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I. INTRODUCCION

La diferenciacifn sexual es uno de los fenfémenos biols-
gicos m&s trascendentes va que asegura la perpetuacifén
de las especies con reproduccifn sexual y es a la vez
uno de los mis complejos. Esta diferenciacifin existe a ni-
vel de los cromosomas (sexo gen&tico o cromosfmico), de
las g6nadas (sexo gonadal), de los genitales interncs y
externos (sexo genital) y de la apariencia externa (sexo
ferotipico). Bn efecto, el dimorfismo sexual es el resil
tado de una secuencia de eventos que ocurren en las fa-
ses mis tempranas de la vida y cuya.regulacifn presenta
un alto grado de precisién. Debido a este dimorfismo
en la mayor parte de las especies se pueden identificar

0 reconocer facilmente dos sexos: el masculino y el

femanino.

La de cién del sexo se establece en el momento de
la fertilizaci6n y depende de la distribucifn de los cro-
mosomas X e Y S Wy Z en el huevo. En muchas especies
de vertebrados (mamiferos y en algunas de peces), la cons
titucitn genética es homogamética en 1la hembra (XX) y
heterogamética en el macho (XY).

La diferenciacifn fenotipica incluyendo 1o0s genitales

internos y externos es un evento posterior a la determi




nacién del sexo genético y varfa de acuerdo a las dife-
rentes especies. En esta etapa, en los vertebrados, el
embrifn estf provisto de los elementos rudimentarios e
indiferenciados necesarios para la formacién del apara-
to genital femenino o masculino y el proceso de diferen
ciacién sexual se logra en base al estimulo ¢ a la in-

hibicién de esas estructuras genitales rudimentariag (1).

El proceso de diferenciacifin gonadal se basa en un in-
tento continuo del blastema mesonéfrico de mantenerse en
contacto con el blastema epitelial. Asf en la gfnada

ina se establece una fusién de ambos blastemas,
liontr_a.s que en la génada femenina se separan. Simul-

" te las cflulas germinales primordiales wigran de
su sitio de origen (porcifn caudal y dorsal desl vi-

telino) hacia la superficie medioventral del smrco geni
tal.

Bl proceso iInt  de diferenciacifn de la gfnada indiferen

ciada a testiculo u ovario embrionarioc no se ha diluci-

dado te. La teoria mis aceptada es la & la

fa cronolégica propuesta par Jost y cols. (2) que
plantea que la organizacifn testicular es g -~
ppc' una substancia organizadora que actfa so~

la g6nada pr  tiwva, tras que la da es-




te inductor condiciona que la gb6nada se desarrolle en

una etapa mis tardia como ovario.

Estudios recientes en la exbresi&n del sistema H-Y indi-
can que este antigeno de superficie es la substancia or-
ganizadora testicular y apoyan fuertemente esta teoria
(3). En efecto,la presencia del antigeno H-Y induce la
diferenciacifn de las células somiticas del surco geni-
tal en células de Sertoli. las cuales forman los cordo-
nes celulares gque incorporan a las células germinales
que migraron del saco vitelino. Las células de Sertoli
regulan la actividad mit6tica e inhiben el proceso meio-
tico de las células germinales Qurante la vida intrau-
terina siendo esta dltima actividad posiblemente regula-
da por las substancias inhjbidora e inductora de la  _
sis. La organizacifn de los cordones inducida por el an
tigeno H-Y requiere de la presencia en estas células de
un receptor anal para este antigeno. Estos cordo-
nes celulares constituirsn los tfbalos seminifercs. De-
be sefialarse que la organizacifén de t@bulos es indepen-
dianta de la presencia ds c8lulas germinales.

Munmnmmmmumquuuu
una clara relacifn entre la presencia de este antigeno
Y la diferenciaciln del testiculo, el mecanismo por el




cual el antigeno H-Y llevaria a cabo la morfogénesis
testicular, permanece zltamente hipotético. En experi
mentos realizados in vitro en los que se ha intentado

producir una reversién sexual de la gbnada en reagrega
dos celulares en presencia del antigeno H-Y y/o su an-
tisuero, los resultados han sido s6lo sugestivos. En
efecto la observacién de . ttGbulos parecidos a los semi-~
niferos y de agregados esféricos que recuerdan folicu-

los en condiciones de cultivo aguardan aun estudios de

alta resolucidén.

Por otra parte,es bien conocido el hecho de que usando
horloa‘l esteroides sexuales exSgenas es posidble "indu
cixr” epigendti te una reversitn sexual de la gSna-
da en casi todos los grupos de vertebrados inferiorese

inclusc e algunos eros inferiores los marsu
piales.
88t evidencia releva al antigeno E-Y agents cau-

sal pr io de la diferenciacitn sexual de la ¢Onada
. eatas especies colocindolo c un ‘facter evomdo por
1a ase de las s estexoides. 8in , N

exes dsbido al desarrollo embrionario intran-
tes te a la accién potencial de
las esteraides de 1a unidad feto-plac ta-ma-




dre, la sintesis del antfgeno H-Y parece haberse hecho
constitutiva, de manera que su fo-mnacifén es independien-
te de la presencia o ausegcia de n~rmonas estercides -
sexuales. Esto explicarfa el por qué en los mamiferos
no se ha logrado la reversidn sexual gonadal con hormo
nas esteroides, excepto en los marsupiales que nacen en

una etapa muy temprana de su desarrollo.

El testiculo embrionaric se transforma en testiculo fe-
tal cuando se diferencian las células de lLeydig a pax-
tir de células con aspecto de fibroblastos ubicadas em el
intersticio de la gdnada embrionaria. Este proceso de
citodiferenciacifn se establece en la 8a y 9a semana de
vida intrauterina. Bl testiculo fetal dirige 1la dife-
renciacifn fenot{pica masculina mediante los productos
de secrecion de dos de sus elementos fundamentales: 1la
célula de Sertoli y la célula de Leydig.

El pr evento en la diferenciacifin genital masculina
es la involucién de los conductos Millerianos que se ini-
cia entre la 8a y 9a semanas de la gestaciém y concluye
en 1a 1la semana con la desaparicifn de este s

La regresifn de los conductos Millerianos es por
uns heomena fatal de origen testicular {4,5], la

na Inhibidora de Estructuras Millerianas (HIM), cuya na-



turaleza no ha sido aun esclarecida, sin embargoen estu-
dios recientes se ha demostrado que se trata de una pro-
tefna con un peso molecular estimado por técnicas de
centrifugacifn en gradientes entre 120,000 a 195,000
daltones [6]. Una serie de evidencias experimentales

sugieren a la célula de Sertoli fetal como el sitiode
biosintesis de la HIM [7]. Se acepta que el efecto de
esta hormona es local dado que en casi todas las situa-
ciones fisiolfgicas y clinicas se requiere una cercanfa
anatfmica entre el tejido testicular y los ductos Mille

rianos para que ocurra la regresifdn.

