
involucrados dos tipos celulares: las células de la teca que son
la fuente principal de la 17a-hidroxiprogesterona Yy de
~androstenediona, el principal andrégeno sintetizado en el
ovariao, y las «células de la granulosa que dan origen al
estradiol.

Todo el proceso involucrado en la sintesis de estragenos se
produce principalmente en las mitocondrias y el reticulo
endoplasmico liso ( REL ).

El colesterol libre proveniente de la sangre 6 sintetizado
del acetato via mevalonato es transportado hacia el interior de
luz mitocondrial y se le escinde la cadena lateral para formar la
pregnenolona que pasa al REL donde se transformard en
progesterona y finalmente se sintetizaran el resto de los

esteroides ( Brodie, 1983 3 Granner, 1986 )( Fig. 1 ).



PREGNENOLONA

e
oo

' PROGESTERONA



oOBJETIVO

El propésito que se planted en este trabajo, fué determinar
si en los embriones de bovino en los cuales el sexo gonadal no
eéta definido ( 28 - 40 dias de edad gestacional ), existe o se
manifiesta wuna diferenciacién sexual a nivel bioquimico. Se
tomard como parametro la produccién de hormonas esteroides
sintetizadas por las gb6nadas a partir de un precursar marcado

radiactivamente (androstenediona).



MATERIALES Y METODOS

Material

El material quimico utilizado en el presente trabajo se
abtuvo en los siguientes lugares: 4 -androsten 3,17 —-diona 3H fue
comprada a New England Nuclear ( Boston, MA )§ tripsina y medio
Dulbeco ( DMEM ) se obtuvieron en Brand Island Biological Co. {
Grand Island NY ). El inhibidor de tripsina, 5 a androsterona,
estrona, 178- estradiol y testosterona fueron adquiridos en Sigma
Chemical Co. ( St. Louis Mo ), y las placas de stlica gel 60 254
- sobre base de aluminio utilizadas en la cromatografia en placa

fina en Merck ( Mexico ).

Metodologia

Se trabaj6. con embriones de bovino de la cepa cebu ( Bos
indicus ), entre 1 y 3 cm de longitud CR ( coronilla —rabadilla )
pertenecientes al primer tercio de edad gestacional ( entre 28 y
40 dfas post coito ),mismos que fueron proporcionados por
Industrial de Abastos ( IDA ) ( Fig 2 ).

Se estudiaron en total 38 embriones, mismos que se colectaron
30 min después de que se sacrificaron los animales. Los
embriones se depositaron en viales que contenlan medio de cultivo
DMEM + Albumina al 0.1%Z . Aproximadamente dos horas despues, en
el laboratorio, se extrajo el mesonefros junto con la region
gonadal y con ayuda de un microscopio de diseccién y agujas de
punta muy fina se separo la region gonadal del mesunefros. La

region qgonadal de los embriones mayores de 2.0 cm se deposite en
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matraces - de Erlenmeyer de 10 m! los :uélés

tripsina al 0.25% p/v disuelta en solucion:

2+ .
y-Mg y se incubaron durante 10 min..en.ba

=]

ciclos/ min.) a 37 "C.

Despues de la incubacion, se detuvo-la

enzima agregando a los matraces inhibidar de,tﬁibsiﬁ; {10.2S‘>
en un volumen dos veces mayor que el de la tripsina:(' 2&1, ):
Con ayuda de pipetas Pasteur, previamente flameadas, :se
disqregaron por completo las gonadas y se depositaron en tubos de
centrifuga. Se centrifugé a 1000 rpm durante 10 min, - se
descartd el sobrenadante y se resuspendié el baoton celular
adicionando medio Pulbeco - Albumina, Yy nuevamente se
centrifugb. Al concluir la segunda centritfugacion, se tiré el
sobrenadante y con 100 jl del medio se resuspendité el botén
celular; la suspension celular final se sembro en viales que
contenian 200 1l de medio, 10 pl de marca o sustrato,
androstenediona marcada 3H ( 0.1 pCi disuelto en 10 pl de
etanol).

