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RESUHEN

Se estudirron laa oaracteristioas astercldogéniaas de
las pobluciones calulares de! ovario pretolicular sn diatin-
tas otapas de desarrolloc (reocidn naglido y fetal), toaando
cumo acdaleos a! pollo y al bovino, respectivamente. En »)

modeln dal pollo reoldn nacido, se dicsgregaron las ochlulas

de) ovario funoionml (izquierdo) mediante oxposicidn a la
tripsina duranta variow tiowpos. La suspensidn celular obte-
nida a los 30 minutos fug la que presentsd payeor actividad
ostercidogéenica, ovaluada por |a seorsoibn bhasnl de testos-
terona y 178-estradio! smediante radioinmuncanalisis (RIA).
Eats suspensidn celular fue asopaetida » un gradiente de den-
sidad con metrizmaida (0-30%), resultando cinco fracclones
colularss, denoninadas [1~V], Mediante aste procedinmtianto
fue posible Ia identificaclion de dos poblaciones celulares,
responuables de !a  producoidn de andrbgenos y estrbgencs.
Todas las poblacionsr alsladas respondieron, sungue de
annaras diferente, &' s&otimulo por hia, {ndicando ia
presencia de receptorva furcionazloes pars vata gonadotroplne.

En sl modwlo ftete! de bovino, e estudld Ja capacidad
veteroidogdnica de la cortezza y mbdula oviricas. Para lograr
lo sntericr, ¢ seoparsron la cortoza de la mddula y poste-
riocrasents ne disgroeogeron lanm odlulsas correvpondienter & cada
regidn, wediante la waposioidn durante 15 minutos a la trip-
sina, Subzecusntemente, las wsuspensiones celulares obtenldas
por ente procedimiento fueron estudiadas en su  capacldad
parn netabolizar precursoren assteroldeos rediocactivos: tes-
tosterona, androstenedions, dehldroepiandrosterona vy pregne-
nalona. Los metebolitos radiactivos nos indicaron Ia actl-
vidad de lae enziman {nvolucradns, que por e) dliseno dsl
presente wstudic correspondleron « ia 3@-HSD, Y7B-HSD vy
arcastaon. Para cada regidn ovarlos, s aotlvidead enzimhtica
fue corregida por el ntmerc de cblulas y expresads en fun-
clén de la wdad gestacional (o longitud C-H). Adicio-
nalmente, sa investigd la looalizecibn overice de la sctivi-
dad de & 38-HSD, madiante roeacocléin histoqulmiosa utilizandu
como precursor & lo dshidroepiandrosterona. Los resultados
mowtraron gque la actividad de aromatasa estuvo preeents =n
anbag regionas, observhndose un llgero predominio on 1a me-
dula. Por otra parte, las motividedes de ls 17A-HGD y 3B-HSD
nostraron un claro predomlinio en la reglibn suduler, indican-
do que la distribuclion de Ilas onzimes evtudiadas ne fus  ho-
wogbnea. La remocibn histoquinios pars la Jp-HSD fue
looalizada en Ia mnmbdula yuxtacortical, confirmando Jos
resultadns obtenidos con pracursores mercados.

l.os resultados obtenidos en ambas especios indican la
exigtencip en @l ovaria prefolicular de paoblacicones celula-
res con capacidades estsroldogénicas diferentes, y propor-
cionan Ias priperas evidenocias de que la coopwracidn celular
en la esteroidogénasis es observable desde etapas tempranas
del desarrollo,



PROLOGO

El Interés on conocer |a relacidn entre la astructura y
la funcidn de las gonadps fetales ha conducido & un =mejor
antendiniento de la Fisiologla y Patologla de estos tejidow.
Ho cbstante, Is sintesis de estarcides por el ovario fstal
ha recibido poca atencidn, debido a que ase agonsideraba quoe
wate taltdo ara lnectivo durante las primeras stapss  dal
deanreroltla, poc lo que 6u axtirpacton no resul tube
importante para i apsariencis fenotipica fezenina.

Aungue estudios reclentes hen demostrado wn varias
aspacios que o) ovario ftets! we capnz de produoir estrdgenos
dusde wl nmoeanto de la difersnotaclép morfoldgica de  la
gonada, o! papel fisloldgioco de westos osteroidoes atn no  ha
uido aclaredo.

Da lan wspecies en las que moe ha demoutrado |a aintesis
de eatrdgenocs por el ovaric en desarrolln, llaman la
atencidn el pollo rescidn nacido y ol feto de boving, debido
8 que un el prinerc exiete una mctividad esteroldogénics
intensa y relatlivamante canstante, mientrae qus an 4!
segundo, le socrecibn del 178-estradiol gaur e
trancitoriamente durante el periodo da diferenctncibn
morfoldgica, acompabade bsta, del creoimiento de s vortozs
y la involucion relativa de la zéduls ovarica.

Por otro lado, aungua s¢ ha observado que en s

eataroidogénenis por ! ovario aduilto oourre ia ocoopersoibdn



celular, no existan trabsjos sn preparscionas de ovaric
prefolicular que suestren esa cooparaclén,

Por tal motivo, =#n 6l prasante trabajo sre sstudid |a
sintesis de los ssteroides por Jjas chlulas ovaricas del
pollo recidén nacldo y del fsto bovino, deacstrindose Il»
participaclon de diferentes tipos celulares en el procesc
sgtercidogénico, Jlo cual representa ls primara avidenocia de

cooperacion ceiular por s} ovarioc en desarsollo,



INTRODUCC I1ON

El ovario, al igual que e! testiculo, desempehs dos
funciones praincipales, asonocisles para ia reproducclon vy

supervivencia Jda laa sspecios: la forsacidn y manduracidn de

ias célulag gormineles (gamrutogknesis} y Ila produccidn ds
horzocnas saxuales {aptoroldogénesie). En 1 3 etapa
raprodustiva, ies hormonas gsecratades por lap sOnedus

inducsn y  2antienen & apartoldn de ies caracteristlcag
gexumlies pocundariags, itip‘ces do {a edod adulta, e8! souc ia
pparicitn del clelo ovariocos an 1a  hweebre. Lee  prinaipalios
unicdacers funcieneles dai ovarto eon las folicutos., Ceda uno
de bytos proporcions el sictean d2 apoyo pars que s cbiule
geroinal femenine (el ovoolic) a .once U meximp potesncial,
la cual  al univse con uie chluls germinal wmasculina (el
espermatozoide), genera un embridn capaz dv desarrollarse
coupletabmente, conduciende al naclimionto de un producto
noreal (1.

Les c@iulas somdticas del follculo, le proporcionan &l
ovoclto las suntenciae nutritivas, neceseriag poare pu

crocimslente. Loy ciulaus follculares pueden wctuar &obirs i

dusarrollo vy o! destino da loe avocltoa, oudlante
modiflcaciones del micrormiblente internc del tollcula.
Ademds, algunas o%lulas especializadas de s granujosa

{ckiulas de | eumlus gofgorug?, wsthn acopladas

BRetabd|jicaoents ontre ellas y Ia chlula gerninal, & travis

de untones intercelulares cosunicantes, amsdimnte lan cuales,



las austancias nutritivas y las moldculas reguladoras son
liberadas directanente en el ovoplasas (2,3,

De los productos secretados por el follculo, los awsjor
conccidos y caracterizados son las horaonas esteroides. Loa
estarotdes foliculares reaifirzan un gran ntwero de funcliones
ilaportantes, relacionadas con |Ia raproducclisdn,. Estas
sustancias funcicnan coao hormonas on el asentidoe “clikgico™,
#% ducir, son trensportadses por l& circulacion a una gran
var{iadad de tejlidca bisnoo, qus comprenden no HSlo  al
sletesr reproductor, sino tamblién olros Organos y slatedas,
fncluyendo &« sinstenn nerviosec contral, »! pistomu
auaculoosqueletico, al sivtaws cardiovascular, al pistaca

inuune, al higado vy a los telideos adiposo y cutdneo.

Los efectos de los esteroides sobre al proceso
reproductor guelan ejercerzes o wuy diferantas niveles, Por
ejeaplo, un el carsbro c¢ontrolan que &l comportamioento

sexual asegure @l que las herbras sesn capaces de aparearse
oen el momunto de¢ la ovulacion, Las accionss en ¢l muUsculo vy
fos cilios del oviducto perniten que el cosplejo cupulum-
ovoclte ssa tomado por la flmbris ductal y permanezcs on e
sltic do Ia fert!lizacidn, atentres que, al mismo tienpo,
ayudan an el transporte del espercatozolide 2 eose sitlao,

Los esteroides inducen, tambidn, jos cenmb ios
endometriales ssoclimdos con Ia implantacién del embridn en
degarrollo, santeniendo «! wembarazoc una vezr que g8 has
sstablecido y, al final de éste, participan en la libaracidn

del producto a término.