La transformacién de la gbnada indiferente a ovario em-
brionario es m&s tardfa (7a a 8a semana) que la cbeerva-
da en la diferenciacifn testicular y por otra parte no
requiere una remodelacifn de los elementos de la gbna-
da primitiva. Debido a la ausencia de factores organi-
zadores o determinantes testiculares (sistema H-Y), las
células de origen epitelial y mesonéfrico tienden ini
cialmente a separarse constituyendo un blastema cartical
y un blastema gonadal. Sin embargo, 1; corteza owdrica
fetal se fo por la combinacifn de células de origen
mesonéfrico y epiteliales. La mayorfa de las células
germinales primordiales se incorporan en los cordones
corticales {oogonias) que contienen células pr tivas




de la granulosa. La transformacifn de ovario embriona-
rio a ovario fetal ocurre en el . ~ento en qe las oogo-
nias entran en profase meiftica (oocito primario). E1l
proceso meiStico es requlado por las substancias induc-
toras e inhibidoras producidas por las células de la
granulosa. Estas células rodean a los oocitos formando
una capa simple de c&lulas foliculares constituyendo el
foliculo primordial, Cuando el folfculo primordial se
rodea completamente de tejido conectivo se constituye
el foliculo primario,encontr&ndose los oocitos en esta-
dio de reposo. Este proceso de transformacifin requiere
de la presencia de los dos cromosomas X activos. El nd-
mero de oocitos alcanza su miximo (7 x 106) entre las
semanas 18 a 22, disminuyendo progresivamente de tal ma-
nera que al momento del nacimiento solamente existen 2
millones de células germinales de las cuales la mitad

muestra signos de degeneracibn.

El estudio de la naturaleza guimica de las substancias
producidas por las gSnadas embrionarias, durante y des-
pués de la diferenciacifn sexual ha conducido a un gran
nGmero de investigaciones las cuales se han enfocado ha
cia tres aspectos principales: 1) La habjlidad de 1la
g6nada rionaria para sintetizar esteroides sexuales
espleando precursores radiactivos; 2) ‘el leo de téc-




nicas histoquimicas para la localizacifn de enzimas co-
mno la 3ﬁ-ol dashidrogenasa involucradas en las vias bio
sintéticas de hormonas esteroides sexuales y 3} la de-
mostracifn y caracterizacifn de secreciones endfgenas

en las gSnadas embrionarias.

La actividad biosinté&tica de hormonas esteroides en las
g6nadas fetales difiere segfn se trate de la gfnada mas-
culina o femenina. Asf mientras el testiculo presenta

gran actividad endfcrina el ovario fetal es préicticamen

te inactivo.

. En 1961 Acevedo y coiaboradores {8 y Bioch en 1584 {5]
realizaron los primeros experimentos gque demostraron la
capacidad del testiculo fetal humano en diferentes eta-
pas de la gestaci6m para formar testosterona (T}, emple
ando como substratos pregmnenolona (Pg). 17 -hidroxi-
pregnenolona (17K -OH-Pg) y progestercna p,) radiactivas.
La mayor actividad de biotranformaci6n del testiculo se
observd en los fetos entre la 7a y la 12a semana de ges
tacifn, coincidiendo con la etapa en que se realiza 1la
diferenciacifn sexual de los genitales. Por otro lado,
esta mayor actividad de las células de Leydig fetales
coincide también con la maycr produccibén placentaria de

gonadotropina coriénica humana (GCH), 1o cual sugiere la



posibilidad de que esta gonadotropina sea la responsa-
ble del estimulo de las células ~tersticiales de la g8

nada masculina para la produccifén de¢ la testosterona. -

Posteriormente en 1970 [10) se inform$ la capacidad de
biosintesis "de novo” de testosterona por el testiculo
fetal humano de 14 semanas de gestacifn, demonstrindo
se la presencia en este tejido de todas las enzimas ne
cesarias para formar una hormona esteroide como la tes
tosterona a partir de un compuesto no esteroide como es

el acetato de sodic marcado con 140.

Los datos anteriores demuestran como el testiculo fetal
del humano es capaz de biotransformar precursores este
roides como de sintetizar “"de novo" hormonas androgéni
cas de gran actividad biolfSgica como la testosterona ,
que de acuerdo a la teoria de Jost es esencial para el

desarrollo del fenotipo masculino.

A diferencia de lo informado respecto a la habilidad &
biosintesis de hormonas estercides por el testfculo fe
tal, los estudios realizados con ovarios fetales tanto

humanos como de otras especies muestran una muy escasa

actividad en estos tejidos.

En 1964, Bloch 9] demostrS que al incubar con proges-—

terona 14C homogeneizados de tejidos ovéricos fetales,
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€stos solo fueron capaces de reducir la cetona en posi-
cién 20 formando 20cA ~hidroxi-progesterona. Afios mis
tarde Jungmann y Schweppe {l1lj al incubar ovarios de fe
tos humanos de 20 semanas de gestacifn con acetato de

14

sodio marcado con ~ C, encontraron la mayor parte de la

radiactividad en la fraccifn de esteroles e identifica-
ron completamente tanto el lanosterol como el colesteral
formados. En la fraccifn correspondiente a los esteroi
des se encontraron solo huellas de radiactividad asocia

das a los “acarreadores" de pregnenolona y progesterona.

La capacidad de aromatizacibén de los ovarios fetales se
estudib en experimentos de biosintesis in vitro realiza
dos en ovario fetal de bovino casi al final de la gesta
ci6n demostrindose la formacifn de estradiol (Bj) radiac
tivo a partir de androstendiona-14c 17 ‘;Al [12}.

El conocimiento de la endocrinologfa de la unidad feto-
placenta en el humano {13] puso de manifiesto el alto gra
do de conjugacifn a esteres sulfatos de las hormonas es
teroides presentes en grandes concentraciones en la circu
laci6n fetal, tanto en el feto femenino como en el mascu
lino [14). Bstas hormonas conjugadas pueden ser utili-
zadas por las suprarrenales [15] y las gfnadas masculinas
[16] como precursores en la biosintesis de otros sulfatos

de hormonas esteroides. La conversifn de estos sulfatos
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a hormonas "libres" con actividad biol&qgica, requiere
previamente romper la unifén del ¢ “er-sulfato por medio
de enzimas llamadas sulfatasas, las :uales han sido de-
mostradas en el testiculo fetal humano en la etapa enque
se lleva a cabo la diferenciacifn sexual [16] y en ova-

rios fetales humanos en las semanas 12 a 17 [17].

Jaffe y colaboradores [18] demostraron en estudios rea-
lizados in vitro, que el testiculo fetal humano de la se
mana 16 a la 20 respondid con una maxima produccifén de

testosterona ante la presencia de concentraciones fisio

18gicas de GCH.

Estos mismos autores {19], empleando un método de radio
inmmoanfligsis midieron la concentraci6n de QCH en varics
tejidos fetales, encontrando los niveles m&s altos en 2l
ovario seguido por el rinén, el timo y el testiculo. Am~
gue en la actualidad no se ha demostrado esteroidogéne-
sis en el ovario fetal como respuesta a la est’ lacién
con GCH, estos resultados sugieren una posible accifn fi

siolégica de la hormona placentaria sobre este tejido.