Las gonadas de los embriones de 2.0 cm de long. CR & menos,
unicamente se fragmentaron con ayuda de agujas de punta muy fina.
En - estas no se llevd a cabo disgregaciéon celular y todos los
fragmentos se sembraron de la misma manera que las gonadas
mayores de 2.0 cm.

Los frascos de incubacién fueron saturados con una mezcla
gaseosa de 95% de aire y 5% de COpj se incubaren en bafo de
agitacion ( 90 ciclos / min. ) a 370C durante una hora.
Finalmente la reacciéon se detuvo agregando 10 ml de eter etilico

frio.



Con el fin de recuperar los esteroides sintetizados en
rnugscra siembra, se llevaron a cabo tres extracciones con 10 aml
de éter frio para un volumen total de 30 mi, agitando cada vial
puﬁ separado en un vortex después de cada adicién del eater.
Para . separar la fase acuosa de la eterea, se congelaba la fase
acuosa wutilizando acetona enfriada con hielo seco, la fase
etérea se volcod en viales nuevos y se evaporé utilizando el baéu
de agitacion a 300C.

Al concluirse las extracciones, para identificar a los
metabolitos obtenidos se realizaron una serie de cromatagrafias
en capa fina de silica ~ gel / aluminio ( TLC ) ( Fig 3a y 3b ).
l.as muestras se aplicaron en la placa de la siguiente manera
primero se resuspendieron las muestras utilizandoe 100 ul de
etanol, se taomaron alicuotas de 40 ul y se sembraron en dos
placas diferentes junto con una serie de 7 muestras patron que
sirvieron como acarreadores; las muestras patron tambien se
sembraron por separado en la misma placa para compararlas con las
muestras problema al finalizar la cromatografia. Las muestras
patréon utilizadas fueron testosterona ( T ), androstenediona (84
), androsterona ( 5a ), estradiol ( Ez ), estrona ( Ej; ),
dehidroepiandrostenediona ( DHEA ) y dihidrotestosterona ( DHT )3
se utilizaron dos sistemas de solventes diferentes para llevar a
cabo la separacitn de las muestras : diclorometano : acetato de
etila 8:2 v/v y éter ettlico = hexano 3:1 v/v . Fara cada
sistema de solventes se utilizo una placa con las mismas

muestras.
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Después de haberse corrido la cromatografia, la placa se
revelé con luz ultravioleta y se corto la zona de las muestras
problema, la zona de los esteroides pﬁtron se reveléo con una
solucién de Acido sulfarico al 25% calentado a 250 OC con el fin
de observar el desplazamianto de los esteroides. La regién donde
fueron sembradas las muestras problema se dividio en zonas que
corresponden a cada compuesto y se cortaron depositando las
fracciones en viales a los gue se les agregaron S ml de liguido
de centelleo para después colocarlos al espectéometro (  Packard
tri ~ carb 3255 ) . En base a las cuentas por minuto ¢ cpm )
obtenidas, se calcul6 el % de transformacidn de las hormonas
esteroides sintetizadas por cada par de gonadas. Esto se ralizo

de la siguiente manera:

cpm ¢ netas ) — ( 40 ) = cpm corregidas
La I de las cpm corregidas de todas las fracciones nos da el
%4 de transformacion total de los esteroides.

El 7% de transformacion de cada esteroide se obtiene
multiplicando x 100 las cpm de cada esteroide y dividiendo entre
las cpm totales.

