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AXOLOTL o juego del agua

Es una especie de pez lacustre cubierto de piel blanda y con cuatro patas como de
lagartija, de un palmo de largo y del grueso del pulgar, aungue a veces tiene mds de un codo
de longitud. Tiene vulva muy parecida a la de la mujer, el vientre con manchas pardas, y
desde la mitad del cuerpo hasta la cola, que es larga y muy delgada en su extremo, adelgaza
gradualmente; tiene por lengua un cartilago corto y ancho; nada con las cuatro patas, que
terminan en dedos muy parecidos a los de la rana; la cabeza es deprimida, y grande en
relacion al cuerpo; la boca entreabierta y el color negro. Se ha observado repetidas veces
que tiene flujos mensuales como las mujeres, y que comido excita la actividad genésica, no
de otra suerte que los estincos, que algunos llaman cocodrilos terrestres y son quiza de su
misma especie. Suministra un alimento saludable y sabroso, semejante a la carne de
anguilas. Se preparan de muchas maneras, fritos, asados o cocidos. Los espafioles los
aderezan generalmente con clavos de especie y pimiento de Indias; los mexicanos con el
pimiento solo, molido o entero, condimento muy comun de que gustan sobremanera. Tomo

su nombre de la forma rara y divertida que tiene.

Francisco Herndandez
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RESUMEN

Para evaluar la maduracion gonadal del ajolote 4. mexicanum en ausencia de
hormonas tiroideas se utilizaron 24 larvas divididas en cuatro grupos. Cada grupo recibio,
durante 333 dias, diferentes tratamientos con Propiltiouracilo (PTU) agregando dosis de 0,
5, 10 y 20 mg/l de agua en el medio. Al finalizar el tratamiento, se tomé el peso corporal,
se sacrificaron los animales y se registrd el peso del higado, de los conductos sexuales y de
las gonadas de cada animal. Una de las gonadas de cada animal fue fijada en Bouin para
realizar estudios histoldgicos. Nuestros resultados revelan que la presencia de PTU
interfiere con el aumento normal del peso corporal, alcanzando esta diferencia los niveles
de significancia estadistica (p<0.05) sélo en el grupo tratado con 20 mg/l de PTU. El
indice hepatosomatico del grupo control fue significativamente menor que ¢l de los grupos
tratados. En los machos el tratamiento no produjo ninguna modificaciéon del indice
testiculo/somatico, ni tampoco en la relacién peso de los conductos espermaticos sobre
peso corporal. La descripcion histoldgica revelé que no hubo modificaciones en el proceso
de la espermatogénesis ya que observamos desde lobulos con espermatogonias hasta
l6bulos con espermatozeides; sin embargo, se observo en los grupos tratados con PTU un
aumento en la superficie que ocupa el tejido conectivo en la gonada. En la cuantificacion
de células en l6bulos con espermatogonias y espermatocitos se encontrd que la
variabilidad intra grupo fue mayor que la variabilidad entre grupos no observandose un
efecto por el tratamiento; la razon espermatogonias/espermatocitos no mostro
modificaciones entre tratamientos. En relacién a los parametros micrométricos, sdlo en el
rea de los l6bulos se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados y el
grupo control siendo mayor en éste ultimo; en el didmetro de los quistes, asi como en el
diametro mayor y menor de las células de Sertoli no se encontraron diferencias, y tampoco
en el nimero de quistes por tubulo. En las hembras, el indice ovario/somético fue mayor
en el grupo control que en los grupos tratados, en la relacién peso de los oviductos sobre
peso corporal no se encontré ninguna diferencia entre los grupos. En los ovarios del grupo
control se observé la presencia de pigmento en los ovocitos, pero solo en algunos ovarios
de los grupos tratados se llegan a observar ovocitos con pigmento. Los ovocitos se
clasificaron como previtelogénicos y vitelogénicos. En las hembras control observamos
ovocitos vitelogénicos con epitelio folicular cubico gran numero de nicleolos vy
vitelogénesis completa; pero en un elevado porcentaje de ovocitos en los grupos tratados
se observd ausencia de vitelo o escasos ovocitos con vitelogénesis completa cuando se
comparan con el grupo control. El grosor del epitelio folicular tanto en ovocitos
previtelogénicos como vitelogénicos no varia entre los grupos.

Los efectos del PTU se presentaron en ambos sexos. En el caso de las hembras se
observo alteracion en la vitelogénesis y por lo tanto en el crecimiento y diferenciacion de
los ovocitos; en el caso de los machos las modificaciones provocadas por el tratamiento se
relacionan con el incremento del espacio ocupado por el tejido conectivo, no se observan
alteraciones en la espermatogénesis encontrandose lobulos en espermiacion.
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INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo ha llamado la atenci6n de los investigadores la caracteristica

neoténica del ajolote, y para explicarla se han propuesto diversas hipotesis entre las cuales es

conveniente mencionar las siguientes:

la neotenia no es una caracteristica del ajolote como especie en condiciones naturales, sino
de una linea consanguinea seleccionada en las colonias por la presion del interés de los
investigadores en esta caracteristica (Smith, H. M., 1969).

los ajolotes desarrollaron la neotenia al desarrollarse en masas de agua en las que no
existian depredadores de la especie por lo que no tenian presién para abandonar el medio
acuatico que ademas es mas benigno que el terrestre (Shaffer, H.B., 1989).

los ajolotes desarrollaron esta estrategia reproductiva al encontrarse en una region pobre
de iodo que limitaba la sintesis de hormonas tiroideas, indispensables para la metamorfosis
(Cockrum, 1982).

En realcion con esta tercera hipotesis, es bien conocido que en todos los vertebrados
estudiados, las hormonas tiroideas cumplen un papel indispensable y limitante en la
maduracion gonadal (Palmero, 1982, Palmero, 1988; Palmero, 1989; Corrales-Hernandez,
1990; Francavilla, 1990; Ruder, 1971; Akande, 1972; Tulchinsky, 1973).

En este trabajo se analiza el efecto que tiene la supresion de las hormonas tiroideas en

la maduracion gonadal del Ambystoma mexicanum.

ANTECEDENTES

I. IMPORTANCIA BIOLOGICA

El Ambystoma mexicanum es un anfibio paedomorfico perteneciente a la subclase

urodela, es una especie endémica que habita en agua dulce de la zona montafiosa de México,

especialmente los lagos de Xochimilco y Chalco (Brandom 1989), desde su estado larvario

tiene apéndices pares formados por verdaderas patas, piel desprovista de escamas, fosas

nasales internas, respiracion branquial y tegumentaria, mandibulas fusionadas al craneo,
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corazon dividido en 3 camaras, sexos separados, reproduccion estacional durante el invierno y
fecundacion externa (Weisz, 1974).

Una de las caracteristicas mas distintivas de esta especie es el ser neoténica; la neotenia
es una condicién en Ia cual las caracteristicas de la larva son retenidas por tiempo prolongado,
pero los individuos maduran sexualmente y pueden llegar a reproducirse (Etkin, 1968). En
estudios en los que se han mantenido en cautiverio se ha observado que pueden vivir hasta 10
afios y que mantienen su estado larvario de generacion en generacion. (Fieischman, 1951)

Lynn en 1961, propuso que la falla para metamorfosearse puede ser debida a factores
ambientales o genéticos; la alteracion de las condiciones ambientales pueden ser suficientes
para producir una incapacidad para liberar hormonas tiroideas que induzcan la metamorfosis.
En el caso del A. mexicanum la neotenia parece deberse a que los requerimientos de yodo
necesarios para la biosintesis de hormonas tiroideas, no son satisfechos por la presencia de
este elemento en las aguas que habitan. Esta deficiencia interfiere con la biosintesis de
hormonas tiroideas y por lo tanto la metamorfosis no ocurre (Maisterrena, 1969; Cockrum,
1982) (Figura 1).

En este tipo de organismos no se da la transicion de un estado farvario a uno adulto,
fenomeno denominado "metamorfosis". La metamorfosis involucra diversas actividades
morfogenéticas:

1. Las estructuras larvarias presentan solo funciones transitorias al sufrir regresiones
que son caracterizadas por la involucién fisiologica de los tejidos.

2. Aparecen nuevas estructuras que forman parte de la organizacion del adulto, como
resultado de la reactivacion del crectmiento y la diferenciacion.

3. Transformacion, la cual involucra tanto eventos recesivos como constructivos que
ocurren en ciertos organos (Weber, 1967).

Se ha observado que durante el crecimiento de las larvas neoténicas en el A.
mexicanum, se presentan algunos cambios bioquimicos que estan usualmente asociados a la

metamorfosis de los anfibios. Dichos cambios son: substitucién de la excrecion de amonio por
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urea, cambios en el tipo de proteinas plasmaticas y de hemoglobinas; los cuales son inducidos
por tiroxina, aiin a concentraciones bajas (Tompkins, 1977).

Desde el punto de vista reproductivo, el 4. mexicanum se ha podido clasificar en
cuatro grupos: a) larvas inmaduras sexualmente; b) larvas maduras sexualmente; c) individuos
metamorfoseados inmaduros sexualmente y d) individuos metamorfoseados maduros
sexualmente. Donde sélo b y d son capaces de reproducirse.

El A. mexicanum por sus caracteristicas ha sido un modelo utilizado principalmente en
embriologia tanto en estudios sobre regeneracion de tejidos como en estudios relacionados al
desarrollo embrionario ya que sus huevos permiten hacer observaciones ficiles sobre el
desarrollo embrionario de la larva. También se ha utilizado para estudios sobre la
determinacion de caracteristicas por genes especificos y una variedad de mutantes.

Otra caracteristica del ajolote es su estacionalidad reproductiva, esta misma la
presentan otras especies, sin embargo el ajolote es una alternativa de un modeto mas sencillo

en donde se pueden modificar y controlar con mayor facilidad las variables ambientales.

II. HORMONAS TIROIDEAS Y REGULACION DEL EJE HIPOTALAMO HIPOFISIS
TIREIDES.

Las hormonas tiroideas influyen en muchos procesos (Goodman 1981) tales como:

1. Regulacion del crecimiento y desarrollo.

2. Efecto calorigénico.

3. Efecto metabdlico.

4. Efecto permisivo sobre la maduracion gonadal.

El papel fisiologico de las hormonas tiroideas es regular el metabolismo energético de
casi todas las células lo cual se puede ejercer a tres niveles (Aceves y col. 1987):

i. Gendmico: moduifando sintesis de enzimas esenciales y proteinas estructurales.

2. Mitocondrial: regulando la actividad de las enzimas que participan en la fosforilacién

oxidativa.
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3. Membranal: aumentando la actividad de la ATPasa dependiente de Nat/K*.

Estas hormonas son sintetizadas, almacenadas y secretadas por la glandula tiroides, por
su naturaleza quimica reciben el nombre de yodotironinas. La unidad funcional de la glandula
tiroides se denomina foliculo o acini tiroideo, el cual ha desarrollado un mecanismo muy
eficiente y especifico denominado bomba de yodo que permite concentrar activamente este
elemento y organificarlo uniéndolo a los residuos tirosilo que se encuentran formando parte de
una glucoproteina especifica de¢ la glandula ilamada tiroglobulina (TgB). La yodaciéon de la
tirosina de la TgB requiere que el I- pase a la forma molecular (I,). Esta reaccion de oxidacion
est4 catalizada por una tiroperoxidasa (TPQ) y da lugar a la formacién de moléculas de mono
y diyodotirosinas (MIT y DIT) las cuales carecen de actividad biologica. La combinacion de
MIT y DIT da lugar a las yododotironinas con actividad hormonal; 1a triyodotironina (T3) y la
tetrayodotironina o tiroxina (T,), asi como también a pequefias cantidades de un isémero de
T, llamado triyodotironina reversa (rT;) (Valverde y col. 1989) (Figura 2).

1 I NH,
on@- o—@—‘ CHTJ:H-COOH
T 1
L-TIROXINA (T4)
L. 1 . NH,
OH@ 0~ —— CH2-ICH7000H
1

3,3°5-L-TRIYODOTIRONINA (Ty)

1 I N‘Hz
I

3,3",5-L-TRIYODOTIRONINA (T3 REVERSA)

Figura 2 Estructura quimica de las hormonas tiroideas.

v e e v - . O



v 0l U e o i i ot ol Q[ B ARl e eu A e R e e Be e o

Las hormonas tiroideas son moléculas hidrofébicas que viajan por el torrente
sanguineo unidas a proteinas de tres tipos: globulinas que unen tiroxina (TBG), prealbimina
que une tiroxina (TBPa) y albumina (TBA). Las tres proteinas son sintetizadas a nivel
hepatico, la TBPa también se sintetiza en los plexos coroideos y el pancreas.
Aproximadamente el 75-80% viajan unidas a albimina. Las hormonas unidas a estas proteinas
son metabolicamente inactivas y constituyen unaforma de almacenamiento hormonal (Yen y
Jaffe, 1978).