Casi simultineamente, el grupo del Dr. Wilson, demostré
la conversifn in vitro de andr6genos a estrfgenos en los
ovarios fetales del conejo {20) y del [21] en dife-

rentes estadine da 1a gestacifn. En . estos experimentos,
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sin embargo, los ovarios de los fetos humanos menores de
3 cm y del conejo antes del dfa 18 asf{ como los testicu

los de todas las edades, fueron incapaces de realizar la

aromatizacidn de los andrégenos.

La etapa en la gque el ovario presenta esta capacidad en-
zimftica de aromatizacifn es semejante a la del testicu
lo para producir testosterona, sugiriendo que la funcifn
endbcrina de estos tejidos se desarrolla antes de la di-
ferenciacifn histolSgica y que posiblemente sea regulada

por factores similares durante el desarrollo embrionario.

Todos estos informes de la literatura demuestran la pre-
sencia de la mayorfa de las enzimas necesarias para 1la
biosintesis de las hormonas esteroides con actividad bio
16gica en las génadas fetales de varias especies de ma-
miferos. En las Pigquras 1 y 2 se describen las vias bio

sintéticas que han sido demostradas en ambas g6nadas fe-
tales.

Entre los mamiferos, el equino es una especie en la que
‘¢l desarroilo de las gfnadas fetales es.en todos aspec
tos notablemente diferente. Durante el curso de la ges-
tacifn las th_:adas fetales se hipertrofian exageradamen-
te de tal modo que alrededor de los 220 dfas el ~ de
estos 6rganos es mayor que el de los ovarios de la madre ,
10os cuales a su vez, durante esta etapa involucionan, pe-
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ro una subsecuente regresifn a finales de la gestacifn

hace que al momento del nacimiento las g6nadas sean so-

lo 1/8 del miximo tamafio alcanzado.

La primera mencifn de este hecho la realizf Aristéfteles
en la antiglledad al senalar que en el abdSmen de los fe
tos del caballo se encontraban 4 rifones, ya que por el
tamafio y el aspecto de las gbnadas fetales estas son di
ficilmente identificadas como tales. Posteriormente, en
el siglo XVI en la "Anatcm{a del Caballo” publicada por

Carlos Ruini se hace &nfasis también en la hipertrofia

gonadal en los fatnsg_

Desde el punto de vista hormonal la gestacifn en la yegua
también es diferente a la de otros mamiferos. A partir
del dia 45 existe en el suero de la yegua una harmma con
actividad gonadotrSpica (PMSG), la cual permanece en cir
culacién hasta aproximadamente los 150 dfas de la gesta

cifn, alcanzando sus valores miximos entre los 50 y 80
f22].

Como consecuencia de las altas concentraciones de PMSG,
los ovarios de la yegua presentan un marcado crecimien-
to folicular con frecuentes ovulaciones y formacifn de
cuerpos 16tecs que se mantienen produciendo progesterona

hasta te el dia 100 en que inician su re-
gresibn.




- 14 -

Por otro lado, no existe ninguna relacifn entre la hiper-
troffa de la gbnada fetal y la pr 3uccién de la gonado-

tropina materna ya que cuando la génada alcanza su méxi

madre.

Aun con el empleo de técnicas de bioensayo nc se pudo de
mostrar ninguna evidencia de actividad progestacional ni
andrcgénica en los extractos de grandes cantidades de ova
. rios y testiculos fetales, sin embargo, si se encontré
presente una gran actividad estrogénica en estos mismos
extractos [23]. En el andlisis cromatogrdfico de un ex
tracto de tejido ovirico de un feto de equino de 4

de edad, tampoco se demostr$ la presencia de progestero
na [24]}.

Los estrfgenos mis abundantes en el plasma de la yegua
gestante son estrona, estradiol, equilina y en menor pro
porcidn equilenina, sin embargo, la presencia de estriol
nunca ha podido ser demostrada.

La equilina y equilenina son compuestos arométicos pro-
ducidos exclusivamente por la yegua durante el embarazo
y presentan a diferencia de los estrbgenos clisicos, el
anillo B insaturado con una doble ligadura en el &tomo
de carbbn 7 la equilina y dos dobles ligaduras en po
sicién 6 y 8 en el caso de la equilenina.
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Durante la gestacidén, los estrfgenos presentan una ele-
vacibn en sus niveles plasmiticos a partir del 4° mes,
alcanzando un médximo entre los 150 a 200 difas [25], pe-

riodo que coincide exactamente con la mdxima hipertrofia

de las gbnadas fetales.

Los estrfgenos equinos no se producen en el macho ni en
la hembra no gestante, por 1lo que es posible concluir
que estos compuestos insaturados en el anillo B sean for-

mados por la unidad feto-placenta.

Los estudios realizados por Raeside y sus colaboradores
[26] sobre el posible papel de las g6nadas fetales en la
produccifn de estrbgenos, demostraron que despufs de prac
ticar gonadectomia unilateral en el feto, independiente -
mente de su sexo, los valores de los estrfgenos urinarios
de la madre disminuyen aproximadamente a la mitad en el
dfa siguiente a la operacifn. Cuando la gonadectomia fe
tal fue bilateral, los niveles de estrfgenos descendie-
ron ripidamente en las 48 horas posteriores a la inter-

vencifn y a 8 un alto porcentaje de los embarazos cul-

minaron en abortos inmediatos.

Como el contenido de estrfgenos en el ovario o testicu-

lo fetal no es or que el del higado o rinén [27], se

considera que las gfnadas fetales no son el gitio de for
i6n de estrSgenos sino que al igual que como ocurre
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en el humano, @&stos son sintetizados por la placenta
que tiene una gran cantidad de arc tasas, pero requie-
re de los sistemas enzim&ticos preser‘:es en el feto ya-
que es incapaz de biocsintetizar compuestos C19 (andrége -

nos) que son los precursores inmediatos de los estr8ge-

nos.

Este serfa el mecanismo por el cual se sintetizar&n es-
trégenos como la estrona y el estradiol, sin embargo, los
estrbgenos equinos no se forman a partir de los precur-
sores utilizados en la biosintesis de los estr6gencs cl&-
sicos, sino que existe una via que parte de un paso an-
terior a la formacifén de escualeno y que por lo tanto no
involucra al colesterol como precursor obligatorio se-

gln lo han demostrado los estudios de Bhavnani y Short
[28-31].

Los finicos estudios de biosintesis de esteroi~-
des en las gbnadas fetales equinas se realizaron en tes-
ticulos en la etapa de mayor hipertrofia [32]. En es-
tos experimentos se demostr$ como las g6nadas de un fe-
to masculino de 9 meses poseen los sistemas enzimfticos
necesarios para llevar a cabo la sfntesis “de novo" de
un gran nfmero de esteroides, ya que después de haber in
cubado rebanadas del tejido testicular con acetato de 0

dio 1‘('.! fue posible aislar e identificar ocolesterol 17« -
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OH-progestercna, DHA, testosterona, androstendiona y es

trona.