Simultaneamente, se realizaron los cariotipos de cada uno
de los embriones con los que se trabajé. Se obtuvo el higado de
los embriones, se colocd en un matraz que contenia solucioén
salina libre de Ca2+ y H92+ para después disgregarlo
mecanicamente a través de una malla de nylon y obtener una
suspensién celular. Las células se sembraron en viales a los que
se les aqgregd 10 ml de medio de cultivo (Dulbeco - Albumina ) dos

ml de la suspension celular y 2ug de colchicina ( esta ultima se
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‘utilj;élparé detener a las células en la mgtafase de fa mitosiS),
los viaies'sé agitaron suavemente y se incuﬁaron durante dos
hrs ‘a 37°%.
o Para llevar a tabo la cosecha, se resuspendio el botan
'céihlér utilizando una pipeta Pasteur , se pasco a tubos de
céntfifuga de 13 ml y se ceatritugd a 1500 rpm durante S5 min, se
valcé' . el sohrenadante y se agregaron 4 ml de solucion libre de
,Eaz* v M92+ a 37°C, se resuspendio nuevamante y se centrifugdé a
X560 rpm durante 3 min.
£1 boton celular obtenido a partir de esta centrifugaciodn
. fue. resuspendido  aditionando 3 ml de una solucién hipotonica.
Los tubos se incubaron a 37°C durante 3¢ min y despues se
centrifugaron a 1500 rpm por espacio de $ min; se deshechd el
sabrenadante se resuspendieron las células y se le agregaron 4 aml
de fijador ( metanol - ac. acetico glacial 3:1 ).

La suspension celular con fijador se dejo reposar 20 min
para despues centrifugar a 19500 r/min durante 3 min ;5 finalmente
se vierte el sobrenadante y se adiciopan 3 m}l de fijador, se
resuspende y se guarda en el cuarto frio.

Para wmantar las preparaciones se utilizaron portaobjetas
nuevos los cuales se  intradujeran en un cristalizador que
contenia ac, clorhidrico al 5% y alcohol etiliceo al 954 § los
portaobjetos se limpiaron e introdujeraon en alcohol al 704,

A los portacbjetos limpios, se les depositaron dos gotas de
suspensian  celular y se flamearon sobre un mechera encendido,

soplando sobre el partacbjetos para dispersar los cromosomas.



£n 34 m]l de agua destilada se agregaron 3 ml de Geimsa y un
ml de Leishman § la solucién fué vertida en un vaso de Koplin
donde previamente se habian colocado 1los portaobjetos que
contenfan los cromosomas; se dejaron durante 20 min, se sacaron
los portaobjetos y se lavaron con agua destilada para eliminar el
exceso de colorante. En esta etapa los cromosomas estan listos

para ser observados al microscopio.
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RESUL TADOS

La identificacion de los cariotipos ;e llevd a cabo
haciendo un recuento del namero de cromosomas presentes en cada
mitosis observada ( aprox. 15 - 20 mitosis por cada caso ). En
el bovino el numero de cromosomas es de &6 en  total ( 64
autosomas y 2 cromosomas sexuales ).

En las hembras los cromosomas sexuales son dos cromosomas
X grandes Yy submetacéntricos facilmente distinguibles; en los
machos, los cromosomas sexuales son diferentes, &l cromosoma X es
submetacéntrico y el cromosoma Y acrocéntrico y pequefo.

Esto se observa claramente en las figuras 4a y 4b, donde se
muestran los cariotipos de un macho y una hembra de bovino.

De los cariotipos de cada embrion estudiado, se obtuvieraon
los siguientes resultados: 17 embriones de un total de 38
resultaron ser machos el resto fueron hembras . Esto se aprecia
en las tablas ( | y 2 ) en las que se indica la longitud CR
carrespodiente a cada individuo.

Los resultados obtenidos al cuantificar la sintesis de
esteroides producidos por las génadas, fueron separados en base
al sexo cromosomico determinado por el cariotipo.

La produccion de testosterona, 178~ estradiol y estrona a
partir de la androstenediona 3H se expresaron como % de
transformacion al final de una hora de incubacion por par de

génadas.