A nivel de los diferentes 6rganos en los que actuan las hormonas tiroideas existe un
mecanismo especifico de biotransformacién que implica la monodesyodacion de las
yodotironinas a través de dos vias en las que participan tres enzimas. La primera via involucra
la monodesyodacién del anillo fenilo o externo de la molécula de tironina y se le conoce como
desyodacion 5' (D-5"); por esta via la T4 es convertida a Ty y la rT; a 3,3'-T,. La segunda via
denominada desyodacion 5 (D-5), involucra la monodesyodacion del anillo tirosilo o interno
de la tironina; en esta via la T, es transformada a rT; y la T3 a 3,3"-T,. Por sus implicaciones
fisioldgicas se considera a la primera como la via de activacion metabdélica. Entre las enzimas
que actuan en estas vias encontramos las siguientes:

Desyodasa Tipo I: Desyoda tanto el anillo fenilo como el tirosilo, presenta una mayor
afinidad por la rT3, y es inhibida por propiltiouracilo (PTU).

Desyodasa Tipo II: Se considera una verdadera desyodasa D-5' ya que desyoda
exclusivamente el anillo externo, su sustrato preferente es la T, y también es inhibida por
PTU.

Desyodasa Tipo IIl: Representa a la verdadera desyodasa D-5 ya que desyoda
exclusivamente el anillo interno de la molécula. Su sustrato preferencial es la T, y no es
inhibida por PTU (Valverde y col. 1989).

El mecanismo de accion de las hormonas tiroideas se encuentra todavia en discusion.
La busqueda y demostracion de sitios de union especificos en el nucleo de la célula surge de la

hipétesis original de Tata y Widnell (1963), los cuales propusteron que las hormonas tiroideas
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ejercen su efecto facilitando la transcripcion de DNA, resultando en sintesis de proteinas.
Dicha hipotesis estd basada en las observaciones del incremento en la incorporaciéon de
precursores de acido nucleico en RNA marcado, posterior a la administracion de HT; lo
anterior sustenta el concepto de que los sitios de unién nuclear son importantes en la iniciacion
de la accion de las hormonas tiroideas. Estas hormonas, presentan respuestas en una gran
variedad de tejidos, presumiblemente por -la regulaciéon de moléculas especificas de RNA
mensajero (Kurtz y col. 1976).

La funcion tiroidea es controlada por el hipotalamo y la hipofisis. La secrecién de
hormonas tiroideas es estimulada por la hormona estimulante del tiroides TSH, secretada en
las células basofilas de la hipofisis anterior llamadas tirotropos, su liberacion esta regulada por

los niveles circulantes de hormonas tiroideas (Figura 3).

VIAS AMINERGICAS
A © |
HIPOTALAMO
¥ e
ESTROGENOS 2> Yo
. TSH
TIROIDES
v Ty, Ty
Oe
@ Hipfisis
@ Organo Blanco.

Figura 3. Eje Hipotilamo-Hipofisis-Tiroides.
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La TSH es una glicoproteina (PM 28000) compuesta por dos subunidades. De hecho
la subunidad alfa es idéntica a la de 1a LH, FSH, y HCG (Cornell y col. 1973). La subunidad
beta parece ser especiﬁéa para esta hormona, le confiere especificidad y estd involucrada en la
unién de TSH con la membrana de las células tiroideas. La unién de TSH a la membrana
produce a su vez una estimulacion de la adenil ciclasa e incremento en la formacién de AMP
ciclico (AMPc). El AMPc activa la protein quinasa dependiente de AMPc en tiroides, la cual
cataliza la transferencia del fosforo del ATP a residuos de serina y tirosina de varias proteinas.
Se ha demostrado que las proteinas fosforiladas son las responsables de los cambios que

ocurren en tiroides por la estimulacién de TSH (Spaulding, 1972) (Figura 4).

p @ RECEPTOR
TSH ATP FOSFATASA
q% ADENIL CICLASA > cAMP 9 PROTEIN QUINASA > EFECTO TSH

J € rOSFODIESTERASA
5'AMP

Figura 4. Mecanismo de accién de la hormona estimulante de tiroides (TSH).

La acciéon de TSH en la glandula tiroides es regular el transporte del yodo asi como la
manufactura de las hormonas tiroideas, también estimula la secrecion de T, y T;. (Bennet y
Whitehead 1983).

A su vez la liberacion de TSH parece ser determinada por las concentraciones de la
hormona liberadora de tirotropina (TRH). La TRH tiene una vida media de menos de un
minuto y estimula la secrecion de TSH llegando a hipofisis por el sistema portal hipofisiario,
también se ha encontrado distribuida en el cerebro y aparentemente actua como un

neurotransmisor (Dyer y col. 1974).



La TRH es sintetizada en los ribosomas del cuerpo de la neurona como un polipéptido
de gran tamafio, posteriormente es procesado durante su transporte a las terminales nerviosas,
el sistema porta hipotalamico transporta }a TRH a la hipofisis, otra ruta alternativa de
transporte es la secreciéon de TRH en el fluido cerebro espinal del tercer ventriculo, y el
transporte a través de tanacitos ependimales y de vesiculas portales (Bennett y Whitehead
1983).

L.a TRH se une con alta afinidad a los sitios receptores en la membrana celular de las
células hipofisiarias, su efecto es mediado por cambios en el AMPc intracelular con un
requerimiento de iones calcio (Bennett y Whitehead 1983).

Diversos estudios han estado encaminados a determinar una posible accidn de
retroalimentacion de las hormonas tiroideas. Se ha sugerido que las hormonas tiroideas actuan
como un sistema de retroalimentacién positiva en Ia sintesis de TRH junto con un sistema de
retroalimentacion negativa para la secrecién de TSH. No se tienen suficientes evidencias sobre
un asa que module la secrecion de TRH por TSH. Se ha reportado la presencia de un asa corta
en la glandula tiroides, estimulando las hormonas tiroideas la secrecion de TSH (Gofni y col.
1975).

Algunas otras hormonas pueden afectar la sensibilidad de la hipéfisis al TRH como los
estrogenos, este esteroide incrementa la respuesta a TRH al incrementar los receptores

hipofisiarios a ésta hormona (Bennett y Whitehead 1983).

ITI1. REGULACION ENDOCRINA DE LA METAMORFOSIS Y LA NEOTENIA
La metamorfosis en los anuros. Etkin en 1966 propuso que las hormonas tiroideas
estaban tnvolucradas como principales promotoras de la metamorfosis en este Orden. Las
hormonas tiroideas, tienen un efecto de maduracion en el desarrolio del sistema nervioso e
incrementan ef desarrollo hipotalamico, Norris y Gern (1976) propusieron que estas hormonas

estimulan la produccion de TRH y la metamorfosis en general.
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Los eventos neuroenddcrinos que ocurren durante la metamorfosis han sido estudiados
ampliamente en anuros (Gilbert, 1991), estos estudios han demostrado que la metamorfosis se
puede considerar como un solo evento dividido en tres etapas. Premetamorfosis,
Prometamorfosis y Climax de la metamorfosis. Se ha observado que principalmente dos
hormonas se encuentran involucradas en estos eventos, Prolactina (PRL) y T,; Peyrot y col.
(1971) observaron que la PRL tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad tiroidea en algunas
especies de Urodelos.

Relacionando los eventos enddcrinos Houillon {(1978) describié también en anuros el
periédo larvario dividido en tres fases:

1. Inicio de la prometamorfosis, los miembros posteriores se hallan en estado de
mufiones. Predomina la secrecion de Prolactina la cual promueve el crecimiento.

2. Coincide con el desarrolio de los miembros posteriores. Se produce un incremento
en la sintesis de hormonas: TRH, TSH, T; y T,, cuya secrecion ain siendo efectiva no
aumenta de modo apreciable.

3. La (ltima fase abarca desde la aparicion de los miembros anteriores hasta la
regresion de la cola. La liberacion masiva de TSH facilita la secrecion de hormonas tiroideas.
La méaxima actividad de la glandula se alcanza al iniciarse la metamorfosis, para
posteriormente regresar a un estado de equilibrio.

La relacion hipofisis-tiroides es importante para poder explicar los cambios y eventos
que ocurren en las larvas. Al iniciarse la premetamorfosis ya existen algunas granulaciones
basofilas del lobulo anterior, lo cual permite suponer que las células tirotropas se comienzan a
diferenciar precozmente; sin embargo, en este periddo se observa que la secrecion
predominante de la hipofisis es {a PRL que estimula el crecimiento larvario. En [a
prometamorfosis, se establece la comunicacion entre el hipotalamo y la hipofisis, el hipotalamo
entonces, secreta Dopamina la cual inhibe la secrecion de PRL y simultaneamente induce la
secrecion de TRH la cual estimula la liberacion de la TSH que a su vez estimula la sintesis en

tiroides tanto de T, como de T; La liberacion de T3 se incrementa gradualmente
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provocdndose los primeros cambios de la metamorfosis. En esta etapa se considera que la T
ejerce una "retroalimentacion positiva” induciendo que la sintesis de T3 sea mayor hasta que se
alcanza el climax de la metamorfosis; una vez alcanzado el estado adulto, se instala un sistema
de retroalimentacion negativa provocando que disminuyan los niveles elevados de hormonas y
se llegue a un balance adecuado (Gilbert, 1991) (Figura 5).

Estudios anatomicos tendientes a demostrar el control hipotalamico de la metamorfosis
muestran que la comunicacion hipotalamo - hipofisiaria comienza a funcionar durante la
prometamorfosis tardia. En Xenopus laevis, los incrementos observados en la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona inhibidora de la hormona de crecimiento
(Somatostatina 0 GHRIH) y particularmente en TRH en el cerebro durante ésta etapa sugieren
que estos péptidos pueden bien ser los iniciadores o estar involucrados en los cambios que se
dan en la metamorfosis. Las concentraciones de TRH pueden ser responsables de que se inicie
el incremento de TSH seguido de HT y que ésto sea el iniciador primario de la metamorfosis.
El incremento de GHRIH observado en la prometamorfosis puede contribuir a una
disminucion en los niveles de PRL, también puede inducir un decremento en la secrecion de
hormona de crecimiento en esta etapa. La GnRH aumenta posterior a la metamorofosis lo cual
puede ser indicador de una funcioén en la maduracion reproductiva del cerebro y/o del sistema

reproductor (King y Millar, 1981).

La metamorfosis y el caso de la neotenia en los urodelos. Las causas de la neotenia
han sido muy discutidas, Blount (1950), realizé estudios con Ambystoma mexicanum a los
cuales les transplanté hipofisis de Ambystoma tigrinum, y encontrd que la glandula tiroides era
activada después del transplante, por lo cual propuso, que la causa de la neotenia en el A.
mexicanum era debida a una hipofuncién hipofisiaria con respecto a la secrecion de

tirotropina, lo cual produce un estado de quiescencia en la glandula tiroides.
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(Gilbert, 1991)

Figura 5. Caracateristicas principales de las diferentes etapas de la Metamorfosis en Anuros.

Se ha especulado mucho sobre las causas que provocan la neotenia en el Ambystoma
mexicanum, Rolic (1927) propuso que hay una falla para producir hormonas tiroideas que
induzcan la metamorfosis y realiza estudios en los que transplanta tiroides de otras especies
obteniendo como resultado la induccion de metamorfosis.

Posteriormente, Gorbman (1964) realiz6 estudios en los cuales tratd ajolotes en etapas
tempranas del desarrollo con hormonas tiroideas presentandose la metamorfosis en estos
organismos, y aunque esos resultados no lo mostraban, concluy6é que la condicion neoténica
podia ser debida a una falla para producir suficiente hormona tiroidea o a una insensibilidad en

el proceso de produccion de tas hormonas tiroideas.
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Bern y col. (1967) analizaron el control endécrino de la metamorfosis entre el A.
mexicanum y el A. tigrinum. Las larvas del primero, que presentan neotenia, fueron tratadas
con tirotropina, y las del segundo que presentan metamorfosis espontanea, fueron tratadas con
PRL. En las larvas de A. mexicanum se observaron cambios que condujeron a la metamorfosis
completa y en las de A. tigrinum se observé un retroceso en los procesos de metamorfosis con
lo que concluyeron que el estado de neotenia era debido a una inhabilidad para liberar
suficiente tirotropina que activara la funcién tir’didea y postularon que la PRL probablemente
juegue algun papel en el mantenimiento del estado larvario.

Tauroug y col. (1975) al realizar estudios sobre la neotenia encontraron qué la baja
secrecion de TSH no es debida a un defecto en la sintesis de TRH ya que esta se ha
identificado tanto en tejido hipotalamico como en tejido cerebral extrahipotalamico. Por esta
razon propusieron que es posible que la neotenia sea debida a una insensibilidad de la hipofisis
a TRH, ya que la administracion de TRH exdgena falla tanto en estimular la metamorfosis in
vivo, como en la liberacion de TSH por la hip6fisis en estudios i vitro.