También en contraste con lo establecido acerca de la di
ferenciacifn sexual de los mamfferos, en las gfinadas mas-
culinas y femeninas del caballo, se observa desde esta-
dios muy tempranos una diferenciacifn masiva de tejidos
esteroidogénicos [33-35]. Recientemente Merchant- Larios
[36] en un estudio muy completo sobre la morfogénesis y
citodiferenciacifn de la gbénada fetal del caballo, in-
form$S como en embricnes de ambos sexos, de 1.5 cm de
largo se inicia el proceso de citodiferenciacifm en 1la
zona MQ compacta de la cresta genital, destacando un
aumento en el nfimero de mitocondrias con crestas tubula
res asf como un r&pido desarrollo .del rgt!cnlo endoplis
mico. Al estudiar embriones de 1.8 cm, se pudo cbser-
var un sequndo estadio de diferenciacifn el cual es apa-
rente en algunas células localizadas en la zona mis pro
funda de la cresta genital (mfdula). En esta etapa, las
mitocondrias aumentan de volumen, las crestas tubulares
se hacen m&s abundantes y el gran desarrollo de las mem-
branas cisternales inicia la formacifn activa del retfi-
culo endoplésmico liso.

En un tercer estadio, observado en embriones de 2 cm,

las células adquieren la estructura tipica de las célu-
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las esteroidogénicas. Aunque este patrén de diferen-
ciacién es el mismo en todos los embriones estudiados,
la distribucidn de las cé&lulas productoras de esteroi-
des varfa segtn la génada. En aquellas identificadas

como testiculos, la médula estS separada del epitelio
superficial por una invasifn de tejido y vasos sanguinecs
Y las células esteroidogénicas siempre se observan sepa
radas de los tGbulos seminiferos. A diferencia de los
testiculos, los ovarios presentan un arreglo diferente de
138 célulias estercidsgSnicac gue ecstan contenidas en un
sistema Gnico de cordones que se hacen m&s evidentes ha
cia la regién cortical, donde se continfan con el epite
lio superficial. En contraste también con el testiculo,
la 1l&mina basal que rodea los cordones se interrumpe con

frecuencia en la regifn medular.

BEn la corteza del ovario, las células somidticas que ro-
dean a las células germinales presentan ya una clara di-
ferenciacifn de células esteroidogénicas.

El siguiente paso en el desarrollc de la gfinada, se cbeer
v6 en el embrifn de 4 cm de largo y estd caracterizado
por un aumemto significativo de la cantidad de tejido co-
nectivo en ambas g8nadas, el cual en el testfculo va a

separar los tBbulos seminfiferos de las cé&lulas de Leydig.
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En el ovario se observa una disgregacifn temporal de la

médula asi como una separacifn dc “initiva de los cordo

nes corticales.

Finalmente, el cambic m&s importante que ocurre en los
embriones de los 7.5 cm en adelante, es el extraordina
rio aumento en la cantidad del tejido esteroidogénico

en el cual los tfibulos seminfferos del testfculo estén
completamente sumergidos, mientras que en el ovario los
cardenee epiteliales que contienen las células germina-

les esté&n restringidos a una capa superficial delgada.
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II. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Siendo el caballo una especie tan pe :liar y habiendo tan
escasa informacién con respecto al desarrcllo de sus g6~
nadas fetales, se disend el presente estudio con el ob-
jeto de comprobar la actividad esteroidogénica presente
tanto en el ovario como en el testiculo del feto desde es
tadios muy tempranos de la diferenciacién gonadal, y es-
tablecer las diferencias tanto cualitativas como cuanti-
tativas en los procesos de biosintesis hormonal en las

gbnadas eguinas de diferente sexo y edad de gestacidn.

El empleo de pregnenolona-35, un precursor de estercides
biolS6gicamente activos, nos permitir§ establecer la pre-
sencia de las actividades enzimiticas en las diferentes
génadas estudiadas.

La demostracifn de que el ovario fetal no es un Srgano pa
sivo desde el punto de vista de la esteroidogénesis du-
rante la etapa fetal, podria cambiar totalmente las teo-
rias tradicionales acerca del papel del testfculo cowo fini
co responsable de la induccifbn de la diferenciacifn feno

tipica en los vertebrados.
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ITI. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL: .

1.

Hormonas Radiactivas.

Se empleb Preénenolona marcada con tritio en el car
bon 7, con una actividad especifica (A.E.}) de 17.2
Curies/mmola, la cual se obtuvo de la Cia. New England
Nuclear de Boston, Massachusets. Esta pregnenclona
radiactiva se repurific6 por particifm cromatogr&fi

ca en papel en el sistema A, el cual se describe en

la Tabla I.

La pureza radiogquimica de este compuesto se estable
cif al recristalizar una alicuota con pregnenclona

pura no radiactiva hasta alcanzar una A.E. constan-

te.
Bormonas no Radiactivas.

Las hormonas esteroides no radiactivas que se utili
zaron fueron: pregnenolona, progesterona, dehidroe-
piandrosterona, androstendiona, testosterona, estro
na y estradiol. Estos compuestos se obtuvieron de
Steraloids Inc. y de Sigma Chemical Co. Todos ellos
se analizaron por espectroscopfia en infrarrojo des-

pués de recristalizarse varias veces en metancl y de
determinar su punto de fusifm.




TABLA I

SITEMAS DE CROMATOGRAFIA DE PARTICION EN PAPEL

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
A LIGROINA: PROPILENGLICOL * 1:1
B TOLUENO : PROPILENGLICOL * 1:1
c HEPTANO : METANOL : AGUA ol 5:4:1
b HEPTANO : BENCENO:METANOL:AGRA ** 6.6:3.3:8::
E ISOOCTANO : TOUUENO:METANCL:AGIA ** 2.5:7.5:8:2

* Sistemas tipo Savard.

** Sistemas tipo Bush.
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Solventes.

Solventes como heptano, tolueno, benceno, metanol,
etanol, diclorometano, cloroformo, propilenglicol y
ligroina (eter de petr8leo 30-60 °C) fueron de gra-

do analftico y se destilaron inmediatamente antes

de usarse.

Reactivos.

Todos los reactivos empleados fueron también de gra

do analftico.

Material Biol8gico.

Se utilizaron las gfnadas de fetos machos y hembras
de equines, en diferentes estadfos de la gestacifm,
los cuales se obtuvieron por medio de laparotomia

practicada a las yequas prefadas inmediatamente des

pugs de ser sacrificadas en un rastro de eqguinos.

El tiempo de la gestacifn se establecif de acuerdo
al tamafio y caracterfisticas de los fetos segtn lo des
crito por Roberts (Tabla I1I).

Los tejidos gonadales se depositaron sobre hielo pa
ra ser tansportados al laboratorio y procesados en

un ti no yor de 60 minutos deepués de haberse
extraido.




TABLA II

RELACION DEL TAMARO Y CARACTERISTICAS FETALES DEL EQUINO CON LA
EGAD GESTACIONAL*

LONGITUD
DIAS DE GESTACION CABEZA - ANCA CARACTERISTICAS DEL FETO
(cm)

APARICION DE LAS EXTREMIDA-
30 0.9 - 1.0 DES. SE HACEN APARENTES -~
LOS OJOS Y LA BOCA,

_ APARECEN LOS PARPADOS Y
>0 3.0 3.3 LAS OREJAS.

LAS PEZURAS. |

120 15 - 20 FORMACION DE LOS GENITALES
. EXTERNOS. ESCROTO VACIO .

_ CRECIMIENTO DEL PELO DE LA
240 60 80 CRIN Y LA COLA.

