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I.- INTRODUCCION

La diferenciacién sexual en los vertebrades es un fendmeno
bioldgico esencial para la perpetuacién de aquellas especies
que se reproducen sexualmente. Se considera que la
diferenciacién sexual completa se realiza en tres etapas. La
primera etapa abarca la determinacién del sexo genética o
cromosdmica después de la amfimixis. La segunda etapa es la
diferenciacién gonadal, es decir es la etapa en la cual el
primordio gonadal indiferenciado se desarrolla para constituir
un testiculo o un ovario; y en la tercera y ultima etapa se
lleva al cabo el establecimiento sexual del organismo o

diferenciacion fenotipica.

Los mecanismos de los procesos de la diferenciacién sexual
no han sido auin bien dilucidados y se han establecido diversas
teorias tratande de esclarecerlos. Una de ellas, la teoria
hormonal postula la accidén de ciertas hormonas gque son
biosintetizadas durante la etapa embrionaria y que juegan unb
papel determinante durante el proceso de la diferenciacién

sexual.



I.a.- TEORIA HORMONAL DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

El hombre a través de su conocimiento empirico, sabia de las
consecuencias que tenia el castrar a sus animales domésticos
(v.gr., el aumento de peso). Aristdételes fué el primero en
describir en su libro "De las Partes de los Animales" (222) los
resultados de esta manipulacién en las aves y en el hombre. No
fué sino hasta el afo de 1775 que el investigador francés De
Bordeu, quien propuso por primera vez el concepto de hormona en
su libro '"Recherches sur les Maladies Chroniques", sugirié 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
afio, el anatomista inglés John Hunter, estudioé
experimentalmente la proposicién de De Bordeu, transplantando
testiculos a la cavidad abdominal de animales domésticos
prepuberes castrados, demostrando que éstos se desarrallaban de
manera normal. Sus hallazgos, lo llevaron a apoyar la hipdtesis
de De Bordeau, asi como a afirmar que sus resultados se debian
a factores quimicos y no a factores de tipo nervioso (57; 222).
Tuvieron que transcurrir mds de setenta afios para que se
reiniciaran las investigaciones encaminadas a explicar la
importancia de las gdénadas para mantener la fisiologia

reproductiva.



En 1849 el mé&dico alemdn Berthald (84; 222) retomd la linea
experimental de Hunter, demostrando que se revertia la atrofia
del canto en los gallos castrados, al injertarles testiculos en
la cavidad abdominal. Este resultado le permitié concluir, que
en efecto, una sustancia de naturaleza desconocida, producida
por los testiculos, era transportada por el torrente sanguineo
a todo el cuerpo, manteniendc la fisiologia de los odrganos
sexuales accesorios y el comportamiento de cortejo de estas
aves. A pesar de la descripcion de este hecho, que did lugar a
lo que se conoce come principio de la accién endécrina, este

trabajo no tuvo repercusién en su tiempo.

Aproximadamente 50 afos después, Benoit confirmé la
interpretacién de Berthold y didé evidencias experimentales en
apoyo a la en aquellos anos controvertida teoria intersticial
(171). Esta teoria asumia la produccidn de una sustancia en las
células intersticiales del testiculo, la cual podria ser
responsable de la diferenciacién sexual (174). Para entonces
Bernard en 1859 (8) ya habia propuesto el concepto de
"secrecion interna", el cual establece que una sustancia
secretada por un odrgano, viaja a través de la sangre para

ejercer su efecto a distancia.

Después del trabajo de Benoit, surgié una de las teorias

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




al estudiar las estructuras genitales de embriones de cerdo
durante el periodo de la diferenciacién sexual, encontraron gque
€l tejido intersticial del testiculo estaka muy desarrollado,
proponiendo que la diferenciacidn de las estructuras genitales,
y de las gdnadas embrionarias, era causada por una o varias
sustancias producidas por células ubicadas en el compartimento
extracordonal de la goénada (células de Leydig). Ademas de
sugerir que ciertas sustancias producidas en las gdnadas en
diferenciacién del feto masculine, influenciaban su
diferenciacién sexual, lo cual apoyaba a2 la teoria
intersticial. La hipdtesis de estos autores, fué acogida sin
restricciones por la comunidad cientifica de entonces y se le
denominé Teoria Hormonal de la Diferenciacién Sexual (20).
Sin embargo, la proposicién de que ciertas sustancias
producidas por un drgano tenian efecto sobre la fisiologia de
otros, sequia siendo incierta. Bayliss y Starling en 1902 (7)
propusieron que la fisiologia de los ¢érganos de un individuo,
era regulada por un complejo de mediadores o mensajeros
quimicos integrados en un sistema éndécrino. Posteriormente,
Starling en 1905 (182-184) observd que los mensajeros guimices,
a los que llamdé hormonas, tenian que ser transportados al
través del torrente sanguineo, desde el érgano en gque erxan

producidos, hasta el drgano sobre el que tenian efecto.

1a era moderna de la investigacidn de la fisiolegia de la



diferenciacién sexual, se inicia con el estudio del
free-martinismo en bovinos, a partir de los trabajos
simultaneos, pero independientes, de Lillie en 1916 y 1917 (87;
88), ¥ de Keller y Tander en 1916 (82). El free-martinismo es
el término que se usa para denctar gemelos de diferente sexo
unidos por anastomosis vasculares coridnicas, en donde el
gemelo femenino, presenta caracteristicas sexuales masculinas.
A partir de estos estudios, se consolido el concepto funcional
de la diferenciaciscn sexual embrionaria a nivel hormonal, asi
coma su comprobacisn experimental. Por lo gue se considera a
estos tres investigadores como los responsables ‘de acrisolar la
Teoria Hormonal de la Diferenciacion Sexual (20; 51). Para
explicar este proceso, los investigadores mencionados,
propusieron que el desarrollo anormal del gemelo femenino era
ocasionado en un estadio muy temprano del desarrollo
embrionario, por una sustancia secretada por las goénadas del
gemelc masculine. En consecuencia, estos autores sugirieron que
el agente transformante era una hormona producida por las

génadas del feto masculino.



I.b.—- LA DIFERENCIACION SEXUAL EN VERTEBRADOS

I.b.1.~ ANFIBIOS, AVES y MAMIFEROS

La hipétesis de que la diferenciacién sexual estaba
determinada por hormonas producidas y secretadas por las
gdnadas, fomentd las investigaciones experimentales para
abordar el problema de la diferenciacién 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. Mads tarde, los
investigadores se interesaron por determinar la influencia de
factores extrinsecos, comec la temperatura, sobre la
diferenciacion sexual en anfibios. Los experimentos cldsicos en
este sentido, incluyeron el empleo de temperaturas extre‘mas, no
fisiclégicas, para provocar la inversidén sexual en larvas de
anfibios (131; 151; 192; 213-215), utilizando postericrmente

peces (34; 151).

A partir de la década de los cuarentas, los investigadores
pudieron aplicar nuevas técnicas para abordar estos estudios en
embriones de aves (171; 221) y mamiferos (77), por ejemplo, la
castracion por irradiacidn, el cultivo de érganos sexuales, y

la administracicn de hormonas esteroides sexuales (HES) a



embriones y a animales sexualmente inmaduros y maduros (46; 51;

151).

Los estudios bioguimicos de las HES se desarrollaron a
partir de la década de los afnos 30’s (20; 32). En 1935,
Dantchakoff (30); Willier et al.(212), ¥ Wolff y Ginglinger
(219; 220), demostraron que la administracion de HES a
embriones masculinos de pollo alteraba los conductos sexuales,
provocando intersexualidad e inversidén sexual de las godnadas,
limitando la accién de estas HES a una etapa determinada del
desarrollo. Sin embargo, estos hallazgos no indicaban si la
ontogenia de la diferenciacidn sexual dependia de las HES
biosintetizadas y secretadas por las génadas embrionarias.
Wolff en 1947 (218) al efectuar transplantes homotipicos de
trozos de gonadas embricnarias de pollo, a pollos previamente
castrados, concluyd que las gdénadas transplantadas tanto
masculinas como femeninas, biosintetizaban hormonas esteroides,
ya que provocaban la diferenciacion de los conductos sexuales
del huesped, Sin embargo, estos resultades no sugerian que bajo
condiciones fisiologicas, las hormonas esteroides embrionarias
realmente estuvieran jugando algun papel en la diferenciacién

sexual (221; 222).

Las anteriores evidencias, indican que la diferenciacidn de

los érganocs sexuales accesorios se lleva al cabo a partir de la



presencia de las gdnadas embrionarias, al través de sus HES
secretadas (para revisién 20; 24; 51; 151). Por otro lado, hoy
en dia se desconoce si realmente las HES participan en la
autorregulacidn de la diferenciacion gonadal, loes mecanismos
por los que se llevaria a efecto, asi como el dilucidar los
mecanismos por los gue las HES provocan la reversidn sexual

gonadal.



I.b.2.- REPTILES

El estudio del desarrollo gonadal y de los conductos
genitales en reptiles, se inicié a finales del siglo diecinueve
(para revisién vease 46; 151). El primer trabajo experimental
fué realizado por Sanfelice en 1888 (45), guien al extirpar
parte del testiculo de la serpiente Natrix (Tropidontus)
natrix y de la lagartija Lacerta agilis observcé cierta
regeneracién de la génada. Esta linea de investigacién se
reinicia a principios del siglo XX con los trabajos de Regamey
en 1935 (156) guien al castrar machos y hembras de Lacerta
agilis, encontré que los sexos eran ambiguos. Este mismo
investigador al transplantar testiculos en hembras
ovarectomizadas observé la transformacion del ducto a vaso
deferente y del rudimento mesonéfrico a una estructura
semejante al epididimo. Por el contrario, el mismo experimento
realizado en machos no tubo el éxito esperado. Jensen en 1939
{(45) demostré el efecto de la castracién en la toruga
Terrapene carolina sobre la reduccion del tamano del
epididimo. Takewaki y Hatta en 1941 (45) al ovarectomizar una
serpiente Natrix sp., observaron la atrofia de los oviductos.
Otros estudios demostraron que la eliminacion de las génadas,
producia atrofia de otros organos del aparato reproductor (para

revision 20; 45; 151).
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Raynaud en 1964 (134) cultivé trozos de la regison caudal de
embriones de Anguis fragilis en ausencia de las gonadas pero
manteniendo intacta la parte de los conductos de Wolff y de
Muller, el mesonefros, urodeo y proctodeo, observando gue el
primordic falico, asi como los genitales externos, se
diferenciaron normalmente. Dufaure en 1265 (37) al realizar una
destruccién parcial o total de los primordios gonadales de
Lacerta vivipara, encontré que el falo de las hembras se
diferenciaba en un pene y el de los machos se desarrollaba
normalmente. Este autor propuso que durante cierto estadio del
desarrollo normal, los estrdgenos secretados por los ovarios
embrionarios, inducirian la regresién del primordio de los
genitales externos, mientras que en los embricnes masculinos el
falo se desarrolla auténomamente, debido a que los testiculos
en diferenciacion no secretan estrdgenos. En estudios
posteriores este misme autor demostrd la regresidon de les
primordios genitales externos de L. vivipara al cultivarlos
en membrana alantoidea en presencia de estrégenos (38). Por
otro lado, Raynaud y Frilley en 1965 (143) al destruir
totalmente por irradiacién el primordio gonadal de Anguis
fragilis 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

orbicularis en presencia de testiculos embrionarios de
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Testudo graeca, demostraron una clara regresién 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 génadas y drganocs
accesorios de reptiles en etapa prepuber comoc puber.
Administrando primero estractos con actividad estrogénica
(foliculina) y posteriormente, el de administrar estrdégenos y
androdgenos puros. La foliculina era un estracto de ligquido
falicular de aves y que presentaba efectos estrogénicos (20;
51; 222), demostrandose que este estracto folicular o de
ovarios de Crotalus terrificus en efecto, tenia actividagd
estrogénica ya que en ratonas ovarectomizadas provocd el estro
(47). Al inyectar foliculina de mamifero a tortugas (Testudo
iberica (79)) y lagartijas (Sceloporus sp. (56))
prepuberes, en las hembras los oviductos se hipertrofiaron y en
los machos (lagartijas) el didmetro de los epididimos se
redujo. La foliculina de Anolis sp. inyectada a machos

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

La administracion de estrégenos puros como la estrona a
hembras prepuberes del lagarto Alligator mississipiensis (42;
45), a la tortuga Malaclemys sp. (161), de dietiletilbestrol

en crias de la 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 hipertrofid, asi como de
estimular el crecimiento de los oviductos, y en serpientes
adultas de Uromastixs sp. la administracién de dipropionato
de estradiol provocod el crecimiento de los conductos genitales

(81).

Por su parte, la administracion de andrégenos a hembras en
etapa reproductiva, la androsterona en Uromastixs sp. (80) o
la testosterona en Hemidactylus flaviviridis (167)
hipertrofiaron sus oviductos y el fale. En machos y hembras
castrados de la serpiente Tamnophis sp. la adnministracidn de
propionato de testosterona estimuld el crecimiento de los
organaos sexuales accesorios (202), y en lagartos (A.
mississipiensis (43; 44)) y saurios (Anguis €fragilis
(132; 139)) recién eclosicnados y prepuberes la administracion
de este androgeno como de testosterona, se estimula el
crecimiento de sus érganos sexuales accesorios. En cocodrilos
(Crocodilus niloticus (55)) recién eclosionados 1la
administracién de testosterona, en las hembras provoca la
formacién de un testoide (estructura que presenta células
germinales preespermatogénicas en la regidn posterior de la
gonada, desprovista de corteza), la hipertrofia de los
canductos de Muller, asi como de un escaso estimulo sobre el

desarrallo de los conductos de Wolff y masculinizacidn de la
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cloaca. Por su parte la administracion de testosterona en
tortugas recién eclosionadas (Malaclemys terrapin (161);
Enmys leprosa (197) y Anguis fragilis (130; 140; 141)), en
los machos provocd hipertrofia de los conductos de Wolff y del
falo.

Aungue son muchos los estudios que se han realizado,
utilizando a la clase Reptilia como modelo experimental para
esclarecer los mecanismos involucrados en el establecimiento de
la diferenciacidén sexual, no se ha logrado a la fecha
integrarlos adecuadamente de modo que nos permitan comprender
mejor este proceso fundamental para la perpetuacién 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 experimental de los efectos de las hormonas
esteroides sexuales (HES) exdgenas sobre la diferenciacicn
sexual embrionaria en reptiles, se inicié en forma
independiente por Dantchakoff (30; 31) y Risley (157-160) a
mediados de los afnos 30’s. La administracion de estrogenocs a
huevos de reptiles en diferentes etapas del desarroclle
embrionario, la foliculina, la estrona como el estradiol, en
lagartijas de Lacerta sp. (30; 31) més no en serpientes de
Thamnophis sirtalis (68) provocaron la reversién del sexo
masculine. En Lacerta viridis el estradiol administrado antes
de su diferenciacion sexual genadal inhibe el desarrollo de los
primordios de los érganos ceopulatorios (36; 38), asi come de
reducir el tamano de los conductos de Muller y de los genitales

externos (135-138).

Por su parte, la administracién de andrdégenos como el
propionato de testosterona a tortugas de Chrysemys
marginata bellii provocd una reversidn parcial del sexo
femenino (conversidén parcial de los ovarios en testiculos), Yy
en lagartijas de Lacerta vivipara (35; 36; 38) y L. viridis
(139; 140) concentraciones bajas ( < 250 mg) provoca reversion

sexual femenina (conversion de ovarios en testiculos) y a dosis
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altas ( > 250 mg) provoca agenesia de los conductes de Muller e
hipertrofia los de Wolff, ademas de modificar los conductos
urinarios y el falo, asi como de provecar en ambos Sexos de
Anguis fragilis el desarrollo de ovarios (132; 139~141; 154),
proceso denominado por Gallien como efecto paraddgjico (507
51). Este mismo andrdgeno al ser administrade en etapas
avanzadas del desarrollo embrionario en serpientes de
Thamnophis sirtalis (68), en los machos provocd hipertrofia
de de los conductos de Muller, asi como de discretas
modificaciones morfolégicas en el aparato genital. En las
hembras inhibid el desarrollo folicular persistiendo los
cordones sexuales medulares en los ovarios. La testosterona
administrada en el alantoides de Anguis fragilis antes y
durante la diferenciacion sexual, provocé la hipertrofia de los
conductos de Wolff en embriones de ambos sexos, ademds de
acortar de manera patente los conductos de Muller (140; 141;
154). Por su parte, este andrégeno al ser administrado a
serpientes de Thamnophis sirtalis en etapas avanzadas de su
desarrollo embrionario provocd en los machos hipertrofia de los

conductos de Wolff y del mesonefros (68)



16

IIT.~ INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD ESTEROIDOGENICA
EN ORGANOS UROGENITALES EMBRIONARIOS DE REPTIL
SOBRE LOS MECANISMOS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

La embriologia descriptiva ha proporcionado importante
informacién sobre el desarrallo embrionario del aparato genital
en los reptiles (46; 151), sin embargo se conoce poco sobre los
mecanismos tanto fisioldgicos como biogquimicos que intervienen
en su diferenciacion sexual gonadal, asi como del desarrollo de
su aparato genital. Se sabe que poco después de la formacioén de
los tubulos seminiferos en Anguis fragilis, las ceélulas
internas de la génada se vuelven fuertemente basdfilas, lo que
sugiere la biosintesis de proteinas durante la diferenciacién
testicular (145), asi como de una precdz capacidad de
biosintetizar hormonas estervides sexuales (152). Ademds se ha
demostrado que al igual que en las aves, la diferenciacién y
desarrollo del primordio gonadal genital como lo son las
gdénadas, ductos genitales, urodeo, Yy el falo depende de

interacciones inductivas (151).

Teniendo en consideracidn la Teoria Hormonal de la
Diferenciacién Sexual, se ha hecho uso de la técnica
hitoquimica para constatar actividad esteroidogénica en
estadios tempranos del desarrollo. Mediante esta técnica, se

han mostrado evidencias que demuestran que las células de la
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pared de los tubulos seminiferos del testiculo embrionario de
Anguis fragilis presentan una actividad secretora (152;
153). Por ejemplo, poco después de su diferenciacién
testicular, las ceélulas epiteliales de los tubulos seminiferos,
contienen granules de lipides en el epitelio germinal
(superficic del testiculo) (152; 153). Algunas gotas de lipidos
como de colesterol, se localizan en el tejido intertubular:;
estas se han cbservado en las células somdticas de los tubulos
seminiferos de embriones de 15 dias de la tortuga Podarcis

sicula (29).

Mediante las técnicas histoquimicas 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
AS-3B-ol-hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Enzima que transforma
la ectructura AS-3B-hidrovi de los precursores esteroides sin
actividad bioldgica, a compuestos activos con estructura
A4-3-cetona (vease inciso VII.a). En embriones de Podarcis
sicula de 15 dias de desarrollo, los ovarios presentan una
reaccidn positiva a dicha enzima a nivel de la médula pero no
en la corteza, mientras que en el testiculo, dicha reaccién se
localiza en las células somdticas de los tubulos seminiferos
(29). En las génadas de embriones masculinos de Lacerta
vivipara se ha detectado la actividad de esta enzima en los

cordones sexualesa partir del dia 17-18 del desarrollo, dias
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que corresponden al estadio en gue se lleva al cabo la
diferenciacidn testicular (39). En estadios del desarrollo mas
avanzados, la reaccion en los machos se localiza en los tubulos
seminiferos (regién medular), siendo rara o ausente en los
tejido cortical y germinal. En las hembras se hace evident.e en
la regidn medular del ovario, siendo muy escasa en el epitelio
germinal (39; 101). En Vipera aspis después de su eclosidn,
la actividad de la enzima se hace patente en los testiculos a
nivel de leos tubulos seminifervs, principalmente en las células
intersticiales (probablemente células de Leydig}, en cambio en

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

La actividad de la enzima, se hace patente Unicamente en las
génadas en diferenciacién 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-termodependiente Lepidochelys clivacea la
enzima se hace evidente sdlo en la gléandula suprarrenal durante
la ontogenia de la diferenciacién sexual gonadal en embriones

de ambos sexos (96).