Adesss de actuar ocomc hormonas en sstructuras lajanas
ai ovario, los esteroides ovaricos tambidn actéan localuente
dentro de los follculos que las producen, tantc oomo
aoduladores parbdorinos de (as células adyaoentes, cono
agentes autderinos en las céiulas que las producen.

Los esteroldes formados por las celulas de la granulosa
pusden afectar el patrdn secretorio de las chlulas tecales y
Ia maduracion meidtica del ovoolto, Tambidén aoctGan en las
oisuns Cdlulas de In granuloss, modulando tanto su velooidaed

sitdbtica, coec su diferenciecibn.

LOS ESTEROIDES OVARICOS

Clasiticacitn Quinioca y Bloldgioa.

Las hormonas esteroides pusden ser clasificadas con
base eon BuU eftructura quimics o @n sus scclonews
fisiologicas. E|l sisteme de clasifioacidn quimica relaciona
a2 los wctercides con uno de los varios patrones, o
corpuesstos precursorez: el colestano (Cy,), el pragnanc
(Cp, ), ®! gndrostanc (Cys) ¥y el estrano (C,4), Todos astoa,
derivan de un anillo de ciclopentano pernidrofenantireno { o
nhs sioplesente, nbocleo sstercide), Los compponantas
adiclionales, varian ocon base en Ia clrse do esteroide (Fiyg.

1i.
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Los estercides ovaricos tambidn se clasifican con base
sn su funcién bioldgica principalt progestinas, andrbdgencs ¥y
estrbgenos. Los tres tipos de westeroides descritos son
producidos por los follculos ovArlicos en uno o mhe wstadlos

de desarrollo.

Progestinas.

Como precursor de todas las hormonas ssteroides, la
pregnenolona (3g-hldroxi-5-pregnen-20-ona) ex I» progesitina
mhs abundante que produce el follcula. La progesterona (4-
pregnen-3,20-diona) s el metabolitc C;, aksy abundante,
producido como {ntermediario biosintético por e! folliculo en
todos los estadios de crescimiento y desarrolioc y como un
producto final de secrecidn, en Jos periodos peri- ¥y
postovulatorios. Otros aestercidss C,, de origen follcular
incluyen Jla 17a-hidroxiprogesterona, 20a-dihidroprogesterona
(20a-DHP) y wmu eplaero 208, asl como los 17a,20a- y 17&«,208-
pregnandioluvs, Ademhs, se ha observado gue los wetabolitos
reducidos sn e! anillo 'A' de Cada uno ds estos canpuedtos
pregn-4-en, pueden sor sintetirados por los te)lidos ovhricos
do varias especles (particularnente en rosdores y aves) haljc

clertas condiciones fisloldbgloas (4,5).



Androagenos.

Con base en su oconcentracion, lons principales
andrbgenos ovarioos, producidos generalasnte como
interssdiarios sen Ia sintesis de westrdgenos, son ia
dehidroeplandrosterona, la androstenediona Yy Ia

testosterona, Tambian han sido identificados sl gunos
esturoides C,. no aromatizables, formados por Ia saturaclon
de!l anillo "A' del ntoleoc esterolde. Los andrdgence ovirioos
Ya-reducidos que han sido observados en varias especles
incluyen IJa Sa-dihldrotestosterona (DHT, $7f-hidroxi-Sa-
androstan-3-ona), bSa-androstan-3,17-diona, androsterons V¥
eplandrosterona, as! como ¢l Sa-androstan-3a,i7f-dliol, ¥y su
epimaro 3f. Tamblidn se ha reportade la produccidn ovirios de

andrbgenos S5p~reducidos en el hamster.

Ectrbgunos.

Fisioldgicaments, los principales estrbgenous
foliculares son 1a estrons y el 17f8-estradiol. Los noabres
triviales reflejan su papel s&n la fnducoltn de Ia
recoptividad sexual (estro) en Ias heabras des samiferos,
perc tamblén tienen otras funcicnes en la fisioclogia de |In
reproduccidn femenina. En 1829, Doisy vy ools. o)
cristalizaron 1a estrona (A-hidroxi-1,3,5(10)~estratrien=-47-

onal a partir de orina de mujeres embarazadas, siendo O&ste



¢l primer esteroide sexua! ajslado ¢ identificado. E1 178~
sstradiol (1,3,5(10)-emtratrian-3,178-diol] s
aprox imadamente 10 veces aAs potente que !a estrona en Ia
mayoria de los ensayos blolidgicos, y en base molar, es el
wbs activo de todos los estercides producidos por el ovario.
Varios derivados hidrox{lados de westos sstero!des C,,, han
sido identificados recientesante en i follaulo, inoluyendo
a Ils 2-hidroxiestrona (2,3-dlhidrox!{-1,3,5(10)-astratrien~
17-onal, 2-hidroviestradiol y sus derivados 2-mnetiimdcs, as}
cemo los derjivados 4-hidroxi, 6-hidrecxt y 16-hidroxi, tanto
del entradiol como de la estrena (7)),

AdemAs de los esteroides Cia yromdticos, otros
cospuestos de Ia serie estrano, 19-ncrandrostenediona (4-
sstren-3,17-diona) y i8-nortestosterona (178-hidroxi-4-
estren-3-ona) han sido {denti{flcados en e! liquido folicular
de la yegua y de ia cerda (8,89). No se conoce la funcion

tisiolbgioa de estos estercides C,, no aromdticos.

PANORAMA DE LAS VIAB ESTEROIDOGEMICAS EN EL OVARIO ADULTO.

Couo sl colestsrol es e! precursor inicial aean Ia
sintesis de horponas estercides, las cékiulies ovaricas lo
obtiensn a partir de cumlqulera de ias tres posibles
tusntes: (a) del colesterol preformadc, transportado por la
sangre en ia forma de jipoprotelnas <circulantes) (b) del

colestercl preformado, alsacenado en la cbdlula ovaricoa ocgmo



colssteroc] Iibre (constituyante da las membranas celularaes),
o liberado de los ésterss de colestarc! almacenados en las
gotas lipldicas citoplismicas; y (¢l sl colesterol
sintet{zado dg __neypo en Ia oélula ovArica a partir de
componsntas de dos carbonos, derfvados dJde! metaboiismo de
los cesrbohidratos, llpldol o protalinas.

El grado de particlpacitn en la esteroidogbrienis

ovhrica, de cada una de las fuentes del colesterc!, varla

con la especie animal y con el tipo de célula {nvolucrada,

De las lipoprotelnas pilasshticas (10-12), las gqus
parecen ser im  fuante zhsy importanie del colesteronl
estarcidogénico son las LDL y las HDL, Estas lipoprotelnas
pueden Interactaar con gus receptoraes espeaciticos,

lecalizados sobre la supsrficlie des ias colulas de s tecs,
de las cblulans intersticiales, de jas células de fa
granulosa Juteinizadas ¥ oen las céiuias del cusrpo Ilbteo.
Una vez que ta lipoproteina ha sido recanocida por su
teceptor esspecifico, #! colesterc!l ingresas & las células &
través del procedinmiento |lamado endocitosis mediada por
recaptor (13-18). |

Sa hen obse¥vado diferencias de sspecis en relacibn a
ls lsportancia relativa de las dos clases de lipoprotelinas.
En los rosdores, por sjesaplo, las HDL parecan ser ias de
BRayOt importancia cuantitstiva, sientras gqgue en octras
vopecies, inciuyendo al humano, el colssterol msociado a las
LOL o2 la fuante principal del colesterol wsterolidogdnico

(17,182,



El cuerpo loteo y 1a teca interna del folloulo tienen
un riego sanguineoc abundante y un endotelio capitlar
altamente permeable, lo que permite que las lipoprotetinas
puedan interactusr ln vlyg con su receptor. Por otro ladoc,
las chlulas des |la granulosa ssthn aisladas del contaoto
directo con la sangre, ya que una membrana basal
relativaments imperceable, i(mpide el pasc de las LDL.
Solamente despubds de que la luteinizacidn ha sido 1niciada
por la secrecitn preovulatoria de la hormona tuteinizanta,
le moembrana basal! es penet:ada por uns red captlar,
permitliendo asi! un acceso ebs rAdpido de las jipoprotelnas s
las cdlulas de la granulosa luteinizadas,.