CUERPO TOTALMENTE CUBIERTO
_ POR EL PELO CON SU COLOR
330 100 - 150 DEFINITIVO. DESCIENDEN -
LOS TESTICULOS.

* Tomado de: Veterinary Obstetrics and Genital Diseases.
Roberts, S.J. Edward, Bros. Eds. Nueva York
1971, p. 27.
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METODOS :

1.

Preparacifn e Incubacifn de los= Tejidos.

Las gonadas fetales femeninas y masculinas se pesa-
ron en una electrobalanza Mettler Modelo S6. De las
gbnadas de los fetos mayores se tom$ s8lamente una
porcifn de aproximadamente 5g mientras que las més
pegquelias se utilizaron completas procediendo a pre-
parar e incubar los tejidos como a continuacifn se

describe:

Los tejidos gonadales se fragmentaron finamente por
medio de una tijera, de este modo, al mismo tiempo
que se mantiene la integridad celular se aumenta la
superficie de exposicifn al medio de incubacibn. Du
rante todo este proceso, los tejidos se mantuvieron

2 una temperatura de 4 °C con objeto de preservar la

actividad enzimftica.

Los fragmentos tisulares se colocaron en matraces
Erlenmayer de 25 ml, los cuales contenfan 5 uCi de

la pregnenolona-3n a dos diferentes concentraciones:

0.05 aM & 0.5 pM en soluci6n de Krebs-Ringer de fos
fatos a un pH de 7.4 en un wlumen final de 5 ml No
se emplearon coenzimas y los controles del experimen-
to coatenian todos los el tos descritos menos el
tejido (Tabla III).



TABLA III

DATOS FETALES Y EXPERIMENTALES

Longitud Bdad Peso de la Peso del Pregnenclona-38
"P‘;i"““' Sexo | . heza-Ancas | Estimada G6nada Tejido Incubado | Incubsda 5 yCi
. Petal | """ em) {dfas) (g) (3) (0
1 $ 11 90 0.10 0.10 0.05
2 $ 80 270 18.95 4.49 0.05
3 e 75 260 23.58 i.81 6.05
4 o' 80 270 22.45 4.87 0.05
5 3 11 90 0.10 0.10 5.50
6 $ 80 270 18.99 6.28 0.50
7 o 75 260 22.60 5.87 0.50
8 ' 80 270 21.49 5.44 0.50
- —




La incubacifn se llevé a cabo en un incubador meta-
b8lico Dubnoff Modelo MFG, con agitacifn constante,
a 37.5 °C por 3 horas y con una atmSsfera de oxige;
no (95%) y bibxido de carbono (5%). Una vez finali
zado el tiempo de la incubacifn y con objeto de pa-
rar la actividad enzimitica se agregaron a cada ma-
traz 5 ml de diclorometano saturado con agua y se
congeld posteriormente el sistema en un bafio de hie
lo seco y acetona. Los matraces gse mantuviercon en
congelacitn hasta el momento de homogeneizar los te

jidos, para lo cual se emplearon homogeneizadores de

vidrio de tipo Potter-Elvehjem.

Extraccifn, Purificacifn e Identificacifn de los Me

tabolitos Radiactivos.

Los tabolitos radiactivos formsados durante la in-
cubacifn se extrajeron de los tejidos homogenejiza-
dos ante una particifn con 30 ml de diclorometa
no saturado con aqua en tubos de centrifuga de fondo
redondo de 50 ml y con tapSn esmerilado, repitiendo
el proceso por 5 veces. La fase orgdnica (dicloro-
metanc) se colectf en matraces de fondo redondo hacifn-
dola pasar a trav€s de sulfato de sodio anhidro con
objeto de eliminar el agua presente. Una vez termi-

nadas las extracciones, el solvente orgdnico se eva

vorS a sequedad por medio de un evaporador rotatcorio
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con vacfo Bfichi modelo R/A. Bl extracto seco se re-
disolvi6 en 10 ml de metanol y se tomaron alfcuotas
por triplicado de 1/200 del volumen, para determinar
T8l -gontenido de tritio en un Espectrfmetro de Cente
lleo Lfquido, Packard Modelo 2660. Cada alicuota se
disolvié en 10 ml de una sclucién de centelleo, la
cual se prepar$ con 49 de PPO {2,5-difenil-oxazol) y
200 de dimetil-Toror (1,4-bis-2(4-metil-5-fenil-
oxazolil) ~benceno) disueltos en 1000 ml de tolueno de

grado de centelleo.

De la fase acuosa se tom$ una alicuota de 1/10 del
volumen, la cual se incorporf6 a 10 ml de una solu -
cifn de Instagel (Packard Instrument Co. Inc.) que es
una -ézcla especial capaz de incorporar agua al sis-

tema de centelleo.

Para todas las muestras en las que se cuantifics el
contenido de tritio se utilizaron tubos especiales
de vidrio con bajo contenido de ‘OK Ya que este radio~
nfclido tiene una energia s ‘lar a la del tritiolo
cual inc ariz las cuentas de fondo. El tiempo
en gus se contaron las muestras fue el adecuado pa-

ra asegurar un error no mayor del 5%.

Con el cbjeto de separar los lfpidos que pudieran in-
terferir posterjiormente en los procesos de purifica
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cién de los esteroides radiactivos formados, los ex
tractos orgidnicos fueron disueltos en 5 ml de meta-
nol acuoso (90%) saturado con heptano y reextrafdos
por 3 veces con un volumen igual de heptano satura-

do a su vez con metanol acuoso.

Nuevamente después de esta particifn se tomaron ali
cuotas de cada fase (1/200) para determinar el conte-

nido de radiactividad en cada una de ellas.

El método empleado para la purificacién e identifi-
cacifn de cada uno de los metabolitos radiactivos for
mados fue el de dilucibn isotSpica, el cual incluy6:
dilucibn de la actividad especifica, determinacién

de la movilidad cromatogrdfica, por lo menos en 2 sis
temas diferentes de cromatograffa de partici6n enpa
pel y recristalizaciones sucesivas hasta demostrar

una actividad espec{fica constante.

A continuacifn se describirin en detalle cada uw de

los procesos mencionados.

A. Dilucifn de la Actividad Especifica.

La actividad especifica de un compuesto marcado
isotSpicamente, se define como la cantidad de ra

diactividad por unidad de masa.
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Por lo tanto y de acuerdo a las concentraciones
de la pregnenolona—3a empleada como precursor en
estos estudios biosintéticos, los productos me-
tabb6licos obtenidos poseen una masa insignifi-
cante que se encuentra en el crden de los pico~
gramos, siendo imposible el empleo de las técni
cas habituales para establecer su estructura quimi
ca, por lo cual, se utilizaron m&tods indirectos
como es la dilucibn de la actividad especffica
original, agregando cierta cantidad de estervides
no radiocactivos que servir&n también como aca-

rreadores especificos de los diferentes compues-

tos formados.

El aumento en la masa nos permitié localizar a
los metabolitos no s6lo por la deteccibn de 1la
radiactividad, sino también por reacciones de al
gunos de los grupos funcionales caracteristicoes
con reactivos espec{ficos o bien por algunas mo
piedades fisicas como es la absorcién de luz ul

travioleta.