Al estudiar la relacion entre la actividad esteroidogénica
y la regresion de los conductos Mullerianos en embriones de
reptiles del sexo masculino, la actividad de la enzima

A5-3B-ol-hidroxiesteroide-deshidrogenasa se hace patente en los
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embriones de Podarcis sicula de 18 dias de incubacion, época
en que se presenta la diferenciacion de los conductes de Muller
Y que coincide con la adquisicién de los caractéres sexuales
secundarios (29). En Vipera aspis (100; 101) y en Lacerta
vivipara (100; 101) la actividad de esta enzima en los
testiculos se hace evidente también durante la regresidn de los
conductos de Muller. Raynaud y Pieau (146) encontraron que en
los embriones masculinos de Lacerta viridis la actividad de
la enzima se hace evidente en los cordones testiculares,
incrementandose durante el cese del crecimiento y subsecuente
destruccicn de lcs conductos de Muller. Actualmente se sabe que
este proceso en reptiles, al igual que en otras clases de
vertebrados, requiere de HES secretadas por la goénada en
diferenciacion como por los testiculos embrionarios (45; 151).
Recientemente Austin (3) ha estudiadc el papel de lac HES sobre
la regresién de los conductos de Muller, utilizando como modelo
al lagarto americanc Alligator mississipiensis, demestrando
que la testosterona ni potencia la regresion de los conductos
de Muller ni causa por si misma su regresidn como sucede en las
aves (69; 92; 191) y los mamiferos (70), proponiendo que el
testiculo de este lagarto probablemente produce una molécula
semejante al factor inhibidor de lus conductos Mullerianos
(FIM; MIS o AMH; 76) y que los estrégenos previenen la accion
inhibitoria sobre estos conductos debida a la sustancia(s)

producida(s) por el testiculo.
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Por ultimo, la evidencia que ha indicado la presencia de
hormonas esteroides sexuales (HES) durante la diferenciacién
sexual gonadal y su papel que juegan en dicho proceso, es el
estudio de Pieau y colaboradores (128). Estos investigadores
estudiaron la produccidn de hormonas estercides en relacién con
la temperatura de incubacidn durante la diferenciacién sexual
gonadal de la tortuga sexo~termodependiente Emys
orbicularis, para lo cual cuantificaron por
radioinmunoanalisis la concentracicén, a nivel gonadal, de 8
esterovides: tres de allos precursores en la biosintesis de HES
(pregnenclona, dehidroepiandrostercna y androstendiona) y cinco
HES (progesterana, testosterona, dihidrotestosterona, estrona y
estradial). Encontrando, por ejemplo, que en embriones de la
etapa 24, que corresponde a génadas ya diferenciadas en ovarios
o testiculos, los embriones provenientes de huevos que fueron
incubhados bajo la temperatura masculinizante (24-26°C), la
concentracion de los estrégenos (estrona >> estradiol) fue
maycor, en cambio en los embriones cuyos huevos fueron incubados
a la temperatura feminizante (29-30°C) la concentracion de
ambos estrégenos fué considerablemente menor. Por su parte, en
ambos sexos de la misma etapa la testosterona fué indetectable.
Con respecto a la concentracion 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 masculinizante que en los incubados
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a la temperatura feminizante. Con base a estas observaciones,
Pieau y colaboradores (128) proponen due en esta especie, en
efecto, existe una correlacion entre la diferenciacidn sexual
gonadal y la concentracion de HES, asi como con la temperatura

de incubacidn.
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IV.— LA TEMPERATURA COMO FACTOR EPIGENETICO

EN LA DETERMINACION DEL SEXO

-,IV.a..- EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION
SOBRE LA DETERMINACION DEL SEXO

EN REPTILES

Se conoce que en algunas especies de vertebrados la
temperatura ambiental, es un factor epigenético exdgeno que
interviene en el establecimiento del sexo. Esto se ha observado
en algunos miembros de las Clases Pisces (23; 67), Anfibia (26;
34) y Reptilia (24; 151; 200). En esa ultima Clase, se tienen
evidencias de que en dieciseis géneros, entre los gque se
incluyen cinco de tortuga marina (Caretta, Chelonia,
Eretmochelys, Dermochelys y lLepidochelys) la temperatura
de incubacién influye sobre la determinacién del sexo. La
mayoria de los estudios realizados a este respecto (11; 12;
181; 200), han tenido un enfoque evolutivo, ecoldégice y/o
conservacionista, sin tratar los mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos y maleculares involucrados en este hecho. Por otro
lado, los trabajos de Crews et al. (25), Merchant-Larios y
Vilialpando-Fierro (97) y Pieau (117-119; 128; 129), han sido
enfocados para conocer el mecanisme mediante el cual la
temperatura de incubacién determina la diferenciacidn sexual,

dando por resultado, hipoétesis socbre como esta variable
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epigenética, regula la diferenciacién sexual gonadal (para

revision 24; 151).

A principios de los afios 30’s, Risley (157; 158) sugirid la
conveniencia de usar embriones de la tortuga Sternotherus
cdoratus como modele experimental para estudiar 1la
* diferenciacién sexual gonadal, ya que encontrd casos patentes
de' reversion de ovarios a testiculos en animales provenientes
de huevos-incubados a no mas de 30°C bajo condiciones de
laboratorio. Observando que las adnadas de los embriocnes
masculinos se revertian, pasando los testiculos por una etapa
de gdnada femenina tipica, es decir, desarrollaban una corteza
bien definida. Esta fase hermafrodita persiste hasta la
eclosion o la eventual maduréz sexual (158; 160). A pesar de la
proposicién de Risley, los reptiles "sexo-termodependientes”
pasaron desapercibidos como modelo experimental en el estudio
de los procesos implicados en la diferenciacién sexual. No fué
sino hasta el trabajo de Charmier en 1966 (28) quien estudic
los procesos de diferenciacién gonadal en la lagartija Agama
agama usando temperaturas variables de incubacicn, trabajo
que did la pauta para estudiar el efecto que tiene la
temperatura de incubacicn sobre la determinacidn del sexo. Este
investigador encontré que de los huevos incubados entre
26-27°C se desarrollaban principalmente hembras y a 28°C

machos. A partir de este trabajo, y particularmente en
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queloniocs, surgieron los trabajos pioneros de Pieau sobre las
tortugas Testudo graeca y Emys orbicularis (115; 116; 118~
125; 127) y los de Yntema sobre la tortuga Chelydra

serpentina (224-227).

Pieau estudié el efecto de diferentes temperaturas de
incubacién sobre la proporciéon de los sexos en embriones,
neonatos y tortugas jévenes de Emys arbicularis. El examen en
cada une de estos animales del aparato genital, los conductos
de Muller y la histologia gonadal, reveldé que los huevos
incubados a temperatura constante entre 18-35°C, se
desarrollaron machos, hembras e intersexos, y por debajo de los
27.5°C todos los embriones mostraron un fenotipo masculine
(115; 116; 118; 119; 123; 124). En un experimento posterior
(123) se incubaron los huevos de esta misma especie a
25%+1°C, pero la determinacién del tipo de sexo de los
animales se realizo varios meses después de la sclosidn. La
observacién de que todos los animales presentaban sexo
masculino demostro la persistencia del tipo de sexo (por lo
menos hasta esta etapa) determinado por la temperatura de
incubacidn. En incubaciones entre 27.5-28°C se desarrollaron
en mayor proporcidn machos, encontrando intersexualidad en
algunos especimenes. Entre 28-29°C se desarrollaron ambos
sexos, asi como intersexos (123). En incubaciones entre

28.5-29°C la mayor proporcidén se desarrolla como hembras,
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mientras que a 29-29.5% aunque la mayoria son hembras se
encontraron también algunes intersexos (123). Entre 29.5-30%
todos los embriones, tortugas de recién eclosién y tortugas de
mas de tres meses post:ecloﬁién se desarrollaron como hembras

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

Por su parte, Yntema encontré que al incubar huevos de
Chelydra serpentina a 22, 26 y 28°C la mayoria de las
tortugas son machos, presentando algunas ovotestes. A 24%
sélo se desarrollan machos y a 30°C sélo se desarrollan
hembras (224-227). Resultados similares han sido obtenidos por
Wilhoft et al. (208). Estudios llevados al cabo por Pieau sobre
Testudo graeca indican que huevos incubados abajo de los
30°% se desarrollan machos, pero arriba de los 31°C se
desarrollan tortugas que presentan testiculos atipicos (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°—2°c) 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 périodos, los

huevos son puestes o intercambiados en diferentes estadios del
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deasarrollo embrionario, bajo el efecto de una sdla
temperatura, ya feminizante o masculinizante. Siendo el periodo
termosensible €l tiempo que corresponde a la duracion minima de
_exposicidn a una o a otra temperatura, resultando el des_arro].lo
de hembras o machos. Siendo por tanto dos periodes, uno para la

diferenciacién de hembras y otra para los machos (125; 127).

Ia tortuga Chelydra serpentina muestra dos temperaturas
umbral, una cercana a los 29°C (que es la temperatura mas
definida en Emydidae) en la que se desarrollan hembras y la
otra cercana a los 219C, en la que se desarrollan machos
(224-227). Para Testudo graeca es entre 30 y 31% (121),
asi como a los 21 y 29°C (224-227). En ambas especies ain no
se ha determinado una temperatura en donde se encuentre una
relacién macho:hembra 1:1 (116; 121; 208; 224-227). En
Chelydra serpentina (224-227) y en Sternotherus odoratus
{(201) se desarrollan hembras tanto a altas como a bajas
temperaturas. De huevos de esta ultima especie, incubados a
23.5°C se desarrolla un 19% de machos, a 28.0-29.5°C un 3%,
y & 30.5°C un 82%. Estos resultados indican la presencia de
una temperatura umbral entre 23° y 25°C y otra entre 25°
y 28°C (199-201). Correspondiendo el efecto feminizador a "un
fenomeno natural que mantiene el balance en la relacién de
sexos en poblaciones a latitudes altas o durante afos calientes

no frecuentes, en donde las temperatura: incubacidn
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naturales pueden tender a producir una preponderancia de
machos" (201). En Emys orbicularis la temperatura umbral es

de 28.59+0.59%C (123; 127).

Otros estudios llevados al cabo para determinar periodos
sensibles han sido en Emys orbicularis (120; 127), Chelydra
serpentina (226), Graptemys ouachitensis y Chrysemys
picta (14), cCaretta caretta (229; 230), Dermochelys
coriacea (162), y Lepidochelys olivacea (1). Embriones de
E. orbicularis en la etapa 16 (seguin tabla de Yntema para
Chelydra serpentina (223)), estadic en donde atn las génadas
son histolégicamente indiferenciadas, provenientes de hueves
incubados bajo la influencia de una temperatura de 30°C son
100% hembras, y a 25°C son 100% machos. La duracién del
periodo termosensible es de 11 a 12 dins (ctapa 16 antes de los
22 dias de incubacicn para las hembras, y antes del dia 21 de
incubacién para los machos) (127). A 35°C se requieren 6 a 7
dias, observandose que la velocidad de desarrollo es la misma
en ambas temperaturas (125). Graptemys ouachitensis y
Chrysemys picta muestran un "primer periodo sensible" gue es
definido como "el intervalo del desarrollc en que el sexo es
irreversible" (14), ¥ un "periocdo secundario sensible" que
precede a la diferenciacion gonadal, en donde "el sexo es
influenciado por la temperatura pero no es irreversible" (14).

El primer periodo sensible ocupa los estadios 16-22. El1 periodo
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secundario es dificil de delimitar exactamente, pero incluye
algunos o todos los estadios 9-15. A 259¢c se desarrollan
machos y a 31°C a hembras (14). En Chelydra serpentina el
periodo termosensible se extiende del estadio 14 ai 19 en
experimentos de intercambio de 30° a 26°C y del estadio 14
al 16 en experimentos de intercalr;bio de 20° a 26%C (226).
Incubaciones a 26°C durante el estadio 14 a 19 sélo se
desarrollan machos y a 30°C llevadas al cabo durante la
primera o segunda mitad de este periodo, se desarrcllan hembras
(226). Estableciendose un minimo de 4 hrs por dia a 30°C
durante el periodo critico en C. serpentina desarrollandose
sdlo hembras (208). Periodos menores a 4 hrs por dia decrecen
el porcentaje de hembras, por lo que parece ser que en esta
especie, la diferenciacién masculina necesita una exposicién
mayor a los 26°C que la diferenciacion femenina que se

establece a los 30°C (208).

El efecto de la temperatura de incubacidn sobre la
determinacidn 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; Chelydra
serpentina, 208) y en cuatro de tortugas .marinas
(Lepidochelys olivacea, 1; 95; 106; 164; Chelonia mydas,
106; Caretta caretta, 103; 104; 105; 228; 229; Dermochelys
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coriacea, 105; 162; 163). En Emys orbicularis los
resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos en el
laboratorio, mestrando que la relacidn de sexos en esta especie
bajo condiciones naturales, depende de la temperatura del suelo
durante el periodo termosensible para la diferenciacidén sexual
gonadal. En Graptemys ouachitensis, G. pseudogeographica y
G. geographica nidos expuestos al sol en donde la temperatura
excedisé los 30°9C, la progenie fué femenina, y huevos
colocados a la sombra, en donde la temperatura raramente
excedidé de los 30°C, la progenie fué masculina (13; 14). En
Chelydra serpentina existe en los nidos un gradiente de
temperatura. En los huevaos 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 proporcion de hembras (parte
superior del nido) (208). Encontrandose que la distribucién
geografica de especies de la subfamilia Emydinae en los E. U.
(15) a temperaturas altas, las poblaciones en las regiones

surefias mas que en las nortefias se desarrollan machos.

En tortugas marinas se sabe gque huevos de Chelonia mydas
de nidos que estuvieron bajo una temperatura fluctuante, siendo
en promedio menor de los 28°9¢C, se desarrollaron hasta un 10%
de machos, en cambio en nidos cuya temperatura se mantuvo mas

estable, siendo en promedio arriba de 29.5°Cc, se
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desarrollaron de 95 a 100% de hembras. Los huevos incubados a
baja temperatura ( < de 27.5°C) se desarrollaron tortugas
intersexuadas (106). Observaciones similares han sido hechas
para Lepidochelys olivacea (106; 164). En Dermochelys
coriacea (105; 162; 163) durante estaciones templadas, en
donde la temperatura de incubacién es menor de los 29°c, la
relacidén favorece principalmente el desarrollo de machos,
mientras que en las estaciones calientes, en donde la
temperatura de incubacidn es mayor a los 30°C se desarrollan
principalmente hembras. Ademds se observa, que al final del
~periodo de incubacidn, la relacién de sexos se vuelve 1:1. A
partir de estos hechos, Rimblct y colaboradores (163) sugieren
que bajo condiciones naturales, la temperatura de incubacion no
influye scbre la diferenciacién gonadal en las tortugas marinas
Y que la diferenciacién sexual estd estrictamente regulada a
nivel genético, por 1o que la relacién de 1 macho:1 hembra se

establece ""ﬂﬂpnn"‘ﬂ"*ﬂ"éﬂ‘;c de la temperatura de incubacidn

prevaleciente en cada temporada. Ademds, estos investigadores
hacen notar la influencia de otros factores sobre la
determinacion del sexo como serian la influencia del calor
metabdlico en las tortugas marinas (102; 216; 230), y la

humedad del nido (63). N
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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 afios 60's el hecho de que
1a temperatura de incubacion regulaba la diferenciacién sexual
en algunas especies de Reptiles (vease apartado IV.a), Yy
tomando en consideracidon los resultados del efecto de las
hormonas estervides sexuales (HES) durante la diferenciacion
sexual gonadal como de los caractéres sexuales secundarios, se
dié inicio a investigar su efecto sobre la diferenciacién
sexual en reptiles sexo-termodependientes. Es decir, investigar
si esta variable epigenetica determina el sexo al través de las
HES; iniciandose con las investigaciones de Raynaud a mediados
de los afios 60‘s (136-138; 155). La estrategia experimental
seguida para llevar al cabo estos estudios ha sido la de
administrar andrégenos o estrdgenos puros, asi como de
agonistas y antagonistas de HES, a huevos de reptiles
sexo~-termodependientes incubados bajo el efecto de la
temperatura masculinizante o feminizante durante diferentes
etapas del desarrollo 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)

(119; 129)), incubados a temperatura masculinizante (26+1°C)
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Yy en etapas.ﬁempranas del desarrollo o ‘antes de la
diferenciacicn testicular se forman ovotestes. Estas ''génadas"
que en realidad son un seudo-ovario o Yhipo-ovario" segun
Dantchakoff (31), se desarrallan a raiz de gue se lleva al cabo
una reversion 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, soélo
disminuye el diametro de los tubulos seminiferos (113: 114).
Sin embargo, can la administracidn de testosterona a huevos de
E. orbicularis incubados a temperatura masculinizante, se
cbserva un patente efecto paraddjico (119) (ver apartade II),
demostrandose ademas que los conductos de Muller en machos de
reptiles sexo-termedependientes sufren regresién por efecto de
la testosterona secretada por la génada masculina en
diferenciacicn (148-150), siendo mayor el efecto a partir del
establecimiento de los testiculos debido al mayor metabolismo
del andrégeno (3; 151). Lo anterior es congruente con los
resultados histoquimicos de laiactividad de la enzima
As5-3B-adl-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, qué muestra variacisn
en su actividad durante la diferenciacién testicular (146; 151)

(vease apartado III).

Recientemente se han confirmado los hallazgos anteriores de



33

que las HES exdgenas son capaces de revertir el efecto de la
temperatura de incubacidn scobre la determinacidn sexual en
reptiles sexo-termodependientes. La administracion de benzoato
de estradiol a huevos de lagartija (Eublepharis macularius),
cocodrilo (Alligator  mississipiensis), y tortuga
(Chrysemys picta y Chelydra serpentina) incubados a
temperatura masculinizante, en un estadioc de sensibilidad
especifico para la accidn del estrdgeno (65), condiciona
unicamente el desarrollo de hembras (64; 25). Esta serie de
evidencias sugieren que en los reptiles sexo-termodependientes,
al igual que en las aves (171), los estrégenos participan en la
regulacidn de la diferenciacién sexual gonadal. Existen en la
literatura dos evidencias a nivel experimental gue apoyan la
hipdétesis anterior. La primera es la de Dorizzi y col. (33)
quienes al administrar Tamoxifén (un antiestrégeno) a huevos de
E. orbicularis antes de su etapa critica e incubados a
temperatura feminizante, se desarrollan ovotestes. De estas
cbservaciones el grupe de investigadores concluyen: a) que el
estradiol (u otro estrdgeno) interviene en la diferenciacidén
sexual de los ovarios bajo el efecto de la temperatura elevada
(feminizante), y b) que la temperatura de incubacién modifica
la biosintesis y el mecanismo de accién de los esteroides
(mayor produccién de estrdgenos a la temperatura elevada). La
sequnda 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
como de antagonistas de HES sobre la diferenciacién gonadal. La
administracién de estradiol, un agonista (R2858) o un antisuero
contra testostercna a huevos incubados a temperatura
masculinizante (25°C), se indujo el desarrollo de hembras
exclusivamente, y huevos incubados a temperatura feminizante
(30°C} a los que se les administroé testosterona, un agonista
de andrégencs (R1881) o un antisuero contra estradiol, sdlo se
dasarrollaron hembras. Ambas evidencias apoyan la propasicion
de que los estrdgenos, en efecto, participan en la regulacidn
de la diferenciacién sexual gonadal en reptiles

sexo-termodependientes.
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V.~ HIPOTESIS SOBRE EL ESTABLECIMIENTO DE LA DIFERENCIACION

SEXUAL GONADAL EN REPTILES SEXO-TERMODEPENDIENTES

Para tratar de explicar como la temperatura de incubacidén
determina el sexo en reptiles y especificamente en guelonios
sexo-termodependientes (Fig. 1), se han propuesto tres

hipétesis (Fig. 2).

Raynaud y Pieau (151) presentaron la primera hipdtesis que
implica a la temperatura de incubacién como agente causal de la
determinacidn del sexo, particularmente, de la diferenciacién
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
participacién del antigeno H-Y, y de las hormonas estercidec
sexuales (HES) en el procesc de la diferenciacidén sexual
gonadal (128) (vease el inciso IV.b), sugieren que la
temperatura de incubacion podria modificar la bjosintesis de
las enzimas involucradas en la estercidogénesis de HES, asi
como del antigeno H-Y (Fig. 2-A). El primordio gonadal
H-v¥, se diferenciara en ovario, si la concentracién de
estrogenos fuese relativamente mayor durante su periodo
termosensible, y si el primordio gonadal es H-Y~ se
diferenciara en testiculo si la concentracidn de ‘estrégenos es

baja o nula durante el mismo periodo (Fig. 2-A). La hipétesis
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de estos investigadores se fortalecié la a partir de los
resultados experimentales de la expresion del antigeno H-Y
después de un tratamiento hermonal o de ovariectomia en
anfibios y aves (para revisién 151). Para comprobar esta
hipdtesis Raynaud y Pieau (151) sugieren que es necesario
Jlevar al cabo en la gonada estudios de esteroidogénesis
(actividad enzimatica y biosintesis), de la expresion del
antigeno H-Y, asi como 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 huevaos incubados a diferentes

temperaturas.