Prahlad y col. (1975) al tratar ajolotes con hormonas tiroideas y observar que se lleva a
cabo la metamorfosis, propusieron al igual que en los estudios anteriores que la neotenia en el
A. mexicanum es debida a la falta de liberacion de TSH activa que estimule la glandula
tiroides.

Norris y col. (1973), propusieron que la falla en el A mexicanum para
metamorfosearse es debida a una incapacidad para liberar suficiente tirotropina que active la
funciémtiroidea, asi mismo proponen que el alcanzar la madurez sexual temprana provoca en
el animal la incapacidad de presentar metamorfosis por bloquear la diferenciacion hipotalamica
para la secrecion de TRH o la accion periférica de las hormonas tiroideas y por una posible
interaccion de gonadotropinas y/o esteroides gonadales con tirotropinas y/o hormonas

tiroideas.
Sin embargo, en estudios realizados por Darras y Kuhn (1983) en los que

administraron TSH exogena observaron que ésta fallo en inducir un incremento en las
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concentraciones plasmaticas de T, en los ajolotes neoténicos; por lo cual podemos concluir
que la hipétesis de una incapacidad secretrora de estructuras superiores a la tiroides no esta
completamente justificada.

Por otra parte, si hablaramos de una metamorfosis anatébmica y una bioquimica se
podria decir que la neotenia del ajolote sdlo se presenta en los cambios anatomicos, pero no en
los bicquimicos que se dan en la metamorfosis de los demas anfibios. Los cambios
bioquimicos incluyen modificaciones en la hemoglobina y en la composicién de las proteinas
plasmaticas (Ducibella, 1974) e incremento en la actividad de la sintetasa de carbamil fosfato
(CPS) en el higado (Lamers y col. 1978). Para explicar estos cambios, Ducibella (1974)
sugirié que la metamorfosis bioquimica requiere de niveles mucho mas bajos de hormonas
tiroideas de los que se necesitan para efectuar la metamorfosis anatomica.

La neotenia anatémica en el ajolote puede ser atribuida a los bajos niveles circulantes
de T,, aunque éste puede no ser el Unico factor involucrado. En la mayoria de los anfibios la
metamorfosis es precedida y acompafiada por marcados cambios a nivel tanto de receptores a
hormonas tiroideas, como de las deyodasas que metabolizan T, y T, incrementandose asi la
sensibilidad de los tejidos a los niveles circulantes de hormonas tiroideas (Galton, 1989).

En estudios realizados en el A. mexicanum Galton (1992), encontrd que los valores de
T, y T; son indetectables en el plasma de animales juveniles y que la T, es apenas detectable
en algunos adultos. Asi mismo encontré que la acttvidad de 5-desyodasa no es medible en
ningun tejido, apoyando asi el concepto de que la principal causa de la neotenia anatomica en

el ajolote es debida a una inadecuada concentracion de T, plasmatica.
IV. CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS ANFIBIOS

Los anfibios en su mayoria se reproducen en el agua ya que los huevos requieren de

ésta para desarrollarse. Los sexos se encuentran separados y la fertilizacion es externa.
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Machos.

En el macho los testiculos varian de forma en relacion con la del cuerpo. En urodelos
son alargados e irregulares (Paniagua y Nistal, 1983, Leake, 1975).

El testiculo de urodelos consite en estructuras denominadas 16bulos que muestran una
distribucion zonal de los quistes germinales. El testiculo se encuentra segmentado, cada uno
consta de un nimero variable de 16bulos unidos en una cadena linear por puentes estrechos de
tejido. Cada lébulo es una organizacién estructural completa con zonas de quistes germinales
que muestran un eje cefalocaudal que se incrementa con la madurez. Después de descargar el
contenido seminal los quistes germinales evacuados y los lébulos comienzan a comprimirse en
distintos nodulos de tejido que frecuentemente es conocido como tejido glandular (Lofts,
1987).

Lazard (1979), describid en el Ambystoma mexicanum las caracteristicas histologicas
generales del testiculo para animales jovenes y adultos. En animales jovenes, sexualmente
maduros, identificé S zonas: una zona donde basicamente se localizan espermatogonias, una
zona de meiosis, una zona de espermatides y una de espermatozoides, por wltimo describié
una zona glandular compuesta escencialmente por células intersticiales y células de Sertoli. En
los testiculos de animales adultos la estructura esquematica primaria parece complicada debido
a la coexistencia de diversos gradientes de maduracion independientes.

Caracteristicas generales de la espermatogénesis. La espermatogénesis en anfibios es
quistica, en cada lobulo las espermatogonias primarias estan rodeadas por una o mas células
foliculares. Los l6bulos de espermatogonias primarias estan restringidos a la region cefilica o
meso ventral (ampulogénica) de la zona testicular.

La recrudescencia estacional de la actividad mitotica en estas células repobla los
elementos seminiferos con quistes germinales. Cada divisidon repetida produce un grupo de
células hijas con nicleo redondo similares en tamafio y apariencia a todas las que estan en
idéntico estado de desarrollo. Dentro de este grupo de espermatogonias secundarias cada

célula esta interconectada por medio de puentes citoplasmicos los cuales permanecen a través
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de subsecuentes divisiones meidticas. Dado que las células se desarrollan sincronicamente en
el mismo quiste se ha sugerido que estos puentes intracelulares ayudan a mantener la sincronia
dentro de los quistes individuales. En esta via los quistes de espermatogonias enteros inician la
profase meidtica, se transforman en un quiste de espermatocitos primarios, con la subsecuente
divisién sincronica de estas células, el quiste se transforma posteriormente en un quiste de
espermatocitos secundarios y posteriormente en quistes de espermatidas. La ruptura se da
posteriormente para liberar espermatozoides. En los quistes postmeidticos que contienen
numerosas espermatides las células foliculares cambian a células aplanadas y toman la
apariencia y ultraestructura caracteristica de células de Sertoli. Estas células diferenciadas no
se encuentran presentes en los quistes en estado de desarrollo anteriores a la formacion de
espermatides (Lofts, 1987).

Una vez concluida la espermatogénesis, los espermatozoides se liberan aglutinados en

una secrecion glandular proveniente de la cloaca, formandose un espermatoforo.

Hembras

La hembra se caracteriza por tener ovarios grandes de forma irregular y carecer
practicamente de estroma. Se observa una cavidad revestida por un epitelio delgado que
contiene células en desarrollo. Cada ovocito en desarrollo esta rodeado por células foliculares
que secretan hormonas esteroides.

Los gametos formados por la ovogénesis contienen todos los factores necesarios para
la iniciacion y mantenimiento del metabolismo y desarrollo. Ademas de formar nucleos
haploides, la ovogénesis también es responsable de almacenar enzimas citoplasmicas, RNAm,
organelos y sustratos metabolicos (Gilbert, 1991). Dentro de este proceso el ovocito primario
progresa en la primera profase meidtica hasta la etapa de diploteno donde se detiene la
ovogénesis. Cuando se reestablece la ovogénesis y los ovocitos primarios se dividen, la
membrana nuclear del ovocito que limita la llamada vesicula germinal, se rompe. En la telofase

una de las células hijas contiene mayor cantidad de citoplasma que la otra. La célula pequefia
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es llamada primer cuerpo polar y la célula mayor ovocito secundario. Durante la segunda
divisién meidtica la mayoria del citoplasma es retenido en el huevo maduro denominado
Svulo.

Dumont* (1972) reconocié seis estadios de desarrollo durante la ovogénesis. de
Xenopus laevis. Los dos primeros estadios se denominan previtelogénicos, se caracterizan por
presentar una capa delgada de células foliculares. En el estadio tres aparecen tanto pigmento
como granulos corticales comenzando al mismo tiempo la aparicion de esfereas de vitelo, este
proceso continua hasta el estadio cinco incrementandose la cantidad de vitelo. El ultimo
estadio se caracteriza por la terminacion de! crecimiento de los ovocitos teniendo ya
aproximadamente cuatriplicado su tamafio.

Durante el proceso de ovogénesis en anfibios el epitelio folicular permanece como una
monocapa, se observa una interdigitacién entre las células de la granulosa y microvellosidades
de los ovocitos lo cual es indicativo del paso de material de las células de la granulosa al
ovocito. Las céfulas de la teca consisten en una capa fina de fibroblastos, esta capa estd
involucrada en la transferencia de nutrientes (Chieffi and Pierantoni, 1987).

Control endécrino de la foliculogénesis. En los anfibios se presentan dos tipos de

gonadotropinas, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), ambas
reguladas por una hormona liberadora de gonadotropinas. Tanto la LH como la FSH inducen
la sinteis de esteroides ovaricos. En cultivos in vitro de ovarios de rana tratados con LH se
obtienen como productos principales progesterona y testosterona, aproximadamente a las 24
horas de iniciado el tratamiento se observa una disminucién en la produccién de progesterona
y aumento en la produccidn de estradiol (Mohanty y col. 1978). Mulner y col. (1978)
proponen que los foliculos preovulatorios producen preferencialmente progesterona. La
ovulaciéon en anfibios se sugiere que es inducida principalmente por androgenos y/o
progesterona los cuales pueden inducir el pico precvulatorio de gonadotropinas. Los niveles
elevados de estradiol se han encontrado relacionados con la etapa de vitelogénesis (Chieffi y

Pierantoni, 1987).
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Vitelogénesis. El évulo de los anfibios acumula en el citoplasma el material necesario
para iniciar y mantener el desarrollo. Este material incluye fuentes de energia, organelos,
vitelo, enzimas y precursores para la sintesis de DNA, RNA y proteinas, proteinas
estructurales y determinantes morfogénicos. La mayoria de esta acumulaci6n se ileva a cabo
en la Profase I y los estadios se dividen en previtelogénesis y vitelogénesis. La vitelogénesis
ocurre cuando el ovocito alcanza el estado de diploteno de la primera profase meidtica
(Gilbert, 1991).

En muchos vertebrados la sintesis de vitelo no se efectua in situ, deriva de un
precursor que es una proteina conocida como vitelogenina la cual se sintetiza en el higado del
animal. La sintesis de esta proteina involucra una secuencia de eventos conocidos
colectivamente como vitelogénesis que incluye en forma general los siguientes pasos:

1. Induccion de la sintesis de vitelogenina en el higado y subsecuente liberacion a la
circulacion sanguinea.

2. Transporte de vitelogenina por el torrente circulatorio.

3. Captura de vitelogeninadeterminado por el crecimiento del oocito.

4. Conversién de vitelogenina a las formas de almacenamiento {Ho, 1987).

Los ovocitos postvitelogénicos muestran gran cantidad de vitelo (Paniagua y Nistal,
1983; Leake, 1975). La sintesis de éste se da bajo el estimulo de hormonas sexuales
femeninas, principalmente estrogenos los cuales actian a nivel hepatico estimulando la
expresion de genes especificos en los hepatocitos produciendo RNAm y posteriormente
traduciendose en polipéptidos de vitelogenina de aproximadamente 200,000 daltones
(Ho,1987), La vitelogenina pasa al torrente sanguineo y es captada por el ovocito mediante
pinocitosis. En el ovocito maduro, la vitelogenina esta constituida por dos proteinas: una
fosforilada de gran peso molecular (120 000) llamada fosfovitina, y una lipoproteina llamada
lipovitelina cuyo peso molecular es de 31 000, éstas dos proteinas se acumulan finalmente en

forma cristalina como plaquetas vitelinas (Brachet, J. 1975; Ham, 1980, Gilbert, 1991)}. En el
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ovocito maduro la acumulacion de vitelogenina en la superficie varia situandose
preferencialmene en el polo vegetal (Danilchik and Gerhart, 1987).

La induccion de la sintesis de vitelogenina es especifica de los estrégenos siendo el 175
estradiol el méas potente seguido de estrona y estriol. Los estrogenos estimulan la expresion de
genes especificos en los hepatocitos produciendo RNAm y posteriormente traduciéndose en
polipéptidos de vitelogenina. Ademas del estradiol se ha visto que la tiroxina junto con el
estradiol estimulan la sintesis de vitelogenina (Ho, 1982).

Una vez concluido el proceso de ovogénesis, los ovocitos maduros pasan a los
oviductos; que en los urodelos son largos, contorneados y alados. La mucosa presente en los
oviductos tiene glandulas tubulares secretoras de material gelatinoso que rodea al huevo. Cada
oviducto se ensancha en un ovisaco que termina en una vagina corta, independiente para cada
oviducto los cuales se abren en la cloaca. Los urodelos carecen de érgano copulador, en la
mayoria de los casos el esperma;téforo es buscado por la hembra la cual, mediante
movimientos de la cloaca los introduce en la espermateca donde son fecundados los 6vulos, en

el caso del ajolote la fecundacion es externa (Paniagua y Nistal, 1983; Leake, 1975).