La dilucibn de la actividad especifica de los
metabolitos radiactivos presentes en los extrac-
tos metanSlicos libres de lfpidos se realiz5 agre-

gando 200 P9 de cada uno de los siquientes este-




roides no radiactivos: pregnenolona, progeste-
rona, dehidroepiandrosterona, androstendiona,

testosterona, estrona y estradiol.

Determinacién de la Movilidad Cromatogréfica.

El método de cromatograffa de particifn en papel
que se basa en la distribucifn del esteroide en
relacién con su coeficiente de particifn en dos
fases formadas por solventes no miscibles y de

diferente polaridad, fue el gque se emplef en el

presente trabajo parz scparsr y purificar

I P e s e na -~

cla de los metabolitos esteroides obtenidos de

pués de la jincubacibn.

|

Los sistemas cromatogr&ficos utiliizados Iue

L]

disefiados por Bush [37] y Savard [38] y se des-
criben en la Tabla I. El primero de ellos, em—
plea en la constitucifn de la fase fija o esta-
cionaria solventes muy polares y volitiles, de
modo gque la impregnaci6n del papel con esta fa-
se se realiza dentro de la a de cromatogra
ffa. En cambio, los sistemas de Savard difieren
en que en la fase estacionaria se utiliza un sol
vente de alta polaridad pero no vol&til es
el propilenglicol, por lo cual es necesario im-
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pregnar el papel con la fase fija introducién-
doio en una mezcla de propilenglicol: metanol

(1:1) antes de aplicar la muestra.

La movilidad cromatogréfica de los diferentes es-
teroides se expresa en términos de RT que puede
definirse comc la dj:stancia en centi{metros re-
corridos en el papel por el compuesto al £final

del proceso, entre el nfimero de horas en que éste

se llev6 a cabo.

Otra forma de expresifn de la movilidad es el
valor de RE‘ que representa los centimetros reco
rridos en el papel por el esteroide, entre los

centimetros recorridos por la fase mfvil.

Tanto los valores de R, como de R, son especifi
cos y constantes para cada esteroides en un sis
tema determinado, por lo cual son datos que por
s{ solos pueden arientarnos en la identificacién

de la estructura quimica de la molécula en estu
dio.

El extracto metanflico libre de 1ipidos se cro-
matografi6 en diversos sis de solventes pa
ra separar y purificar cada uno de los productos
£ en la incubacifn. Para todas las cro-
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matografias se utilizé papel filtro Watman RNo. 1,
previamente lavado durante 48 horas con una mez-
cla de benceno/mstanol 1:1. Al no ser posible
disponer de un cuarto santenido a temperatura
constante, para poder controlar el tiempo del de
sarrcllo de las diversas cromatografias, se uti-

1i26 como referencia a cada lado del cromatogra-

ma de papel, el colorante l-metilamino-4-aminc-
antraquinona (F-11) el cual tiene la particula-
ridad de descomponerse en 4 diferentes colores
que en orden de polaridad decrsciente son: Mora
do, azfll violaceo, rosa y azfl claro (39]. Tam-
bién se utilizaron como referencia en cada pro-
ceso de cromatograffa, 100 pg de los diversos
esteroides no radiactivos. La localizacifn en
el papel de los diferentes metabolitos radiactives
se efectud por wmwedio de un radiocromatfSgrafo

Scanmner Modeln 72081 d= Packard Instrument Co.

Los esteroides no radiactivos agregados al ex-
tracto inicial y los utilizados como referencia

se identificaron por medio de las siguientes re-
scciones de color:

a) Megceibn de 3 . El reactivo descrito




b)

c)

d)

por finmermann para identificar funciones cet&~
nicas especificamente en el carbSn 17, esta cons-
tituido por una mezcla de partes iquales de so-
luciones metanflicas de m—dinitro benceno e hi-
dréxido de potasio. Este reactivo produce una

coloracifn violeta caracterfstica ({40].

Reaccifn con Acido Fosfomolibdico. La pregneno

lona fue identificada con una solucién prepara-
da con &cido fosfomolfibdico en metanol, con la
cual produce un color ver’de al ser calentada a

80 °*C {[41].

Reaccifn con HAIN. La presencia de un grupoA‘

3=0, se manifest§ por el desarrollo de umna colo
racifn illa intensa en contacto con la hi-
dragida del &cido isonicotinico (HAIN) en meta-
nol y en presencia de &cido clorhidrico concen-

trado [42].

Reaccibn con AzGl de Turnbull. Bl anillo A con
estructura fenflica de los estrfgenos, -eaccio-
na con el azfl de Turnbull (ferricianuro férri-
co) produciendo una coloracifin azdl estable en
presencia de &cido clorhidrico IN [431.




e)

€
-

- 32 -

Absorci6n de Luz Ultravioleta. Una funcién A‘-

3-cetona le confiere a la molécula esteroide la
capacidad de absorver la luz ultravioleta de uma
longitud de onda de 250 nm, propiedad ffsica que
se utiliza para identificar esteroides con este

tipo de estructura [44].

Racuperacifin de los Roteroides de los Cromatogramms.

Una vez localizados en las tiras cromatogrdficas
los esteroides, tanto por reaccion.es de color,
absorcifn de luz ultravicleta y deteccifn de ra-
diactividad, se cortarou las zonas correspodien
tes, las cuales se eluyeron con metanol que es
un solvente capaz de disolver a todos los este-
roides y con 21 que se obtienen recuperaciomnes

de un 100%. Posteriormente, el mstanol se eva-

por§ a sequedad en un evaporador rotatorio con

vacio.

De estos extractos se tomaron alfcuotas apropia
das para medir radiactividad y terlos

a una nuseva cr tografia o -recristalizarlos a
actividad especffica constante,

paso final.
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de Purega inica.

LA estructura qu ca de los metabolitos radiac
tivos aislados y purificados por cromatografia,
ss sstablecit al agregar una cantidad extra del
esteroide no marcado para poder recristalizarlo va
rias veces, hasta obtener una acti..vidad
ca constante, tanto en los cristales como en las
aguas madres, lo cunal indic6 que la estructura
del sto agregado era iqual a la del com-
puesto radiactivo, ya que 1o que en realidad es
8 reaiizando era una dilucién Ge la acti-

vidad especifica original.

ILa determinacitn de la A.E. se obtuvo tomando

una alficuota de aoroximadamente i , tanto de
108 cristales como de las aguas madres (previa-
mente secadas) y pesindola exactamente en una
electrobalanza Cahn, modelo G-2, calilwada 2l
El contenido de la radiactividad de cada alfcuo
ta pesada se obtuvo al disolverla en 10 ml de 1a
solucifn de centelleo y contarla durante un

po adecuado en el espectrfmstro 1f-
quido.
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IV. RESULTADOS

Después de haber sometido los homogeneizados de los te-
jidos a un proceso repetido de extraccién, se cbhwieron
dos fracciones: la fraccifm orgdnica (diclorometanc) y

la fracci6a acuosa (Figura 3).