Una hipotesis diferente es la propuesta por Crews y
colaboradores (25) quienes sugieren que en los reptiles
sexo~termodependientes, la determinacidn del sexo se lleva al
cabo a partir de la accidén de una HES mediada por la
temperatura de incubacidn. Esta variable fisica al activar
diferencialmente enzimas labiles a la temperatura, favoreceria
la obtencién de precursores de HES del vitelo, o
alternativamente, de las gdnadas y/o suprarrenales embrionarias
(Fig. 2-B), asi como de regular la biosintesis de estrdgenos y
éstos al antagonizar la accién de la(s) hormona(s)
masculinizante(s), favorecerian la diferenciacién del ovario al

través de estimular la proliferacion de la regién cortical de
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la génada en diferenciacién (Fig. 2-B).

Merchant-Larios y Villalpando-Fierro (97) proponen una
tercera hipdtesis para explicar el efecto de la temperatura de
incubacidén en la determinacidn del sexo en la tortuga marina
sexo-termedependiente Lepidochelys olivacea (Fig. 2-C). A
partir de los resultados obtenidos de una elegante serie de
experimentos como fueron: el cultivo in vitro de gonadas
embrionarias en diferentes estadios del desarrollo,
provenientes de huevos incubados bajo el efecto de la
temperatura masculinizante (28°c) (Fig. 3-A, 3-D) o
feminizante (32°c) (Fig. 3-B, Fig.3-C), asi como al
intercambio de la temperatura masculinizante a la feminizante,
Yy viceverza a huevos en diferentes etapas del desarrollo
embrionario, (Fig. 4-5), y la observacién que durante la fase
primaria de la diforencincidn sexual gonadal de este quelonio
marino hay inervasiones nerviosas (96), estos investigadores
proponen que la diferenciacidn sexual gonadal por efecto de la
temperatura de incubacion en este quelonio es extragonadal
(Fig. 2-C). La temperatura de incubacién feminizante induce la
biosintesis y/o secrecidén de una neurchormona(s), la cual es
inhibida por la temperatura masculinizante. Dichos “factores"
neurchormonales, serian las moléculas morfogenéticas
responsables tanto de la determinacién embrioldgica como del

mantenimiento de la diferenciacion sexual gonadal femenina
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(Fig. 2~C). Para que se lleve al cabo la diferenciacicn, estos
investigadores proponen que las neurchormonas al actuar sobre
el primordio gonadal femenino inducirian la biosintesis de HES
(¢estrdgenos?) dando como resultado, la diferenciacidn de los

ovarios (Fig. 2-C).
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VL.~ HIPOTESIS DE LA MORFOGENESIS GONADAL EN VERTEBRADOS

SEXO-TERMODEPENDIENTES

La diferencijacidén sexual en vertebrados, como ya se menciond
anteriarmente en la introduccion, se establece en tres etapas
(Fig. 6). Durante la segunda etapa (etapa de diferenciacion
gonadal) el primordio gonadal también nombrade cresta germinal,
genital o gonadal sufrira diversos procesos morfogenéticos en
un estadio determinado del desarrolloc que dan lugar a la
diferenciacién ganadal. Esta fase puede ser regulada gracias a
la expresion de genes sexo-determinantes o
génada-determinantes, siendo sus productos, las moléculas
gdnada determinantes las que coadyubaran en las hembras la
diferenciacisn de la cresta gonadal en ovarios y testiculos en
los maches. Basandose en el conocimiento de que las godnadas en
los vertebrados, se desarrullan a partir del borde superior de
1a capa visceral del mesodermo, de la cual se forma la placa
lateral, localizandose en la mitad posterior del cuerpo (Fig.
7-A). El1 primer esbozo de las gdnadas, se observa
inmediatamente a los lados del mesenterio dorsal, formando una
banda longitudinal engrosada de epitelio mescdérmico que tapiza
la cavidad del cuerpo. Esta banda longitudinal engrosada se
llama cresta germinal o gonadal (Fig. 7-B). Esta es una
estructura compacta que conforma el blastema gonadal y que esta

constituida por células somadticas mesenquimdticas (médula,
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mesenquima o estroma) rodeadas por epitelic celémico (corteza o
epitelio) (83). Una vez que se ha formado el blastema gonadal,
este se va constrifiendo lateralmente para quedar suspendido de
la pared del peritoneo (mesorquio o mesovario) (Fig. 7-B),

situandeose en la parte 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
germinales primordiales rodeadas por células somdaticas
precursoras de las células de Sertoli en el futuro testiculo y
de la granulosa en el futuro cvario, y b) el tejido estromdtico
que dara origen al tejido canectivo, vasos sanguineos y tejido
intersticial esteroidogénico. Este ultimo estd representado por
las células de Leydig en el futuro testicule (Figs. 7-B, 8, 9)
o por las cslulas de las tocas (intaima y externa) en el futuro

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

Caon base morfogenética, la diferenciacion gonadal masculina
en vertebrados, se realiza mediante el desarrollo del
mesenguima (médula) que di origen a los cordones medulares que
rodean a las células del epitelio celdmico (corteza). Estas
ultimas al ir degenerando, dan lugar a la estructuracién de los
tubulos seminiferos (Fig. 8-9). Esta ontogenia morfogenética en
los vertebrados sexo-termodependientes, se llevaria al cabo a

partir de que la temperatura de incubacién masculinizante (Fig.
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9) regularia: a) la expresién de los genes de las enzimas
involucradas en la bicsintesis de andrdégenos inhibiendo el de
1a aromatasa, y b) la actividad de las enzimas involucradas en
la kiosintesis de andrégenos y de estrdgenos (aromatasa) a
nivel medular (mesenguima). Una o ambas suposiciones, darian
lugar a que la regidén medular (mesenquima) del primordio
gonadal. se desarrvllara organizando los cordones medulares en

tubulos seminiferos del testiculo (Fig. 9).

Por su parte, la morfogénesis de la diferenciacién gonadal
femenina en vertebrados, se originan a partir de 1la
disgregacion de los cordones medulares del mesenquima (médula).
Esta disgregacidn da lugar a la conformacién de las tecas y el
rete ovari. A partir de uno de sus compartimentos o estratos,
se formaran las células foliculares (Fig. 10-11), y
conjuntamente con el desarrollo active de las células del
epitelio celdmico (corteza), se conformaran los foliculos
primordiales (Fig. 10-11). En vertebrados
sexo~-termodependientes esta serie de procesos morfogenéticos se
Nevarian al cabo, debido a que la temperatura de incubacicn
feminizante (Fig. 11), inhibiria la diferenciacién de los
cordones testiculares (a mayor temperatura mayor inhibicidn)
(124), a partir de que: a) activaria la expres:.on del gen de la
aromafasa, principalmente a nivel de la médula (mesenquima), y

b) regularia la actividad de las enzimas involucradas en la
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biosintesis de andrégenocs y estrégencs, principalmente a nivel
de la médula (mesenquima) (Fig. 11). En conclusion, serian los
estrégenos: a) los agentes causales de la regresién de los
cardones medulares, b) del crecimiento de la regidn epitelial
somatica (corteza) (Fig. 11), y ¢) la temperatura feminizante,
aceleraria el inicio de la profase meidtica, asi como el

creciniento 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 nimero de
moléculas tales como los esteroles, acidos biliares, algunos
alcaloides, hormonas corticosuprarrenales, progesterona y
hormonas sexuales como los andrdgenos y los estrdgenos. Las
hormonas esterovides, son moléculas gue se biosintetizan en un
d6rgano enddcrino y se secretan hacia los liquidos corporales,
ejerciendo un efecto especifico scbre las célilas que conforman

un érgano blanco (6: 90).

Los esteroides son lipidos no saponificables, peco sclubles
en agua, solubles en disolventes organicos y con un nucleo
comin que es el ciclopentanoperhidrofenantreno, hidrocarburo
ciclico constituide por diecisiete dtomos de carbono dispuestos
en tres anillos de seis carbonos cada uno totalmente saturados
(perhidrofenantreno) y que se designan como anillos A, By C, y
un anillo de cinco atomos de carbono (ciclopentano) que
corresponde al anillo D (Fig. 12) (32). Todos los esteroides
derivan de alguno de los siguientes hidrocarburos basicos:
colestano, pregnano, androstano, estrano, y gonano (Fig. 12).

El colestano es un hidrocarburo de 27 dtomos de carbono (C-27)



Fig. 12.~ A) estructura quimica del ciclopentanoperhidro
fenantreno, nacleo bdsico de las hormonas esteroides; ' B)
colestano constitutdo por 27 dtomos de carbono (C27); C)
pregnano  que consta de 21 4tomos de carbono (C21);. D)
androstano molécula que consta de 19 dtomos de carbono (C19):
E) estrano censtiuido por 18 dtomos de carbono (C18), y F)
gonano constituida por 17 4tomos de carbono (C17).
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que es la estructura quimica basica a la cual pertenece el
colesterol que es la molécula precursora de las hormonas
estervides. El pregnano es un hidrocarburo de veintiun atomos
de carbone (C-21) caracteristico de las hormonas esteroides con
actividad progestacional, glucocorticoide, Yy
mineralocorticoide. E1 androstano es un hidrocarburo de
diecinueve atomos de carbono (C-19) gque es la estructura
quimica basica de las hormonas esteroides con actividad
androgénica. El estrano es un hidrocarburo de dieciocho atomos
de carbono (C-18) en el cual se incluyen los esteroides con
actividad estruvgénica, y el gonano, es el hidreocarburoc del
nicleo basico de 17 atomos de carbono

(ciclopentanoperhidrofenantreno) (6; 90).

Con respecto a la actividad bioldégica que ejercen, las
hormonas esteroides se clasifican en cinco grupos: {(a) )
progestinas, (b) glucocorticoides, (¢) mineralocorticoides, (d)

andrdgenos, y (e) estrdégenos (90).

Dorfman y Ungar (32) propusieron el concepto unitario de la
biosintesis de los esteroides, Este postulado indica que los
verdaderos tejidos endécrinos tienen la misma capacidad para
biosintetizar hormonas esteroides con mecanismos similares gque
participan en cada una de las biotransformaciones. 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 fisioldgica
particular de cada tejide. Entre estos. mecanismos reguladores
podemos incluir la concentracidén relativa de enzimas, la
dispenibilidad de cofactores, las afinidades enzima-sustrato,
etc. Un gran numero de estudios realizados a partir de los afios
cuarentas permitié describir las vias biosintéticas y los
procesos metabdlicos de las hormonas esteroides (32) (Fig. 13).
A continuacign se describen las principales vias involucradas

en la biosintesis de las hormonas esteroides.

BIOSINTESIS DE COLESTEROL.— La biosintesis de novo de
calesterol es decir, a partir de precursores que no tengan la
estructura del ciclopentanoperhidrofenantrenc, puede iniciarse
a partir de acctate. Ezte proceso de biosintesis requiere de
por lo menos 27 enzimas localizadas en las fracciones

microsomal y soluble de la célula (32; 90). (Fig. 14).

BIOSINTESIS 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 estara expuesto a la accién de hidroxilasas y liasas que
lo transformaran en pregnenoclona. La primera hidroxilacidén
ocurre en el carbono 20 (configuracion alfa) seguida de otra en

el carbono 22 {(configuracicn beta), formandose el 20a, 22B-
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dihidroxi-colesteral (Fig. 13). Este proceso es catalizado por
la 20a y la 22B hidroxilasas, enzimas que reqguieren la
presencia del citocromo P450, asi como de la adrencdoxina y de
una flavoproteina deshidrogenasa dependiente de NADPH (90).
Posteriormente se oxida el diol vecinal por un sistema
enzimatico mitocondrial similar {citocromo P450, adrenodoxina y
flavoproteina) conocido como 20,22-esteroide liasa y que
requiere NADPH y 02, dando lugar a la ruptura de la unidn entre
los atomos de carbono 20 y 22, cbteniendose la pregnenclcna
(Fig. 13) (32; 90). La pregnenolona resultante conserva en el
anillo A la misma estructura A5-3B-hidroxi (A= doble ligadura
entre C-4 y C-5) del colesterol. Una vez biosintetizada la
pregnenolona, esta debera salir de la mitocondria para
continuar su biotransformacidén por la accidén de las enzimas

presentes en el citoplasma.

La hidroxilacién en posicion alfa del C-20 del colesterol es
lo que en bioquimica se conoce como "paso limitante" es decir,
es un evento indispensable para la formacién de 1la
pregnenalona, y por lo tanto, de las hormonas esteroides. Este
“paso limitante" es activado, dependiendo del tejido enddcrino,
por la accidén de las hormonas troficas: hormona
adrenocorticotrépica (ACTH), hormona luteinizante (LH), y
gonadotropina coriénica humana (hCG). Es a este nivel en donde

ocurre la regulacion de la esteroidogénesis (6:; 90).
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BIOSINTESIS DE PROGESTERONA.~ La biotransformacién de
pregnenolona a progesterona se realiza por la accidn del
sistema enzimatico A5~3B-hidroxiestercide deshidrogenasa/
AS5~A4~isomerasa, localizado en la fraccién microsomal, (Fig.
13). La progesterona formada exhibe en su anillo A 1la
estructura A4-3-cetona (A4= doble ligadura entre C-4 y C-5),
caracteristica de los esterocides con actividad biologica (90}.
La progestercna es una hormona que dentro del esguema de
biosintesis de los estervides ocupa una posicidn “clave" ya que
puede ser biosintetizada como producto terminal o bien servir

como precursor de corticosteroides, andrégenos y estrdgenos.

BYOSINTESIS DE ANDROGENOS.- Los tejidos enddcrinos que
biosintetizan androgenos utilizan tanto a la pregnenclona
(A5~3B~hidroxi) como a la progesterona (Ad4-3-cetona) como
precursores para la formacidn de androstendiona y testosterona
que son los andrdgenos mas importantes (Fig. 13). La
hidroxilacién en el carbono 17 de la pregnenolona o de la
progesterona es el primer paso para la ruptura de la cadena
lateral, 'y es catalizado por la enzima l7a-~hidroxilasa,
formandose 17a-hidroxipregnenolona o 17a-hidroxiprogesterona
respectivamente (Fig. 13). Posteriormerte por accidén de una 17,
20-esteroide liasa se rompera la unidn entre los atomos de
carbono 17 y 20. La accidn secuencial de estas dos enzimas de

localizacion microsomal es dependiente de NADPH y oxigeno (90).
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La utiljzacion de la pregnenolona o de la progesterona como
precursores opera simultdneamente, y el predominio de una de

ellas, depende de la especie (90).

Ia ruptura de la cadena lateral da lugar a la formacion de
androstendiona (Ad4-3=0) y dehidreepiandrosterona (AS5-3B-OH). La
subsecuente reduccicn del grupo cetdnico del C-17 de la
androstendiona, por la accién de la 17B-hidroxi-esteroide-
deshidrogenasa, enzima localizada en la fraccién soluble
celular y dependiente de NADP, bictransforma a este andrégenc
de baja petencia biclégica a testostercna que es el andrégeno
biolégicamente activo. Esta reaocidn es reversible dependiendo
del pH del medio y mantiene en equilibrio a las dos hormonas
(90).

La dehidroepiandrosterona por la accidén de la misma
17B~hidroxiesteroide deshidrogenasa es transformada a
AS-androstendicl el cual por la accién del sistema enzimatico
A5-~3B~hidroxiesteroide deshidrogenasa/AS-A4-isomerasa es

bioconvertido a testosterona.

Come se observa en la figura 13, la biosintesis de
testosterona a partir de pregnenclona involucra intermediarios
con estructura AS5-3B-OH designandose esta via biosintética como

"via de los ASY" para diferenciarla de la "Via de los A4"
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como se denomina a la que utiliza progesterona como precursor,
Y en la cual, todos los intermediarios poseen la estructura
A4-3=0 (6; 90; 93). Las enzimas que participan en la
biosintesis de los andrégenos, son reguladas por genes de

localizacién autosdomica (90).

BIOSINTESIS DE ESTROGENOS.— A partir de los andrdgenos, la
biocsintesis de estrégenos se efectia a través de una secuencia
de reacciones enzimaticas, genéricamente conocida como proceso
de aromatizacicn. Durante este proceso, ademas de la pérdida
del atomo de carbono 19, el anillo A neutro de los androégenos
se transforma en un anillo aromatico o fendlico caracteristico

de los estrégenos (6; 32; 75; 90) (Fig. 13).

La biotranslormacién de un andrdgeno a un estrdgeno
(aromatizacidn) requiere tres oxidaciones consecutivas (90)
(Fig. 13). Este proceso, que se inicia por la hidroxilacién
enzimatica del carbono 19, es catalizado por la 19-esteroide
hidroxilasa de localizacién microsomal (6; 90) (Fig. 13).
Posteriormente en el mismo atomo de carbono se introduce un
segundo grupo hidroxilo, con la consecuente eliminacién
estereospecifica de un dtomo de hidrégeno, y por la pérdida de
una molécula de agua, el diol formado se transforma en un
18—~aldehido (Fig. 13) (32; 90). Por ultimo, la remocidn del

carbono-19, que se elimina como dcide férmico, conduce a la
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aromatizacidén del anillo A. Los complejos enzimaticos que
participan en el proceso de aromatizacién estan intimamente

relacionados con el citocromo P450 (90).

Existe una hipdtesis sobre la regulacidn a nivel molecular
de la aromatizacién 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 codificaria la estructura de las aromatasas,
ii) un gene #"B" presente sélo en el sexo femenino
(heterogamético), que regula la expresién del gene A, y iii)
un gene autosémico "C" localizado en ambos sexos, cuyo
producto proteico inactiva al gene A. sSi el ave es
genctipicamente masculina (sexo homogameético) al expresarse el
producto del gene C se inactivaria al gene A en todas las
células del sexo masculino, dando como resultado, el que no se
biosinteticen las aromatasas (Fig. 15). Por el contrario, si el
ave es genctipicamente femenina (sexo heterogamético), el gene
C no se activaria, dando como resultado la expresidén del gene
B, cuyo producto activara al gen A, es decir, se
biosintetizaran las aromatasas, y como resultado, la

-biosintesis de los estrdégenos (Fig. 15).



AUTOSOMICO AUSENCIA
AUTOSOMICH  BIOSINTESIS  __SEXUAL  BIOSINTESIS NO
MACHOS (ZZ): AUSENCIA GENE A ==> ACTIVACION GENE B ==> REPRESOR ==> GENE C =w> AROMATASA ==> ARQMATIZACION

AUTOSOMICO
SEXUAL BIQSINTESIS _SEXUAL  BIOSINTESIS
HEMSRAS (ZW): ACTIVACION GENE A ==> REPRESCR »=> GENE B ==> ACTIVACION GENE C =»> AROMATASA ==> AROMATIZACION

Fig, 15,- Esquema que muestra la regulaciép del gene de la
aromatasa en aves. Modificado de Wilson et al. (210).
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VII.b.- MECANISMO DE ACCION

Las hormonas estervides son moléculas portadoras de mensajes
que ejercen un numero importante de acciones o efectos que
requieren de mecanismos muy especificos gue permitan su
interaccion con las células que son sensibles o dependientes de
ellas, Yy que por lo mismo, reciben el nombre de "ceélulas
blanco" (6; 112). Ia secuencia de eventos que ocurre entre la

) llegada del estervide a la célula blanco hasta la expresion de
un efecto biolégico especifico constituye el mecanismo de
accion hormonal (112).

Los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en la
expresién de la actividad de las hormonas esteroides
permanecieron sin ser completamente comprendidos por largo
tiempo (112). La observacidn experimental realmente pionera en
la elucidacién del modo de accidén hormonal, fué el
descubrimiento de que el estradiol, después de su
administracién, es retenido por los érganos sensibles y/o
dependientes de este estrdgeno (112). Esta observacién condujo
a la demostracién de la existencia de un componente
intracelular de naturaleza proteica, de alta especificidad y

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

En 1968 (74) Jensen propuso un mecanismo de accién para las



52

hormonas esteroides denominado de los "dos pasos" (Fig. 16). El
primer paso lo constituye la internalizacion celular de la
hormona esteroide a través de la membrana citoplasmatica por
difusién pasiva, considerando las propiedades lipofilicas de
lcs esteroides. Una vec dentro de la célula el estercide se une
con gran afinidad a moléculas de naturaleza proteica
denominadas "receptores". 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 actuaria como un segunda mensajero, siendo el
primer mensajero la hormona esteroide. El segunde paso
consistiria en la activacién del complejo hormona-receptor a
través de una reaccidn que propicia cambios conformacionales y

de carga (78; 112), los cuales, le confieren una gran afinidad

a0

nteraccicnar cen les sitics acepteres de la cromatin

para

nuclear, una vez que este complejo haya sido translocade al
nicleo celular (5; 112). Los cambios moleculares que ocurren
como resultado de la interaccién del complejo esteroide-
receptor-aceptor nuclear incluyen la activacién o inactivacidn
de la transcripcidn genica especifica a través de moléculas de
ARNm y su traduccicn a nivel ribosomal en proteinas especificas

capaces de modificar las funciones celulares (5; 112; 180).
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Fig. 16.- Diagrama del mecanismo de accién de hormonas
esteroides. A= complejo hormona-receptor; B= proceso de
activacién; C= unién del complejo activado hormona-receptor a
un aceptor nuclear; ADN= &cido desoxirribonucléico; ARNm= &cido
ribonucléico mensajero; D= biosintesis de proteinas.
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VIIL.- PLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA E HIPOTESIS DE TRABAJO

La diferenciacidn sexual y especificamente la diferenciacién
ganadal en vertebrados, es uno de los paradigmas basicos, aun
por resolver, en la biclogia del desarrclle. Es importante
conocer si durante la etape en la que el primordic gonadal se
va a diferenciar hacia un ovario o hacia un testiculo si
existen diferencias desde el punto de vista biogquimico y
malecular, que condicionen la diferenciacidén de este tejido
primitive hacia una génada determinada. Sin embargo, al querer
estudiar los procesos morfogenéticos involucrados en la
diferenciacién gonadal con enfoques diferentes a la descripcién
morfolégica, se tiene que salvar el obstaculo de conocer el
sexo de los embriones en estudio. Por este motivo no se ha
avanzade, por cjemple, el estudic de la estercidogénesis
durante la ontogenia de la diferenciacidn del primordic genadal
en ovarios o testiculos. Pero a partir de contar con especies
sexo-termodependientes 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 Lepidochelys olivacea, especie que
arriba a las costas del Pacifico de nuestro territorio
nacional, y el hecho de que su diferenciacién sexual es
influida por la temperatura de incubacién, nos permitieron

considerla como un modelo experimental adecuado, para estudiar
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los procesos involucrados en la determinacién del dimorfismo

sexual gonadal.