Fig.4a Cariograma perteneciente a un macho

Fig.4b Cariograma de una hembra de bovino
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Tabla 1 Porcentaje de transformacién de androstenediona (Ag) a
Testosterona, 178 -~ estradiol y Estrona en fetos de cariotipo XY
' de diferentes edades gestacionales determinado par la lonqx'tud c-

R..pa

LCARIOTIPO . "MACHO.

valores corregidos @

fecha

Aertorae . ia0 7 e

o
+13/09/8%9 1,50 - 0.03 o Qu
30/10/89 ©1.80 0.03 0.
30/10/89 1.80 .. 3.28 L 0.
30/10/89 1.80 3.28 0.
03/07/89 2.00 S.15 o,
10/07/89 2.10 2.18 0.
24/07/89 2.10 0.92 (¢ 5
25/07/89 2.10 0.18 0.
246/07/8%9 A 2.20 7.465
26/07/89 B 2.20 12.23
17/07/89 2.70 52.50
03/07/89 2.80 41.89
03/07/8%9 2.80 24.15
03/07/89 3.40 B80.49
03/07/8% 3.40 bb. 41
03/07/89 3.40 &5,09

03/07/8%9 3.40 77.85 0.00 0.01



Tabla "2 \Valores :del: pqr:entaje de transformacion de Ag a

Teétnsterdﬁa,, 17Qi?‘éstrédiul y Estrona en fetos con cariotipo

hembra,‘de“diferehtss‘édades gestacionales determinadas a partir

dela long.. CR... .

CARIOTIFD HEMBRA

valores corregidas

TEtdAc T HK/EE

fecha A

R Ei‘

24/07/89 0.11

26/07/89 0.10
30/10/89 0.00
13/09/89 0.00
30/10/89 0.00
24/07/89 0.00
13/09/89 0.00
26/07/89 0.14
30/10/89 0.00
30/08/89 0.32
13/09/89 - . : 0.36
30/10/89 A 2.30 T 0.0 3095 4.35
30/10/89 B 2.30 0.127 1 Hi 2042 1.81
10/07/89 2.40 0.277 = i 0.00 2.22
24/07/89 2.40 0.33° . F 7 0,45 1.60
24/07/89 2.50 0:65 7 0.17 6.41
30/10/89 A 2.50 R T = T -1 1.02
30/10/89 B 2.50 0.25 . 4.47 2.68
03/07/89 2.80 0.86 0.00 8.88
30/10/89 2.90 0.45° 9.66 7.80
03/07/89 3.20 0.82 = 3.41 16.64



bentro dal grupo de embriones cuyo cariotipo pertenece - al
sexs . femenino, observambs dque la produccion de estradiol vy
estrona se inicia a edades gestacionales muy tempranas ( 35 dias
de gestacion aprax.,2.2 cm de long CR )}, aumentando ésta
produccion progresivamente conforme aumenta la edad ( fig. S y &
). En estos mismos embriones se observa que la sintesis de
testosterona posee valores por debajo del 1% (fig 7 ). Sin
embargo, el patréon de incremento es muy similar al observado para
E;y vy Ep ( Fig.5y & ).

En los machos, la hormona que predomina es la testosterona.
Los valores de esta hormona pueden apreciarse en la fig. B . Se
observa que a partir de los 2.0 cm. de long. CR hay una sintesis
de testosterona que aumenta notablemente para llegar al B0.44 en
gonadas de 3.4 cm.

lka sintesis de testosterona es menor al 14 en las génadas
de los embriones de menos de 1.5 cm de long. CR. En estos fetos
la secrecién de Ey y Ep es practicamente indetectable ( menos del
0.9% ) y np se gbserva ninguna tendencia de incremento con la
edad por lo que suponemos que son s6lo variaciones alrededor del
o .

Cuando se compara la secrecion de testosterona en los
machos con la de estrogenos en las hembras, se ve que en éstas
la actividad enzimatica es menor pero no deja de ser igualmente
importante ( fig. 8 y 9 ).