En la fraccibn orgénica se encontrdf el 98% de la radiac
tividad incubada que correspondif a compuestos no este-
rificados (esterocides libres), en cambio, en la fraccifn
acuosa en la que se encuentran esteroides de alta pola-
ridad (conjugados), solo se cbtuve un 2% de la radiacti
vidad inicial (Tabla 1IV).

La fraccifn orgénica libre de lipidos, después de la par
ticifin antrs hentano v metanol acuoso, cotsnia un 78% del
tritio. A los extractos de diclorometano de las g6na-
das correspondientes a los fetos de menor edad, no fué
necesario terlos a esta filtima particifn debido a su
escaso contenido de 1{pidos (Tabla IV)}.

La fracciSn ds “"esteroides libres® se cromatografif en
el sistema A (Figura 3) durante 57 horas, localizéndose 4
sonas radiactivas en el cr tograma. En el goteo colec
tado se sncontrd también una cantidad rtante de ra-
diactividad que corresponde a los esteroides de poca
polaridad.



TABLA IV

CONTENIDO DE RADIACTIVIDAD EN LAS DIFERENTES FPRACCIONES

)
m.:"“ P. Orednica | F. Acuosa | P. Beptano | P. Metanol
1 98.1 1.3 - -

2 97.3 1.8 13.9 81.3
3 96.7 2.3 17.4 78.6
s 97.4 2.0 12.8 83.4
s 96.6 2.1 - -
¢ 9%.8 1.7 19.6 73.0
? 97.0 1.7 15.4 .
s 9.5 1 a 19.;__ B .
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Zona 1. Esta zona que fué la mis polar, con un Ry, de
0.06, correspondi8 a la zona en que fueron localizados
por medio del reactivo de az@l de Turnbull los acarrea -
dores de estrona y estradiol. Después de eluirla y de-
terminar su contenido de tritio, se recromatografif en el
sistema E (Tabla I) en el cual presentf un R, (0.10;, di-
ferente al estradiol (0.15) y estrona (0.53). No se rea
lizaron intentos posteriores para establecer la estructu

ra de esta zona debido a su bajo contenido de radiactivi
&d.

Zona 2. La zona con una movilidad cromatogr&fica idén-
tica al acarreador de testosterona (R, 0.20), se identi-
fic6 tanto por su absorci6m de luz ultravioleta como por
el desarrollo de una coloracibn illa intensa con el
reactivo de HAIN. Después de cuantificar ia radiactivi-
dad presente, se recromatografif en el sistema B frabla 1),
en el cual volvi6 a coincidir exactamente con la testos-

terona no marcada, calculindose un Rp de 0.76 para ambos.

Con estas evidencias sobre la naturaleza de la estructu-
ra quimica del compuesto presente en esta zona, se tomS
una alfcuota, a la cual se agregS una cantidad tal de tes
tosterona no radiactiva para obtener una provorcifn dpm/

apropiada y realizar recristalizaciones sucesivas enme-
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tanol, hasta obtener una actividad especifica constante
igual en los cristales y en las aguas madres. Los re-
sultados de las cristalizaciones de la testosterona-3ﬂ

aislada en los 8 experimentos se observan en la Tabla V.

Zona 3. Esta zona radiactiva, con un R, de 0.39, presen
t6 la misma movilidad que la dehidroepiandrosterona
"fria" la cual, con el reactivo de Zimmermann, desarrolld
la coloracifn violeta caracteristica de los compuestos

esteroides con un grupo cet8nico en el carbfémn 17.

La jdentificacifén de esta zona se llevd a cabo al recro~
matografiarla en el sistema D (Tabla I), en donde ex-
hibi% un R, de 0.51 idéntico al establecido en este sig
tema para la dehidroepiandrosterona. Por las recristali
zaciones sucesivas de una alfcuota con DHA no radiacti-
va, se estableci$ definitivamente la estructura quimica
de este metabolito tritiado. Los datos de las recris-

talizaciones se muestran en la Tabla VI.

Zona 4. La movilidad de la radiactividad presente en

esta zona, con un R, de 0.66 y su posterior cruomatograffa
en el sistema C (Tabla I), en donde se establecil un R,

de 0.46, indic8 que el compuesto aislado corresponde a

3

1a pregnenoclona-"H no metabolizada, por lo gque no se oon

siderf de interés su recristalizacifn.




TABLA V

PURBZA RADIOQUIMICA DE LA TESTOSTERONA-3H
AISLADA DE ILOS EXPERIMENTOS
Experimento Cristales Aguas Madres
No. dpm~3H/mg dpm~-3H/mg

323 464
1 399 428
306 383
622 995
2 684 710
672 682
942 - 9865
3 948 903
864 898

224 258
4 176 181
173 179
1921 2306
5 1996 2118
1982 2004
628 977
6 667 703
622 677
769 927
7 733 812
713 731
506 520

8 459 51
456 492




TABLA VI

PUREZA RADIOQUIMICA DE LA DBHIDROBPIANDROSTERORA-3B
AISLADA DE LOS EXPERIMENTOS

Experimento Cristales Aguas _Madres
Bo. dpm-3B/mg dpm-30/mg
1899 2355
1 1981 1949
1995 1955
1536 1570
2 1420 1429
1418 1422
1273 1412
3 1256 1333
1370 1340
1938 1812
4 1948 1889
1917 1994
1757 2340
5 1747 1695
1774 1772
1826 2034
6 1843 1853
1859 1894
1810 1872
7 1941 1799
1876 1899
1194 1328
8 1187 1271
1292 1311
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Goteo. Los metabolitos tritiados poco polares formados
durante la incubacifn y presentes en el goteo de 57 ho-
ras, se separaron por cromatograffia en el sistema C (Ta
bla I), encontrSndose dos zonas radiactivas bien defini-
das: 1la zona mis polar que coincidif con el acarreador
de androstendiona localizado por reaccin de Iimmermann,
HAIK y absorcifn de ultravioleta, presentf wmn R, de 0.25.
La recristalizacifa de uma aifcuota del contenido de es
ta zona con androstendiona pura no radiactiva se mues -
tra en la Tabla VII, con excepcifn del experimento 3 cu
yo escaso contenido de radiactividad no permiti6 reali-

zar el procedimiento de recristalizacifn.

La zona menos polar, c¢con un Rp de 0.54, se identifict co-

progesterona exclusivamente en base a su movilidad

togréfica y por las reacciones de color y absorcifn

‘g;»l:tfav’iolcta de su acarreador, ya que no fue posible

recristalizarla en virtud de la poca radiactividad pre
sents.

La conversifn Ge ia prognenolona—an a los metabolitos ra-

diactivos identificados dshidroepiandrosterona, m-
drostendiona y testosterona se muestran em la VIII,
Y ootd expresada pi  las/g da tejido y picomolas/

génada.