Una de las hipdétesis planteada para este proyecto de

investigacién se sustenta en la teoria hormonal:

1a temperatura de incubacicén, podria actuar como modulador
bioquinico directamente sobre las biosintesis de testosterona y
estradial en la gdnada indiferenciada, y de esta manera, las
hermonas esteroides formadas pudieran ser los activadores
moleculares que desencadenarian el posterior establecimiento de

la diferenciacion sexual morfoldgica.

Debido a diversas circunstancias sucitadas durante el
proyecto, y sobre todo para abordar la hipdtesis, se determiné
en una primer instancia la de comprobar si los testiculos de
embriones desarrollados bajo el efecto de la temperatura
masculinizante y los gvarios de embriones desarrollados bajo el
efecto de la temperatura feminizante biosintetizaban andrégenos
y estrdgencs, asi como el de establecer si su metabolismo era
temperatura-dependiente. Lo anterior es lo gquea conforma este
trabajo de tesis, y para abordarlo, se plantearon los

siguientes objetivos:



A)

B)
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Estudiar la biosintesis in vitro de testosterona y de
estradiol en el complejo urogenital gdnada-mesonefros,

génadas y mesonefros de embricones y tortugas posteclosion.

Medir las ooncentraciones dc testosterona y estradiol
en suero y oJrgancs urogenitales (génadas, mesonefros, e
interrenales) en tres estadios de la ontogenia gonadal:

génada indiferenciada, génada diferenciada, y estableci

. miento gonadal, asi como en tortugas recién eclosionadas

<)

Yy posteclosioén.

Establecer la presencia del receptor citosdlico para
estrégencs en drganes urogenitales (gonadas, mesonefros

e interrenales) de embriones y tortugas posteclosidén.
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IX.~ MATERIALES
- IX.a.l.- MATERIAL BIOLOGICO

‘,Se ‘utilizaron huevos de no mas de tres dias de ovipositados,
colectados de nidos naturales en la playa La Escobilla
(96927716"W, 15°40736"N), en la costa central de Oaxaca.
Las colectas se efectuaron durante los meses de Julio a Octubre
por cuatro afios consecutivos (1985 a 1988). Su traslado al
laboratorio se hizo por via terrestre, en cajas de unicel y con
arena humeda del sitio de la colecta. La incubacion de los
huevos en el laboratorio se hizo colocindolos en recipientes de
plastico (Tupper Ware) conteniendo en su base arena del nido
original (aprox. 5 cm de espesor), cubriéndoles posteriormente
con la arena, y cerrandose los recipientes con sus tapas
previamente perforadas, para permitir la circulacidn del aire.
Los recipientes se colocaron, durante todo el periodo de
desarrollo embrionario, 50+3 dias para los machos y 45+3 dias
para las hembras, en incubadores bajo diferentes condiciones
controladas de humedad y temperatura: (a) 27-28°C para
desarrollo de machos y (b) 31-32°C para desarrollo de

hembras. ILa humedad relativa fué de 46+2% para ambos sexos.
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IX.a.2.~ MATERIAL RADIACTIVO

Las estervides radiactivos Dehidroepiandrosterona-1, 2, 6,
7-3H (DHA-3H) con una actividad especifica (a.e) de 65
Ci/mmola, testosterona-1, 2, 6, 7-3H (T-3H) con una a.e de 93.9
Ci/mmola, y 17B-estradiol-1, 2, 6, 7-3H (E2-3H) con a.e de 92
Ci/mmola, se obtuvieron de Amersham International
(Buckinghamshire, Inglaterra). Se purificaron en cromatografia
de particién en papel Whatman No.l, utilizando un sistema
descrito por Bush (21) (benceno:metanol:agua 10:8:2 v/v). Su
pureza radicquimica fué establecida por recristalizaciones
sucesivas, después de agregar una cantidad extra en mg del
campuesto no radiactivo, hasta la obtencién de una actividad
especifica constante (86). Adicionalmente los sustratos
radiactivos purificados se cromatografiaron en placa fina,
utilizando el mismo sistema gue se empled para los extractos

organicos obtenidos después de las incubaciones.

IX.a.3.~ ESTEROIDES NO RADIACTIVOS

Los esteroides usados como transportadores y referencias
fueron: dehidroepiandrosterona(3B-hidroxi~S-androstenc-17-ona),
testosterona (17B-hidroxi-4-androstenoc-3—~ona), 17B-estradiol
(1,3,5 (l0)-estrantrieno-3,17B-diol), y estrona (1,3,5
(10)-estrantrieno-3-cl-17-ona). Los cuales fueron obtenidos de

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

Los disolventes organicos empleados: cloroformo, diclorometa
no, éter etilico libre de perdcxidos, hexano, metanol y tolueno,
fueron de grado analitico (J. T. Baker, México). Para la solu-
cidén de centelleo, se utilizd toluenc de grado de centelleo (J.

T. Baker, México).
IX.a.5.- SOLUCIONES AMORTIGUADORAS (BUFFERS)

Solucidén Ringer para Reptiles (RR) pH 7.3 (107): 7.5 g/l de
clorurc de sodio {NaCl), 0.20 g/l cloruro de potasio, 0.2G g/1
clorurc de calcio, 0.02 g/l carbanato de sodio, agua bidesti-
lada.

Buffer de Fosfatos (BF) 0.1 M, pH 7.4: 2.35 g fosfato
moncbasico de sodio anhidro, 11.6 g fosfato dibasico de potasio
anhidro, 8.8 g NaCl, 0.1 g thiomerosal (Merthiolate), 1 g

gelatina, agua bidestilada c.b.p 1 1.

Buffer de Tris-HCl, adicionado de ditiotreitol y molibdato
de sodio (TEDM): Tris-HCl 20 mmolar, pH 7.4 a 4°C, EDTA
1.5 mmolar, ditiotreitol (DTT) 0.25 mmolar, molibdato de sodio

10 mmolar, agua bidestilada.
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IX.a.6.~ SOLUCION DE CERTELLEO
4.0 g de 2,5-difenil-oxazol (PPO), 0.001 g de
1,4-bis-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 Carbdn vegetal activado y 0.0625 g de Dextrdn en

buffer de fosfatos c.b.p 100 ml.

Todos los reactives fueron de grado analitico, obtenidos de

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO.) y J. T. Baker (México).
IX.b.— ANTICUERPOé PARA TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

Los anticuerpos para testosterona y estradiol fueron
generados en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del
Departamento de Biologia de la Reproduccién del Instituto

Nacional de la Nutricion "Salvador Zubiran®.

El anticuerpo especifico para testosterona se desarrolld en
bovino utilizando como inmundgeno (antigeno) testosterona
3-carboximetiloxima, unida a albumina sérica bovina
{testosterona~-3CMO-BS2). Después de la titulacién del
anticuerpo (55-~60% de unidn), la dilucién 6ptima fué de

1:210,000.
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Especificidad del Anticuerpo Antitestosterona (Iote K-200710)

Compuesto % de Reaccién _Cruzada
Testosterona 100.0
Sa-Dihidrotestosterona 14.0
Sa-Androstandiol 6.0
AS5-Androstendiol 2.1
A4-Androstendiona 0.8

El anticuerpo especifico para estradiol fue desarrollado en
conejo utilizando como inmunégeno (antigeno) estradiol-
6-carboximetiloxima, unida a albumina sérica bovina
(estradiml—-£CMO-BSA). Después de la titulacidén del anticuerpo

(30-35% de unidn), la dilucidén optima fué de 1:210,000.

Especificidad del Anticuerpo Antiestradiol (Lote K-158330)

Compuesto % de Reaccidn Cruzada
17B-estradiol 100.0
Estrona 1.7
Estriol 0.8

Testosterona - 0.0002
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Xo— METODOS

X.a.~ BIOSINTESLS IN VITRO DE HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES

X.a.l.~ OBTENCION DE LOS TEJIDOS

Los especimenes se sacrificaron por decapitacion,
disecandose de la regidn caudal del plastron, junte o por
separado, el complejo urogenital gdénada-mesonefros (Tabla 1).
Se colocaron en tubos Pyrex 9820 con 0.5 ml de solucidn Ringer
para reptiles (RR) sin cofactores, y 5 uM de alguno de los
siguientes sustratos: DHA-3H para el estudio de la biosintesis
de testosterona o de T-3H para estudiar la biosintesis de
17B-estradiol. El volumen final de incubacién fué de 500 ul

(Fig. 17A).

X.a.2.- PREPARACION DE LOS SUSTRATOS PARA LA INCUBACION

Diecisejs uCi de DHA-3H o T-3H en solucién metandlica se
transfirieron a tubos de vidrio de bajo contenido en potasio
40, y se evaporaron a sequedad en bafo de agua a 60°C Yy con
corriente de nitrdgeno. A cada tubo se le agregd 1 ml de éter
etilico libre de perdxidos y 60 ul de propilen glicol. El éter
etflico se evapord totalmente y el esteroide radiactive (DHA-3H
o T-3H) disuelto en el propilen glicol se incorporé a 2 ml de
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solucidén RR. 1a concentracién final fué de 2 uCi/250 ul. Para
obtener la molaridad apropiada para la incubacién (5 uM) del
sustrato radiactivo, fue necesario agregar a cada tubo, una
cantidad extra (0.72 ug) de DHA o T radioinertes. La concentra-
cién final del sustrato en la incubacion fué de: 2 uci/2.5

nmolas de DHA o T/500 ul de solucidén RR {Tabla 2).

El proceso de incubacién de los diferentes tejidos se
realizé en un incubador Dubnoff (Precision, GCA Co., Precision
Scientific) a las temperaturas masculinizante (27-289C) o
feminizante (31-32°C) en atmésfera gaseosa de 95% 02/5% Co2
{Infra, México) y con agitacién suave durante 2 hrs. La
reaccidn se detuvo agregandc a cada tubo 1 ml de cloroformo-
metancl (CM) 2:1 (v/v), manteniendose en refrigeracién (4°C)
por un periodo de tiempo no mayor de 48 hrs. Se realizaron
simultdneamente y en condicicnes idénticas, incubacicnes 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 biolégico utilizado en el
estudio de la biosintesis de testosterona y estradiol.

B ESIS TESTOSTERON.
TEMPERATURA DE INCUBACION TEMPERATURA DE INCUBACION
MASCULINIZANTE _ (27-282C) FEMINIZANTE (31-32=C)
DI* ED** TEJIDO n DI ED TEJIDO n
40 29 GO-ME 6 40 30 GO-ME 3
50 30 GO~-ME 7 45 30 GO-ME 4
50 " GO 6 45 " GO 4
S50 " ME 6 45 " ME 4

BIOSINTESIS DE __ESTRADIOL
TEMPERATURA DE INCUBACION TEMPERATURA DE INCUBACION

MASCULINIZANTE 27-28=C FEMINIZANTE (31-32=C)
DI ED TEJIDO n DI ED TEJIDO n
40 29 GO-ME 6 40 30 GO-ME 4
50 30 GO-ME 7 45 30 GO-ME 5
50 " GO 7 45 " GO 5
50 " ME 7 45 " ME 5

* = dfa de incubacién; dias transcurridos después de la
ovipogicién

** = etapa de desarrollo
GO-ME = génada-mesonefros
GO = génada

ME = mesonefros
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Tabla 2.- Esquema experimental utilizado en los estudios de
biosintesis in vitro de testosterona vy estradiol en tejidos
urogenitales.

DIAS TEMPERATURA
INCUBACION  INCUBACION = TEJIDO SUSTRATO MOLARIDAD

27-28°C  GO-ME DHA-3KE 5 uM
31-32=C  GO-ME DHA-3H 5 uM
a° 27-285C  GO-ME T-3H 5 uM
31-32C  GO-ME T-3H 5 uM
GO-ME DHA-3H 5 uM
27-28°C 6o DHA-3H 5 uM
ME DHA-3H 5 uM

50
GO-ME T-3H 5 uM
27-28°C o T-3H 5 uM
ME T-3H 5 uM
Go-ME DHA-3H 5 uM
31-32°C 6o DHA-3H 5 uM
7 ME DHA-3H . 5 uM

as.
GO-ME T-3H 5 uM
31-320C Go T-3H 5 uM
ME T-3H 5 uM

GO-ME= génada-mesonefros
GO = gdnada

M = mesonefros
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X.a.3.— EXTRACCION, PURIFICACION E IDENTIFICACION
DE LOS METABOLITOS RADIACTIVOS OBTENIDOS

DESPUES DE LA INCUBACION
X.a.3.1.- EXTRACCION

Los tejidos se separaron de los medios de incubacién y se
homogeneizaron en 100 ul de RR con 3 a 5 golpes (70-90 rpm) con
un pistilo de Tefldn. Del homogeneizado obtenido se tomaron
alicuctas para determinacion de proteinas por el método de.
Bradford (10), empleando albumina sérica bovina para la curva

patrén.

lLos metabolitos formados durante la incubacidén se extrajeron
de los tejidos homogeneizados con 3x5 volumenes de CM. Los
medios de incubacidén se extrajeron en forma idéntica a lo
descrito anteriormente. Se determindé el contenido de
radiactividad en una alicucta de los extractos organicos tanto
de los tejidos como de los medios de incubacidn, en un
espectrometro de centelleo liquido Packard TRI-CARB, modelo
2660, ccntdndose las muestras durante un tiempo suficiente para
asegurar un error no mayor del 3%. La eficiencia del
espectrémetro fué de 48 a 50% y la oon:eccidn‘para "quenching"

se realizé utilizando un programa de estandarizacion externa.
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X.a.3.2.— PURIFICACION E IDENTIFICACION DE METABOLITOS

La purificacidén e identificacidn de los metabolitos
tritiados formados durante el proceso de incubacidn, se realizo
utilizando un proceso de dilucién isotdpica inversa que incluye
el andlisis de la conducta cromatografica de los compuestos
formados, asi como su recristalizacién con una cantidad
adicional del correspondiente esteroide auténtico hasta la

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

Una vez establecido el contenide de radiactividad, los
extractos orgdnicos correspondientes a los medios y tejidos se
reunieron en un sclo tubo. De cada uno de éstos, se tomé una
alicucta adecuada que se aplicéd a cromatofolios (5x20 cm) de
aluminio recubiertos con silica gel con un grosor de 0.2 mm y
con indicador para absorcidn de luz ultravioleta (UV) de 254 nm
(Merck). Los cromatofolios se lavaron con la mezcla de los
mismos disolventes que seran utilizados en el proceso
cromatografico para la separacion de los metabolitos formados
(cloroformo:éter etilico:diclorometano, 50:48:2 v/v). En forma
paralela en cada cromatofolio, se aplicﬁron 5 ug de los
estervides no radiactivos que serviran como referencias: DHA,
T, E2, y E1, asi como una mezcla de ellos. Los esteroides de
referencia se localizaron en la placa de cromatografia con una

lampara de UV (T), vapores de yodo (E2, El1) y 4&cido
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fosfomolibdico al 5% (DHA), ¥y se determins su correspondiente
Rf. La deteccidén de los metabolitos radiactives se logrdé
haciendo pasar cada uno de los cromatofolios por un
radiocromatégrafo Scanner 2-201 (Packard) con flujo continuo de

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

El Rf de cada una de las areas radiactivas del cromatograma
(grafica) se compard con el Rf del esterocide de referencia
correspondiente y se delimitd la zona radiactiva para cortarla
y eluirla con metanal. El metancl se evapord a sequedad en un
rotavapor a 35-40°C con vacioc. Para establecer la cantidad de
radiactividad eluida de cada uno, se tomaron alicuotas
apropiadas por duplicado, agregandole a cada tubo 10 ml de

solucién de centelleo.

X.@.3.3.- DETERNINACICN DE LA PUREZA RADIOQUIMICA
DE LOS METABOLITOS FORMADOS

DESPUES DE LA INCUBACION

De cada metabolito radiactivo identificado, se tomdé una
alicucta y se evapord a sequedad en bafio de agua a 60°C y con
corriente de nitrdgeno. Se le agregd 20-50 mg de la hormona no
radiactiva correspondiente, testosterona o 17-B-estradiol, y se
hicderon cristalizaciones sucesivas con metanol y hexano para

testosterona, y metanol para estradiol. Efectuada las
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cristalizaciones, se separaron con pipeta Pasteur las aguas
madres (AM) de los cristales (CR), secdndose primero con
nitrégeno y bafio de agua caliente, y posteriormente, en una
estufa con vacio (Precision Thelco modelo 19) por 30 min a

45-50°C.

De los cristales, asi como de las aguas madres, se pesé una
alicucta entre 500 y 1000 ug en una electrobalanza CAHN G-2
(VENTRON CAHN Division, Ventron Instruments Co., Paramount,
cal.), agregandole 10 ml de solucién de centelleo para
determinar su contenido radiactivo para calcular la actividad

especifica de cada muestra cristalizada (86; 110; 111).



69

XI.— DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES
DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

EN SUERO Y ORGANOS UROGENITALES

La determinacidn de las concentraciones de testosterona y
estradiol en el suero y los 6rganos urogenitales de L.
olivacea se realizé por medio de métodos radioinmung

analiticos (RIA) utilizando anticuerpos especificos (Fig. 17B).

XI.a.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS
XI.a.l.~ SUERO

A cada embrion se le eliminé la membrana amnidtica y el
vitelo, evitando en lo posible, provocar hemorragia y la sangre
derramada de los vasos samjuinecs extraembrionarios se aspiré
con jeringa. Al disecar el plastrdn, se secd con gasa el exceso
de liquidc amnidtico, obteniéndose la sangre por puncicn al
corazén y por escurrimiento después de decapitacion. En los
animales recién eclosionados y posteclosidén se obtuvo
directamente del cuello después de la decapitacidon. La sangre
se colectd en tubos sin anticoagulante, dejandose en
refrigeracion (2-4°c) hasta la formacidn del coagulo y
posteriormente se centrifugé a 900 x g/10 min. El suero se
guardé a =-20°C hasta el momento de la medicién de
testosterona y 17-B-estradiol. La relacién de las muestras se

da en la Tabla 3.
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Tapla 3.~ Relacién de muestras de sangre obtenidos de L,
olivacea para la cuantificacién en suero de testosterona y
estradiol.

TEMPERATURA
MASCULINIZANTE FEMINIZANTE
(27-28=C) (31=32°C)
QT‘ ED*+ nIt ED**
- - Ip ———— 30 24
- - -— 31 29
—— 34 22 34 ND
GI 35 ND EG 35 "
-— 36 24 36 o
ID -—— 38 27 38 »
-— 40 29 — a0 "
EG 45 30 45+  RE
-— 50 ND - 5 PE
55+ RE - 10 "
- 15 PE - 5 v

* = dfa de incubacién
*% = etapa de desarrollo; cada etapa del desarrollo correspon
dien?eG a cada difa de incubacién se tomé de Merchant-Larios et
al. (96).
GI = estadfo de goénada indiferenciada
ID = estadfo de inicio de la diferenciacién gonadal
EG = estadio de establecimiento gonadal
ND = etapa de desarrollo no determinada
RE = recién eclosién
PE = dfas posteclosion
+ = + 3 dias

NOTA: Por cada dia de incubacién se cuantificéd testosterona y
estradiol en el suero de tres especimenes. La obtencién de las
muestras de suero se realizé en dos ocasiones, Yy con una
diferencia de un afio entre cada una de ellas (1987 y 1988).
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XI.a.2.- ORGANOS UROGENITALES

las concentraciones de testosterona y estradicl en tejidos
urogenitales, se determinaron en 6 embriones masculinos de 40
dias de incubacién, 5 embriones femeninos de 30 dias de
incubacién, 4 de 40 dias de incubacién, y 4 hembras recién

eclosionadas.