Los porcentajes de conversién se calcularon en los dos
sistemas de solventes que utilizamaos y los mismos fueron

coincidentes para T y Eaz. Sin embargo, a fines de la

0



presentacion , los valores de 178— estradiol se obtuvieron del
s.5. eter : hexano debido a que en este sistema el RF de 178
estradiol es mayor que el de la androstenediona, lo que permite

descartar una contaminacién a partir del precursor.
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CARIOTIPO XX
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Fig.3 sintesis de 178 - estradiol graficada en relacitn a la
long. C~R en gonadas ind{ferenciadas con cariotipo femenino.

Los resultados estin expresados en porcentaje de transformacion.
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CARIOTIPO XX
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Fig.&6 Sintesis de Estrona expresada en porcentaje de
transformacion en funcion de la long. C-R en QGnadas

indiferonciadas con cariotipo hembra.
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Fig.7 Porcentaje de transformacién de Testosterona representado
@n las ordenadas en relacion con la long. C-R de las gdnadas cuyo

cariotipo es hembra.



CARIOTIPO XY
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Fig.B Sintesis de Testosterona en gonadas con cariotipo macho.
Los resultados se sxpresan en porcentaje de transfaormacion ¢

ordenadas) en relacion con la long. C-R ( absisas ).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizé como sustrato un andrdgeno
marcado , la androstenediona ( A4 3H } a partir de la cudl se
sintetizaron 3 diferentes esteroides: testosterona, estrona y
17B8-estradiol. Esto nos permite determinar que existe
actividad enzimadtica de aromatasa y de 1178-hidroxiesteroide
deshidrogenasa ( HSD ) en las gonadas inditferenciadas de bovino.

Tomamos como I(ndice de la actividad de aromatasa el
porcentaje de transformacion de androstenediona marcada a 178-
estradiol y estrona, tanto en machos como en hembras. Mientras
que la sintesis de testosterona nos indica la actividad de la
178— HSD. Aparte de estos compuestos, no se detectaron otraos
compuestos marcados, por lo que se descarta una actividad medible
de otras enzimas, como la Sa reductasa por ejemplo.

La deteccion de sintesis de hormonas se lleve a cabo a
través de un método de sequimiento i1sotopico debido a que las
cantidades producidas eran muy pequeRas y por lo tanto era
necesario utilizar una metodologia que permitiera cuantificar en
el orden de fentomoles.

Las técnicas de radicinmunoandlisis y la de formacién de
agua tritiada podrfan ser otras alternativas de trabajoj sin
embargo, presentan inconvenientes pues son metadologias menos
sensibles y por lo tanto no permitirian cuantificar los productos
sintetizados en nuestro modelo.

Shemesh ( 1983 ), muestra en su trabajo que en el ovario

de bovino comienza la produccion de esteroides (17f8- estradiol )
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a los 40 dias de edad qestacioﬁal, esto correspande a” fetos cuyo
tamafo - se - encuentra entre 3.3 - 3.5 cm de long.  CR. En el
testiculo fetal, la produccitn de testosterona se da apartir de
los 3.3 cm hasta los 12.4 cm de long. CR ¢ 40 - 95 dfas de
gestacidn aprox. ).

Analizando nuestros resultados, podemos decir que la
sintesis de hormonas esteroides en gonadas indiferenciadas de
bovino existe desde antes de la edad establecida por Shemesh.
En las g6nadas pertenecientes a embriones de 2.3 cm de long. CR
se cuantificod tanto una sintesis de testosterona en machos como
de estradiol y estrona en hembras.

Raeside y cols. { 1972 ~-1973 ), demostraron que en el
cerdo, la gonada es capaz de secretar andrégenos en etapas muy
tempranas de su desarrollo, antes de que ocurra la diferenciacién
gonadal. Esto lo demostrod en gonadas de 2.0 cm (longitud C-R),
las cuales cultivé en presencia de explantes de prostata de rata,
como biocindicador de actividad androgénica. Las gonadas femeninas
se identificaron por la ausencia de actividad androgenica. En
qQénadas ( machos vy hembras ) de 1.5 y 2.0 cm de long. CR se
mostré a nivel histoquimico que existe actividad de 178 y As - 38
hidroxiesteroide deshidrogenasa .