Las células ovAricas que sstin en una posicidn adecuadas
para tomar w] colesterol extracelular de las llpoprotelinas
circulantes, almacanan cantidades sustanciales de colestarc!
en las gotas llpldicas intracelulares, principalmente como
dpteres de colesterol con Acidos grasos de cmdena iarga. E|
balance entre Ia proporoisn de colesterol libre Y
witurificado se debs a Ia motividad de lae enzimas Acil-Coa;
colesturol-O-pciltransferass (ACAT) y la ocolesatsrol @#ater
hidrolasa (colesptarcl esterasa). La actividad ds asmbaz
enzicas, ag! como la de Is enziea limwitante de la velocidad
de 1& dintesis del| oDjenterol, 1a 3-hidroxi-3-metligiutari|-
CoA reductasa (HNG-CoA reductiasa), son reguladas
hormonalmentes, as! como por los niveles intracsliulares de

colestero!l (19-21).

1.



Ruptura de la cadsna laters] del colesterol.

El primer paso en la esteroidogdnesin, y e! pasoc que
generalments se acepta como #! limitante de la veolocidad de
ia sintesis de wemteroides bsajo ia mayor parte de las
condiciones expesrimentales, as }a ruptura del enlace
covalente entre Ias posicicnes C20 y C22 del! colesterct,
resultando en un compuesto de 21 Atomos dev carbono |lamado
pregnenciona, y en un fragmento de 8 carbonos, e! aldehido
isocaprdico. ElI sigtema enzimbtico qus catallza esta
fo;oclbn osth looalizndo en s cara intarna de la mesbrana
interna mitocondrial, Es un coaplejo nultienzlaktico que
consta ds tres componentest el cltooromo P-450scc (side-
chain cisavage), que as s axigenass terminal (mceptora de
eisctyonen), una flavoprotelna, y la ferrosulfoproteina
*"iuteodoxina™ o "adrenodoxina®™, que sirve para moarrear un
electron entre los otros dos componentes. La reaccibn
utiliza NADPH, oxllﬁno y colestero! en una relacidn wmolar
3:13:1, respesotivamente.

Ls via generalpente zoeptada para Ia biosintesis de 1ia
pregnenclona, a partir de colesterc!, es la descrlita en Is
figura 2, aungque se cree gus !0s intermediarios permanscesn

unidos al ococmaplejo enzinktico.

J2.
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Flguras 2. Via de slntesls de Ia pregnenclona. Se representan
los interasdiarios en la biosintesia deo pregnenocliona,

indloando los sitios en ios gque se consuzen @«| NADPH y el

cxigeno molecular. E! sistera #n2icAtico responcabls de Ia
ruptura de ja cadena lataral del colastera! «s ol cltoaraomo
P-460aac (alde-ochaln olaavage!, 2l cual! praeasenta tres

actividades enzimhticas, que han sldo descritas oomo 22~
hidroxiliasa, 2Ca~-hidroxilasa y C20-c22 linasn. Los

Intarasdiarion probableanante se ancuantren unidaa al sistsaa
enzimaAt{ioo (Modificado de la retferencia 24},

~13-



38-hidroxiesteroide deshidrogenasa/deita 5-4 iscooerasa (3f8-

HSD).

La pregnenclona es o} precursor cosbn a todas las
clases de enteroides producidos por cuslquler tejtdo
sasteroldogénico, Este meatabolito o8 convertido an

progestercntna mediante una reaccidn catalizada por la 3B8-H5D,
un conmple’c en2isético ocuysa actividad se localiza en los

sicrosomas.,

Aungue I a ssparscidn de low actividaudes de
deshldrogenana ¢ {somwrass ha sido logreds ean e eletema
aenzimdtico bacteriano, on Jos tejidos esterolcdogénicos de

mamlferos, incluysndo al ovarioc, no se han podido separar ¥y
paracen funcionar fisioldgicanents como una sola sntidad, La
enzima wutiliza NAD* comoc couenzima, ¥y |Ia reacclén .s
esenciaimente frraversible bajo condicliones ftlslioltglicas, Dse
nanora simitar, paearo quizd por diferuntes enzimas, se
realiza la tranaformaclén de (7a-hidroxipregnenolona Y
dehidroepiandrosterona sn 1Ta~hidroxiprogestoarona ¥

androstenecdtiaona, reospectivaments,

Rupturas de la cadena lateral de los esterolides C,, .

El paso liaitante de la veloclidad de sintesiz de
andrégenos o8 la reacclidn catalizada por e compiejo

enziadtico J7a-hidroxiiasa/ C17-C20 liasma, un components de
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las wmembranas de! reticuio endopliasmico iilso. Este sisteaa
enzimhtico s una oxidasa de funcidn mixta que contiene
citooromo P-450, requlere NADPH ¥y oxigenc moleoular. Como
sucecs oon el sistens de rupturs de ia cadena !ateral del
colsstero), es probsble gue ®] Intermediario 17a-hidroxi
permanezca unido al compiejo enzimbtico. Si la pregnenclona
es utilizada como sustrato, e! producto resultante serd la
dehidroepiandrostercns, sientras que s! el sustrato es
progusterona el producto serd la androstenedions., Estas dos
viss alternativas han sido conocidas como S-en~3B-hidroxi o

delta 5) y 4-en-3-o0xo (o deltn &),

Aromatlizaclon de los astercides C,,.

La androstensdiona v la testostercna son convertidas en
wetrona y (7P~estradiol, respectivanente, woediants Ie
actividad de Ia arocatasa, un complejo snzimbtico locklizado
«n laa menbranas del retlzuloc endopildsmioo liso de varlos
tipos celuleres ovaricos. Este conmplejo enzimdtico 66 un
cltocromo P-450 que cataliza un grupo de resccionss qus
conducen & la remocion del grupo metilo anguler wen Ia
posiclion C10, seguido por el roarreglo del anillioc "A' & Ia
estructura srosbdtica. En la resoclidn, que ruquiere NADPH, we

consunen 3 molen de O, {(Fig.3).
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Figure 3. Ssausncia de reacciones en la arooatizacidn de In
androstenediona y testosterona. El sistema enzimktico du 1la
aromatasa cataliza un grupo de rascoionas an las cualaz los
Interasdiarica permanecsn unidos a la enxziaa, Las rescciones
involuoran ¢! consumo de 3 moles de oxlgeno. Se sabe que o
dos primaeros participan an lss dos hidroxilixoiones del CiQ,
mientras que para el consumo de! Gltimo =e han propussto
tres mocanigmos altearnos., La hidroxiimsolen en la posiolidn
C28 es la que se considers mAy probable. E! pasoc final, que
resulta en la remocitn de !a posioidn C18B y Is aromatizaoidn
de! anilio 'A' parecsn opourrir por un secanisase no
enziaktico, Finalmente, se representa ia actividad de Ii»
178-hidroxiesteroide deshidrogenasa {Hodi{{ionado de in
referancis 24),



178-hidroxiesteroide deshidrogenasa (178-H5D).

Los estercides 17-hidrox!{ y 17-oxo pusden ser rapida y
reversiblemente {nterconvertidos mediante i{a actividad de la
178-HSD, pressnte en Jos sicroscass de diversos tejldos
ssteroldoganicos, inoluyendo al foliculo, Debido s que loOs
estrbgencs, al igual que ios andrbgenos, puesden Ber
sustratcos de esta reaccldn, se ha propuasto que ia enzima
tenga anmplia especificidad por sustrato, o bien, qua existan

{soanzimas (22).

20a~hidrosiesteroide deshidrogenasa (20a-HSD),

E!l grupo oarbonilo C20 de los esteroides Cauy
inciuyendo a Ia progssterona, {7a-hldroxiprogesterons vy
progestinss saturadas on e} anillo "A', puede ser reducldo

en:isAticamente, dando Jugar ® sus correspondientes 20-
hidroxiderivadoa. La enzimas que ocatallzas ests reaccitn, i &
20-hidroxiesteroide deshidrogenasa, cuando s¢ ha westudlado

en las ckiulas ovadricas (guerpoc lGteo, foliculos y chiules

fntersticiales) de diversas espeacias, muestra uns
szterooaespecitficidad para la confliguracibn 20a, aungue la
deriveda det cuesrpo loteo de bovino, produoe
excepcionalmente al mestabolito 208-htidrouxl. Lus 20-

hidroxiesteroids deshidrogenanas son senzioas ciltosdlicas,
que utilizan preferencialments sl NADPH como coanzima

raductors.
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Ds manera anaioga a como sucade an ia placanta huaana,
s¢ ha postuiado qus Ja actividad de 1a 20a-HSD ovarica
proporciona un medio de controlar ia potencla biloclégioa de
los estercides C;, secretados por ests telido, ya que al
derivado 20a-hidroxi-4-pregnen-3-ona &s considarablements
sanos activo como agente progsstacional an relacisn a su
precursor, ia progesterona (23). Ademds, debidoc a qus lo¥
ssteroldes 20a-reducidos son sustratos déblles para la Ci17-
C20 liasa, la actividad de la 20a-HSD puede tacblen jugar un
papel significativo en la deterninacitn de Ia cantidad de
estercides Cy, disponibles como sustrato para fa converslibn

a androgoncs por las células foliouleren.