Las gdnadas, mesonefros e interrenales se obtuvieron de la
misma forma descrita para los estudios de biosintesis (IX.a).
Las génadas provenientes de todes los animales del mismo dia de
incubacién se reunieron en un solec tubo para su
homogeneizacidén. De igual manera se procedid con los mesonefros
y las interrenales. Los diferentes tejidos se homogeneizaron en
1 ml de BF con 3-5 golpes (70-90 rpm) con un pistilo de Tefldn

No. 0 (Thomas Co., PA., USA).

XI.a.2.a.~ EXTRACCION DE LOS ESTEROIDES

DE LOS TEJIDOS HOMOGENEIZADOS

A cada tubo que contenia los diferentes tejidos
homogeneizados se le agregaron 1-2 ml de éter etilico libre de
perdxidos y se agité 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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decanté la fase organica. Este procedimiento se efectud dos
veces reuniendose las fases organicas, evaporandose en bafho de

agua a 60°C y con corriente de nitrégenc (Infra, México).

La medicidn de las concentraciones de testosterona y
estradiol se realizé en alicuctas 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 determind a partir de los métodos radioinmung
analiticos (RIA) utilizados en el Programa Especial de
Investigacidén, Desarrollo y Entrenamiento en Reproduccidn
Humana de la Organizacidén Mundial de la Salud (OMS) de Ginebra,
Suiza (186). Todos los andlisis realizados en este Programa,
estdn sometidos a un control de calidad interno segtn los
lineamientos del laboratorio v a un control de calidad externo
por parte del Centro de Control de Radicinmunoandlisis de la
OMS en Londres. Las especificaciones del control de calidad de

los analisis de los estervides se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4.- Especificaciones y parédmetros 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 11.50-368.0 pg/tubo 6.80-217.60 pg/tubo
DOSIS-RESPUESTA
% VARIACION
INTRA-ANALISIS 5.61 8.63

INTER-ANALISIS 9.72 12.56
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XIT.~ DETERMINACION DE LA UNION DE ESTRADIOL TRITIADO

AL RECEPTOR DE ESTROGENOS EN LOS TEJIDOS UROGENITALES

En este estudio (Fig. 17C) se utilizaron: i} el complejo
‘urcge:ﬂtal, godnada-mesonefros, de 5 embriones de 40 dias de
incubacién (etapa 29) v 3 embriones de 45 dias de incubacién
(etapa 30) desarrollados bajo el efecto de la temperatura
masculinizante, iil} 6 embriones de 26 dias de incubacidn (etapa
de desarrollo no determinada) desarrollados bajo el efecto de
la temperatura feminizante y 4 de 40 dias de incubacidn (etapa
30), y iii) se estudiaron en forma independiente las gdénadas,
mesonefros, e interrenales de 6 tortugas macho de 15 dias
posteclosicn. Los tejidos se cbtuvieron en la misma forma como
se describio en el inciso X.a.l y se colocaron en una solucién
amortiguadora TEDM pH 7.4 a 4°C (relacidn p/v 3:1) con 5000
UK de aprotinina (Sigma Chem. Co) por ml como inhibidor de
proteasas. Se homogeneizaron con un pistile de Teflén No 0 (3-5
galpes a 70-90 rpm) empleando un homogeneizador 4554 de Cole

Palmer (Cole Palmer Instrument Co., USA) (193).

De cada homogeneizado se colocaron alicuotas de 600-800 ul
en tubos de polialémero de S X 4 mm (Beckman) y se
centrifugaron en una ultracentrifuga Beckman LB-70 (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA, USA) utilizando un rotor SW 50.1 a

105,000 x g/1 hr a 4°C en una ultracentrifuga Beckman LB-70
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(193). De cada citosol obtenido se tomaron alicuotas para
determinar, por el método de Bradford (10), la concentracidn de
proteinas, empleando albumina sérica bovina (BSA) para la curva

patron.

Se incubaron 400 ul de cada citosol con estradiol tritiado
(E2-3H) durante 4-6 hrs a 4°C. Terminado el tiempo de
incubacién el esterojde libre (no unido al receptor) se separd
del complejo hormona-receptor adicionando a cada tubo 500 ul de
una suspensién de carbon~dextran incubandose durante 5 min a
4°C (193). Posteriormente se centrifugaron a 800 x g/10 min a
4°C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos de
polialdémero gue contenian un gradiente lineal de sacarosa
(20-35%), se sellaron los tubos con calor (Tube Sealer,
Beckman) y se centrifugaron a 370,000 x g/2.5 hrs a 2% en un
rotor vertical VTI-65 (193) (Fig. 6). Posteriormente el fondo
de cada tubo se perford por puncién y los gradientes se
colectaron en fracciones de 150 ul en tubos de vidrio con bajo
contenido de pctasio 40. A cada uno se les agregaron 10 ml de
Instagel (Packard) y se contaron en un espectrdmetro de
centelleo TRI-CARB modelo 2660 (Packard) el tiempo necesario
para tener un error no mayor de 3%. Se utilizaron gradientes
adicionados con BSA-naftol azul-negro (Sigma) como marcador
interno para determinar el coeficiente de sedimentacidn (85;

193).
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XIIT.~ ANALISIS ESTADISTICOS

De los resultados obtenidos de la cuantificacién por RIA de
testosterona y estradiol en suero de amboé sexos de embriones,
tortugas recién eclcsionadas, y posteclosién de L. olivacea,
se realjzaron andlisis de varianza (ANOVAS) utilizando modelos
desbalanceados e incompletos, denominades Modelo Lineal General
(GLM), asi como de llevar al cabo andlisis de regresién. Para
ambos estudios se utilizd el paquete estadistico SAS (168;
169).
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XIV.~ ) RESULTADOS
XIV.a.- BIOSINTESIS

Una vez realizado el proceso de extraccidén de los tejidos y
los medios de incubacién con cloroformo-metanol, la
recuperacién del material radiactivo en los extractos

organicos, fué del 95 al 98%.
XIV.a.l.~ BIOSINTESIS IN VITRO DE TESTOSTERONA

Después de someter a los extractos orgdnicos de los
diferentes tejidos incubados con DHA-3H al proceso de
separacién cromatografica, se detecté por medio del
radiocromatdgrafo "scanner" la presencia de varias zonas

radiactivas (Fig. 18).

Zana l.— Esta zona que presentd un Rf de 0.14 fué la zona de
mayor polaridad y st movilidad cromatografica no correspondid
con los esteroides de referencia empleados, por lo que no se
considerd de interés establecer su identificacidn en vista de

los objetivos especificos del estudio.

Zana 2.— La zona dos, exhibic un Rf de 0.32 que correspondid
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exactamente al Rf de la testosterona radicinerte utilizada como
referencia. Esta zona radiactiva fué eluida con metanol y se
determind su contenido radiactive. Posteriormente se agregoé una
can@'.idad extra de testostercna no marcada para realizar las
recristalizaciones sucesivas hasta la obtencion de una
actividad especifica constante (Tabla 5, 6), con lo cual, se
pudo establecer la pureza radioquimica del metabolito
radiactivo formado, y por lo tanto, su identificacidén como

testosterona (Fig. 22).

Zona 3.~ Esta zona radiactiva con un Rf igual a 0.44,
correspondid al precursor DHA-3H no metabolizado, por lo que no

se considerd necesario verificar su pureza radioquimica.

Zona 4.~ La cuarta zona radiactiva presenté un Rf de 0.51,
idéntico al de la androstendiona de referencia, y la unica
evidencia para establecer su identidad, fué su movilidad

cromatografica.

La presencia de las cuatro zonas radiactivas anteriormente
descritas, fué constante en todos los tejidos urogenitales

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

El anidlisis del extracto orgdnico de las incubaciones de

control en las que se utilizé como preparacidén tisular el
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corazén de los mismos animales, uicamente mostré la zona
radiactiva correspondiente al precursor DHA-3H (Fig. 20B), y la
cromatografia del extracto cloroformo-metanol de la incubacidn
del precursor tritiado, en ausencia de tejido, sélo presents
una zona radiactiva correspondiente a la DHA-3H (Fig. 20A). El
contenido radiactivo de esta zona se determindé y se utilizd
para calcular el porcentaje de las pérdidas ocurridas al través
de los procesos de incubacidn, extraccion y cromatcografia. Este

porcentaje de pérdidas fué de 58%.
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Fig. 18.- Graficas obtenidas del radiocromatdégrafo (scanner)
que muestran las zonas radiactivas presentes en las placas de
gel de silica después de aplicarles una alicuota de los
extractos organicos de cada uno de los experimentos de
biosintesis de testosterona a partir del precursor tritiado
dehidroepiandrosterona (DHA-3H). Las graficas del panel
izquierdo (A, B, C, D) corresponden a los experimentos llevados
al cabo a la temperatura masculinizante (27-28°C) y las del
panel izquierdo (E, F, G, H) a la temperatura feminizante
(31-32°0C).

A y B= gdnada-mesonefros de embriones masculinos y femeninos
de 40 d.i. respectivamente.

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

C ¥y G= gdnadas de enbriones 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.= 1linea de aplicacién o zona radiactiva
correspondiente al area de aplicacidén en la placa de gel de
silica de la muestra (alicucta) del extractc organico a ser
analizado en el escanner.

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

2= zona radiactiva correspondiente a la testosterona (T).

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

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



Fig. 18.
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Tabla 5,- Pureza radiogquimica de la Testosterona-3H
biosintetizada durante la incubacion con DHA-3H de los organos
urogenitales de la tortuga marina L. olivacea.

TEMPERATURA MASCULINIZANTE 27-28=C

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
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.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 168 183
2 249 187
3 172 178

*= dia de incubacién; **= etapa de desarrollo embrionario:
w*kw= actividad especifica.
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Tabla 6.—- Pureza radioquimica de la Testosterona~3H
biosintetizada durante la incubacién con DHA-3H de los érganos
urogenitales de la tortuga marina L, olivacea.

TEMPERATURA  FEMINIZANTE 31-32=C

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

dpm/mg dpm/mg
1 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
1 487 939
2 251 451
3 275 274
4 240 245
50 DI ED 30 TEJIDO: GONADA
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 175 205
2 131 200
3 127 139
50 DI ED 30 TEJIDO: MESONEFROS
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
. dpm/mg dpm/mg
1 334 426
2 254 303
3 201 272
4 250 200

*= dfa de incubacién; **= etapa de desarrollo embrionario;
*w¥= actividad especifica.
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XIV.a.2.- BIOSINTESIS IN VITRO DE ESTRADIOL

Los metabolitos formados durante la incubacién de los
tejidos urogenitales con T-3H, y extraidos con
cloroformo-metanol, se separaron utilizando métodos de
cromatografia en capa fina. El andlisis de los cromatogramas,
empleando un radiocromatégrafo "scanner", reveld la presencia

de cuatro zonas radiactivas (Fig. 19).

Zona 1.- La zona uno, con una movilidad cromatografica
idéntica a la testosterona empleada como referencia (Rf 0.39),
correspondié al precursor tritiado no metabolizado
(testostervna), por lo que no se considerd necesario verificar
por medio de recristalizaciones su identidad y pureza

radioquimica.

Zana 2.~ Esta zona que coincidié exdctamente con la zona del
estradiol de referencia (Rf 0.48) fué eluida y después de
agregar una cantidad extra de estradiol radioinerte se
recristalizé hasta cbtener una actividad especifica constante,
demostrandose plenamente la pureza radioquimica del estradiol
tritiado formado durante el proceso de incubacién in vitro

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

Zona 3.- La zona radiactiva localizada en el cromatograma
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como 1a zona de menor polaridad, con un Rf de 0.56, presentd
durante la purificacién cromatografica, una movilidad idéntica

a la de androstendiona.

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

presentande un Rf de 0.66.

La formacién de androstendiona y de ambos estrdégenos
tritiados se chservé en todos los tejidos incubados con T-3H
(Fig. 19). La cromatografia de los extractos de las
incubacicnes utilizadas como controles (Fig. 21), sélo reveld
la presencia del precursor no metabolizado, el cual fué eluido
con metanol y la cantidad de T-3H recuperadas se empled para la
correccién de pérdidas que normalmente ocurren durante el

proceso experimental. Siendo este de 55%.
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Fig. 19.~ Graficas obtenidas del radiocromatdgrafo (scanner)
que muestran las zonas radiactivas presentes en las placas de
gel de silica después de aplicarles una alicuota de los
extractos organicos de cada unc de los experimentos de
biosintesis de estradiol a partir del precursor tritiado
testosterona (T-3H). Las graficas del panel izquierdo (A, B, C,
D) corresponden a los experimentos llevados al cabo a la
temperatura masculinizante (27-28°c) y las del panel
izquierdo (E, F, G, H) a la temperatura feminizante
(31-32°¢c).

A y B= gdnada-mesonefros de embriones masculinos y femeninos
de 40 d.i. respectivamente.

B y P= gdnada-mesonefros de embriones masculinos de 50 d.i y
femeninos de 45 d.i respectivamente.

C y G= gonadas 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
femeninos de 45 d.i respectivamente.

L. APLY.= 1linea de aplicacién o zona radiactiva
correspondiente al area de aplicacién en la placa de gel de
silica de la muestra (alicuota) del extracto organico a ser
analizado en el escanner.

1= 2ona radiactiva correspondiente al precursor testosterona
(T).

2= zona radiactiva correspondiente al estradiol (E2).

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

= zona radiactiva correspondiente a la estrona (El).
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Tabla 7,- Pureza radicquimica del Estradiol-3H biosintetizado
durante la incubacién con T-3H de los drganos urogenitales de
la tortuga marina L. olivacea.

- TEMPERATURA  MASCULINIZANTE 27-28<C

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

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

50 DI ED 30 TEJIDO: GONADA-MESONEFROS

CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 157 796
2 106 184
3 111 115

50 DI ED 30 TEJIDO: GONADA

CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dom/mg dpm/mg
1 246 674
2 177 133
3 146 146
50 DI ED 30 TEJIDO: MESONEFROS
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 207 1095
2 266 286
3 - 157 216
4 164 124

*= dfa de incubacién: *¥= etapa de desarrollo embrionario;
***= gactividad especifica.
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Tabla  8.- Pureza radioquimica del Estradiol-3H biosintetizado
durante la incubacién con T-3H de los érganos urogenitales de
la tortuga marina L. olivacea.

TEMPERATURA FEMINIZANTE 31-32=C

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

dpm/mg dpm/mg
i 93 1126
2 46 239
3 34 62
45 DI ED 30 TEJIDO: GONADA-MESONEFROS
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 181 1408
2 127 389
3 118 142
4 114 117
45 DI ED 30 TEJIDO: GONADA
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 249 1777
2 181 436
3 150 144
45 DI ED 30 TEJIDO: MESONEFROS
CRISTALIZACION No. CRISTALES (a.e) AGUAS MADRES (a.e)
dpm/mg dpm/mg
1 195 608
2 222 231
3 125 171

*= dfa de incubacién: **= etapa de desarrollo embrionario:;
*%%m actividad especifica.
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Fig. 20.- Grdficas que muestran los radiocromatogramas de
placas de gel de silica, conteniendc una alicuota de los
extractos orgdnicos de las incubaciones control llevados al
caho en los experimentos de biosintesis de testosterona
utilizando como precursor, dehidroepiandrosterona tritiada
(DHA-3H). A= grdfica del extracto orgdnico de la i1ncubacién
control en augsencia de tejido. B= grafica del extracto
6rganico de la 1ncubacién control en presencia de tejido
cardiaco. L, APLI= linea de aplicacién o =zona radiactiva
correspondiente al 4drea de aplicacién en la placa de gel de
sflica de 1la muestra (alicuota) del extracto orgdnico a ser
analizado en el radiocromatoégrafo (scanner).

Fig. 21~ Gréficas que muestran los radiocromatogramas de
placas de gel de silica, conteniendo una alfcuota de los
extractos orgdnicos de las incubaciones control llevados al
cabo en los experimentos de biosintesis de estradiol utilizando
como precursor, testosterona tritiada (T-3H). A= grafica del
extracto orgdnico de 1la incubacién control en ausencia de
tejido. B= grafica del extracto organico de la incubacién
control en presencia de tejido cardiaco. L. APLI= linea de
aplicacion o zona radiactiva correspondiente al drea de
aplicacién en la placa de gel de sflica de 1la muestra
(alicuota) del extracto orgdnico a ser analizado en el
radiocromatégrafo (scanner).

2
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Para calcular la cantidad de testosterona y estradiol
tritiados biosintetizados durante los experimentos, se
consideraron las dpm de las recristalizaciones una vez que la
actividad especifica en los cristales permanecic constante e
idéntica a la de las aguas madres. El resultado se multiplicé
por los mg del esteroide radioinerte agregados para realizar
las recristalizaciones, y las cifras obtenidas se corrigieron
de acuerdo al porcentaje de recuperacion de los controles
incubados sin tejido, disefiados para este objetivo. La cantidad
de dpm de tritio se transformé a pmolas, considerando la
actividad especifica de los substratos t..rit‘.i.ados incubados y el
resultado final se expresé en pmolas del esteroide tritiado
formado por cada uno de los especimenes (embridn) utilizados en

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

TEMPERATURA TEMPERATURA
MASCULINIZANTE FEMINIZANTE
27-28=C 31-32°C
DI ED TEJIDO fmol /emb DI ED TEJIDO fmol/emb
40 29 GOME 2500 (n=6) 40 30 GOME 2000 (n=3)
50 30 GOME 2143 (n=7) 45 30 GOME 3250 (n=4)
50 30 GO 1500 (n=6) 45 30 GO 1250 (n=4)
50 30 ME 2167 (n=6) 45 30 ME 3250 (n=4)
DI = dfas de incubacién
ED = etapa de desarrollo
GOME = génada—mesonefros
GO = génada
ME = mesonefros
fmol/emb =~ fentomolas por embrién
n = numero de especimenes estudiados
Tabla 10.- Fentomolas por embrién de Estradiol-3H formadas

durante 2 horas de incubacién, empleando T-3H como substrato.

TEMPERATURA TEMPERATURA
MASCULINIZANTE FEMINIZANTE
27-28=C 31-32°C
DI ED TEJIDO fmol/emb DI ED TEJIDO fmol/emb
40 29 GOME 833 (n=6) 40 30 GOME 1667 (n=4)
50 30 GOME 714 (n=7) 45 30 GOME 1200 (n=5)
50 30 GO 1000 (n=6) 45 30 GO 1600 (n=5)
50 30 ME 3600 (n=6) 45 30 ME 3600 (n=5)
DI = dias de incubacidén
ED = gtapa de desarrollo
GOME = génada-mesonefros
GO = génada
ME = mesonefros
fmol/emb = fentomolas por embridén
n = numerc de especimenes estudiados
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Fig. 22.~ Biotransformacién in wvitro del precursor tritiado

dehidroepiandrosterona {DHA~-3H) en testosterona tritiada
{3H-T), asi{ come del precursor tritiado testosterona en
estradiol tritiado (E2-3H), por el complejo urogenital
gonada-mesonefros de embriones masculinos y femeninos de 40
dias de incubacién (etapa 29 y 30 respectivamente). As{ ccmo,
per las goénadas Yy mesonefros de tortugas masculinas de 50
dias de incubacién (etapa de desarrollo 30), y hembras de

4s dias de incubacisn  (etapa 30; no eclosionadas). 1=
A4-AS5-isomerasa; 2= -B-ol~hidrixiesteroide—deshidrogenasa;
3= 17~a-hidroxiesteroide-deshidrogenasa; 4= 19-hidroxilasa;

5= aromatasas.
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XIV.b.~- RADIOINMUNOANALISIS (RIA)
XIV.b.1l.~ DETERMINACION EN SUERO
XIV.b.1l.1.- TESTOSTERONA

La cuantificacién sérica de testosterona durante las tres
etapas estudiadas: embrionaria, recién eclosién y posteclosicn,
del desarrollo de L. olivacea, los animales que se
desarrollaron bajo el efecto de la temperatura masculinizante,
la concentracién de este andrdgeno (Tabla 11) sigue un patrdn

discontinuo (Fig. 23).

Durante la etapa embrionaria se presentd un incremento
gradual hasta el dia 36 (etapa 24). Aumentando
considerablemente (16 pg/ml mas que el dia 36, etapa 24) en el
dia 38 (etapa 27). Disminuyendo dramiticamente en embriones de
40 d.i (etapa 29), de 47 pg/ml a 28 pg/ml comparada con la de
embriones de 38 d.i (etapa 27) (Fig. 23). Velviendo a
incrementarse a partir de los 45 d.i (etapa 30); culminando en

el dia 50 (etapa 30) (Fig. 23).