En 1976, este mismo autor encontrdé que las gonadas cuyo
tamafdo es de 2.0 a 5.2 cm long. CR ( 25 - 40 dias de gestacién ),
sintetizan testosterona si se cultivan 1in vitro. Los resultados
de estos experimentos los obtuvieron a partir de

radioinmunoanalisis.



ESTA TESIS MO DEBE
$ALR DE (A BIBLIGTECA

Baille y cols. ( 1964, 1966 ),encontraron resultados
similares a los obtenidos por Raeside a nivel histoquimico, pero
en fetos de humano cuyo tamado era de l.4cm de long. CR.

En lo referente a la diferenciacion del sexo, las
resultados que se obtuvieron permiten distinguir las gonadas de
machos y hembras de acuerdo a la presencia de testosterona,
estradiol y estrona. Las génadas diferenciadas en las hembras,
mastraron una sintesis mayor de estradiol y estrona en
comparacién con la sintesis de testosterona por lo que podemos
decir que la actividad de aromatasa es un indice muy precoz de
diferenciacion del ovariao aun antes de que se distinga
cualquier caracterf{stica morfolégica. En las hembras se activan
simultaneamente la 178- HSD y la aromatasa pero esta dltima es
mads activa aan cuando los niveles de 178~ estradiol son en
promedio un S0% menor que estrona; la sintesis de testosterona es
inferior al 1%.

Algo importante que se observa en los resultados es que en
dos casos de gonadas femeninas, no se cuantifico sintesis de
estradiol; sin embargo, la sintesis de estrona es alta. En los
mismos casos, hay valores bajos en la sintesis de testosterona
pero dentro de lo esperado, esto hace dificil explicar el porgue
de estos resultadaos, pues tanto la aromatasa como 178 HSD estan
presentes.

En los machos la enzima que se activa precozmente durante la
diferenciacion gonadal es la 178 HSD. En este caso, no hay
actividad de aromatasa. Es de hacer notar gque en el caso de un
embrién del fenotipo masculino de 1.8 cm CR ya se detecta

actividad de 178- HSD. Esto constituye el fendmeno mas precoz de



diferenciacién sexual , ya que en esa edad estamos en la etapa
de cresta gonadal vy bastante antes de los 3 cm de long CR que
es . la edad en que se empieza a reconocer el testiculo desde el
punto de vista morfologico ( Shemesh, 1983 ).

El aumento de la actividad de la 17p8- HSD en los machos, es
mucho mas marcada que la de aromatasa en las hembras Yy
posiblemente se inicia ligeramente antes, aunque esto simplemente
puede deberse a que por su mayor intensidad se detecta
previamente. Podemos decir coincidiendo con Gearge y Wilson que
practicamente la actividad enzimatica es simultanea en ambos
sex0s, siendo la presencia de aromatasa lo distintivo de las
hembras.

Nuestros resultados indican actividad enzimdtica pero no
puede demostrarse secrecion de hormonas , sin embargo no se
puede descartar que se produzcan hormonas a niveles
indetectables para nuestros métodos . Nuestraos resultados
coinciden con los estudios histoquimicos en otras especies (
Raeside 1972 ) gue demuestran la presencia de enzimas desde
etapas indiferenciadas del desarrollo gonadal.

Queda aun abierta la interrogante acerca de cual es el
papel de los esteroides sexuales en la diferenciacién gonadal.
Sin embargo el hecho de que 1la activacion de enzimas que
intervienen en su biosintesis sea un fendtmeno muy precoz en el
desarrcllo gonadal npos permite seQuir considerando que la
formacién de un ovario @ de un testiculo pueda depender de la
produccion de estrogenos en la hembra y de testosterona en el

macho.
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