CELULAS ESTERDIDOGENICAS, ORIGENES Y FUNCIONES.

En todas las eospacies de wmantferos, las principeles
chiulas implicadas on o esteroidogdnesis ovArios son de dos
tipos basicos: (a) otlulas que responden a LH, Iss cuales
correspondan a las dog la teca internz o intersticlales, ¥
(L) celuias qQus respondsn a FSH, qus comprenden
onxclusivanenta a la# de la granulosa, las cuales tamblén
adguieren, maunque tardiagentes, tp capacidad de reeponder »
LH, transtormdndoas as! an obkiulas luteinizadas. Estos dos
tipoa de oélulas participan en la regulacidn de todo wl

proceso de esteroldogénesis ovarica, en virtud ds sus



diferencias en |a expreslién de las enzimas esteroidogbnicas
y sus diferentes hormonas reguladoras (24).

Aabos tlipos de céliulas parecen diferir en su origen

opbriclbgico. Se ha propuesto gue las células d»e la
granulosa deriven principalaents de clertas célulmn
assondéfricas del rete ovarit (25,28), EI desarroilo
folicular temprano ocurre sn Ia parte mbds interna de Ia

corteza ovhrica, cuando las células mesondtrioas reticulares
alcanzan y rodesan a los ovocites, diferenciandose wentonces
en chlulas de la granuloss, law cuales orjfanizan Jos
follculos prigordiales (Fig., 4},

Una vez que el follculo estd foreade y que la wmexbrana

bazal folicular enclerra s las céiulas de la granulosas,
éstan proliferan pars dar lugar a |a soebrana granuloea,
Posteriormente, cuando s tollculo antral s dewmarrolis,

estas chlulas se organizan en regionss morfolégioamente
distinguibles (f.e., cbiulas de |n corona radiada, oblulns
de) cuaulus y cbiulmas nursles o parletuies), las cuales
tionen dlferentes funclones, Las células murales adyacentes
a la wmenbrana basal folicular wson Ias priveras en
diferenciar su respussts ssteroldogénica &« LH, basada en Ja
adquinicion de sitios de unidn a LH y en In expresion de la
actividad de 3p5-HSD.

Debido a que l& teca no existe en los fotlculos
primarica, pero apurece cuando &stos crecen ¥y nmaduran, v
evidente quo las chlulas tecples ee originan continuamente a

lo targo de la vida reproductiva. Las cllutas tecales
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Figura A. Modelos propuostos para |s diferencisoidn ovhrica.
Witschi y Surns sugiasran que 1as Gélulas woahktioas del
ovario derivan principaimste dal epitelio superficial,
mientras que Byskov propone un origen mesondfrioo, El wmodelo
de VWitech!l involucra 1Ia dagenarsoién de la nbduia 7y 1a
proliferacion de la oortezs. Burns suglere que In
prolitaracion secundaris del spitelio superficinl forma |los
cordones sexualss ascundarios, ques eontribuysn a la pora da
ins chjulas sonhticas. En e! modelc de Byskov se distinguen
dos etadios transitorios de diferenolscidn ovhrics, bDansados
an o) iniclo de Ia nelosis (inmediata y retardada). En amboas
casos, se propans que las odlylas derivadas del  mesonsfros

den lugsar a la mayorim de las oblulas ovarioas (Modifioasdo
de la raterencias 28),
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paracsn diterenciarse a partir da Ing chiulas
cesenquisatosas Jdel estroms ovarico (28),

Se ha sugerido que las células intersticiales prigarias
pusdan ser toraadas de clertas chlulas del rete
intreovarica, que Inictialasnte estdn contiguss a las chliulas
foraadoras do la granuloss, pero que sa disocian dejl ovocito
cusnco sl foliculo se ancapsula. Las oblulse interstiocisles
lecundarin:, encontradas en &l ovario adulto, se derfvan de
las células tecalea de los folloulos atrésicos., Con astas
bases, clertas hovologlas en la funcibdbn de las células ds la
teca y laws chlulas intersticliales del gvaric adulto, pueaden

sur esperadas (24},

Coopurncitn da las células do la tooa y de la granuloss.

En 1899, Falck spartd  jas priaeras evidenciasn
eaxperipentales que condyjeron & praoponer is teorin
biowiuler”™ pars explicer <bpo es gue &5 cblulas ovidrices

cooperan en Is biocslntesis do #strigenos (27). Esta teoria
ha sutrido wuna serle deo reforaulacionee y amotuslwente o
propuesta oopo  is teoria de cooperacidn oslular por “dos
otlulas, scs gonudotropinas™, que reguls la biosintesis
pvhricd de estrbgenos (241,

Esta teoria postula que en sl ovario adulto, leas
ctluian de 12 teca interna (y quizd teabidn laz océlulas
intersticiales) al wser estimuladaze por la LH, reuapondsn

auaentando la produccidn de andréganos arommtizables, los

.21



guales deban atravesar la pembrana basal follicular para ser
arcaatizados por Jas oélulas de Ia granulosa, en una
reaccidn estiaulada por Ja FS5H. Eete concepto ha wido
aceptado come viiido para #l ftolioulo antral ¥ el
preovulatorio, en 1a aayor parte de las gspecies, a pessr de
encentrar sl gunas vaces produccidn significativa du
astrbgencs por las chdlulas tecales de algunas de ellas (21},
Sin embargo, faltse wmucho por <conocer &oerca de las
capacidades estorocidogénicas y su rsgulpcidn en sstos tipos
ceglulares. FPuesto que adoxnis, eximten reportes da
subprblacliones de cdiulas de In grenuiose do overin de rata,
Gue pusden distinguirse en relacién s la asxpresibn de
antigence de wuperticie o bien con respecto &8 su sensiblided
diferencial a 1a FSH y al péptido Intestinal vasoactivo

(VIP} (28,28).

ESTERGIDOGERES IS POR EL OVARIO EN DESARROLLO.

Para que ¢! ovaric adulto sezx funcicnal, se rvoeguinrs
gquo acurrsen trazx aventos princlpales durants los esxtadlos
tenprenns de ip gonadogoénspiss iniciaoidn de Jle weiosis,
tornacion da los follculos y diferenclacidn de lre céiulas
productoras de esteroides. Tales eventos puedsn no aourrcir

secuencialaente,
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El ovario prefolicular.

Esta fase no representa propiamente un estadlo
folicular, slno aks bisn un periodoc breve an Ia
organogénesis ovarica, previs a)] eatablecimtento de la
follculogbnesis, al procesc sediante el cual iss cChiulas
germinales se ascclan con las foliculares para forsar los
{oliculos primordiales. Esta fase profoliculsr pusde ccurrir
en Jla vida eabrlionaria, neonatal, o en Getadlogr prepuberales
tardlos, dependiendo de la especie.

En los sigulentes pArrafos se dascribirin brevemente
algunos sjemplos de eateroidogdnesis prefolicular,

La sintesis de esteroides por el ovario prefolicular de
roedor es muy limitada, El ovario de la rata, que emplezs a
foroar foliculos en el primer dia postnatal, aunque pueis
sintetizar estrona desde el dis 18 de gestacidn, no responde
en oste perliodo al estinulo por gonadotropinas, puroc sl al
dcAMP (30,31). Sin embargo, en el cvario fetel del raton (10
dias postelitc)l s» ha observado que la FSH estimula la
actividad de srcomatasa, no obstante gque en sata erpecis la
folioculogénesis so inicia en @l wsegundo dla ds! neonato
(321,

En contraste & los estudlcs an roedores, el ovaric
prefolicular de pollo msugstra una actividad estercidoganics
suy intensa, con abundante sintesis do (78-estraciocl que =so

ganifiosts desde loa 7-10 dias de sdad embricnaria (333, En
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enta especie, los folfoulos ss forman a los 7 dlas despuds
del naoimiento.

Por otra parte, los ovarios prefoliculares del conejo,
oveja, y vaca, aunque esteroldogénicamente activos, suestran
un patrdn intermedio a los descritos anteriormente en
relscién a Iln sinteeis de estercides, Los estudioce en oconejo
donuwnstran que la aintesis oviarica de estradioi, a partir de
testosterona, ee Inicla desde e! dia 1B de Ia gewtacidn,
Otros wstudios auestran gque solepente daspudas de que o
folliculos se han formado, las gonadotropinas son capaoces de
estinular Ia producoldén de progesterona en oultivos de
chlulms de ja granulosm de conejo. En ssta oepecie, Ia
foliculogbnesis comienza on el dla 14 de ednd neonatal.