En las tortugas masculinas de recién eclosidén, la
concentracion del androgeno baja ligeramente (2 pg/ml)

comparada con el Gltimo dia de desarrollo embrionario (etapa
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30); aumentande (7 pg/ml) en tortugas masculinas jévenes de 15

dpe (Fig. 23).

Ia concentracidn sérica 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 (embricnaria, recién eclosidn y posteclosidn) (Fig.

24).

Apreciandese en ambos sexcs un hecho muy interesante. Los
embriones masculinos muestran dos fases durante su ultima etapa
del desarrollo embrionario (etapa 30). Una fase inicial que
corresponde a animales de 45 d.i y una fase intermedia, que
corresponde a embriones de 50 d.i (Fig. 23). Por su parte, en
los embriones que se desarrcllaron bajo el efecto de la
temperatura feminizante, se aprecia una clara etapa de
transicicn entre la peniltima y ultima etapa de su desarrollo
embrionario (etapa 29 y 30, respectivamente). Conformada por
animales de 34, 35 y 36 d.i (Fig. 24). Apreciandose también una
fase transitoria en su etapa 30. La inicial, correspondiente a
embriones de 38 d.i y la intermedia a embriones de 40 d.i (Fig.

24).

Al comparar la concentracidn del andrégeno entre ambos sexos
en dias de incubacidn, es mayor en las hembras de 40 y 45 d.i;
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aumentando sensiblemente en los machos de recién eclosién
(Tabla 11). Por su parte, en las hembras jévenes de 15 dpe se

incrementa considerablemente (Tabla 11).

Al comparar la concentracion de este andrdgenc entre ambos
sexos en etapas de desarrollo, es mayor en los machos a

excepcidén de las tortugas femeninas de 15 dpe (Tabla 12).
XIV.b.1l.2.— ESTRADIOL

La concentracion sérica de 17-B-estradiol durante las tres
etapas estudiadas (embrionaria, recién eclosidn vy
posteclosién), en los animales cuyos huevos se desarrollaron
bajo el efecto de la temperatura masculinizante (Tabla 11), ée
presentd un patrén similar al descrito para testosterona.
Manteniendose la misma concentracién entre embriones de 50 d.i
(etapa 30 intermedia) y tortugas masculinas de recién eclosion
(Fig. 23). Disminuyendo dramiticamente en tortugas masculinas

jovenes de 15 dpe (Fig. 23).

En animales provenientes de huevos incubades bajo el efecto
de la temperatura feminizante, la concentracion del estradiol
durante las tres etapas estudiadas (embrionaria, recién
eclosion y posteclosion) (Tabla 11), se presenté un patrén

similar al descrito para testosterona (Fig. 24). Disminuyendo
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la concentracién del estrdgeno, en las tortugas femeninas
jévenes de 10 dpe; haciendose patente esta baja en las hembras

jovenes de 15 dpe (Fig. 24).

Al comparar la concentracién del estrégeno entre ambos sexos
en dias de incubacién, es mayor en las hembras, haciendose muy

patente en el dia 40 (Tabla 11).

Al comparar entre ambos sexos la concentracion de
17-B-estradiol en etapas de desarrollo, el estrogenc es mayor
en los machos, emparejandose en las etapas 30 inicial e
intermedia como en tortugas recién eclosién (Tabla 12).

Cambiando la relacién en las tortugas de 15 dias posteclosidn.

XIV.b.1.3.~ RELACION ENTRE AMBOS SEX0OS EN LA CONCENTRACION

DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

En ambos sexos, se observa una interesante relacion entre la
concentracion de estradiol con la de testosterona (Fig. 23-24);
ademas, al comparar en ambos sexos la concentracién de ambas
hormonas esteroides sexuales durante las tres etapas
estudiadas: embrionaria, recién eclosidn, y posteclosion, el
estrdgeno es mayor, a excepcion de los machos y hembras jovenes

de 15 dpe, en donde baja drasticamente (Fig. 23-24).
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Tabla 1l1.-~ Concentracisén (pg/ml} de testosterona y estradiol
en suero de L. olivacea durante su etapa embrionaria, recién
eclosién y posteclosién.

TEMPERATURA MASCULINIZANTE

(27-28<C)
TESTOSTERONA ESTRADIOL

DI ED 1 2 X 1 2 X
30 ND - -— - - -— -
31 ND - - - - - -
~-- 34 22 31.40 30.70 31 38.40 41.60 40
GI 35 ND 33.30 32.80 33 41.80 42.20 42
-—~ 36 24 31.80 34.20 33 43.20 44.80 44
ID —— 38 27 49.20 44.80 47 6S51.70 52.30 S2
—-—= 40 29 29.30 26.70 28 31.70 34.30 33
EG 45 30 35:80 38.20 37 48.40 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

(31-32°C)
TESTOSTERONA ESTRADICL

DI ED 1 2 X 1 2 X

ID -—— 30 24 11.70 14,30 13 12.30 15.70 14
-—=- 31 29 13.60 12.40 13 14.20 13.80 14
34 T 21.70 22.30 22 33.20 30.80 32

EG 35 T 29.40 24.60 27 25.60 34.40 35
36 T 26.70 23.30 25 35.70 30.30 33

38 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 37.80 42,20 40 51.70 54.30 53

50 5 PE 44.50 47.50 46 56.80 57.20 57
55 10 PE 53.20 50.80 52 53.30 56.70 55
60 15 PE 65.70 60.30 63 41.70 39.30 41
70 ND - — - - — -

GI= estadio de gdénada indiferenciada: ID= estadio de inicio
de la diferenciacién gonadal: EG~ estadio de establecimiento
gonadal; DI= dfa de incubacién: ED= etapa de desarrollo;
ND= etapa del desarrolle no determinada; T= etapa de!l
desarrollio embrionaric determinada como etapa de transicién
(etapa 29/30): RE= recién eclosién; PE= difas posteclosion:
1= primera cuantificacién (1987); 2= segunda cuantificacién
(1988); X= media.
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Tabla 12.- Comparacién ~de - la ‘concentracién (pg/ml) de
testosterona y estradiocl en suero de embriones masculinos y
femeninos de L. olivacea durante algunas etapas de su
desarrollo.

EMBRIONES MASCULINOS EMBRIONES FEMENINOS
TEMPERATURA DE INCUBACION TEMPERATURA DE INCUBACION
27-28=C 31-32°C

ED DI T E2 ED DI T B2

ID 27 38 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 S1 . 45 40 53
PE 15 50 30 15 63 41

ID~ estadio de inicio de la diferenciacién; EG= estadio de

establecimiento gonadal ; RE= recién eclosién; PE=
posteclosién; ED= etapa de desarrollo embrionario; DI= dia
de incubacidén; T= testosterona: E2= estradiol: *= inicio
de la ultima etapa de desarrollo embrionario; *#= fass

intermedia de la ultima etapa de desarrollo embrionario.
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Fig. 23.- Gréfica que muestra la concentracién en suero de
testosterona ( e ) y estradiol (®m) durante las tres etapas
estudiadas de la ontogenia de machos (temperatura de incubacion
27-28C) de L. olivacea. d.i= dfa de incubacién: e.d= etapa
de desarrollo embrionario; r.e= recién eclosion: p.e=
posteclosién; 30= inicio de la etapa de desarrollo 30: 30~ fase
intermedia de la etapa de desarrollo 30C.
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Fig. 24.- Grafica que muestra la concentracion en suero de
testosterona ( ® ) y estradiol (W) durante las tres etapas

estudiadas de la ontogenia de hembras (temperatura de
incubacion 31-32=C) de L., olivacea. d.i= difa de incubacién;
e.d= etapa de desarrollc embrionario: r.e= recien eclosion;
p.e= posteclosion; 29/30= etapa de transicioén; 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 I10S ESTADIOS DE LA
DIFERENCIACION GONADAL DE L. olivacea

PARA DESARROLLAR LOS ANALISISI ESTADISTICOS

A partir de los resultados de las determinaciones en suero
de testosterona y estradiol por RIA (Tabla 13), se establecid
que la etapa embrionaria en machos y hembras estd conformada
por tres estadios de la diferenciacién gonadal: estadio de
gonada indiferenciada, estadio de iniciacién de 1la
diferenciacién gonadal, y establecimiento gonadal, asi como
estadio de recién eclcsién‘ y posteclosidén. Estos estadios se
designaron con base a la descripcion morfoldgica de la
diferenciacion 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
estadisticamente significativas entre cada uno de los estadios
determinados en: i) cada sexo, y ii) entre ambos sexos, se
hicieron andlisis de varianza (ANOVAS) con modelos GLM, y con
el objeto de establecer si las concentraciones de testosterona
y estradiol, durante la ontogenia (dias de incubacién) de L.
olivacea, tenian un cdmportamiento que pudiese describirse
matemdticamente con una funcién lineal, se llevaron al cabo

‘analisis de regresion.
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Tabla 13.- Establecimiento de los estadfos de la
diferenciacién gonadal de L. olivacea para llevar al cabo los
andlisis estadisticos.

TEMPERATURA MASCULINIZANTE TEMPERATURA FEMINIZANTE
(27-28=C) (31-32-C}

EGL EID EEG_ RE PE EGL EID EEG_ RE PE
BT _ED DI ED DI_ED DI -— DI_ED DI ED DI _ED DI -=
34 22
35 23
36 24

3827 3024
30 29 31 29
34 T
35 T
36 T
45 30 38 30
50 30 40 30
55 45

5

10

15 15

EGI= estadio de génada indiferenciada:; EID= estadio de
inicio de la diferenciacidén gonadal; EEG= c¢otpdic de
establecimiento gonadal; RE= estadio de recién eclosién;
PE= estadfo de posteclogién (dfas posteclosién): DI~ dia de
incubacién; ED= etapa de desarrollo embrionario; Tw etapa
del desarrcllo embrionario denominada de transicién (29/30).
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XIV.b.1.5.- ANALISIS ESTADISTICOS

XIv.b.1.5.1.~ ANALISIS DE VARIANZA

Las clases sexo y estadio en ambos ANOVAS fueron con 2 y S
niveles respectivamente. Como los tamanos de muestra no son
iguales en todos los niveles de estadio y ademas no hay datos
de ambas hormonas esteroides en el nivel 1 de estadio (estadio
de gdénada indiferenciada) para hembras (nivel 2 de sexo), los
dos modelos 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 testostercona: la variable aleatoria es 1la
concentracién en suero de testosterona (TE). Los criterios de
clasificacidén son: el sexo (SE), los estadios de la
diferenciacién gonadal (ED) y la interaccidén de sexo y estadios

de la diferenciacion gonadal (SE*ED).

Modelo para estradiol: la variable aleatoria es la
concentracion en suerc de estradiol (ES). Los criterios de
clasificacidén son: el sexo (SE), los estadios de 1la
diferenciacién gonadal (ED) y la interaccion de sexo y estadios

de la diferenciacidén gonadal (SE*ED).
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Los analisis fueron los siguientes:
XIV.b.1l.5.1.a.- CONCENTRACION DE TESTOSTERONA

Del listado de SAS se tomaron los analisis de varianza con
sumas de cuadrados tipo TII, en el gue se prueban los efectos
de cada una de las fuentes de variacién (SE, ED, y SE*ED) en

presencia de las otras.

Las hipotesis involucradas son:

1.- Ho: Las medias de concentracién 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 medias de cantidades de testosterona son iguales
en los cinco estadios.
vs

Ha: Al menos para unc de los estadios la media difiere.

Lo cual en términos estadisticos se denota:

Ho: uel = ue2 = ... = ue5 VS 'Ha: al menos una es

diferente

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 téminos estadisticos se denota:

Ho: umel = ue2 = ... = ue5 = uvhel = ... = uhes

vs .

Ha: al menos una es distinta
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1a siguiente tabla de analisis de varianza (ANOVA) muestra
en su ultima columna las probabilidades de rechazar Ho en cada

uno de los tres contrastes de hipétesis planteados

anteriormente.

FUENTE __ G.J. _ TIPO IIT SS _x2 VAIOR F __PR > F
SE 1 391.418803  391..418803  8.73 0.0064
ED 4 2572.582069  643.145517  14.35 0.0001

SE*ED___ 3 1142.0 380.666667 ____£.49 0.0004

Estos niveles de significancia son tan pequefios que se puede
concluir:
a.- Si hay un efecto de sexo sobre las conceitraciones de
testosterona. Es decir, las concentracione: promedio de
testosterona son significativamente distintas e¢n cada sexo, a

un nivel de 0.0064.

b.- Si hay un efecto de estadio scbre la concentracidn de
testosterona. Es deci, en al menos uno de los ciico estadios el
promedio de concentracién de testosterona difier: de los demas,
a un nivel de significancia de 0.0001.

o~ Si hay un efecto de la interaccidén sobre li concentracién
de testosterona. Es decir, que en alguno de los sexos y al
menos en un nivel de estadio, la concentracién promedio de

testosterona difiere significativamente con un 1ivel de 0.0004.
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XIV.b.1l.5.1.b.—- CONCENTRACION DE ESTRADIOL

Del listado de SAS se tomaron los andlisis de varianza con
sumas de cuadrados tipo IIT, en el que se prueban los efectos
de cada una de las fuentes de variacion (SE, ED, y SE*ED) en

presencia de las otras.

Las hipcdtesis involucradas son:
1.~ Ho: Ias medias de concentracién de estradiol 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

2.- Ho: Las medias de cantidades de estradiol son iguales en
los cinco estadios.
vs

Ha: Al menos para uno de los estadios la media difiere.

Lo cual en términos estadisticos se denota:

Hot uel = ue2 = ... = ue5 VS Ha: al menos una es diferente
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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 términos estadisticos se denota:
Ho: umel = ue2 = ... = ue5 = vhel = ... = uhes
vs

Ha: al menos una es distinta

La siguiente tabla de andlisis de varianza (ANOVA) muestra,
como en el caso de la testosterona, niveles de significancia
muy adecuades para rechazar las hipdtesis nulas (Ho),
correspondientes a los contrastes planteados para la variable

concentracién estradiol (ultima columna).

FUENRTE___G.L. _TIPO TIT SS x2 VAIOR F PR > F
SE 1 369.777778 369.777778 5.30 0.0292
ED 4 885.549809 221.387452 3.17 0.0292

SE*ED 3 1342.6261905 447.420635 6.42 0.0020
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A pabrtir de estos niveles de significancia se puede

concluir:

a.~ Hay un efecto de sexo sobre las concentracicnes de
estradiol. Es decir, las medias de las concentraciones son
distintas 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
concentracién de estradiol en los cinco estadios son iguales, a

un nivel de significancia de 0.0292.

c.— Hay un efecto de la interaccidon de sexo con estadio sobre
los niveles de concentracidn de estradiol. Es decir, las medias
de dichas 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 gque se probdé que las concentraciones promedic de
testosterona y estradiol (Tabla 3) son distintas en machos y
hembras, se investigd si esas concentraciones durante la
ontogenia del quelonio en dias de incubacion y en ambos sexos,
tenian un comportamiento gque pudiese describirse
matematicamente con una funcién linel. Es decir, si se podian
ajustar modelos de regresién lineal a las observaciones de
testosterona (TE) y de estradiol (ES) en el tiempo (dias de

incubacidén) para machos, y hembras.

De una serie de ajustes investigados, se presentan los

mejores ajustes obtenidos.
¥Iv.b.1.5.2.3.~ TESTOSTERONA

En el caso de los machos y la variable concentracién de
testosterona, se tiene el medele TEm = Bom + Blm Di +e
con una R%= 0.5248. Lo que significa, que este modelo explica
el 52.48 % de la variabilidad de TE.

Con los datos se ajusté el modelo:

TEm = 16.529295 + 0.497113 Di
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Se probd la hipdtesis alternativa de que no hay regresion,

esto es:

il
o

Ho : Blm

It
(=]

vs H : Blm -

rechazandose la hipdtesis Ho a un nivel de significancia de
0.0007. Concluyendose que si hay regresicn. o bien gque la

variable Di si explica la variabilidad de TE con el modelo:
TEm = Bom + Blm Di + e

En el caso de las hembras y la variable concentracidn de
testosterona, hubo muy poca diferencia entre ajustar el modelo
rectilineo TEh = Boh + Blh Di + e & el modelo parabdlico
TEh = Boh + Bm Di + B2h DiZ + e ya gue los valores de R?
son 0.9382 y 0.9519 respectivamente. Se opto por el modele

’ rectilineo, que nos explica el 93.82% de la variabilidad de TE,

cuyo modelo ajustado es:
TEh = -30.468544 + 1.557608 Di
Se realizo la prueba de regresidn con la hipdtesis:

Ho = Bm = 0O vs H : Bm =20
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rechazandose Ho al 0.0001, lo qﬁ:e significa que la variable Di
explica bajo el modelo TE = Bo + Bl D1 + e la variabilidad de

TE.

Haciendo notar que la concentracidn de testosterona en
hembras durante el tiempo (dias de incubacidn), es decir
durante la ontogenia de su desarrollo, es mucho mas ajustable
(comparese los valores R2), por lo que se presta mas a hacer

predicciones que en los machos.

A continuacién se hace una prueba para comparar las
pendientes de las rectas que fueron los modelos propuestos para
testosterona (TE):

Ho : Blm = Blh vs H : Blm = Blh

tc = 0.497113 — 1.557608 = =7.155238163

J (0.118239)2 + (0.08936696)2

Cecn este valor calculado la hipétesis Ho se rechaza a un
nivel de significancia menor gue 0.001. Concluyendose dque las
pendientes o bien los pesos que tiene Di para explicar la
variabilidad de TE en machos y hembras son diferentes; es

decir, gque las rectas no son paralelas.
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Dado el no paralelismo, se buscd el punto de interseccicn de
las rectas ajustadas, siendo: 44.31688787, 38.559795. Lo
anterior significa que aproximadamente al 44avo dia de
incubacién los machos y hembras alcanzan la misma concentracidn
de testosterona (38.56 pg/ml aproximadamente) (Fig. 25).
Adends, a partir de este punto las concentraciones de TE son
mayores para las hembras con respecto a la de los machos (Fig.
_25). De hecho este resultadoe no es de sorprender, ya que las
pendientes estimadas son muy distintas. Para los machos es de
0.497113, 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 1.55 es decir que es una recta con pendiente

mayor que la de 45°.
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Fig. 25.- Grifica que muestra el comportamiento en machos (J)
y hembras (9 ) -de la concentracién de testosterona en suero,
durante los tres estadios de la diferenciacién gonadal
determinados en la etapa embrionaria como de recién eclosién y
posteclosién de la tortuga L. olivacea. GI=~ estadio de génada
indiferenciada; 1ID- . estadic de inicic de 1la diferenciacién

gonadal;

recién eclosién; PE=

EG= estadio de establecimiento gonadal; RE= estadio de

estadio de posteclosién.
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XIv.b.1l.5.2.b.— ESTRADIOL

Para la varijable concentracién de estradiol se ajustaron
varios modelos con el fin de explicarla como una funcién de Di.
Tanto para machcs como para hembras, el modelo que mejor se
ajustéd fué el parabdlico coﬁ término linéal (Di) y término

cuadratico (Di2). Estadisticamente definida como:
ESm = Bom + Blm Di + B2m Di? + e (1)
ESh = Boh + Blh Di + B2h Di2 + e (2)
Teniendo ambas ecuaciones valores de RZ2 de 0.4787 Yy 0.9664
respectivamente. Lo anterior significa que Di y Di% explican
el 46.87 % de la variabilidad de ES en los machos bajo el
modelo (1). Por su parte, Di y pi2 explican el 56.64 $ dc la

variabilidad de ES en hembras bajo el modelo (2).

En el modelo (1) se probd que hay regresién, siendo las
hipdtesis:

Ho : Blm = B2m = 0 VS H = al menos una es diferente de cero

rechazandose Ho a un nivel de significancia de 0.0087.
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También se hicieron pruebas parciales con la siguientes

hipdétesis:

n
(=]

Ho : Blm/Di? vs H . : Blm/Di = 0

[}
(=]

Ho : B2m/Di vs H : B2m/Di = 0
yechazandise en ambos casos Ho con niveles de significancia de
0.0053 y 0.0039 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 B2nm

respectivamente, son distintos de cero.

De manera similar se realizaron las pruebas de regresion y

parciales para el modele (2) (hembras).
La hipdtesis de regresion fue:
Ho : Blh = B2h = 0 VS H : al menos una es diferente a cero

Rechazandose Ho a un nivel de significancia de 0.0001, lo que

significa que si hay regresidén en el modelo (2).
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Las pruebas parciales fueron con las siguientes hipétesis:
Ho : Blh/Di%= 0 vs H : Bih/Di%= 0o

Ho = B2h/Di = 0 vs H: B2h/Di = 0

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 parabdlico (modelo (2)) para

hembras.
Los modelos 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 la concentracidn de testosterona. Un resultado
importante, es que tanto en la concentracién 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 funcién lineal. Lo cual facilita hacer

seguimientos en el futuro como de estimaciones previas.
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En las pardbolas se hizo una prueba de paralelismo de curvas
basado en un estadistico de F.