V. HORMONAS TIROIDEAS Y REPRODUCCION

Como se ha podido observar las hormonas tiroideas se encuentran involucradas en
diversos procesos, Para este trabajo es de particular interés la relacion que pueden tener estas
hormonas con la actividad reproductiva. Los estudios sobre esta relacion se han realizado
principalmente en ratas y en el humano.

Las evidencias de que las hormonas tiroideas estan involucradas en la reproduccién de
mamiferos deriva de 3 tipos de estudio:

1. Hallazgos de disfuncion sexual en pacientes que sufren disturbios en la economia
tiroidea.

2. Estudios de alteraciones en el metabolismo de esteroides gonadales en respuesta al

incremento o decremento de hormonas tirocideas.
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3. Estudios de alteraciones en la economia tiroidea en respuesta a incrementar o
disminuir el nive! de hormonas esteroides gonadales (Leatherland, 1987).

Machos

La relacion de las hormonas tiroideas y la funcion reproductiva no ha sido tan
estudiada en el macho como en la hembra. .

En algunos estudios realizados sobre la secrecion de gonadotropinas en ratas machos
de 200-250 g tiro y paratiroidectomizados los cuales a su vez se divididieron en animales
intactos y castrados Bruni y col (1975) encontraron disminuidas las secreciones tanto de LH
como de FSH en las ratas intactas y un incremento de ambas gonadotropinas en las ratas
castradas, la administracion de T, en ambos casos regreso los niveles de gonadotropinas a los
valores normales.

En ratas machos a los que se les indujo la condicién de hipotiroidismo con I131 se
observé que la fertilidad no se modificaba, sin embargo el peso de los organos sexuales
accesorios si se vié disminuido (Vilchez-Martinez, 1973).

Valle y col (1986), observaron que el desarrollo normal del sistema reproductor en
ratas hipotiroideas es afectado significativamente observandose disminucion en el peso de los
organos sexuales accesorios por la faita de actividad tiroidea. Kalland (1978) en estudios
realizados con animales a los cuales les indujo la condicion hipotiroidea con I'3! o
propiltiuracilo no encontrd cambios en los niveles de gonadotropinas pero si, en la respuesta
que tienen las glandulas sexuales accesorias de los machos para responder a la testosterona, lo
cual se manifestd en una disminucion del peso de estas glandulas. Hasta aqui parece que los
efectos encontrados solo son responsabilidad del efecto sinérgico que las hormonas tiroideas
tiemen con las hormonas sexuales sobre los drganos blanco de estas ulltimas.

En un estudio realizado para investigar la ontogenia de los receptores nucleares de T,
en diferentes tipos celulares del testiculo de fetos de rata de 19 dias de gestacién y de 1, §, 15,
20 y 60 dias postnacimiento, Jannini y col. (1990) encontraron que los sitios de mas alta

afinidad se encuentran en las células de Sertoli y que no se modifica significativamente con la
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edad. En el testiculo completo la concentracion de receptores cambia durante el desarrollo
encontrandose su maximo en el feto y en ratas de 1 y 5 dias postnacimiento decreciendo
posteriormente hasta estar ausentes en el adulto. Estos resultados sugieren un papel
importante de las hormonas tiroideas en la regulacion del crecimiento y maduracion de células
somaticas en el epitelio seminifero.

Sanborn (1986), después de realizar cultivos de células de Sertoli, de animales que
fueron previamente hipofisectomizados y tratados con propionato de testosterona y FSH,
propuso que las HT ejercen cierta influencia sobre la funcidén de las células de Sertoli ya que
en estos animales hipofisectomizados se presenta un decremento en la actividad de la enzima
gama glutamil transpeptidasa y de la sintesis de proteina transportadora de androgenos (ABP),
las cuales se recuperan con tratamientos de hormonas tiroideas.

Se ha encontrado que las hormonas tircideas tienen como Organo blanco a nivel
testicular las células de Sertoli, las cuales juegan un papel fundamental en la iniciacion,
mantenimiento y control de la espermatogénesis, siendo la maduracion de estas células
dependiente de hormonas tiroideas. Palmero y col. (1988), observaron la existencia de
receptores a T3 al niicleo de células de Sertoli, con una Ka = 0.15 + 0.02 * 101 M y una
capacidad de unién de 1.35 + 0.07 pmol de T3 / mg de DNA. Mas tarde este mismo grupo
(Palmero y col., 1989), realizé estudins en dos tipos de ratas: las primeras, hipotiroideas
mediante metimazol 0.1% en el agua de bebida, éstas fueron posteriormente tratadas con 100
ng de T /kg de peso corporal en dias alternados. Las segundas, ratas eutiroideas tratadas con
metimazol, y encontraron que las HT son necesarias para la maduracion postnatal de la
funcion de las células de Sertoli, al observar en los animales hipotitoideos un severo retardo en
el crecimiento corporal y testicular asi como una disminucion en la actividad de gama glutamil
transpeptidasa y en la produccién tanto de la proteina que une androgenos (ABP) como de
lactato producidos por células de Sertoli, con base en ésto sugirid un papel regulatorio de las

hormonas tiroideas en el desarrollo de la gametogénesis en los animales prepuberes.
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Posteriormente Palmero y col. (1992) encontraron que la T3 induce un incremento en

la funcion de las células de Sertoli durante su maduracion valorada a través de la sintesis de
proteinas y producciéon de lactato; en otro momento poco antes de la pubertad, induce un
decremento en la sintesis de DNA y actividad de aromatasa, sugiriendo un importante papel de
las HT en promover y mantener la diferenciacion de las células de Sertoli. La respuesta a la T
parece ademas ser edad-dependiente y se relaciona con la ontogenia de los receptores
nucleares a T en el testiculo.

Ando y col (1990) indujeron hipotiroidismo en ratas machos mediante tratamiento
duranta cuatro semanas con Metimazol (1% en el agua de bebida) o tiroidectomia. El
hipotiroidismo produjo un decremento de la produccién in vitro de testosterona y sus
precursores. Sin embargo la administracién de 100 pug deT; / kg de peso corporal sélo
restaurd parcialmente la produccion de testosterona.

En el hombre, Corrales-Hernandez y col. (1990) estudiaron la espermatogénesis en 10
pacientes a los cuales se les habia diagnosticado hipotiroidismo primario, los resultados
obtenidos fueron comparados con 16 pacientes normales. Los pacientes hipotiroideos se
caracterizaron por tener un menor volumen seminal, disminucién en la movilidad progesiva y
en el porcentaje de formas moviles; sin embargo no presentaron anomalias en la concentracion
de espermatozoides o en el porcentaje de espermatozoides con una morfologia normal, asi
como tampoco alteraciones en los niveles de gonadotropinas o testosterona circulante.

En algunas especies en las cuales la fertilidad se ve disminuida en las estaciones donde
las temperaturas se encuentran elevadas, Marcato (1990) propuso que ésto puede ser debido
en parte por la temperatura elevada lo cual produce una reducida actividad tiroidea.

Hembras :

En el caso de las hembras se han realizado estudios de la relacion de las HT y la
reproduccion en diferentes especies, los primeros estudios que se realizaron al respecto fueron
encaminados a tratar de explicar algunas alteraciones o desordenes reproductivos en la mujer,

posteriormente se han realizados estudios en roedores, ovejas y perros entre otros, buscando
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la relacion de estas hormonas en diferentes estados reproductivos como el ciclo estral, la
gestacion y la lactancia.

En estudios realizados en ratas hembras tratadas con metimazol, se ha visto que el
hipotiroidismo provoca la desaparacion de la ovulacion (Hagino, 1971; Peppler y col. 1975).
Se ha visto también que existe una relacién entre las HT y las hormonas sexuales
principalmente con los estrogenos. Franklin y col. (1987), en estudios realizados con ratas
hembras a las que les indujeron hipotiroidismo con propiltiuracilo y 1131, encontraron que los
estrogenos modulan el efecto supresivo de la T3 sobre la sintesis de TSH, lo cual fue
determinado al realizar un andlisis de la union de T; sobre sus receptores nucleares de
adenohipéfisis encontrandose cambios en el nimero de receptores y en la unién de la hormona
con el receptor.

Zaninovich y col. (1979), en ratas ovariectomizadas a las que administraron diferentes
dosis de estradiol, demostraron que los estrogenos inducen incremento de los niveles
plasmaticos tanto de T, como de T, y propusieron que las hormonas tircideas afectan diversos
aspectos de la fisiologia reproductiva. Sin embargo, en este estudio no se considero el
incremento que producen los estrégenos en la sintesis de la proteina transportadora de HT y el
consecuente incremento por esa razon de las hormonas en sangre.

En reciprocidad, los receptores a estrogenos también son dependientes de hormonas
tiroideas. Altschuler y col. (1988), al determinar la respuesta de los receptores a estrégenos
hipotalamicos e hipofisiarios en ratas en las cuales se indujo hipotiroidismo con 1131
encontraron que en estos animales los receptores estrogénicos hipotalamicos (nucleo y citosol)
e hipofisiarios sufren un pronunciado decremento el cual puede revertirse al suministrar T,.

Maurer (1982) demostro que las HT ademas pueden actuar directamente en las células
de la hipofisis inhibiendo la sintesis de PRL, alin cuando se estimule con estrogenos. Por otra
parte, Pan y Che y col. (1990) en estudios realizados en ratas con hipotiroidismo e

hiperprolactinemia concluyeron que las HT son la llave para la regulacion de la secrecion de
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TSH en el tirocito, y tanto los estrogenos como las HT son necesarias para la secrecion de
PRL en el lactocito.

La propia tiroides esta sujeta a variaciones funcionales moduladas por la actividad
reproductiva. En estudios realizados en ovejas y perros, Chmielewski y col. (1988) por medio
de observaciones morfoldgicas demostraron que la glandula tiroides esta inervada tanto por
nervios adrenérgicos como por colinérgicos, asi mismo observaron variaciones en la
inervacion colinérgica de la glandula las cuales se encuentran relacionadas con la edad del
animal, y con el estado fisiolégico de la hembra ya sea en relacion al ciclo estral, la gestacion o
la lactancia. L.os mismos autores, observaron una alta actividad de la inervacion colinérgica de
la glandula antes del parto y durante la lactogénesis y lactopoyesis.

En el caso del humano la funcion tiroidea normal ha sido considerada como necesaria
para la fertilidad y el mantenimiento de la gestacion. Greeman y col. (1962) en seguimientos
realizados en mujeres que presentaban hipotiroidismo durante la gestacion encontraron
abortos espontaneos, abortos silenciosos o defectos congénitos en su descendencia; ademas
también encontraron que sus hijas presentaban en ocasiones un retardo en el desarrollo (Yen y
Jaffe, 1978).

Por otro lado el exceso de hormonas tiroideas resulta en una serie de anormalidades en
varios aspectos de la fisiologia reproductiva. En la mujer el hipertiroidismo suele estar
asociado con oligomenorrea, amenorrea y en algunos casos reduccion de la fertilidad; los
niveles plasmaticos de estrogenos pueden encontrarse dos o tres veces mas altos que en la
mujer normal durante todas las fases del ciclo menstrual, ademas de presentarse un incremento
en la proteina que une hormonas sexuales (Ruder y col, 1971; Akande y col 1972; Tulchinsky
y col. 1973).

La poliquistosis ovarica es un sindrome relacionado con una heterogeneidad de
desérdenes, donde se ha visto que el sistema tubero infundibular dopaminérgico (TIDA) se
encuentra involucrado. La dopamina en condiciones normales inhibe la secrecion tanto de

prolactina (PRL) como de TSH. La reduccién del sistema TIDA se manifiesta en elevados
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niveles de TSH en pacientes con este sindrome debido a la accion moduladora que tiene la
dopamina sobre TSH a nivel hipotaldmico asi como a la accién directa en las células
tirotropicas de la hipofisis (Velardo y col. 1991).

En pacientes con hipertiroidismo se ha visto alterado el patrén de excrecion de
metabolitos de estrogenos encontrandose disminuidos los hidroxiestrogenos urinarios.
Especificamente se ha visto que esta condicion afecta la hidroxilacion del estradiol en los
primeros sitios de oxidacién C2 y Cl6a elevando significativamente la oxidacién en C2.
También se encuentran reducidos los niveles de colesterol y lipoproteinas de baja densidad
(Michnoviz y Galbraith, 1990).

En estudios realizados por Schoutens y col (1991) en mujeres pre y postmenopausicas
se ha visto que los niveles normales de T; se correlacionan en la premenopausia tardia y en los
tres primeros afios de la menopausia con un buen recambio metabdlico, la reduccién de los
niveles de T; esta asociada con una reduccién en el recambio metabolico. La baja en los
niveles de T4 se explica por medio de variaciones en los niveles de estrogenos los cuales
gjercen un efecto inhibitorio en la 5'-deiodinacion de T, y/o en la liberacion de T, por la
tiroides (Harris y col. 1979); se ha visto que la actividad estrogénica es responsable tanto de

los cambios en T3 como de los cambios metaboélicos.