En ! ovario de bovino, la follculogénesls oomlenze
slrededor de! dia 95 deo vida fetal. La produocidn de
estrodiol ha sido deteotada desde los 45 £ 3 dims de edad
fetal, perv vs bifisicoan ¥y subsecuentesents deolina (34), Ei
establecimionto de la produccoldn de extradiol ovarioo oourre
ouande el fexo de las gonadas enbrionariss ya (7
worfologicanente distinguible. Ademks, Ia producoidn 4in
yitro del estradicol ow susceptible de ser estimulada pur LH
(34). La progesterona y las prostagliandinas tambidn won
producidas tespranasente, desde el dia 30 de !a gevtacidn
(35). Por otro 1lado, expsrinentos reciontes (38,37)
roa! lzados wen Gblulas aislndes de corteza y atdula ovirioss
de fetos aw bOvino de 4 a 10 com de longitud coronilla-

rgbadllia (CRL) (4B a 75 dlas de gentmoldn) ne ss obwervaron
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faol de 178-estradicl formado/i x §0* adiulas/ hora, ai
utilizar testosterona tritiada como sustrato. Sin eabargo,
cuandc se estudid el metabolismo de pregnesnoiona-I{7-'*H), los
resultados mostraron que sasbas preparadclionss celularen
{corteza y a#dula) eran capaces de sintetizar estrdgenos, !0©
qua Iindicaba que las enzimas ({involucradas en is via
esteroidogdnica estaban presentes dssde etapas tempranas de|
dssarrollo, Por otra parte, 2l establecer como Indice de la
actividad de ia 38-hidroxjiesterocide dashi{drogsnasa/b-4a
faomerasa (3P-HSD) la reiacion entre los principales
cotabolitos de la vip de los delta-4 con la de los delte-5,
sa observd una mayor actividad ds dicho complelo en la
mdduia ovhrica oon respecto a Ja corteza, sugiriendo la
sxistencia de poblmsciones celulares con diversas capacidades
ostercldogénicas.

En eatadios gustacionsles tardlos en el bovino (un mes

antes ds térnino), los ovarios convierten fn vitreo ta '4C-
progestarona en varios metaboliitos hidroxilados de los
entercides C,, y Civ, as! como taabién transtforaan
androstenadiona an testosterona y estradiol (38),

De los antecedsntes desoritos anteriormante, podomos
distinguir en sl owvario prefolioular tres patronss de
actividad esteroidogénicat timitada, intensa ¢ internedia;
jas cuales pueden ser representadas por Ia vrata, #) polio vy

a! bovino, respectivaments,.
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el desarrallo norssl del| fenotipo femenino, se ha propussto

que &stos pusdan jugar un papel looal en el desarrollo del

ovario (38).



Dasde que fue postulada |a teorla bicelular para
sxplicar la cooperacidn celular en Ia sintesis de estrdgenos
por |l folloulo ovarioco, &sta ha sido desostrada, aunque con
I{geras varlaclones, en I|a aayor parte de las espacies
estudiadas. Adenhs de !a sintesis de sstrdgencs, se han
reportado otras formas do aslnergismo entrs Ins calulas
foliculares para sl m’tabollluo de esteroidas. Ejemplio de
ollo {o ancontramos con los estudios realf{zados un ' yagua,
el hamster, la rata, o] cerdo y e! polle, un donde sz
aportan evidenclas que Iindican que low eztarcides C,, puiden
seTr producidos an |la capa granuloga y ser netabolizados a
andrbgencs por law células do {a teca (5,24), Resulta
esvidente que atin faltan westudics para conocer todas las
onpacidades esteroldogdnionns de lss chlulas comupetentes.

Esta talta de Inforeacldn ss shs notabls en ol ovario
on deserrollic, en donda si bien w8 clerto gque en muchas
espscies ha aldoe demostrondo que ol ovario prefolicular a8
spteroidogénioncente mnotivo, hasta la fuecha ni siquiera we
ha reportado cuales son |las ceiujas responsables de wsta
mctividad, ni cuales son los factores que particlpan en la

oxprosldn de la difersnclaclibn endécrine de |a gonads un

dessrrolio. Por lo cual, resulta {ndispesnsable f{dentificar

las chlulas {nvolucradas en este procesc, asl Qumo
profundizar en |a copprensidn del misco, jo que pusdse
permitir un nejor ontendimtento da lce nmecanisaos de
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diterancinclon celular, y de regulacidn enzimdtica. Por tal

motivo, an un intento por conhocer y oaractsrizar las cejuias
ssteroidogénicas de! ovario prefolfcular en desarrolio,
toaando como modalos al pollio reclén racido y al feto de

bovino, e! presente trabajoc pretende los sigulentes:
OBJETIVOS

GEHERAL

LEN ldentificar que tipos de chlulas, =&n @l cvario
prefolicular, participan en & #intesis de sktercides y

establacer sus capacidades estarcidogénicasns.
PART I CULARES

En o) ovario dal polio recien naaldo)

Y
b

1. Detersinar al e) uso de la tagnica de saeparsclon,
nxdiante grsdiontas de densidad, es 0ti) para sisiar

suopohlzcliones de celulas estarcidogénioans.

2. ldentificar las oaracteristicas morfoltgicas de las
pabiscionss calulares, resultantes de Ja separmcion por

gradientas de dansidad.



En

Establecer s{ ias células que secretan andrognnal.‘
pusden sscretar también estrbgenos; tomando comp
indtcadores a Ia teatostercna y sl §7B8-estradiol,

raspesctivamente,

Daterminar sn las difersntes subpoblaciones Qque se
fdentifiquen, la capacidad ds respussta a Ia horsona
gonadotropina corlidnioa humsna (hCG) tomando oomo
criterio, la astisulacion en |la secrescidn de la

tastosterona vy #l 178-estradiol.

ldentificar en las gpaobiscliones cslulares, resultantesr
de |a separaciédn por gradientss da densidad, los

posibles destinos wetabdlicos de la testosterona,

) ovaric fetal del bovino:

Detarsinar si{ el ocvaric de fetos de bovino de 4 & 10 c»
CRL, poses la capacidad snzisatica pars sintetizar el
178-estradiol ¥ la estrona, & partir de pregnenclona,

dahidrosplandrosterona, testostarona y androstensdiona.

Establecsr el sxisten difsrentes capacidades
sstaroidogdnioas entre la cortezs y Ia mddula ovhricas,
estudiando l1a actividad de ins enzieas 38~
hidroxiesteroide douhldro;-na:als-d. iscaerasa, 179-

hidroxiesterolds deshidrogennsa y arcustasa, nesdiante
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mencionados.

identificar sf sn los Oovarios
10 ca CRL, existen cambios en

enzimas anteriormente descritsas,

longitud CR,

-30-
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TRABAJO EXPERIMENTAL

Para Ia realizacidn de este trabajo s esplearon 2
modelos de ovario prefolicauiar: e] del pollo recidn naoido y
el del feto de bovino. Los resultados obtenidos des estos
astudios son presentados PpoOr separado & sanera de uns
psquena sintesis de] trabajo publicado ¥ del oenviado a
publicacibn, los cuales se presentan Integraczente al tinal
de!} pressnte docuaento. Finaimnents, s presenta una

discusidn integral.
OVARIO DE POLLO RECIEMN NACIDO,

Hateriales y Hétodos.-

La tripsina y¥ el medio de culitivo de Eagle, asodificadoc
por Dulbeocco (DMEM), fusron obtenidos de Grand I[sland
Blologlcgl Coa., (Grand Ilsland, NY). EI {nhibidor de Ia
tripsina, ia albtGaina sérioa bovina {(BSA), la 1-~metil-D-
isobutiixantina (MIX), I|a metrizamida, Ila gonadotropina
coritnica husana (hCQA), |a testosterona, Ia 4-androsten-
3,17-dlona, la androsterona, |a Sa-dihidrotestcasterona, in
dehidrospiandrosterona, |a estrona y el |78~estradiol fuseron
obtenidos de Sigea Chesical Co. (St. Leouis, MO). El Sephadex
LH-20 fue obtenido de Pharmacta Fine Chenicals (Uppsaia,
Sweden). Los antisueros ant{-testosterona Yy anti-178-
astradio}l fueron comprados a Rnd!onnlny.!nc. (Carson, CA).