Siendo las hipctesis:

Ho : Blm = Blh H2: al menos una de las igualdades
no se cumple
y . vs
B2m = B2h

Estadisticamente equivalente:

Ho : las pardbadlas son paralelas VS H : no son paralelas

el estadistico de prueba es Fc = 0.389341734 y la regla de

decisién es: rechazar Ho si Fo > PFc 2,3,6,(1-a).

Como para ningun alfa (a) suficientemente pequefic se cumple
la desigualdad anterior, Ho no se rechaza y se concluye que las
pardbolas son paralelas. De hecho se observa que los méaximos no

se alcanzan en el mismo dia, ya que la funcidén:

ESm = —47.5530860 + 3.942638 Di - 0.040264 Di?

tiene su maximo en el punto (48.95984, 48.96), y la funcidn:

ESh = -243.675252 + 12.312244 Di — 0.125929 DiZ

alcanza su maximo en el punto (48.89, 57.3).
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Por ultimo, notese que las parabolas ajustadas estéan una
sobre la otra (aunqgue una sea mas abierta) y aun cuando
aproximadamente al 49avo dia alcanzan ambas su maximo, 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 eclosidén
(Fig. 26). Por su parte, los machos todavia estan en la ultima
etapa de su desarrollo (etapa 30; Figs. 19, 29) presentando

ademas, un nivel de estradiol menor (48.96 pg/ml) (Fig. 286).

Coincidiendo ambas pardbolas en aproximadamente el 39%avo dia
y el 58.7avo dia, siendo los puntos en gue se cortan las
pardbolas correspondientes a los puntos de interseccién (Fig.

26): (39.00, 45.00) y (58.70, 45.14)
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Fig. 26.- Gr4fica

Yy hembras (@) de
durante los tres
determinados en la
posteclosién de la
indiferenciada; ID=

que muestra el comportamiento en machos (o)
la concentracién de estradiol en suero,
estadfos de la diferenciacién gonadal

etapa embrionaria como de recién eclosién y
tortuga L. olivacea. GI= estadio de goénada
estadio de inicio de la diferenciacion

gonadal; EG= estadfo de establecimiento gonadal; RE= estadio de

rocién eclosioén; PE=

estadfo de posteclosidn.
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XIV.Db.2.~ DETERMINACION RADIOINMUNOLITICA DE TESTOSTERONA Y

ESTRADIOL EN ORGANOS UROGENITALES

XIV.b.2.1.- TESTOSTERONA

La concentracion de testosterona a nivel de organos
urogenitales de embriones de 40 d.i (etapa 29) provenientes de
huevos incubados a la temperatura masculinizante es mayor en
gdnada (27 pg/ml), seguido por la glandula interrenal (22
pg/ml) y mesonefros (8 pg/ml) (Tabla 14) (Fig. 28).

ILos embriones de 30 d.i (etapa 24) provenientes de huevos
incubados bajo el efecto de la temperatura feminizante, el
androégeno es mayor en la glandula interrenal (59 pg/ml),
seguido por la gdnada (56 pg/mi) y mesonefros (51 pg/ml)
(Tabla 14) (Fig. 27). A los 40 d.i (etapa 30) tiende a
disminuir (Trabla 14) (Fig. 27), incrementandose en el
mesonefros e interrenal de hembras recién eclosionadas (Tabla
14) (Fig. 27). En la glandula interrenal 12 pg/ml mas comparada
con la de embricnes femeninos de 40 d.i (etapa 30) y en forma
aguda en el mesonefros (38 pg/ml mds) comparado con el de 40
d.i (etapa 30). Disminuyendo en la gdnada (12 pg/ml menos)
comparada con la de embricnes de hembras de 40 d.1 (etapa 30)

(Fig. 27).
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Comparando la concentracidén de este andrégeno entre los
érganos 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 huevos
incubados bajo el efecto de la temperatura feminizante de 40
d.i (etapa 30), el andrdgenc es mayor en la gonada y mesonefros

de las hembras (dos y cuatro veces respectivamente (Tabla 14).

XIV.b.2.2.~ ESTRADIOL

En los dérgancs urogenitales de embricnes de 40 d.i (etapa
29) provenientes de huevos incubados bajo el efecto de la
temperatura masculinizante se detectaron trazas (<4 pg/ml) de
17-B~estradiol (Fig. 28).

En embriones de 230 d.i (etapa 23) provenientes de huevos
incubados bajo el efecto de la temperatura feminizante, este
estrégeno se encuentra muy alto en mesonefros (96 pg/ml),
seguido por la gonada (29 pg/ml) y glandula interrenal (25
pg/ml) (Tabla 14) (Fig. 27). Disminuyendo drasticamente en los
organos urogenitales de los embriones de 40 d.i (etapa 30)
(Tabla 14) (Fig. 27). En el mesonefros 74 pg/ml menos; gdénadas
temperatura masculinizante de 40 d.i (etapa 29) con embriones
provenientes de huevos incubados bajo el efecto de 1la

temperatura feminizante de 40 d.i (etapa 30), es mayor a nivel
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de génada y mesonefros en los embriones femeninos, Yy en los
embriones masculinos se encuentra en concentracion traza (< 6
pg/ml) (Tabla 14) (Fig. 24). En ambos sexos, la glandula
interrenal presenta trazas de este estrdgeno (Tabla 14) (Fig.
27-28).



Tabla 4.~ Concentraci
érganos urogenitales de
como de hembras recién

olivacea.

TEMPERATURA MASCULINIZANTE

6n de testosterona vy

117

estradiol en

embriones masculinos y femeninos, as{

eclosionadas

TEMPERATURA FEMINIZANTE

de la tortuga marina L.

{27-28=C) (31-32=C)
pg/ml pa/ml
DI ED TEJIDO T E2 DI ED TEJIDO _T_  E2
_— - - - 30 GO 56 29
_— - - - " " ME 51 96
_—— - - - " ° IN 59 25
40 .29 GO 27 * 40 30 GO 49 15
" » ME 8 * " " ME 31 23
" " IN 22 * " " IN 19 *
RE GO 37 40
" ME 69 22
" TIN 31 6
DI = dfa de incubacién; ED= etapa del desarrollo; GO= génada;

ME= mesonefros: IN=

mililitro: T= testosterona:

interrenal;

.E2= estradiol;

pg/ml=

picogramos

por

* = concentracién

del estrégeno sobre 1los limites de la sengibilidad del ensayo

(2.4 pg/tubo).
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Fig. 7.~ Grafica que muestra ia concentraciodn de
testosterona ( T ) y estradiol (EZ) en é6rganos urogenitales de
embriones Y tortugas recién eclosionadas de L. olivacea
desarrollados bajo el efecto de la temperatura feminizante
(31-32=C). d.i= dia de incubacién: e.d= etapa de desarrocllo
embrionario; r.e~ recién eclosién.
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de testosterona Yy estradiol en organos urogenitales y suero,
entre embricnes mozculinoes (J) y femeninoz (9 de 40 dfas 2
incubacion (etapa de desarrclic 29 y 3C respectivamente) de L.
olivacea.
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XIV.c.— DETERMINACION DEL RECEPTOR PARA ESTROGENOS

Los resultados del andlisis de los gradientes de sacarosa
utilizados para estudiar la 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
masculino, asi como en las gdnadas, mesonefros e interrenales
de machos de 15 dpe, se muestran en las figuras 29 y 31
respectivamente. En los embriones incubados a la temperatura
feminizante de 26 d.i (¢estadio de gdnada indiferenciada?) y de
la etapa 30, que forma parte del estadio de establecimiento
gonadal femenino, se muestran en la figura 30. En todos los
cascs, se representa el andlisis del contenido de tritio en los
gradientes lineales de sacarosa de cada complejo urogenital
(gonada-mesonefros), asi como en los testiculos incipientes,
mesonefros e interrenales. Apreciandose una zona bien definida
con contenido de tritio que se localiza entre las fracciocnes
colectadas 13-20. ELl coeficiente de sedimentacién
correspondiente a esta zona radiactiva se calculd aplicando la

férmula siguiente:

coeficiente coeficiente de sedimentacidén
de = del marcador internoc X F
sedimentacion (S) (BSA-naftol-azul-negro)

F= a/b
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En donde:

a= numerc de fracciones totales menos el nimero de’ fracciones
correspondientes a la zona del receptor marcado
radiactivamente.

b= m"zmero de fracciones totales menos el numeroc de las
fracciones correspondientes al marcador interno

(BSAa-naftol-azul-negro).

Demostrandose la presencia de un sitio de unidn de alta
afinidad (receptor) para estradiol en la fraccidn soluble
(citosal) en el complejo urogenital génada-mesonefros de los
embriones provenientes de hueves incubados bajo el efecto de la
temperatura masculinizante (Fig. 29) y en los desarrollados a
la temperatura feminizante (Fig. 30), asi como en las gdnadas
(testiculos incipientes), mesonefros e interrenales de los
machos de 15 dpe (Fig. 31). El coeficiente de sedimentacidn
chtenide para ecte receptor citcplasmatico fué de 9 unidades
Sdverberg (9S), el cual corresponde (dentro de los limites
aceptados) al coeficiente de sedimentacidn informado en la

literatura para el receptor citoplasmatico para estrégenos.



2000+
4000
3000~{
E
o, 1500
©
1600+

500

o 3o 40 N:‘o 20 3
FRACCION FRAI:CI?)N‘°
40 di 45di

Fig. 29,- Graficas que muestran la presencia del receptor
para estradiol en el complejc urogenital génada-mesonefros de
embriones masculinos (temperatura de incubacién 27-28-C) de
L. olivacea. 40 die= 40 dfas de incubacion (etapa de
desarrollo 29); 45 di= 45 dias de incubacién (inicio de la
etapa de desarrolle 30): 9S= 9 unidades Svedberg: dpm=~
desintegraciones por minuto.
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Fig. 30.~ Gréficas que muestran la presencia del receptor
para estradiol en el complejo urogenital gonada-mesoneriros de
embriones femeninos (temperatura de incubacion 31-32=C) de
L. olivacea. 26 di= 26 dias de incubacion (etapa de
desarrollo 15); 40 di= 40 dias de incubacion (fase intermedia
de la etapa de desarrollo 30): 95= 9 unidades Svedberg; dpm=
desintegraciones por minuto,
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Fig. 31.- OGrdfica que muestra la presencia del receptor para
estradiol en génadas (GO), mésonefros (ME), e interrenales (IN)
en tortugas masculinas de 15 dfas posteclosién. 95~ 9 unidades
Svedberg;: dpm= desintegraciones por minuto.



Cuadre que resume los resultados obtenidos en esta tesis sobre
machos., mostrande ademds los resultados morfolégicos de la
diferenciacién gonadal masculina de L. olivacea reportados
por Merchant-Larios et al. (96).
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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
estervides sexuales (HES) por las génadas y drganos adyacentes
(mesonefros e interrenales) durante la ontogenia de su
diferenciacién sexual, ha sido dilucidada de forma indirecta a
partir de utilizar técnicas histoguimicas (vease inciso II.c).
Las primeras evidencias que sugerian gque las gdénadas
embrionarias tenian una probable capacidad de biosintetizar
HES, fué la deteccidén de granulos de lipidos. En Anguis
fragilis se detectaron poco después de la diferenciacién
testicular (152; 153), asi como en el estroma y células
soméaticas de los tibulos seminiferos de embriones de 15 dias de

incubacién (d.i) de Podarcis sicula (29).

A partir de la deteccion hitoquimica de enzimas involucradas
en la esteroidogénesis, se postulé que las génadas embrionarias

tenian capacidad de biosintetizar HES. En testiculos (células
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somadticas de los tubulos seminiferos) y ovarios (regidn
medular) de embriones de Podarcis sicula se detecté actividad
de la enzima 3-B-cl-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3BOLEDH),
enzima involucrada en la biosintesis de HES (inciso VIL.a ;
29). Durante la diferenciacidén del testiculc como del ovario en
Lacerta viridis no se detecta su actividad, sino una vez
diferenciadas y sélo 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
3BOLﬁDH ha sido determinada en génadas embrionarias (regidn
medular) de Emys orbicularis (119), y en la glandula
interrenal de Lepidochelys olivacea durante su diferenciacién
sexual (96). Sin embargo, en reptiles se adolece de estudios
que demuestren que las gdnadas, el mesonefros y las
interrenales durante la diferenciacién sexual gonadal,

biosinteticen hormonas esteroides sexuales.

Las evidencias arriba mencionadas sugieren: i) la regidén
gonadal embricnaria activa en biosintesis de HES es la médula
(mesenquima o estroma) y ii) la temperatura de incubacién al
regular el metabolismo de andrdégenos y/o estrdgenos, la
diferenciacién sexual gonadal en E. orbicularis se da
directamente a nivel gonadal y en L. clivacea al través de

las HES provenientes de la glidndula interrenal.
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En esta tesis el haber utilizado dehidroepiandrostercna
(DHA) como precursor en la biosintesis de andrégenos
(testosterona), estribé en los siguientes hechos: i) este
esteroide es un metabolito en la ruta de biosintesis de
esteroides sexuales denominada via de los AS. Los cuales son
considerados como precursores de esteroides sexuales con
actividad biolégica, por ejemplo, testosterona (vease inciso V;
Fig. i.’s), y ii) como uno de los objetivos de esta tesis
era analizar la capacidad de biotransformar precursores
radiactivos para biosintetizar andrégenos (testostercna) y
estrégenos (estradiol) de manera natural, y por Ser el primer
estudio a este respecto a nivel embrionario, no se utilizaron
cofactores energéticos (v.gr. DPNH). Por tal motivo, se utilizé
DHA-3H como precursor en la biosintesis de testosterona, ya que
s6lo tiene que pasar por dos pasos metabdlicos para su
conversion a testosterona (vease inciso V; Fig. 13). Por su
parte, el haber utilizado testosterona como precursor en la
biosintesis de estrdogenos (estradiol), es que es el precursor
esencial para que se efectiue su biosintesis (vease incisc V;

Fig. 13).

Embriones de 40 y S0 dias de incubacidén (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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inciso XIV.b.1.4), su complejo urogenital génada~mesonefros
. tiene capacidad de biosintetizar testosterona y estradiol.
Favoreciendose de manera significativa en ambas etapas del
estadio de establecimientoc gonadal, la biosintesis del
andrégeno sobre la del estrogeno (Tabla 9, 10). Por su parte,
los embriones de 40 y 45 d.i desarrollados a la temperatura
feminizante (31-32°C) y gue corresponden a la etapa 30 del
desarrollo embrionario que es la ultima etapa gue 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 andrdégeno. Los
heches anteriores sugieren que el metabolismo de andrdgenos se
favorece mas que el de los estrigenos en el complejo urogenital
gdnada~mesonefros de embriones masculinos de la etapa 29 y 30,

asi como en el de las embras de la etapa 30.

Al 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
estrdgeno es mayor (el doble) en las hembras (Tabla .10). Por su
parte, los embriones masculinos y femeninos de la etapa 30,
sélo 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 androgenos.

A partir de estos resultados, se comprueba que el complejo
urogenital génada-mesonefros de embriones de ambos sexos de
L. olivacea durante las dos ultimas etapas del estadio de
establecimiento gonadal, tiene la capacidad de biotransformar
dehidroepiandrosterona (DHA) a testosterona (T), el andrdgeno
por antonomacia en reptiles, aves y mamiferos. Ademas de tener
la capacidad de aromatizacién, es decir de biosintetizar
estrogenos (v.gr. estradiol). Por tal motivo, se demuestra la
presencia de tres enzimas involucradas en la biosintesis de
testostercona (los numercs entre paréntesis corresponden a la
ubicacion dentro de la nomenclatura internacional de enzimas
(4)): A4-AS-isomerasa (5.3.3.1); 3-B-ol-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa (1.1.1.51), y 17-a-hidroxiesterocide-
deshidrogenasa (1.14.1.7). Asi como de la presencia de las
enzimas involucradas en la bictransformacion de testosterona en
estradiol: 19-hidroxilasa y aromatasas (Fig. 22). sugi_riendos;e
que todas las enzimas arriba mencionadas, estdn 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 MESONEFROS DE EMBRIONES

1os emh;xiones de L. olivacea que se desarrollaron bajo la
influencia de la temperatura feminizante (31-32°C), a los 45
dias de incubacién (d.i) estan en la etpa 30 del desarrollo.
Estos embriones presentan un ovario en donde las células
germinales aun no han iniciado su primera profase meidtica y
nula presencia de foliculos; estadio que perdura cerca de tres
meses posteclosion (96). Por su parte, los embricnes de 50 d.i
desarrollados a la temperatura masculinizante (27-28°C),
corresponden a la etapa 30 del desarrollo embrionario masculino
y que forma parte del estadio denominado establecimiento
gonadal (vease inciso XIV.b.1l.4). Haciendo notar que los
testiculos de estos animales aun son incipientes (96). En ambos
casos, se tiene la ventaja de aislar con relativa facilidad
cada dérgano que conforma al complejo urogenital gonada-
mescnefros, lo cual ayudé a analizar la capacidad de
biosintesis de las gdnadas y mesonefros, descartando asi la

posibilidéd de enmascaramiento.

Demostrandose que la biosintesis de testosterona y de
estradiol se favorece en el mesonefros mas que en los
testiculos de embriones de S0 d.i (etapa 30) (Tabla 9, 10).

Siendo la biosintesis del andrégeno (testosterona) mayor que la
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del estrdgeno (estradiol) solo 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 ultimo tejido (Tabla 9, 10). Sin embargo, no hay una
diferencia significativa entre la biosintesis del estrdégeno
sobre la del andrdgeno entre ambos érganos urogenitales (Tabla
9, 10). Demostrandose que los testiculos y los ovarios, asi
como el mesonefros de ambos sexos, tienen la capacidad de
biotransformar in vitro dehidroepiandrosterona a testosterona
(DHA --> T) y testostercna a estradiol (T --> E2) (Fig. 22),
descartandose asi: i) el enmascaramiento del mesonefros para
con la capacidad de bicsintesis de andrégenos y estrégenos por
las gdnadas de ambos sexos, y ii) la discrepancia con lo
descrito por Merchant-Larios et al. (96) de la nula presencia
de tejido esteroidogénico en génadas, ya que durante la
diferenciacién gonadal de L. olivacea a nivel histoquimico
s6lo se detecta actividad estercidogénica en la glandula
interrenal (96), por lo que mas que un hecho discrepante con
los resultados de biosintesis obtenidos en esta tesis, podria
explicarse por un metabolismo complementario por parte de los

tres organos urogenitales.

Por otra parte, se comprueba la presencia en las gdnadas 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-AS5-isomerasa (5.3.3.1);.3-B-ol-hidroxiesterocide
-deshidrogenasa (1.1.1.51); l7-a-~hidroxiesteroide~deshidro
genasa (1.14.1.7); 19-hdroxilasa, y aromatasas (Fig. 22).
Sugiriendose que la capacidad esteroidogénica y por ende la
presencia de las enzimas arriba mencionadas, se da a nivel del

estroma (mesenquima = médula) gonadal.

En resunmen, se aprecia que durante las dos etapas del
desarrolle embrionario masculino estudiadas, 29 y 30
respecti;vamente, las cuales forman parte de la etapa de
establecimiento genadal, el complejo urcgenital gonada-
mesonefros de embriones de la etapa 29 y 30, no se aprecia
diferencia significativa en la bicsintesis de testostercna y de
estradiol. Por otro lado, la biosintesis de testesterona se
favorece mas en el mesonefros que en los testiculos, sin
embargo tampoco hay una diferencia significativa entre la
biosintesis del androgeno con la del estrdgenoc. En los
embriones femeninos durante la etapa de establecimiento gonadal
estudiado (etapa 30), la capacidad de biosintesis del complejo
urcgenital génada-mesonefros, 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 biosintesis de testosterona y de
estradicl a nivel del complejo urcgenital génada-mesonefros de
embriones de ambos sexos en las etapas 29 y 30 del desarrollo
de L. olivacea, en donde la biosintesis del andrdgeno se
favorece. El segundo, es que la biosintesis de testosterona y
de estradicl a nivel genadal durante les estadios finales (29 y
30 respectivamente) del desarrollo embrionario que conforman la
etapa de establecimiento gonadal masculino y femenino de este
quelonio marino, ne hay un metabolismo diferencial de HES
(andrdgenos y estrdgenos), por lo que no se hace evidente una
regulacién diferencial de su biosintesis por la temperatura de

incubacion.