El caso de los anfibios

La evidencia de que las hormonas tiroideas estan involucradas directamente en el
desarrollo gonadal de los anfibios se limita a los trabajos en los que se muestra que la
tiroidectomia quimica y/o quirirgica prevé la ovulacién en Rana cyanophlyctia, la
administracion de T, permite la ovulacién in vivo pero no in vitro sugiriendo que las hormonas
tiroideas interactuan con otro factor, probablemente gonadotropinas. Por otro lado T, parece
alterar la sensibilidad de los oocitos de Ambystoma tigrinum a otras hormonas, se ha visto que
la prolactina incrementa la LH o los cambios ovaricos inducidos por progesterona (formacion

de cuerpo polar y ovulacion) en preparaciones in vitro, cuando se administra T, a salamandras
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antes de remover los oocitos para ser incubados in vitro, el efecto de la prolactina es

eliminado, esto sugiere que T, reduce la sensibilidad del oocito a prolactina. Existen pocas
evidencias que indiquen una correlacion entre cambios tiroideos y funcion gonadal en urodelos
a excepcion de A. tigrinum en el cual los niveles minimos de T, plasmaticos se correlacionan
con el pico del indice gonadosomatico tanto en hembras como en machos, este pico estd
asociado con altos niveles de esteroides gonadales. En relacion a la vitelogénesis se sabe que
las hormonas tiroideas son necesarias para actuar como cchormonas en la sintesis de
vitelogenina en el higado de Xenopus laevis (Leatherland, 1987).

De la revision anterior podemos concluir que las hormonas tiroideas ejercen un efecto
permisivo en la actividad reproductiva de los mamiferos, mucho mas evidente en las hembras
que en los machos. Sin embargo el nimero de trabajos al respecto en los anfibios es reducido

y contradictorio para llegar a conclisiones valederas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la mayoria de las explicaciones que se dan en tormo a la condicion de neotenia del
Ambystoma mexicanum se propone como una alternativa reproductiva frente 2 una deficiencia
de Hormonas Tiroideas, ya sea por insuficiencia en cualquiera de los niveles del eje
hipotalamo-hipéfisis-tiroides o por falta de yodo; elemento indispensable en la estructura de
estas hormonas. Sin embargo y por otra parte, esta bien documentada la accion permisiva de
las hormonas tiroideas en la actividad reproductiva, por lo que es nuestro interés determinar si
la capacidad que tiene esta especie de alcanzar la madurez sexual en estado larvario se logra
efectivamente en ausencia de hormonas tiroideas. Para lograr ésto, utilizaremos, el
Propiltuiracilo (PTU), el cual inhibe la tiroperoxidasa evitando la oxidacién I'a I, y con ello la
yodacién de los residuos tirosilo, bloqueando la sintesis de HT. Otro efecto del PTU, es que
inhibe 1a desiodinacion periférica de T, a Ty (Green, 1986), asegurandose de esta manera que

los animales carezcan de HT.

HIPOTESIS

La maduracion gonadal en el ajolote es dependiente de las hormonas tiroideas, por lo tanto el

bloqueo de la sintesis y activacion de estas hormonas provocara modificaciones en la madurez

gonadal del A. mexicanum.
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MATERIALES Y METODOS
ANIMALES Y TRATAMIENTO
Se utilizaron 24 larvas de ajolote 4. mexicanum de 20 dias de edad nacidas en la
colonia de la UAM-Iztapalapa las cuales se dividieron en 4 grupos de 6 individuos cada uno.
Los animales se mantuvieron inmersos en soluciones con diferentes concentraciones de
PTU durante todo el tiempo que dur6 el experimento. Las soluciones se cambiaron
semanalmente y los animales fueron alimentados con Tubifex cada tercer dia y pesados

semanalmente. Las concentraciones de las soluciones de PTU se indican abajo.

Grupo Control 0 mgde PTU/ldeagua GC

Grupo 5 mgdePTU/ldeagua G5
Grupo 10 mg de PTU/1de agua  GI10
Grupo 20 mg de PTU /1de agua G20
OBTENCION DE MUESTRAS

Los animales se sacrificaron al llegar la estacidn reproductiva (333 dias de edad).
Previo al sacrificio se tomo el peso corporal (PC) y posteriormente los pesos del higado (PH),
de los conductos sexuales (Peso de Conductos Espermaticos, PCE; Peso de los Ovidictos,
POv) y de las gonadés de cada animal. Una vez obtenidos estos parametros se calcul6 el indice
hepatosomatico ITHS (peso del higado sobre peso corporal), indice testiculo somatico ITS
(peso testicular sobre peso corporal} asi como el indice ovarico somatico I0S (peso ovarico
sobre peso corporal).

Cada grupo fue dividido en subgrupos dependiendo del sexo de los animales :

Numero de individuos por grupo

Machos Hembras
GC 4 3
G5 3 3
G10 3 3
G20 1 4
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Una gonada de cada animal se fij6 en Bouin para la realizacion de estudios histolégicos
utilizando las tinciones de Eosina-Hematoxilina y 12 Tricromica de Masson.

Valoracion histolégica. Los pasos a seguir para la valoracion histologica fueron los
siguientes:

Una vez fijadas las gonadas en Bouin, se lavaron con alcohol de 70° hasta que quedaron
limpias de excedentes de fijador. Posteriormente se procedid a incluir las muestras en parafina
mediante los siguientes pasos.

a. Deshidratacion por medio de alcoholes.

b. Aclaramiento de tejidos.

c. Impregnacion en parafina.

d. Inclusion definitiva.

Una vez obtenidos los bloques se hicieron cortes finos de 5 micras y se tifieron por las dos

técnicas anteriormente mencionadas, con lo que se oberva lo siguiente:

Técnica de Eosina Hematoxilina.

Estructura Coloracién
Nucleo Azul
Citoplasma Rojo o rosa pasando por anaranjado.

“Técnica Tricromica de Masson.

Estructura Coloracion
Nucleo Negro
Fibras intercelulares Rojo
Colagena y mucus Azul
Citoplasmsa Rosa.
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Posteriormente se observal;on al microscopio para identificar las diferentes fases de la
ovogénesis y de la espermatogénesis (Gomez Rios, 1989).

Ademas de la descripcion histologica general se determiné en los machos el nimero de
células por lébulo de espermatogonias, y espermatocitos, se contabilizaron ocho lobulos por
individuo (Vease la Figura 8).

Con base en estudios realizados en ratas hipotiroideas en las cuales se observaron
modificaciones en el diametro de los tibulos, del nimero de células dentro de los tabulos asi
como en el desarrollo de las células de Sertoli (Francavilla et al 1990) se decidié medir los
siguientes parametros micrometricos:

En el caso de los machos se determind el area de los 16bulos (lobulos de espermatidas,
espermatogonias, espermatocitos y espermatozoides) midiendose 6 I6bulos de cada tipo asi
como el didmetro mayor y niimero de los quistes dentro de los l6bulos anteriormente medidos;
y los diametros (mayor y menor) de las células de Sertoli. En la Figura, 8 se sefialan en forma
esquematica los parametros arriba mencionados.

En el caso de las hembras, para determinar las caracteristicas principales se hizo un
analisis de cortes alternos en los ovarios del grupo control, con base en esto se establecio la
clasificacion de los ovocitos en previtelogénicos y vitelogénicos. Se contaron 100 ovocitos de
cada animal y se clasificaron de acuerdo a las caracteristicas establecidas anteriormente, en los
ovocitos vitelogénicos se consideré ademas la cantidad de vitelo presente.

En un corte de cada animal (procurando que fuera a la mitad del ovario) se cuantificé
el nimero total de ovocitos. En cuanto al epitelio folicular se midié la densidad de éste en
ovocitos tanto previtelogénicos como vitelogénicos. Los parametros analizados en las hembrs

se presentan en la Figura 9.

Anailisis estadistico. Los resultados fueron analizados por medio de un analisis de
varianza y en caso de encontrar diferencias significativas se utilizo la prueba de Duncan para

determinar la diferencia minima significativa (Daniel, 1985).
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En el caso de las mediciones micrométricas y nimero de células por lobulo se realizd
primero un analisis por grupo para determinar las variaciones intergrupo y posteriormente se
determinaron las variaciones entre tratamientos.

Se realizaron analisis de correlacion lineal simple y multiple entre el drea de los l6bulos
con el diametro de los quistes, el diametro de los l6bulos y el nimero de quistes por lébulo asi
como el area de los lobulos con el diametro de los quistes por [obulo.

En el caso de las hembras ademas de los analisis de varianza se realizaron analisis de

correlacion entre los tratamientos, peso de gonadas, peso corporal y nimero de ovocitos.
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PARAMETROS MORFOMETRICOS EN TESTICULOS

CORTE DE TESTICULOS

SE OETERMINOG EL AREA DE
CADA LOBULO DELIMITANDO
SU CONTOANO.

LoBsuLo

SE MIDIO EL DIAMETRO MAYOR

DE CADA QUISTE LOCALIZADO
OENTRO DE UN LOSULO.

SE MIDIO ‘EL DIAMETRO MAYOR
¥ MENOR DE LAS CELULAS DE

L. SERTOLL.

CEL. SERTOLI

FIGURA Ne. 8
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CRITERIO PARA LA CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS

OVvOoCITO PREVITELOGENICO OVvOCITO VITELOGENICO

DISTRIBUCION DE PLAQUETAS VITELINAS

+ 173 DE CITOPLASMA CUBIERTO POR VITELO

+ + 2/3 DE CITOPLASMA CUBIERTO POR VITELO
+ + + TODO EL CITOPLASMA CUBIERTO POR VITELO

FIGURA No 9



RESULTADOS

Parimetros somiticos

Efecto del PTU sobre el peso corporal y del higado. Al comparar los pesos
corporales finales entre los cuatro grupos se encontré que el del grupo tratado con 20 mg/i de
PTU fue significativamente menor que los grupos control y tratados con 5 y 10 mg/l (Tabla 1).
E! peso del higado mostré diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos, siendo G5 y
(G10 los mas altos seguidos por el grupo control y el G20 respectivamente (Tabla 1).

Con relacion al IHS se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos;
siendo GC menor que G5, G10 y G20 aunque entre G5 y G10 no se encontraron diferencias
significativas (Tabla 1).

TABLA 1
Peso total y hepatico de los ajolotes

PC ’ PH IHS
GC 479+2.19a 1.95+0.06a 0.041 £0.001 a
G5 463 +386a 2.10+020b 0.045 + 0.003b
Gl10 458+278a 221+0.16b 0.048 + 0.002b
G20 399+507b 1.74 + 041 c 0.043 +0.006 ¢

Promedio y desviacion estandar expresados en gramos. Letras distintas indican diferencias significativas a p<0.03.

Machos
Indices gonadales y de organos accesorios: En lo que se refiere al ITS no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos. En la relaciéon peso de los conductos
espermaticos (PCE) con el PC tampoco se encontraron diferencias significativas entre los

grupos (Tabla 2).
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TABLA 2
Indices ponderales gonadal y de drganos accesorios en machos

ITS PCE/PC
GC 0.011 + 0.001 a 0.0077 + 00018 a
G5 0011 + O a 0.0083 + 0.0028 a
G10 0.012 + 0.002 a 0.0043 + 0.0020 a
G20 0.016 * a 0.0030 * a

*Un salo individuo.
Promedio y desviacion estandar expresados en gramos. Letras distintas indican diferencias significativas a p<0.05.

Descripcidn histolégica

a) GC: Se observo espermatogénesis completa (figura 10A y 10B). Los diferentes tipos
celulares se encontraron agrupados en lobulos y quistes, por lo cual se pudieron definir
claramente quistes de espermatogonias (gonias), espermatocitos (citos), espermatidas (tidas) y
espermatozoides (zoides). En alugnos 16bulos se apreciaron quistes de tidas y zoides aunque la
mayoria presentaban quistes de zoides. Se observaron células de Sertoli {(S1) con niicleo
ligeramente triangular heterocromatico no basal y citoplasma muy claro pobremente definido
en los lobulos de gonias y citos; en tanto que en los Iébulos de tidas y zoides se observan con
nicleo ovoide, granulos dispersos de heterocromatina y abundante eucromatina, en algunos
casos se observan nucleolos (S2). Se observaron espactos intersticiales reducidos con células
intersticiales con nicleo ovoide, en algunos casos ligeramente aplando y escaso citoplasma
(Ia) (Figura 14A)

b) G 5 Se observa espermatogénesis completa (Figura 11A y 11B). En la zona caudal y/o
lateral del testiculo se observan Gnicamente lobulos de zoides los cuales presentan una mayor
tincion, lo que interpretamos como una region de mayor densidad celular (Fig 11C). Las
células de Sertoli presentan las mismas caracteristicas que en los correspondientes tipos de
i6bulos del GC y aumento en el espacio intersticial en el que se aprecia un mayor numero de
células intersticiales (Figura 14B), ese aumento de tejido conectivo es mayor en la zona de

zoides.
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En esta zona las células intersticiales se encuentran modificadas: pasando de ser células
con nicleo ovoide a ligeramente aplanado y escaso citoplasma (Ia) a células de tipo globoso
con micleo ovoide vesiculoso que presenta numerosos nucleolos y abundantes granulos de
heterocromatina dispersos, citoplasma acidofilo con gotas de lipidos pequefios v abundantes
(Ib) (Figura 15A y 15B).