La (1,2,8,7-%H)-testosterona (B4 Ci/mmol) y e! (2,4,8,7-2H]1~
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178-astradiol (82 Ci/mmcl) fusron obtenldos de Amersham
Intarnational (Buckinghsashiras, Englandg}., La {7-*H)-
testostercna (28 Cil/amol) tus obtenfda dea New England
Nuclear (Boston, MA). La cromatografia en capa fina fue
realizada en crOIltO;OllOI Al de sllica gel G850, oon
indicsdor fluorescente F,44 (Merck, México).

Los pollos recidén nacidos, ds las razas Leghorn
{Babcock B300) y Rodhse I[sland (Welpline), fusron obtenidos
de granjas locales y estudlados dentro de las 24 horas
posteriores a !a sclosion,

En todos los casos, los ovarios da)l ladeo fzqulerdc
fuercn disscados y posterlormente Incubados sn una s0lJuclan
de tripeina al 0.25%, libre de Ca*" y Mg**. Esta {(ncubacison
se realizd a 37°C, con agitacidbn, durante 10, 20 y 30
ainutos. Las células disgregadas dsspubds de estos flompon.
fusron tratadas oon {nhibidor de tripsina al 0.5% an medio
DHMEM, seguido por dos cambios de nmedio DMEM, ocon BSA al
0.1%,

Las cdlulaw ovaricas, disgregadas despubs de 30 minutos
de incubacidén con tripsina, se aplicaron a un gradiente de
metrizamida (0-30%). Para cada 5 a! de gradiente, se
aplicaron de 30 a 50 willones de chiulas., Despubs de wmer
centrifugadas & 4,000 x g durante 7 min., ss colasctaron
fracciones de 0.4 mi, desde |a parte supsrior del tubo,

Las suspensicnes de <¢8lulas ovAariocas fusron incubadas a
37*C, en{ =l de DMEM con BSA al 0.i% y 0.1 =M de MIX,

durante 120 min., Con ei proposito de estimular s secrecidn
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de hormonas eetaroides, an algunos cason se agrege .0 [U de
hCG a !as suspansionss oelulares. La secrecidn de Ia
testostarona y del! ~17p-sstradiol, auantfficadna por
radialinasuncanaiisis, se utilize como indicador de in
aotividad esteroidogénica.

El mstabol!isso de [(a testosteronas fue svaluado en cada
fraccldn del gradiente de densidad que contenia células. Las
suspensiones celulares fusron Ilncubadas comoc ss Indice
previamants, perc se afadid 0.5 puCi de (7-?Hl-testosterona vy
1.0 Ut de hCG. La separacidn de los metabolitos de la
testosterons tus renllzada por tres procedimiantos
crosatograficos. La concordancia de los resultados obtenidos
en los 3 procedimisntos, se tomd como evidencia psra la

identificacitdn de los estaroides.

RESULTADOS

Los resultados aocstrarcn gue:

1.~ Con base en sus caraoteristioas morfoldgicas, Ilas
chlulas disgregadas de! oaveric fueron clasificadas an
tres tipos: (1) céjulas gue ocontesnlan gotas de Jipidos
on el cltoplasma, (11) coiulas que no contsnlan gotas
de lipildos y (111) céiuias germinales. La proporcibn de
los tres tipos gde células se modificd en funcidn dal
tisampo de incubaoidn oon tripsina. Miantras ques ol
parcantaje de las avacitos dacreacid hacla Jlos 30
minutos, los otros dos tipcos de células incronnhtnron

(ver la tabla | dal articule, p.165). La mbxima
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secrecidn del 178-estradiocl fue observada en In
suspension de chbliulas obtenidas despubds de 30 ainutos
de incubacidn con tripsina (ver la fig.! del articulo,

p. 15861,

Las chlulas oviricas respondieron a 1a hCa,
incrementando Is secrecidn tanto de I|a testosterona
como del! 178-estradiol. La curva de dosis respussta
{ver ftg. 2, p.155) wmostro qLa 1.0 ui de hCG e
suficiente para observar e! efecto estimulador, ya qus
!a dosis median efectiva (EDy,s), para la secrscidn de |la
testosterona y del 17B8-estradici, tue O0.84 y 0.25
Ul/el, respesctivacents. Adenis, la estimulacidn de la

secreciétn del 178~estradio! se cantuve hasta Jas 8

horas (ver la fig. 3, p. 156,

De las fracciones colectadas de! gradients de densidad,
G contenlan cohlulas., La fraocidn Il del gradiente
(1.080 g/ml), contenia una poblaoidn purs, de adluias
con llpidos. Mientres que en Is fraccidn VI (1.150
g/wi) del gradients, predominaron las células sin

Jipidos (ver la fig. &, p.158).

Las células ovarioas de todas las fracciones

resultantes del gradients de densidad, fusron positivas
para la reaccidn histoquimicas de la JB-HSD, Sin

sobargc, el mayor porcentaje de positividad se observd
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on ias coéiulas de la fraceidn ! de! gradiante da

densldad (ver ia tig. 5, p. 1568),

Las cdiuias que secretan andrbgenos (fraccidn |1 de)
gradlente de densidad), tiensn Ias caracteristionas

acrfoldbgicas de una chblula estercidogénica tipica (ver

la fig. 8, p,.157).

En la fraccisn V| del gradiente de densidad, se cbssrvét
I méxima capacidad de secrocibn y sintaesis de 178-
estradiol. En esta fraccion, se distinguigron por Bus
caracteristicas morfoldgicas 4 tipaow celulares (ver |a

fig. 6, p. 157 y ia tig. 5 de la presente seccldn);

8).- chluias prefolliculares,
bl.- cblulas esteroldogdnicas tipicas.
e),- fibrobiastos,

d)l.~ cbiulas relativamente indiferenciadas.

Se observd una adecuada ocorrelscidn entre las océlulne
con gotans citoplasmions de Il1pidos (pdjuisn
estercidogénionas tipioan) ¥y 1a ocantidad de testosterons
secretada. lgualmente, wse vbservd una mejor correlacibn
sntre las céiuias sin gotas oltoplibsmicas de Iipidos
(céiulas relativeamente indiferenciadas) y ia secrecidn

del 178~ estradiol (ver la flg. 7, p. 1568).
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CELULAS DE LA FRACCION VI DEL GRADIENTE

Indlteren BH

{tbrobiasion 8

Los valares representan el % de! total

FIGURA &
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10. -

En todas las fracociones oslulares, derivadas del
gradients de densidad, se observaron diferencias sn Ia
secreciétbn basal de testosterona ¥y 178-estradiocl,
respecto a |a estimulada con hCG, lo que haos suponer
la presoncia de r-ooptorin funcionales para esta

gonadotropina (ver la fig. 8, p. 1568),

El metabolismo de la testosterona, por ias diferentes
poblaciones, mostrd que en las chlulas de Ia fraccion
11 del gradiente, el principal metabolito foromado fue
Ila androstenadiona (14,35 %), indicando !a presenclia de
ia snziea 178-HSD, Por otro iado, aunque ias odlulas de
Ia fraccidn VI del gradiente sintetizauron 178-estradiol
(2.0%), fue mayor |Ia produccidn de estrona (10.75%),
sugiriendo que bajo Ilas gondiclones exparioentalss
sapleadas, |a 178-HSD favorece 1a formacidbn de estrona.
Adenis, en las fracciones IV, V y V| se sintetizaron
grandes ocantidades (26.3-58.5%) de otros ssteroides no

identificadoa (ver la tabla 2, p. 1680).

Fue posible |a separacién de oblulss que producen Yy
secretan andrégenos de las que producen y seoretan

sitrbdgonos,



OVARIO FETAL DE BOVING.

Materinles y mdtodos, -

E! madio de cultivo, los esterojides radiaotivos y los
taactivos, fuercon obtanidos como se Iindice en fos
experimentos de pollo.

En relaclon al modelo de bovino, se emplearon ovarios
de fetos de bovino de 4 a 10 cm de longitud coroniila-
rabadilia (CRL), que corresponden a una edad gestacional
aproximada de 47 a 75 dias.

Los fatos de bovino tipo cedt (Bop indigus’! fuercon
colectados sn o] Rastro de Ferrerls ds la Direccidn Ganeratl
de Abasto de! D.F., seleccionando a lmns hamhras, cuyo saxo
fue determinado por laws caractertasticas wmorfoldgicas del
ovario.

Las gonadas »se disecaron ahl ajsmo, surergiéndotias
inssdiataments en medio de cultivo Dulbecco-albbmina al 1% ¥y
ss mantuvieron a temperatura ambiante (2 3 4 horas}), hasta

inicinr 1a disgregacidn celular.