Cabe hacer notar, que estos son los primeros resultados
reportados en embriones de reptiles sobre la biosintesis de

toctostorena y estradicl, Ademsc, loc hallazges cbhtenidoc de

este estudio, estdn acorde con las evidencias en otros
vertebrados: anfibios (194; 195), aves (70-73; 203; 205) y
mamiferos (cuyo (178); conejo (54; 89; 98; 209); humano (177;
179)), en donde se sabe que las génadas embrionarias tienen la

capacidad de biosintetizar HES (v.gr testosterona y estradiol).
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XV.b.- CONCENTRACION DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

EN SUEROC Y ORGANOS UROGENITALES

Durante las tres etapas de la ontogenia de L. olivacea
estudiadas: etapa embrionaria, etapa de recién eclosién y etapa
de posteclosion, hay diferencia de un sexo con respecto al otro
en la concentracién sérica de testosterona y estradiol, asi
como de ser diferentes ambos estervides sexuales entre si como
entre cada sexo. El comportamiento lineal de la concentracién
en suero de testosterona durante la ontogenia de machos y
hembras de este quelonio, sugiere una secrecién continua del
andrégeno (Fig. 25). Siendo el incremento en los machos poco
acentuado, y en las hembras mas acentuado (Fig. 25). En la
etapa embrionaria durante el estadio de inicic de 1la
diferenciacién gonadal y de establecimiento gonadal, asi como
en la etapa de recién eclosién, la cocncentracidn del andrdgeno
es mayor en los machos que en las hembras (Tabla 11),
invirtiendose dicha relacién en la etapa de posteclosion (Tabla

11; Fig. 28).

El comportamiento curvilineo (parabdlico) del estradiol en
suero, indica que durante las tres etapas estudiadas de la
ontogenia del quelonio, la secrecién del estrdgeno presenta
tres fases: incremento, maximo y decremento (Fig. 26). En los

maches el incremento abarca las etapas de gdénada indiferenciada
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(estadios 22-24), inicio de la diferenciacién testicular (etapa
27) y de establecimiento gonadal pero sélo hasta el inicio del
esatadio 30 (Fig. 26). La fase de maxima concentracién se da en
las dos terceras partes de la etapa de establecimiento gonadal,
abarcando el ultimo estadio del desarrollo embrionario (Fig.
26). Por su parte, la etapa de decremento abarca los estadios
de establecimiento gonadal, recién eclosion y posteclosion
Siendo tanto el incremento como el decremento del estrdgeno en
los machos poco acentuado, sobre todo durante el estadic de
establecimiento gonadal (Fig. 26). En las hembras la fase de
incremento abarca desde el periodo de inicio de la
diferenciacién gonadal (dia 30, etapa 24), hasta el periodo de
posteclosion (dia 48, 3 dias posteclosidn) (Fig. 26), el cual
es muy acentuado. El maximoc se encuentra en el periodo de
posteclosion (dia 49, 4 dias posteclosién), y el minimo abarca
el periodo de posteclosién (de los 5 a los 15 dias
respectivamente) (Fig. 26). Al comparar la concentracion del
estrogeno entre ambos sexos, este es mayor en los machos
durante las etapas de inicio de la diferenciacién gonadal, de
establecimiento gonadal y de recién eclosion (Tabla 11; Fig.

26).

Con respecto a la concentracidn de estradiol en los érganos
urcgenitales de embriones femeninos de la etapa de desarrollo

24, 29 y de hembras recién eclosionadas, los resultados
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sugieren que las gdnadas y el mesonefros biosintetizan
estrdgenos en etapas del desarrollo tan tempranas como la
correspondiente a la etapa 24. Etapa en que se diferencia el
primordio gonadal en un ovaric (96). Al comparar la
concentracién 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 concentracién del estrégeno sea
menor en las hembras, debido a que el estrdgeno sea rapidamente
secretado y acumularse en el vitelo o que sea catabolizado
rdpidamente debido a su corta vida media (34 min en Chrysemys
picta (22)). El hecho de que la concentracion de testosterona
sea mayor en los drganos urogenitales mas que en el suero puede
deberse: i) a que el andrdgeno es rapidamente secretado y se
acumula en el vitelo; ii) que sea muy rapido su catabolismo o

iij) ser rdpidamernte aromatizado extragonadalmente (79; 191).

El hecho de que en embriones masculinos la concentracién de
estradiol sea mayor que en los femeninos, no nulifica la
hipdtesis sugerida en esta tesis, en la que se esperaba tener
en los embriones de huevos incubados bajo el efecto de la
temperatura feminizante, mayor concentracién de estrégenos que
en los embriones provenientes de huevos incubados a la
temperatura masculinizante. Como ya se hizo mencidn, la elevada
concentracién de estradiol en los machos, puede deberse a una

aromatizacién extragonadal (79; 191) de la testosterona
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biosintetizada por los dérganos urogenitales como de la
proveniente del liquido amniético (108), alantoides (108) y/o
del vitelo (2). Cabe hacer nctar el importante hecho, de que en
la etapa 29 de embriones masculinos la concentracidén en suero y
organos urogenitales de testosterona y estradiocl bajan
drasticamente; aumentando apreciablemente en los embriones
femeninos. Lo anterior sugiere que a partir de la etapa 29 del
desarrollo embrionario, la temperatura de incubacidn
feminizante regula el metabolismo de estrégenos o tan sdélo
favorece su secrecién, razon por la cual, la concentracidn de
estradiol en suero, y sobre todo, en los dérganos urogenitales
en los embriones provenientes de huevos incubados bajo el
efecto de la temperatura masculinizante es muy baja (<5 pg/ml)
(Fig. 27).

El hecho de gque durante la etapa de inicio de 1la
diferenciacidn gonadal masculina, la concentracidn de ambos
esteroides sexuales es mayor comparada con la etapa de
diferenciacidn gonadal femenina, sugiere la existencia de una
relacidén entre la diferenciacion testicular y el efecto de la
temperatura de incubacién sobre el metabolismo de esteroides
sexuales. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por
Pieau et al. (128) quienes al cuantificar HES a nivel gonadal
de 1la tortuga Emys orbicularis, encuentran mayor

concentracion de esteroides durante la diferenciacion del
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primordio gonadal en testiculos mas que en la diferenciacion de
los ovarios. Cabe hacer notar, que la gdénada primero en
diferenciarse en L. olivacea es el ovaric (96) a diferencia
del testiculo en E. orbicularis (128). Sin embargo, la
sugerencia de la existencia de una relacién entre metabolismo
de HES y temperatura de incubacién sobre la diferenciacion
sexual gonadal en quelonics sexo-termodependientes aun no esta
comprobada. Sugiriendose 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 diferenciacion
gonadal. Es decir, que la etapa de inicio de la diferenciacién
gonadal es un evento de regulacién del genoma génada-
determinante como a nivel postranscripcional que se da en un
rango del desarrollo especifico, en L. alivacea esta entre
las etapas 20-27, iniciandose mas pronto en los embriones
desarrollados a temperaturas altas (feminizante) debido a que
el metabalismo intermediario 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 (andrdgenos y estrégenos) a
nivel de drganos urogenitales, asi como la secrecién a este
nivel como 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 motive, el metabolismo de HES no es un reflejo
bioquimico del evento morfolégico de la diferenciacidn del

primordio gonadal en este guelonio sexo-termodependiente.

Lo anteriormente sugerido sobre la diferenciacién gonadal
fer.nenina en L. olivacea, de que no hay una relacidén entre
el metabolismo de estrégencs y la diferenciacién del ovario en
los embriones provenientes de huevos incubados bajo el efecto
de la temperatura feminizante, tal sugerencia se apoya en el
siguiente hecho: la concentracion del estrdgeno aumenta
considerablemente a partir del estadio de establecimiento
gonadal. Iniciandose en la etapa 29 del desarrollo, aumentando
en forma gradual durante la etapa de trancisién (29-30), asi
como en las dos fases de la etapa 30 (Fig. 26). Lo anterior, no
ooincide con el proceso morfogenético de la diferenciacidn del
ovario, la cual se inicia a partir de la etapa 21 concluyendc
en la 23 (Fig. 26) (96, 97). Sin embargo, Raynaud y Pieau (151)
sugieren que la temperatura feminizante al reqular la
biosintesis de estrogenos en el primordio gonadal del sexo
heterogamético, su concentracién sera mayor a partir del
periodo termosensible, siendo estos estrégenos los gque
provocarian el aumento en el controvertido sistema sexo
determinante antigeno H-Y¥. Un hecho que apoya su hipdtesis, es
que los estrdgenos en E. orbicularis son los unicos

esteroides encontrados en mayor concentracién (estrona >>
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estradiol) durante la etapa 24, que corresponde a una etapa en
que la gdnada masculina como femenina ya se ha diferenciado en
testiculo u ovario respectivamente (128). Lo anterior apoyaria
en parte, la proposicidn de que los estrégenos no son los
responsables per se de la diferenciacidn sexual gonadal
femenina por mediacién de la temperatura de incubacién en L.
dlivacea, sino de ser moduladores del establecimiento sexual

femenino.

Por otro lado, la hipdtesis de Crews y colaboradores (25)
(vease apartado Vi Fig. 2-B), que sugiere que la determinacicdn
del sexo en reptiles sexo-termodependientes se da a través de
que la temperatura de incubacién feminizante, al regular la
actividad de enzimas termosensibles, repercute en la
biosintesis de precursores de estrégenos, asi como en su
aromatizacion. Ambos héchos, darian lugar a que los estrdgenos
al antagonizar la accién de los andrdégenos, estimularian la
diferenciacicn del primordio gonadal en un ovario a partir de
la prolifereacién de la regién cortical, asi como dar lugar a
su establecimiento. Esta hpétesis, basada en la teoria hormonal
de la diferenciacion sexual gonadal propuesta por Wolff y
Ginglinger (vease el apartado I.a; 219; 220), queda muy acorde
con la hipdtesis de esta tesis. Sin embargo, no queda aun
plenamente apoyada, tanto por las evidencias encontradas por el

grupe de Pieau y de Crews, asi como con los de esta tesis. Ya



136

que se tiene que comprobar, cue en efecto, por mediacién de la
temperatura de incubacién feminizante, los estrdgenos sean los
mediadores a nivel molecular de la diferenciacion gonadal
femenina en estadios muy especificos de la diferenciacién
gonadal, como 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 pr‘ocesos
implicados en la diferenciacién sexual en vertebrados.
Abordandola, en principio, a partir de la Teoria Hormcnal de la
Diferenciacién Sexual Gonadal, ademds de que este modelo tiene
implicaciones filogenéticas de relevante importancia, por
ejemplo, con las aves. En esta Clase, se sabe que la gdnada
primere en diferenciarse es el ovario. Sugiriendose que sﬁ
diferenciacién puede ser mediada a través de los estrégenos
enddgencs (vease por ejemplo, 171; 221). Esta implicacidn se
apoya en una serie de hechos, que se hacen patentes en diversas
especies de esta Clase. La actividad esteroidogénica, detectada
histoquinicamente a partir de la enzima 3BOLEDH, coincide con
€l inicio de la diferenciacién gonadal femenina (173). En patos
(Anas platy‘rhychos), codornis (Coturnix coturnix japonica)
y pollos (Gallus domesticus), la biosintesis de estrdgenos
{estrona y estradiol) se lleva a cabo primero por la gdnada

embrionaria femenina (ovario izquierdc) que pgr las masculinas
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(testiculos). Siendo mayor su concentracidn, en el ovario gue
en los testiculos durante la ontogenia de su diferenciacidn
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 citosédlico) durante la diferen
ciacién genadal, siendo mayor (100 veces mas) en el ovario que
en los testiculos (71-73). También ha sido determinada la
ér&s&mﬁa del receptor a estradicl en el epitelio germinal y
region medular de gdnadas embrionarias de polle (52; 53), asi
como el determinar su organizacién estructural como de su
regulacién (94). Se ha constatado que si se bloguea este
receptor con Tamoxifén, se altera la asimetria gonadal
femenina. La gdénada izquierda (ovario) de hembras de pollo
(165; 207; 206) como de codornis (172), su region cortical se
reduce, y por ende, la génada. Reflejandose este hecho, en una
2ja en la oonecentracion de proteinas. La gdnada derecha, por
su parte, aumenta considerablemente de tamano, desarrollandose
la médula, tanto como el de la gdénada izquierda. Lo cual da
lugar a la organizacién de cordones medulares. Por ultimo, al
correlacionar la capacidad esteroidogénica a nivel ultraestruc
tural (170), asi como con la capacidad de biosintesis y
concentracidn de testosterona y estradial de embriones de pollo
(207) y codornis (171; 176) previamente tratados con Tamoxifén,
no hay alteracién. Lo cual da apoyo, a que la proliferacién de

la corteza, es estrdgeno dependiente (171).
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DETERKINACION DEL RECEPTOR A ESTRADIOL

EN ORGANOS UROGENITALES

La-presencia del receptor a estrdgenos en gonadas
embrionarias de reptil, ha sido dilucidado de manera indirecta
en solo una especie, la cual es una tortuga sexc-termcdepen
diente: Emys orbicularis (33), demostrandose plenamente en
esta tesis, su presencia en organos urogenitales de embricnes
masculinos y femeninos, asi como en los de tortugas jovenes del
quelonio marino sexo-termodependiente L. olivacea (Figs.

29-31).

Al detectar el receptor citosdlico a estrdégenos en el
complejo urogenital génada-mesonefros de embriones femenines
antes de su diferenciacién gonadal {(estadio de gdnada
indiferenciada) (26 d.i, etapa 15 del dcsarrclle) (Fig., 30) en
este gquelonio marino, gueda la duda de que el receptor esté
presente en el primordio gonadal o solamente en el mesonefros.
Si se confirmara su presencia en el primordio gonadal, se
estaria en posibilidad de apoyar la Teoria Hormonal de la
Diferenciacién Sexual, y por ende, la hipdtesis planteada en
este proyecto. Esta postula que la temperatura de incubacidn al
regular diferencialmente el metabolismo de hormonas esteroides
sexuales en la gonada indiferenciada, seria el pivote molecular

que desencadenaria el posterior establecimiento en su
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diferenciacidén sexual morfoldégica. Es decir, gue en los
embriones incubados a la temperatura masculinizante su
capacidad de biosintetizar estrdgenos seria baja o nula, y la
temperatura de incubacién feminizante lo estimularia, regulando
ademas la expresion del gene para el receptor a estrdégenos y/o
de su activacién durante la diferenciacién de los ovarios como
1o sugerido por Wilson et al. (210) en las aves (vease apartado
V; Fig. 15). Mientras que en los embriones desarrollades bajo
el efecto de la temperatura masculinizante no estaria presente,
o si lo estuviese, su activacién seria baja o nula en la gdnada

masculina en diferenciacion.

La presencia del receptor a estrégenos en el conmplejo
urogenital de embriones femeninos de 40 d.i (etapa de
desarrollo 30) que pertenece al estadio de establecimiento
gonadal, y en base a los resultados de la cuantificacién de
estradicl en suero y dorganos urogenitales, se sugiere gque la
temperatura de incubacién feminizante al regular el metabolismo
de estrdgenocs durante el estadio de establecimiento gonadal,
estos jugarian el papel de mensajeros que indicarian al
organismo del establecimiento de la gdnada femenina, asi como
de la integracidn del sexo femenino (Figs. 10, 11). Apoyando lo
anterior en el hecho de que durante la etapa 30 del desarrollo
que forma parte de la etapa de establecimiento del ovario, baja

el numero de receptores 9S a estradiol (E2) en el complejo
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gonada-mesonefros (Fig. 30). Debido probablemente a que al
biosintetizarse como secretarse considerablemente mas E2
durante la etapa de establecimiénto ovarico, el estrdgeno
ocuparia un mayor nimero de estos, y por consecuencia, a través
de su prevaleciente activacidn por el efecto de la temperatura
feminizante, se daria lugar al establecimiento del ovario, asi
como del sexo femenino como tal (Figs. 10, 11). Por tal motivo,
la presencia del receptor 95 de estrdgenos en el complejo
goénada-mesonefros de embriories masculinos durante su etapa de
establecimiento testicular a pesar de su presencia, los
estrégenos presentes no repercutirian sobre la diferenciacidn
testicular, debido a2 que el estrégeno al unirse a un escaso
numerco de receptores y/o al no ser activadeo en seguida, no

ejerceria una accidn fisioldgica inmediata.

El haber determinado la presencia del receptor de estrégenos
en el complejo urogenital de embriones masculinos de L.
olivacea de 40 dias de incubacién (d.i) (etapa 29) y 45 d.i
(etapa 30) (Fig. 29-31), pertenecientes al estadio de
establecimiento gonadal masculino, explicaria el hecho de la
reversién sexual provocada en estadios especificos del
desarrollo embrionario en especies sexo-termodependientes. Ya
por la administracién exdgena de estrdgenos, moléculas
antiestrogénicas como de la propia temperatura de incubacidn

(2S5; 33; 97; 128; 151). Ocasionando, la parcial o total
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reversiéon como alteracién de sus caractéres sexuales

secundarios (veanse apartados I.b.2 y IV.b).

Por ultimo, el considerar que los estrdgenos fuesen los
agentes causales per se de la diferenciacion sexual gonadal
en reptiles sexo-termodependientes, como lo proponen Raynaud y
Pieau (151), Dorizzi et al. (33) y Crews et al. (25), y en las
aves por Wolff y Ginglinger (219; 220), Weniger et al. (207) e
Imataka et al. (71-73), aun sigue en tela de juicio, y por

ende, la Teoria Hormonal de la Diferenciacién Sexual Gonadal.
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XVd.— PROPOSICION DE UNA HIPOTESIS SOBRE LA DIFERENCIACION

GONADAL EN LA TORTUGA MARINA L. olivacea

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis
e integrandolos con las cbservaciones hechas por otros autores
en esta y en otras especies de quelonios sexo-terme
dependientes, se propone la siguiente hipdtesis sobre la
diferenciacidén sexual gonadal en estos quelonios. La
diferenciacion gonadal femenina en Lepidochelys olivacea
seria mediada por su correspondiente temperatura de incubacidn
(31-32°%), indirecta y/o directamente a partir del estadio de
gdnada indiferenciada. Indirectamente, a partir de reqular a
nivel del sistema nervioso central la secrecidén de
neurchormonas. Estas activarian el gen de la aromatasa a nivel
medular del primordio gonadal en diferenciacién (Fig. 32).
Directamente, seria que la temperatura de incubacidn
feminizante activara el gen de la aromatasa, a partir de
activar moléculas termosensibles que regularian la expresicn
del gen de la aromatasa y/o regulando su actividad (Fig. 32).
En ambos casos, el producto de la aromatizacidn, los
estrégenos, actuarian directa y/o indirectamente a partir de
ctras moléculas ovario-determinante, en la regresién de los
cordones medulares (sexuales), asi como el desarrcollo de la
regién cortical (Fig. 32). Una vez diferenciado el primordio
gonadal en ovario, seguiria un proceso de "maduracion"

correspondiente al estadio de establecimiento gonadal (Fig.
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32}, siendo regulado por los estrogenos. Llevandose al cabo
esta fase de "establecimiento ovarico" a partir de que la
temperatura de incubacidn feminizante regula el metabolismo de
estrdgenos en la region medular que conforma el estroma del
ovario (Fig. 32). Actuando los estrdgenos: i) regulando el
establecimiento del ovario y ii) ser los responsables de
concretar el estadio de establecimiento del sexo femenino

(Figs. 32, 33).
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Fig. 33.~ Diagrama que muestra la ubicacién de los resultados
de esta tesis sobre la diferenciacién sexual gonadal de L.
olivacea, en las tros fases de la diferenciacién sexual en
vertebrados.
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XVI.~ o y e CONCLUSIONES

En la tortuga marina sexo-termodependiente Lepidochelys

olivacea:

1.~ El complejo urogenital génada-mescnefros de embriones
masculinos y femeninos de la etapa 29 y 30 biosintetizan
testosterona a partir de bictransformar DHA~3H, y estradiol a
partir de aromatizar T-3H. Favoreciendose la biosintesis del

androégeno en ambos sexos.

2.- Los testiculos y los ovarios, asi como el mesonefros de
embriones de ambos sexos de la etapa 29 y 30, biosintetizan
testosterona y estradicl a partir de bictransformar precursores

radiactivos.

3.~ En las gdépadas no hay un metabolismo diferencial de
hormonas estercides sexuales (andrdgenos y estrogenos) mediado
por la temperatura de incubacion durante las dos ultimas
estapas del desarrollo embrionario que abarcan el estadio de

establecimiento gonadal.

4.~ A nivel de la concentracion en suero de testosterona y
estradiol, se aprecia una fase de trancisién durante las etapas

2§-30 del estadio de establecimiento del ovario, y durante
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1a ultima etapa del desarrollo embrionario en ambos sexos, se

aprecian dos fases (inicial e intermedia).

S.— El complejo urogenital goénada~mesonefros de embriones
femeninos de las etapas 15 y 30, asi como de embriones
masculines en su ultima etapa de desarrollo y los testiculos,
mesonefros e interrenales de tortugas posteclosidn, presentan

el receptor citoplasmiatico 95 para estrogenos (estradiol).
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