Conforme se avanza al extremo de esta region laterocaudal se observa mayor niimero
de estas células intersticiales de tipo globoso formando agrupaciones en arcadas o en cordones
arrollados (A). En esta zona se llegan a observar al gunos lobulos con escazos zoides o vacios
lo cual sugiere la ocurrencia de eépermiacién o la proximidad de este proceso. A la region
testicular que presenta estas caracteristicas se le denominard zona de espermiacién (Figura
15C y 15D}

c) G 10 Se observd espermatogénesis completa (Figura 12A y 12B). La disposicion de los
16bulos con los diferentes tipos de células gaméticas es igual a la de G5. La estructura de las
células de Sertoli no presentan modificaciones con respecto a ese grupo. Se observa un
aumento de tejido intersticial y conectivo de aspecto fibroso con respecto a GC (Figura 14C).
En todos los ejemplares se observo zona de espermiacion en forma idéntica que en G5 (Figura
16A, 16B y 16C).

d) G 20 Se observa espermatogénesis completa (Figura 13A y 13B), al igual que en los otros
grupos se observan zonas de actividad proliferativa (Figura 13C). La citologia de las células
de Sertoli coincide con la de los otros grupos. Se observa aumento de tejido intersticial y
conectivo de aspecto fibroso (Figura 14D) con respecto al grupo control pero similar a G5 y
G10. Se observa reduccion de la zona de espermiacion a una franja muy pequeiia del testiculo
de la zona laterocaudal y sin las células globosas en arreglos en arcadas o en cordones

arrollados.
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Figura 10A,

Corte sagital de testiculo. Grupo Control.
Técnica H-E. 100X,
G Espermatogonias
C Espermatocitos
T Espermaitidas

Z Espermatozoides
S1 Célula de Sertoli
§2 Célula de Sertoli
L Lébulo

Q Quiste

Figura 10B.

Corte Sagital de testiculo.Grupo Control.
Técnica H-E. 100X.

T Espermatidas

Z Espermatozoides

§2 Célula de Sertoli

Ia Células Intersticiales
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Figura 11A

Corte Sagital de testiculo. GS5.
Técnica H-E. 100X,
G Espermatogonias
C Espermatocitos
T Espermatidas

Z Espermatozoides
St Célula de Sertoli
S2 Célula de Sertoli
L Lobulo

Q Quiste

Figura 11B

Corte Sagital de testiculo. G5.
Técnica H-E. 100X.

C Espermatocitos

T Espermatidas

Z Espermatozoides

S1 Célula de Sertoh

S2 Célula de Sertoli

Ia Célula Intersticiales
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Figura 11C

Corte Sagital de testiculo. G5
Técnica Tricrémica de Masson. 100X
Z Espermatozoides

S2 Células de Sertoh

Ib Celulas Intersticiales
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Figura 12A

Corte Sagital de testiculo. G10
Técnica H-E. 100X
G Espermatogonias
C Espermatocitos
T Espermatidas

Z Espermatozoides
S1 Célula de Sertoli
S2 Célula de Sertoli
L Lébulo

Q Quiste

Figura 12B

Corte Sagital de Testiculo. G10
Técnica H-E. 100X,

C Espermatocitos

T Espermatidas

Z Espermatozoides

S1 Célula de Sertoli

S2 Célula de Sertoli

Ia Células Intersticiales
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Figura 13A

Corte Sagital de testiculo. G20
Técnica H-E. 100X

G Espermatogonias

C Espermatocitos

S1 Célula de Sertoli

Figura 13B

Corte Sagital de Testiculo. G20
Técnica H-E. 100X

C Espermatocitos

T Espermatidas

Z EBspermatozoides

S1 Célula de Sertoli

§2 Célula de Sertoli

Ia Célula Intersticial
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Figura 13C

Corte Sagital de testiculo (Lobulo de espermatogonias) G20
Técnica H-E. 630 X

G Gonias

S1 Célula de Sertoli

M Mitosis

I1 Célula Intersticial
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Figura 14 A

Tejido Intersticial. GC

Técnica Tricromica de Masson. 630X
Z Espermatozoides

S1 Célula de Sertoli

S2 Célula de Sertoli

Ia Célula Interstictal

Ti Tejido Intersticial

Figura 14B.

Tejido Intersticial. G5

Técnica Tricromica de Masson. 630X
Z Espermatozoides

Ti Tejido Intersticial

Ib Células Intersticiales
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Figura 14C

Tejido Intersticial. G10.

Técnica Tricromica de Masson. 630X
7. Espermatozoides

Ti Tejido intersticial

Ib Células Intersticiales

Figura 14 D

Tejido Intersticial. G20

Técnica Tricromica de Masson. 630 X
Z Espermatozoides

Ti Tejido Intersticial

Ib Células ntersticiales
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Figura 15 A

Zona laterocaudal.Células intersticiales. GS5.
Técnica H-E. 400x

Z Espermatozoides

Ib Células Intersticiales

Figura 15 B

Zona laterocaudal del testiculo. G5
Técnica tricromica de Masson. 100X
Z Espermatozoides

Ib Células Intersticiales

Ti Tejido Intersticial

A Arcadas
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Figura 15 C

Zona laterocaudal del testiculo. G5
Técnica Tricromica de Masson. 200X
Z Espermatozoides

Ib Células Intersticiales

Ti Tejido Intersticial

A Arcadas

S2 Célula de Sertoli

Figura15D

Zona laterocaudal del testiculo. G5
Técnica Tricromica de Masson. 400X
7 Espermatozoides

Ib Células Intersticiales

S2 Célula de Sertoli
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Figura 16A

Zona Laterocaudal del testiculo. G10
Técnica Tricrémica de Masson. 100X
Z Espermatozoides

Ib Células Intersticiales

Figura 16B

Zona Laterocaudal del testiculo. G10
Técnica Tricromica de Masson. 200X
Z Espermatozoides

Ib Células intersticiales
A Arcadas






Figura 16C

Zona Laterocaudal del testiculo. G10
Técnica Tricrémica de Masson. 400X
Z Espermatozoides

S2 Células de Setoli

Ib Células intersticiales

A Arcadas






Cuantificacion de células

Numero de espermatogonias por f6bulo. Al comparar el nimere de células por lobulos

de espermatogonias entre individuos de un mismo grupo se encontraron diferencias
significativas entre los individuos del GC y G10. Por otra parte, el analisis de varianza revelo
que no hay diferencias significativas entre los grupos a p<0.05 (Tabla 4). De lo anterior se
asume que la variacidén en el namero de espermatogonias por lébulo entre individuos, es
mayor que entre tratamientos y que estos ultimos no influyen en la variacion de las medias

(Tabla 3).

Namero de espermatocitos por lébulo. Al comparar el nimero de espermatocitos
dentro de los grupos se encontrd que hay una diferencia significativa entre individuos del
mismo grupo a una p<0.05. A pesar de que existe una variacion intragrupo, al realizar el
analisis entre grupos se encontro que el GC y el G10 son iguales entre si pero diferentes del

grupo G5 y G20 los cuales a su vez son iguales entre si (Tabla 3).

Razén espermatogonias / espermatocitos:  Considerando que a partir de cada
espermatogonia se obtienen dos espermatocitos primarios se considero el incremento de este
ultimo tipo celular dividiendo el total de espermatocitos contados entre el total de
espermatogonias por individuo y posteriormente se sacd el promedio de grupos. No se

observo ninguna alteracion en la prohiferacion celular entre los grupos (Tabla 3).

Parametros morfométricos.

Area de los lobulos. Al comparar el area de los 1obulos entre tratamientos se encontro

que en los lobulos de espermatogonias y espermatocitos el GC es mayor que en los grupos
tratados con PTU {(p < 0.01): para el caso del area de los lobulos de espermatozoides se
encontro un efecto detrimental dosis dependiente, que alcanzd sigmficancia (p< 0.05) en G10

y G20 (Tabla 4).
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Numero de células por l6bulo.

TABLA 3

Grupo  Individuo X gonias X citos. Razon gonias/citos
GC 1 24437+2888 a 381 +5010 g 156
2 25523 +2373 a 543 +483 h 212
4 33487+40.16 b 4425 +3636 g 132
7 316.12+2593 b 5837542614 h 1.84
X Grupo 287.7 +48.62 4875 £9022 A 1.71+034
GS 11 3505 +6027 ¢ 4785 +5138 1 136
12 24575+2643 ¢ 342 +2803 3 139
13 30625 +4458 ¢ 752.25+7095 k 245
X Grupo 300.83 + 62.84 52425+9995 B 1.73+062
G10 16 22662 +3839 d 4471243650 1 197
18 348.75+3540 ¢ 55537+7767 m 159
19 3256243977 f 36425+2366 n 1.12
X Grupo 30033 £ 65.12 45558 +93.62 A 1.56+042
G20 22 23562 +22.18 * 54312+3528 *B 231

*Un solo individuo

Promedio y desviacion estandar. Letras minfisculas indican diferencias significativag dentre del mismo grupo a una p<0.05.

etras mayuscuias indican diferencias significativas entre los grupos.

Diametro de los quistes. Al comparar el promedio del diametro de los quistes entre los

grupos se encontrd que no hay diferencias significativas entre los mismos tipos celulares de los
diferentes tratamientos (Tabla 4).

Numero de quistes por lobulos. Al comparar el numero de quistes por 16bulo entre los

diferentes tratamientos para cada tipc celular no se encontraron diferencias significativas

(Tabla 4).
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El analisis de correlacion para los parametros anteriores (area de lobuios, diametro de

quistes y nimero de quistes) no mostro ninguna relacion entre estos parametros.

GRUPO

GC
G5
Glo
G20

GC
G5
G10
G20

GC
G35
G10
G20

Promedio y desviacion estandar. Tefras diferentes indican diferencias sigaitivativas a p<0.01 entre los grupos.

X Area lobulo X Diametro quistes
(X 103 pm?) pm
Espermatogonias
90 +2828 a  988+3.02
62.77+2420 b 10.23 +3.12
5722+2652 b 1039 +2.31
63.33+2250 b 11.06 +2.68
Espermatocitos
90 +12948 ¢ 10.43 £ 2.90
6777 +26.24 d 1094 +2.72
56.66+2057 d 10.20 + 2.64
6333+ 1757 d 10.74 + 2.36

Espermatidas y Espermatozoides

90  +23.21
8222 +27.34
75.55 - 23.31

6833+ 11.09

TABLA 4

€
&8
.
£h

9.58+2.17
1037 +2.58
1025 +2.21

11.04 + 268

Area de los lobulos, quistes y numero de quistes.

X No. quistes

6.04 + 1.62
6.22 + 1.06
544 + 061

5.66 +1.03

558+ 1.10
6.16 + 0.98
55+191

6 +0.89

541+ 1.10
544+ 0.6]
527+089

55+1.04

Células de Sertoli: En relacion a las células de Sertoli se tomé el diametro mayor v

menor en cada célula, posteriormente se realizo un analisis de varianza entre grupos para el



diametro mayor y otro andlisis para el diametro menor. No se encontraron diferencias

significativas entre los grupos para ninguno de los dos didmetros (Tabla 5).

TABLA 5

X DIAMETRO >

Didmetro mayor y menor de Células de Sertoli

X DIAMETRO <

1m LLm
GC 23.44 £4.87 1544 +3.12
G5 2332+ 6.09 124 =397
G10 20 +4.561 164 £294
G20 212 387 12.96 +3 .87
Hembras

Indice ovarico somitico y relacion oviductos peso corporal. Al comparar los
valores del 10S se encontrd que el grupo control presentd un valor mayor (p<0.05) en este
indice con relacion a los grupos restantes, sin embargo los valores promedio de la relacion

peso de oviductos (POv) con el PC no alcanzaron diferencias significativas p<0.05 entre ellos

(Tabla 6).
TABLA 6
Indices ponderales gonadico y de dérganos accesorios en hembras.
108 POV/PC
GC 0.0130 + 0002 a 0.0123 + 0.013
G5 0.0083 + 0002 b 0.0106 + 0.004
G110 0.0096 + 0006 b 0.0143 + 00125
G20 0006 % 0002 b 0007 + 0.0037
P'romedios v desviacion estandar expresados en gramos. Eetras distintas sudican diferencias sipmificativas a p-0.05
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Pigmento. En los ovarios de las hembras del GC se observan ovocitos con pigmento
variando de intensidad, en los grupos tratados en algunos ovarios se llegan a observar

ovocitos con pigmento pero la mayoria no lo presentan (Figura 17A, 17B, 17C y 17D).