Proparacion de ias poblacionss celuiares,

Se procedid a separar la ocortezs de is abdula de cada
par de ovartrios, utilizande agujms de diseccidn., Con el
objeto de disgragar ias células de cada regidn, éstas »e
inoubaron por separadc an una soluaieén d; tripsina al 0.25%

libre de caloio y magnesio. Esta i{ncubacién sw resifzd
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37°C, con agitacion, durante 10 minutos. Fostericrmentes, [
Ia suspensién celular se le agregd inhibidor de tripsina al
0.5%, ssguido de dos lavados con aedio de cultivo Dulbecoo-

atbtalns al 1%,

Hatabolismo de pracursorss sarcados oon tritio.

Para conocer |a capacidad estercidogénica des cada
preparacion celular ovarica, se utilizaron lcs siguientes
precursores: preghsnolona ([(7-*H) (Py), dehidroepiandrosta-
rona-01,2-3H) (DHEA), d-androsten-3,17-dlona-{1,2,68,7-"H]
(Ae?), ¥ tewstosterons-{1,2,6,7~"H] (T). Las ©preparaciones
obtenidas de corteza y de médula, fueron lncubadas durants
una hora, & 37°C, con oada uno de las precursores tritiados.
La transforaacidn de DHEA en otros aetabolitos (A,, T ¥
astrdgenos) se considerd ocomo Indicador de s actividad de
la enzima 3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa/5-4 lzomerasae
(3A-HSD), mientras que |a produccion del 1(78-estradio! y de
ia testostarcna, a partir de Ia A,, fus considerado comn
indice de |Ia actividad de¢ ja enzima 17f-hidroxiessteroide
deshidrogenasa (178-HSD). La producoldn del 17g-~estradicl vy
de !a estrona, a partir de A, ¥ de T, fusran considerados
como Iindicador de (a actividad de |a arcoatass.

Adicionalmente, aigunos ovarios fueron proossados para
detectar [a actividad histoquimica de ia JIA-HSD, utilizando

DHEA como sustrato.
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RESULTADOS

De astos expsrimentos, ias rasultados mostraron qual

1.~

Cuando se wutilize Ia pregnenciona tritiads coso
sustrato, fueron idantificados diversos esteroidas como
productos, fncluysndo progestinas, andrbgenos y
egtrbgenocs (var la tabla | dal! manuscrito de bovino).
Estcs resultados indican que ias enzimas quae participan
on s sintesis tanto de andrdgenos coso de estrdgenos,
aatan prasentes en ambas regliones de) ovaric fteta),
Adeasas, |a proporcién de estercides C,y fus mayor en la
regidn cortical, respacto de ia séduiar (ver ta tabla 2
dal asnuscrital). Tambien, ss encontrd una mayor
tintesis de los estercides de Ia via de los delta 4 an
la regitn wedular, respacto de la cortical {ver ia
tabia 2 del] manuscrito), sugirtendo una mayor actividad

da la 3F-HSD en la msduls ovarica.

Cuando se avaludt |a actividad de Is 3B8-HSD, mediantes el
vioc de )Ja DHEA tritiada, Ila ragion medular mostrd una
sayor actividad con respescto a s cortexs ovarjca (ver
la fig. 1 del manuscrito). Ds igual mansra, la rescciaon
histoquimica para Ia 3B-HSD, utiiizando comp precursor
a la dehidrospliandrostercna, fue positiva en la reglon
de Im ®9ddula yuxtacortical (ver Ia tig. 2 dal

manuscerital.



Cuando se estudie la actividad de la 178-HSD,
utilizando androstensdjona cComO sustrato, dicha
actividad fue mayor en |a regidn medular, respesocto de

la corteza ovarica (ver la fig. 3 del manusoritol.

Aunque la actividad de la enzima aromatasa mostrd una
distribucidn homogénea ean ambas regiones oviricas, s=»
observd un ligero predominio en |a médula de todas las
edades estudiadas, indlstintamente de que se utilizara
androstensdiona o testosterona como sustrato (ver las

tige. 4 y 5 dei manuscritol,

En apbas reglones ovaricas, fue mayor la biosintesis de
s#strona que |ia dal L17f-estradiol, wutilizando como
precursor a la sandrostensdiona, Lo que {indica qua Ia
178-HSD favorecs |a formacitn de Is estrona, bajo ias
condiciones experimentales utilizadas <(ver la tabla 3

dei mpanuscrito).

La mayor actividad estesroidogdnica, por asbas regiones
ovaricas, fue observada en &l purlodo comprendidoc entre
los 4 y 6 cm CRL., Posterioramente, estas actividades
decl {naron a valores oasni indsteotables,
indistintamente de la regidn estudiada (ver lam figs.

deil manuscrito: 1,3,4 y B).



Existe uns distribucien asimdtrica en la actividad de
las enzimas evajuadas. Es decir, la actividad de 1a 38-
HSD y de la 178-HSD predoainaron sn la addula ovarica,
aientras que la actividad de Ia aromatasa no mostreé

difersnolas importantes entre la corteza y la médula,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las suspensiones celulares, obtenidas del ovarlio
prefolicuiar del potio, secrataron y sintetizaron
ssteroides, tanto en condicionses basaiss como estisuladas
con hCG. Estos resultados indican que el proosdisliento
utilizado para disgregar ias c¢dlulas des ia gonads, ep
adecuado, ya Qque pcraitl obtener células ovaricas
funcionales.

En el ovario fetal de! bovino, la funcionalidad de las
cllulas ovaricas fue inferids por esu  capacidad para
sintetizar wsteroides bajo condiciones vasaleus, ya que no ss
determind Ia sintesis en presencia de ia gonadotropina
bovina, bLH. Sin sabargo, el perlodo durante ! cual wme
obesrvd mayor sintesis del 178-sstradici, concuerda con wi
reportado en Ia titeratura (34), lo cual mpoya nusstros
resul tados,

La técnica de separacidn celuisr, mediants gradientes
de densidad con wmetrizeasida, fus apropiada para purificar
de} ovaerio del pollo recidn nacido, una poblacidn de chdlulas
(fraccion 1]l de! gradients) que secretan a la testostsrona,
pero ques no sintetizan n! secretan al 178-estradiocl. Por
otro iado, asesdfants ian condiciones exparinentajesn
utilizadas, no fue posible puriticasr A las céjulas
productoras de estrbogenos, soiamente ss logrd obtensr una

fraccidon snriquecida (chblulas de 1a fraccibdn Vi),



Las c2liulas obtenidas de 1a fracoldn |1l del gradiente
de densidad, mostraron lags caracterigticas sorfoldgiocas de
las colulas esteroidoginioas tipioas. Este tipo de cdiulas
han sido previamente localizadas en |a madulas ovArioa
(40,41). De las cdlulas identiticadas en !a fraocidn VI del
gradiente, Ias Que mostraron una mejor correlacion entre Ia
secracldn de 178-estradiol y el nbsero de células, fusron
las relativamente indiferenciadas. Estas caiulas won »l
principal componente de !a =abddula ovhrica del pollo recién
nacido 142).

Por Ip tanto, ae cancluye que sn |la sbddula ovirica de!
pallo recidn nacido, las celulas porfoldgicansnte
esternidoganicas producen andrdgenos, pesroc na estrdgencs,

aientras que ias células reliativamente indiferenciasdas

sacretan al 17f-sstradlo!l.,

Tanto la tentosterona como la androstanediona, han sido
utilizadas previsments como sustrastos para detsotar Ila
actividad de la aromatasa, en las preparacionss de ovario
prefolicular (30,31). En nuestros exparimentas can el avario
del pollo, al metabolismo da ia testostercna por Ias oblulas
de Ia traccion || de! gradiente, mostrd nula aotividad de Ia
arcaatasa, miantras quae ias de la ?raccién VI, mostraron Ia
sayor actividad des ssta enxima. Estos datos concusrdan oon
los estudios de secrecittn dei 17f~-setradiol, ouantificado
por radioinmunoanalisis, {indloando que las chlulas de 1la
fraocidn VI no sdio secretan al 17f8-estradiol, sino qus

tambidn lo asintetizan. Adeshks, en todas |Imp frapgociones
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colulares de! gradiente, en que se aencontrd sotividad de
aromatlaasn, se observd una mayor acusulaoidn de ia sstrona en
relacitn al 178-estradiol., Estos resultades indloan qus,
bajo ias condiciones de ensayo utillzadas, i1a reacoldn
catalizada por la 178-HSD favorece |a formacion de ia
estrona,

En e] teto dei! bovino, la actividad de Is sromatass,
evaiuada por »! smatabolismo de la androstensdiona y de Ia
testosterana, tuvo vaiores sisilares tanto en Jla corteza
como en  la wmbddula ovaricas, fndicande gque ias céiuiasx
productoras da estrigesnos, se encusntran uniforsesents
distribuidas en ambas regiones.