TABLA VII

PUREZA RADIOQUIMICA DE ANDROSTENDIONA-3H
AISLADA DE LOS EXPERIMERTOS

Experimento Cristales Aquas Madres
No. dpm=-3H/mg dpm-38/mg

541 775

1 690 702
690 682

2 o -
360 385

3 301 392
314 334
1020 1137

4 1056 1146
961 1102
1307 1412
5 1397 1400
1384 1396
119 165
6 122 147
138 132
1238 1367

7 1217 1301
1272 1291
740 650
8 654 680
616 650




TABLA VIII

METABOLITOS RADIOQUIMICAMENTE PUROS FORMADOS DURAN

LA INCUBACION DE
GONADAS FETALES DE EQUINO CON PREGNENOLONA--H

Dehidroepiandrosterona Androstendiona Testosterona
Exper imento

Ro. pa/g Tejido | pm/G6nada | pm/g Tejido | pm/Génada pm/g Tejido | pm/Génada
1 740.0 78.5 5.1 0.6 2.8 0.3
2 4.3 81.2 - - 0.2 2.8
3 2.6 57.2 0.3 6.6 0.2 4.3
4 4.3 92,2 0.2 4.3 0.1 1.9
5 4800.0 480.0 185.0 18.5 600.0 60.0
6 17.5 332.3 0.4 6.5 0.7 13.0
7 17.9 404.0 1.9 42.3 0.6 12.5
8 9.2 197.4 0.8 17.9 0.8 16.1




Estos valores de conversidn se obtuvieron de las recris
talizaciones, tinlicando el valor promedio de la A.E.
por los mg de sto "frfo" agregados al inicio de es-
te proceso y por la cantidad total de radiactividad pre-

sente en la zona correspondiente, en la Gltima cromato-
qraffa.

Como puede verse en la Tabla VIII, no existen diferencias

~tantes en la conversiSn a metabolitos de 19 &tomos
de carbln entre el ovario y el testiculo fetales cuando
se expresaron los resultados en piccmlu.lg&;ada para ca-
da concentracifn del substrato incubado (0.05 y 0.5 uM).
Sin embargo, los valores de conversifm fueron sxignifica -
ti mis altos en los ovarios de los fetos mSs 6~
venes cuando se expresan picomolas/g de tejido (Ex-
per 1y5).
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la
capacidad de las gfnadas fetales equinas para biotrans-
formar in vitro pregnenolona isotSpicamente marcada con
tritio en dehidroepiandrosterona-3ﬂ, androstendiona-3 H
}'4 testosterona-3H radioquimicamente puras. Estos hallaz
gos dan evidencia de la presencia de 3 f -ol deshidrogena-
sa, A 4_AS-isomerasa, 17« -hidroxilasa, 17-20-desmola-
sa y 178 ~oxido~reductasa tanto en el ovario como en el

testiculo del caballo a diferentes estadfos de la gesta
cibn.

Debe sefialarse que esta evidencia de la formacifn de an
drSgenos con actividad biolSgica, particularmente testos
terona, por el ovario fetal equino, constituye la prime
ra demostracifn en mamfferos de que la gfnada femenina
es capaz durante la vida intruaterina de biosintetizar
hormonas androgénicas. Las vias metabflicas utilizadas
por el ovario fetal equino para formar testosteroma a
partir de pregnenolona, fueron tanto la ruta de los com
puestos A4 como de los AS.

En efecto, se lograron identificar 2 compuestos interme
djiarios son la dehidroepiandrosterona y la andros-
tendiona, poniendo de manifiesto que las rutas metabSli
cas operantes fueron las siguientes:
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a): Pregnenolona.——» 17(~CH pregnenclona ——3 dehidroepiandrog-
terona—- » androstendiona — 3 testosterona (via de los A°>)

y

b): Pregnenclona——3 progesterona ——»176(-CH progesterona —»
androstendiona— 5 testosterona. (via de los A4Y) (Fiqura 4).

La incapacidad para identificar tanto a la 17k -OB preg-
nenolona como a la 17X -OH progesterona como metabclitos
intermediarios. se explica por la gran eficiencia de 1la
17.20-desmolasa, que al romper la cadena lateral de los
compuestos C-21, 17« -hidrexilados, los convierte en com
puestos C-19 con la estructura A5-3ﬂ-03 o] A‘-B-o-— coO-
rrespondientes como ha sido demostrado en otros Srganos

productores de hormonas esteroides.

Es de gran interés por otra parte, el sefialar la adecua-
da correlacifn existente entre los hallazgos ultraestruc
turales y funcionales de la gfnada fetal equina. En efec-
to el ovario fetal a una edad muy temprana de la gesta-
cifn (decimoprimera semana) muestra al ser estudiado om
el microscopio electrfénico, que posee los organelos in-
tracelulares con el aspecto morfol6gico requerido para
efectuar la biosintesis de hormonas esteroides y por o-
tra parte posee los sistemas enzimfticos requeridos para
este proceso biosintético. Por otra parte, los estudios
fol8gico en una etapa avanzada de 1la gesta -
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¢ifén (trigesima semana), demuestran un incremento sig-
nificativo en el incremento citopl&smico de lisoscmas
en la gbénada femenina fetal, hallazgo que correlaciona

con la demostracifn de una disminucién en la actividad

biosintética.

Por otra parte los resultados de este estudio confirman
y extienden observaciones previas que demostraron que el
testfculo fetal equino es capaz de biosintetizar testos
terona. De interés sin embargo, fué el hallazgo de que
la ruta biosintética de andrf6gencos en el tgst!culo fe-
tal es similar a la encontrada en el ovario, siendo la

diferencia Gnicamente cuantitativa.

Bl significado biolSgico de nuestros hallazgos resideen
la acién de que no sSlamente el testiculo equino
durante la vida intrauterina participa en la regulacifn
endScrina de la gestacifa a través de la biosintesis de
hormonas esteroides con actividad biolSgica, sino que -
tambifn la gfnada fetal femenina participa en una forma
activa en este proceso reguiatorio. FPuede por lo tanto
postularse a partir de estas observaciones, que el ova-
rio fetal al menos en esta especie, contribuye con hor-
monas esteroides adecuadas a la poza ds la pla
centa, ya que este Srgano transitorio no tiene la capa-
cidad de biosintetizar de novo hormonas esteroides. Por
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otra parte estos hallazgos permiien explicar satisfacto
riamente la interrupcifn de la gestacién en el caballo

que se observa después de ooforectomfa bilateral en el
feto.

Finalmente, este estudio apoya el concepto sugerido en
otras especies, de que el ovario fetal de los mamiferos
puede jugar algin papel en la construccién del fenoti-
po femenino. La magnitud de tal papel deberd ser deli-

neado en estudios subsecuentes.




CONCLUSIONES FINALES

Las conclusiones finales obtenidas en este estudio son

las siguientes:

I.

II.

III.

Se demostrf por primera vez en el ovario fetal equi
no la hiosintesis in vitro de testosterona a partir
de pregnenolona en diferentes estadios de ia gesta-
cifén, infiriendo la presencia de 3 ﬂ -ol-deshidroge-
nasa, A Y- A3-isomerasa, 17s -hidroxilasa, 17,20-
desmolasa y 17{9-oxido-raductnsa.

‘Se confirmf y se amplil la demostracifn de McArthur

[32] de que el testiculo fetal equino es capaz de
biosintetizar testosterona y que la ruta biosintéti
ca es lar en gO6nadas.

‘Se postula en base de estas observaciones que el ova

rio fetal de esta especie contribuye a la regqulacifn
endScrina de la gestacifn y se sugiere gue puede ju

gar algfin papel en el desarrollo del fenotipo feme-~
nino.
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