Descripcion histologica:
Se hicieron observaciones en cortes alternados del grupo control. Con base en estas
observaciones se establecio la siguiente clasificacion.

Ovocitos previtelogénicos. son aquellos cuyas caracteristicas mas distintivas son tener

epitelio foliculzr plano y ausencia de vitelo. En la mayoria de estos ovocitos los nucleolos no
se distinguen. Se presentan en diversos tamafios, unos muy pequeiios que generalmente se
localizan en la periferia del ovario, otros de mayor tamafio que se encuentran indistintamente
en cualquier zona del ovario. En algunos ovocitos el epitelio folicular se encuentra en una
etapa de transicion entre plano y cubico, a este epitelio se le ha denominado intermedio. Los
ovocitos que presentan este tipo de epitelio, al no tener vitelo se les ubico dentro de los
ovocitos denominados previtelogénicos .

Ovocitos_vitelogénicos. Sus caracteristicas distintivas son presentar epitelio folicular

cubico nucleolos y presencia de vitelo, el cual puede variar en cantidad. Para los fines de este
trabajo, se consideré como ovocito vitelogénico el que cumpliera las caracteristicas de epitelio
folicular clbico y gran nimero de nucleolos (de 15 a 26), los cuales se localizan en la periferia
del nuicleo lo cual es indicativo de intensa produccion de RNA ribosomal. Por lo que respecta
a la distribucion de vitelo se observa claramente que se realiza de la periferia hacia el centro,
asi podemos observar que en los ovocitos con poco vitelo, éste se encuentra tnicamente en la
periferia, cubriendo aproximadamente 1/3 parte del citoplasma (Figura 18A); mientras que en
los ovocitos con mayor cantidad de vitelo, cubre aproximadamente 2/3 partes del citoplasma
(Figura 18B) y por tltimo los ovocitos con gran cantidad de vitelo (Figura 18C), el cual cubre

todo el citoplasma.



Con base en las caracteristicas histologicas anteriores en cada grupo se observo lo
siguiente:

GC. Una caracteristica importante y distintiva del grupo control en relaciéon a los
grupos tratados con PTU es la presencia de vitelo en todos los ovocitos calificados como
vitelogénicos por sus caracteristicas histologicas. El 47% de los ovocitos fueron
previtelogénicos y el 53% vitelogénicos, lo cual indica que se presenta tanto el proceso de
proliferacion como el de crecimiento y maduracion.

Entre los ovocitos previtelogénicos se observo que la mayoria (57.44%) son pequeiios,
29.07% de gran tamaiio y 13.47% con epitelio folicular intermedio y diversos tamaros.

De los ovocitos vitelogénicos, el 100% presentan plaquetas vitelinas, de estos 29,55%
presentaron vitelo en la periferia, 23.89% las 2/3 partes del citoplasma cubierto por vitelo y la
mayoria {46.54%) presentd todo el citoplasma cubierto (Tabla 7, Figura 20).

G35 En este grupo el 37% de los ovocitos fueron previtelogénicos (Figura 19A) y 63%
vitelogénicos. En cuanto a los ovocitos previtelogénicos el 75.67% corresponde a ovocitos de
tamafio pequefio, 20.72% a ovocitos grandes y 3.6% con epitelio folicular intermedio.

En relacion a los ovocitos vitelogénicos (figura 19A y 19B) el 34.39% presentan la
caracteristica de epitelio cibico y gran numero de nucleolos aunque no se observan plaquetas
vitelinas, en el resto de los ovocitos vitelogénicos (65.61%) si se observa vitelo distribuido de
la siguiente manera: el 42.74% de los ovocitos tienen poco vitelo ubicado solo en la periferia,
22.92% con las 2/3 partes del citoplasma cubierto por vitelo y 34.86% con todo el citoplasma
cubierto por vitelo (Tabta 7, Figura 20)

(10 En este grupo el 42% de ios ovocitos se clasificaron como previtelogénicos de
¢stos el 64% son pequeiios y el 36% ovocitos grandes.

Entre los ovocitos vitelogénicos (58%) se observa que mas de la mitad de éstos
(56.57%) carecen de vitelo, y el 43 43% si presentan plaquetas vitelinas, de éstos nitimos la

distribucion de vitelo se presenta de la siguiete manera: la mayoria (38.35%) tienen poco
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vitelo, 26.02% corresponde a ovocitos en los cuales las 2/3 partes del citoplasma esta cubierto

por vitelo, por ultimo 35.61% son ovocitos con gran cantidad de vitelo (Tabla 7, Figura 20).

G20 En este grupo es en el que se observaron menor numero de ovocitos

previtelogénicos (27%), de los cuales aproximadamente la mitad corresponden a ovocitos

pequeiios (50.99%) y la otra mitad a ovccitos grandes.

La mayoria de los ovocitos que se cuantificaron fueron vitelogéncos (73%) de los

cuales el 68 36% tienen ausencia de vitelos y s6lo el 31.64% lo presena. En estos ultimos se

observa que la gran mayoria 87.23% tienen poco vitelo, solo 4.25% tienen las 2/3 partes del

citoplasma cubierto por plaquetas vitelinas y 8.51% presentan todo el citoplasma cubierto por

vitelo (Tabla 7, Figura 20).

Tabla 7

OVOCITOS PREVITELOGENICOS (%)

TOTAL
GC 47 aa
GS 37 aa
Glo 42 ab
G20 27 bb

OVOCITOS VITELOGENICOS (%)

TOTAL SIVIT.

GC 53 aa
G5 63 aa
Glo 58 ab
G20 73 bb

34.39
56.57

68.36

PEQUENOS

57.44
75.67
62

50.99

C/VIT

3164

Distribucion de ovocitos

GRANDES
29.07
20.72
36

49.03

INTEMEDIOS

13.47

3.60

CANTIDAD DE VITELO

1/3
29.55
42.74
3835

8723

2/3
23.89
2292
26.02

425

373
46.54
3486
3561

851

Letras minasculas diferentes indican diferencias significativas dentro del mismo grupo
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Numero de ovocitos por corte: Al cuantificar el nimero de ovocitos en un corte
transversal se observé que el grupo control tiene mayor nimero de ovocitos en promedio
138.3 £ 55.83 que los grupos G5, G10, G20 en los cuales se tienen valores de 56.3 + 2.62,
89.6 £ 27.47 y 68.75 + 35.05 respectivamente. La diferencia entre el grupo control y los
grupos tratados fue significativa a una p<0.05. Entre los grupos tratados no se encontraron
diferencias.

Grosor del epitelio folicular: El grosor del epitelio folicular en los ovocitos
vitelogenicos fue de 17.3 £094, 173 + 1.88, 14 432y 16 £ 0 (um) en el GC, G5, G10y
G20 respectivamente. Los valores en los ovocitos previtelogenicos fueron para GC 8 £ 0, G5
8+0, G108 £3.26 y en G20 8 £ 0. No se encontraron diferencias significativas entre grupos

en el grosor del epitelio folicular en ovocitos previtelogénicos ni el los vitelogénicos.

El analisis de correlacion resaltd un efecto del tratamiento sobre el peso corporal (-
0.555) y el peso gonadal (-0.607). En cuanto al nimero de ovocitos no se encontro que éste

se correlacione ni con los diferentes tratamientos, ni con el peso gonadal.
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Figura 17A
Diseccion de Ovario. GC
Se observan ovocitos con pigmento.

Figura 17B
Diseccion de Ovario. G5
Se observan pocos ovocitos con pigmento.

Figura 17C
Diseccidon de Ovario. G10
Se observan ovocitos de tamafio pequefio y sin pigmento.

Figura 17D
Diseccion de Ovario. G20
Se observan ovocitos de tamafio pequefio y sin pigmento.






Figura 18A

Corte sagital de ovario. GC

Ovocito con 1/3 del citoplasma cubierto por vitelo
Técnica H-E. 100X

N Nicleo

Nu Nucleolo

Op Ovaocito previtelogénico

Efp Epitelio Folicular plano

Efc Epitelio Folicular ciibico

Pv Plaquetas vitelinas

Figura 18B

Corte Sagital de Ovario. GC

Ovovito con 2/3 del citoplasma cubierto por vitelo.
Técnica H-E. 250X

N Niicleo

Nu Nucleolos

Efc Epitelio Folicular clbico

Pv Plaquetas vitelinas






Figura 18C

Corte sagital de ovario. GC
Ovocito cubierto por citoplasma.
Técnica H-E. 100X

Op Ovocito previtelogénico

Efc Epitelio Folicular cubico
Efp Epiteio folicular plano

Pv Plaquetas vitelinas









Figura 19A

Corte sagital de ovario. Hembra tratada.
Técnica H-E. 250X

Op Ovocito previtelogénico

Efp Epitelio folicular plano

Efc Epitelio folicular cibico

N Nucleo

Ov Ovocito vitelogénico

Figura 19B

Corte sagital de ovario. Hembra tratada
Técnica H-E. 250 X

Efp Epitelio folicular plano

Efc Epitelio folicular ctbico

N Nicleo

Nu Nucleolos.

Ov Ovocito vitelogénico
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DISCUSION

Hasta donde conocemos este es el primer trabajo donde se analiza el efecto de la
supresion de las hormonas tiroideas en el desarrollo gonadal de los urodelos.

El tratamiento con PTU provocé una disminucion en el peso corporal de todos los
animales; a! mismo tiempo, sus efectos sobre la maduracion gonadal en las hembras fueron
disminucion en el nimero de ovocitos por corte, en la proporcion de ovocitos previtelogénicos
y en la cantidad de vitelo. En el caso de los machos las modificaciones fueron sobre todo en la
estructura, provocando una disminucion en el area de los ldbulos vy aumento en el tepdo
conectivo intersticial, asi como mayor espermiacion.

Una de las acciones de las hormonas tircideas es un efecto estimulante sobre el
crecimiento (Goodman, 1981), en este trabajo se encontré una tendencia del PTU a inhibir el
crecimiento de forma dosis dependiente que alcanzo a ser significativa en el G20, Aunque no
fue posible determinar la concentracién de las hormonas tiroideas en el plasma de estos
animales, la aplicacion de un inhibidor de la sintesis y desyodacion periférica de estas
hormonas en el ajolote, produjo un retraso en el crecimiento, efecto bien demostrado en
muchos mamiferos como la rata (Palmero y col. 1989); el hipotiroidismo en el hombre también
produce falta de crecimiento (Ganong, 1988).

Uno de los parametros que por considerarse importante, fue tomado en cuenta es el
IHS, va que el PTU en tratamientos prolongados tiene un efecto hepatotéxico gue puede
producir primeramente hepatitis y posteriormente atrofia hepatica (Goodman y Gilman, 1981).
En nuestros animales el efecto hepatotoxico se presenté asociado a la dosis asi, G5 y G10
mostraron un IHS mayor que GC, el IHS de G20 mayor que GC pero menor que G5 y Gi0.
Lo anterior sugiere que las dosis menores pudieron haber inducido hepatitis y a mayores dosis
atrofia hepatica, sin embargo no se hizo ningin estudio histopatologico que  pudiera

corroborar esta posibilidad.
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Aqui el ITS no se modifico por el tratamiento con PTU; en la rata se ha mostrado que
el hipotiroidismo inducido provoca un retraso en el crecimiento testicular (Palmero vy col.
1989} y que el hipertiroidismo durante el desarroilo postnatal induce un incremento en el
tamano del testiculo (Jannini y col. 1993), sin embargo, no se encontraron trabajos semejantes
en anfibios que permitieran establecer comparaciones mas cercanas. Aln asi, en otro trabajo
realizado, también en la rata, en el que se indujo el hipotiroidismo con PTU y 1!3! tampoco se
encontraron diferencias en el peso testicular (Kallan y col. 1978).

En cuanto a la relacion PCE/PC tampoco se observaron modificaciones en ninguno de
los tratamientos con PTU. En contraste con nuestros resultados estan los trabajos de Vilchez
Martinez (1973) y Valle y col. (1986), en ambos casos observaron que la condicion de
hipotiroidismo se relaciona con un decremento en el peso de los 6rganos sexuales accesorios
de la rata.

En otros estudios como los realizados por Francavilla y col. (1990) en ratas machos.
en las que se indujo hipotiroidismo, pre y post natal, encontraron que el tratamiento con
metimazol provocd un retraso en la maduracion de las células germinales manifestandose en
un desarrollo anormal de la gametogénesis, ast como en modificaciones de diversos
parametros morfométricos tales como reduccion del diametro de los tubulos seminiferos, del
numero de células germinales por tibulo y malformacion de las células de Sertoli, lo cual
provoca alteraciones en el funcionamiento que afectan el desarrollo y la sobrevivencia de las
células germinales.

Nosotros no encontramos afectado el desarrollo celular, ya que se observan lobulos en
los diferentes estadios de la espermatogénesis y en todos los grupos se mantienen las
caracteristicas estructurales descritas para Urodelos. De acuerdo a la descripcion hecha por
Lazar (1979) podemos asegurar que tenemos machos gonadalmente maduros en los cuales sc
observan estructuras definidas, con diferentes gradientes de maduracion los cuales sc
presentan en forma longitudinal y en una direccion anteroposterior. Lo que coincide con otras

descripciones en urodelos realizadas por Gomer Rios (1989).
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En todos los machos se observd que el PTU indujo un aumento de la superficie
ocupada por el tejido conectivo; al presentar un incremento se esperaba que otras estructuras
se encontraran modificadas, por lo cual se determiné el drea de los lobulos, en el caso de los
lobulos que contienen espermatogonias y espermatocitos se observo que el area fue menor en
todos los grupos tratados en relacion al grupo control (sin ser dosis/dependiente), en los
lobulos que presentan espermatidas y espermatozoides la disminucion del area esta en relacion
con el aumento de PTU.

Esto nos hace suponer que el tratamiento provoco alteraciones en las poblaciones
celulares que se encuentran dentro de los lébulos y al disminuir éstas disminuye el area
dandose un aumento de tejido conjuntivo por sustitucion (Bloom, 1987).

Para verificar que las modificaciones en el tejido conjuntivo fueron resultado de las
alteraciones en las estructuras y poblaciones celulares encontradas en los lobulos, se considero
el nimero de células en los lobulos de espermatogonias y espermatocitos, la relacion
gonias/citos, y el diametro y numero de quistes por idbulo.

Al analizar el nimero de células por l6bulo se encontrd que la variabilidad intra grupos
fue mayor que entre grupos lo cual no nos permite observar un efecto claro en los diferentes
tratamientos. En el caso de los l6bulos con espermatogonias, la variabilidad intragrupos es tan
grande que no se encuentran diferencias debidas al tratamiento; en los lobulos con
espermatocitos las diferencias encontradas son dificiles de explicar como consecuencia del
tratamiento, ya que el GC y el G10 son iguales entre si y menores a G5 y G20 que son a su
vez iguales entre si.

El analisis de la relacion gonias/citos nos permite conocer si hay alteraciones en la
proliferacion celular, partiendo de la base de que en la espermatogénesis se espera obtener de
cada espermatogonia un espermatocito primario y de éste dos espermatocitos secundarios
(Gilbert, 1991), cuando se cuantifico el nimero de células en los diferentes tipos de lobulos, se
encontro para cada animal un numero proporcional de células al crecimiento poblacional

esperado hasta la primera division meiotica.
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El diametro y niomero de quistes por lobulo tampoco mostraron diferencias
significativas entre tratamientos en ningln tipo de lobulo.

Si bien nuestros resultados nos inducen a pensar que no esta alterada la gametogénesis,
no hay que perder de vista que s6lo lo podemos aseverar en cuanto a que se observa
espermatogénesis completa por presencia de espermatogonias, espermatocitos, espermatides y
espermatozoides. Sin embargo, la cuantificacion de células y el crecimiento poblacional no se
pudo realizar en los lébulos de espermatides y espermatozoides debido a sus caracteristicas
morfologicas y el gran numero en que se presentan, y fue en estos lobulos en donde se
observd que el area promedio disminuye de una manera dependiente de la dosis de PTU
utilizada, por lo que se podria pensar de alteraciones en los ultimos procesos de la
espermatogénesis. Contrariamente a lo esperado, en los grupos tratados con PTU vy
principalmente en los tratamientos de 5 y 10 mg/l encontramos cambios caracteristicos
descritos en algunos anuros como zona de espermiacion, estos mismos cambios se han
encontrado en A. tigrinum (Uribe 1994, comunicacion personal). Nuestros hallazgos indican
un mayor avance en la maduracién gonadal de los animales tratados.

Ademas, las células intersticiales de los grupos tratados muestran la citologia
caracteristica de células con intensa actividad esteroidogénica descrita anteriormente. Lo cual,
también es consistente con el acomodo de estas células en arcadas, tal como ocurre en la zona
glomerular de la corteza suprarrenal.

Nuevamente surge la dificultad de comparar este hallazgo con trabajos stmilares
realizados en anfibios. Sin embargo en otro tipo de trabajos Norris (1979} encontrd en 4.
tigrinum que el indice gonadosomatico mayor se encuentra cuando los niveles de hormonas
tiroideas son mas bajos, nosotros no encontramos diferencias en este parametro entre los
animales controles y los tratados pero si en cuanto al avance de la espermiacion.

Rastogli e Iela (1992) han sugerido que la tiroxina en anfibios tiene un papel
estimulante de la proliferacion de espermatogonias; en los amimales tratados con PTU no se

encontraron decrementos ¢n este nivel
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Por e} importante papel de las células de Sertoli como sostén del epitelio seminifero,
transporte de proteinas y control del movimiento de las espermatides (Vilar y col. 1979),
ademas de tenerse evidencias sobre la existencia de receptores especificos a triyodotironina
(T3) en el nicleo de éstas células (Palmero y col. 1988) y pruebas de que el hipotiroidismo
provoca alteraciones en su morfologia y funcion (Francavilla y col. 1990), asi como un retardo
en la proliferacion y diferenciacion de las células de Sertoli (Van-Haaster y col. 1992), se
considero importante evaluar el didmetro mayor y menor de estas células, como indicadores de
desarrollo y cambios morfologicos.

Para muchos investigadores en anfibios, la interaccion entre el tejido intersticial
(Células de Leydig) y el lobulo en relacion con estados especificos de la espermatogenesis
permanece como una pregunta abierta En trabajos realizados por Sing y Callard (1989)
proponen que los androgenos secretados por las células de Leydig pueden tener alguna
influencia en la espermatogénesis via células de Sertoli, ademas de que las secreciones de las
células de Sertoli de substancias difusibles pueden influir sobre las células de Leydig regulando
la secrecion de esteroides los cuales a su vez pueden actuar en la maquinaria sistémica via
hormonas hipofisiarias.

Los resultados obtenidos nos indican que el PTU no provoco ningun tipo de
modificaciones en cuanto a la morfologia de las células de Sertoli ya que no se observaron
diferencias significativas entre los grupos en relacion al diametro mayor y menor. Esto no nos
asegura que pudieran existir algunas alteraciones en su funcionamiento, aunque si
consideramos que en anfibios se sugiere la interaccion entre células de Sertoli y de Leydig para
la regulacién hormonal y mantenimiento de la espermatogénesis, al no verse esta Gltima
afectada es probable que funcionalmente las celulas de Sertoh no presenten alteraciOnes lo
cual no se pudo analizar en el presente trabajo.

El tratamiento con PTU produjo cambios mas evidentes en las hembras,
macroscopicamente los ovarios de los animales tratados eran mas pequeiios y despigmentados.

El 10§ fue significativamente menor en los grupos tratados que en el GC, desde la dosis mas
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baja de PTU sin que se manifestara un efecto claro dosis-respuesta. La ausencia de datos
relevantes publicados sobre este efecto nuevamente hace imposible comparar nuestros
resultados con otros realizados en anfibios; sin embargo, los resultados concuerdan con los
obtenidos en ratas adultas, a las que se les indujo hipotiroidismo con ['3!; en éstas se observo
atrofia y disminucion del peso de los ovarios el cual fue revertido con tratamiento de
hormonas tiroideas {Ortega, 1990).

Las modificaciones en el peso ovarico pueden ser explicadas en los animales tratados
por disminucion en el numero de células por corte y disminucion en la cantidad de vitelo lo
cual se pudo corroborar por medio del analisis histologico. Ademas es importante sefialar que
se encontro una correlacion inversa entre el peso de los ovarios y el tratamiento.

Como se mencione anteriormente el peso del ovario puede estar influenciado por el
ntimero de ovocitos, en nuestros resultados es claro que el nimero de ovocitos en el grupo
control es superior a los grupos tratados siendo en ocasiones hasta el doble de estos; lo cual
nos hace suponer que el tratamiento esta modificando la cantidad total de ovocites por
individuo, sin embrago, al realizar un analisis de correlacién se encontro que el namero de
ovocitos es independiente del tratamjento.

Se ha visto que en la mayoria de los ovulos de los anfibios existe en la zona cortical del
polo animal una cantidad de pigmento. Este se forma posterior a las plaquetas vitelinas en
aquellos ovocitos que han alcanzado 1a mitad de su diametro total (Balinsky, 1978).

En nuestras observaciones la disminucion en el peso de los ovarios esta acompaiada
de un menor nimero de ovocitos por corte. Es decir, el tratamiento produjo una hipoplasia
pero no una hipotrofia del ovario. Asi nos encontramos con ovocitos por cuyas caracteristicas
son vitelogénicos, pero sin o con poco vitelo en los grupos tratados, la falta de vitelo puede
ser la causa de la ausencia de pigmentacion en estas estructuras,

En especies como ¢l 4. mexicaman es comin encontrar €n un ovario ovocitos en todos

los estados de maduracion (Gilbert, 1992). En este estudio  encontramos  ovocitos
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previtelogénicos pequefios y grandes asi como ovocitos vitelogénicos con diferente cantidad
de vitelo, es decir, existen ovocitos en todas las etapas de la maduracion.

Dentro de las caracteristicas distintivas de los ovocitos vitelogénicos se encuentra la
presencia de gran numero de nucleolos localizados en la periferia del nucleo, se sabe que la
formacion de estos nucleolos es el resultado de un aumento del nimero de genes que codifican
RNA ribosomal debido a la necesidad de éste durante el crecimiento del ovocito (Balinsky,
1978). Tanto en el GC como en los grupos tratados, los ovocitos vitelogénicos tenian esta
caracteristica; aun cuando en los grupos tratados muchos ovocitos no tuviesen vitelo.

En los ovocitos vitelogénicos la presencia de vitelo y la ubicacién de éste se dio de
acuerdo a lo descrito para anfibios (Houillon, 1978) en los cuales al iniciarse la vitelogénesis
aparecen las plaquetas vitelinas en la periferia del ovocito y coenforme avanza su madurez, por
una fuerza centripeta se dirigen hacia el centro, asi mismo se observa un gradiente denominado
citovitelino que crece del polo animal al vegetal.

En estudios realizados en Xenopus (Huber, 1979) y en aves (Sekimoto, 1990) se
propone que la sintesis de vitelogenina es dependiente de estrogenos y hormonas tiroideas. En
estudios realizados en Xenopus se ha propuesto que la T funciona como una co-hormona con
el estradiol en la induccion de la sintesis de vitelogenina (Wang, 1982) y que la regulacion de
los ejes hipotalamo-hipofisis-tiroides e hipotalamo-hipofisis-gonada dependen de los niveles
circulantes de estradiol (Jacobs, 1988), ademas se ha visto que en Xenopus la aparicion de la
sintesis de vitelogenina es un evento postmetamorfico, el higado de la rana no adquiere
competencia para responder a estrogenos hasta después de la metamorfosis por lo cual la
capacidad de responder los hepatocitos a estrogenos es un evento dependiente de hormonas
tiroideas (Ho, 1987). El hallazgo de ovocitos vitelogénicos sin vitelo en los grupos tratados
con PTU pudo deberse a las siguientes dos causas. Una seria que al requerirse de la
participacion conjunta de hormonas tiroideas y estradiol para la sintesis de vitelogenina y no
darse esta se vea alterada la vitelogénesis. Otra causa podria deberse a modificaciones en la

secrecion de niveles adecuados de estradiol los cuales son requeridos para estimular la sintesis
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de vitelo a nivel hepatico o bien, a dafio en el higado causado por el tratamiento, esto ultimo
no se puede demostrar ya que no se realizd un estudio histopatologico del higado.

En cuanto a la sintesis de estradiol, si bien, no se hicieron determinaciones hormonales
sabemos que ésta hormona se sintetiza en las células foliculares y es requerida para el
crecimiento y diferenciacién de los ovocitos, proceso que se da en todos los grupos, ademas el
cambio de epitelio folicular plano a cubico nos indica actividad en cuanto a sintesis de
hormonas por lo cual es dificil pensar que haya una deficiencia de estradiol.

En general podemos decir que el tratamiento con PTU present6 efectos mas claros
sobre la maduracién gonadal en las hembras que en los machos, ya que en los ovocitos se
vieron alterados los procesos de crecimiento y diferenciacion; en los machos los cambios se
manifestaron en relacidn a la estructura del testiculo por aumento de la superficie ocupada de
tejido conectivo y disminucion del drea de los lébulos pero no en cuanto a la

gspermatogenesis.
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