El Indice de actividad de ia enzima §78-HSD, sevaluada
por s formacidn de T y 17f-esstradicl, & partir de la
androstenediona, fus msayor en lsa mddula ovarics sn reliacidn
& la cortezxa. Estas diferencias fusron obssrvades en los
ovarios de fetos de bovino de 4 a 6 ca CRL. El ovaric de
fetos mhx grandes no nﬁltrb difsrencias, entre agbas
r-jionol. enn la sctividad de #sta enzisa, ”

Es interesantes resaltar gque cuando se sestudid el
mwtabolisac de ia tentosterona en o! pollo recidn nacido, la
estrona se prudujp sn maydr proporolon qus sl 178-sstradiol,
misntras que en 8! feto del bovino, sdOlacents 3e aintetizd
al ITﬂ-iltradtol. indicando difesrencias des sspecis asn )
comportamisnto de la enzima 178-HSD.

Cuando se detecta Ia actividad de arcoatasa en i

ovario prefolicular, ss ha obssrvado que puedsn ser



sintetizados tantoc la estrona coac el 178-entradiol,
encontrandose un predosinic en ia sintesis ya ses del 178~
estradiol (43,44) o de & estrona (30). Los resultasdos
prasentes indican que tanto an el caso de bovinc coso an el
del pollo, se sintetiza mhs estrona que 17f-~estrudiol.

El metabolismo de |a testosterana por las céjulas
ovAricas del pollo, derivadas de !a» fracciones IV, V y VI
del gradiente, mostrd gran produccidn de Ia bSa-androsterona
y de otros esterocfides no {dentificados. Dichas produccién fus
sayor con las céiuias de la fraccidn IV y V del gradients,
respectivasente (Fig.6). Estos resultados sugieren la
existencia de otra pobiacitn de chlulas esteroidogbnicas,
diferente de las Tformadoras de aestrbgenos y de las que
secretan testosterona. Esta posibiiidad es apoyada por los
reportes de que en Ia gonads esbrionaris de! polioc, se han
sncontrasdo diferencias en el copportemiento ontogénico de
las motividades de arcaatass, de 17«-hidroaxilesa y de Ci17-
C20 iiasa (33). Adends, aunqus &n e! ovario adulto de ests
sapuwcie, dichas actividades residan solamente sn ias chdlulas
de Ia teca, m® han identificado en enta region,
subpoblacliones de oklulas estercidogénicas (45,48),

En relacidn a los esteroides no {dentificados en |as
preparaciones celulares da! pollc recien nacldo, sstos han
rostrado una woviliidad siwmilar con ia Sa-sandrostandions,
cuando son sephrados por cromatografia en caps fins bajo dos
diferentes sistecas de disolventes. Sin embergo, Ia

cristallizacidn de este estercide ofrecerla una prueba ohs



SINTESIS DE ANDROGENQOS
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Flgura 8. Slntesis de andrégenos Sa-reducidos or inn
diforentes pobiaciones ocelulares alsiadas del gradiente de
densidad, Las colulas derivadas dal gradiente de densidad
fusron {ncubadas por duplioado con testosterona-(7-1H])] y hCC
(1.0 IU/sl), durante 2 horas a 37*C, en | sl comc volunen
tinal., El nbaerc de oblulas totales fue diferents para oada
fracolbn oelular (0.108, 0,223, 0.388, 0.7680, 1.870 x 10¢
cblulas, para las fracoliones- 1|}, Ittty iV, vV y vt,
respectivanente). Los resuitados son expresadaos oomo
paraantaje da tranafaramclien haolas ocada ametabolito, Ba-
androsterona y posiblesante Ba-androstandiona. Como pueda
observarso, Ia nayor producoién de androsterona ccurrid en
la fracién [V des! gradiente, wmientras que |(a que mAs
androstandiona formd fue In fraocidn oelular V.
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conciuyente., tsta posibdilidad es apoyada por la observaclon
de que Ia reduccidn enzimitica de los estercides 4-en-3-oxo0,
tanto de los estercides C,;, como de los C,s, OCurre on el
tejido ovarico de diversas especies (5),

La actividad de |a 38-HSD dsl ovario fetal de! bovino,
svaluada con e! metabolismo de Ia dehidroepiandrosteronas,
fue mayor en Is abddula, respeoto de ia cqorteza. Este
hallezgo fue taablén observado con el indice de In 3P-HSD,
estimada con e! metabolismo de la pregnenolona y con le
localizacidn histoqulaica de wsta aotividad, en la regidn de
la médula yuxtacortical.

Estos resvitaedos nos indican que aen el ovario de fatos
de bovino, no fue paralela la distribucién reglional de 1as
eNnzZimas aromatasa, 178-HSD y 3A-HSD, lo que suglsre qua,
coac sucede en el ovarlo folicular de la rata (47), y en el
ovario de pollo recidn nacide, e} ovario fetal de bovino
contiene diferentes tipos de cdluias gque participan en el
nrooeso esteroidogénico,

La capacidad de) ovario tetal del bovino pRTA
sintetizar estoroides, fue mayor en el perlodo ocomprendido
sntre !os 4 ¥y 6 om CRL, una observecidn que concuerda oon
los reportes en donde se midid, por radiolinmuncenhlisis, la
seorecidn {n vjtro del 178-estradliol (34),

La duraclién de |a sotividad estercidegénics, de) ovario
pretolicular ds samlferos, s3 gensralmente trensitoria (48-
50). No obstante, en ia rata, 1a sotividad de Ia 3A-HS5D no

parece dispinulr una vez que se presenta, desde |8 stapa
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tfetal (51}, De fgual! manara, en el avario prefolicular del
pollg. la sintests del 178-estradtol mpsrece desde los 7
dias de vida sabrionaria, y se nantiene hasta que se forman
los foliculos (52,583,

La pregencia dea receptores funciaonales para
gonadotropinas, en |as pobisciones celulares saisladas del
ovario dal polla reci#n nacido, fue sugerida por las
diferencias en la secrecidn basal de testosterona y de (78-
sstradicl, respecto s la estimulada con hCG, Sin embargo, la
presaencia de los receptores debe demostrarse nidiendo
diresctamente 1a unidn s 1lgando.

En ¢l ovario de tetos de bovino no se eastudis ja
respuests & ias gonadotropinas, perc reportes previas han
noatrado que eate tejido inarementa la secrecitn {pn vitro
det 178-esatradiol en reapuesta a !a blL.H (34), lo que sugiers
que tamhbi®n en esta especie, exi{sten reaceptores funcicnalen
para LH.

Cuando se psveluaron los parAmetros cindticos {Km y
Vmax) de Ia 178-HSD, en presencia y en ausencia de hCG, los
resuitados mostraron que eon fas cRlulas ovaricas dei pollo,
Ia nctividad de esta enzima no es modificada por asta
gonadotropina (Fig.7), Una cbaservacidn gques concusrda con |o
esperado, ya que se ha reportado que (s FSH es ia
gonadotropina que astinmula !a actividad de esta enzima (54),

El hecho de demostrar que el ovario prafolicular tiene
la capacidead de sintetizar astercides fn vitro, indicas gque

Ins vias esteroidogénicas de este tewiido scn funclonaies.



oy
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Figura 7. Comportamiento cindtico de !a 178-~hidroxiestsrol-
de dashldrogensaa (178-H3D) en las chlulas de la fracoibn
Vi. Las cllulas derivaday de la fracoibn VI del gradlente de
dansidad fuaron i{ncubadas por dupllioado con diferentes
aancantracianea da tastoaterona,” an presancia o en ausenoia
de hCG (£.0 (Urmal), durante § hora a 37*C, an ! al como
volOnen tinal., La sactivided de In enzima fus evaluadas
nedlante la determinacien. de androstenasdianas formada,
expresando la velccidad en nmal/h/1 x 10* obdlulas oon
Ilpidos. Las oconwtantes ocindticas aparentes, oblenidas de!
fratico de dobles reciprocas fueron 1 Ka' » 8,578 N y Vmax
*» 8,417 naol/h/1 x 10* oc#lulas, para w!l oaso de s enzima no
estiaulada con hCG, mientras que en la reacidn estisulada
los vaicres fyeron Ka' » 8,25 pyM y Vaax » 8,85 naol/h/4 x
10* chlulas.




Sin embargo, no se demuestra que esta capacidad pueds
manifestarse {in vivo., No obstante, !a respuesta de las
céiulas ovArlcas a las gonadotropinas, mpoya la hipdtesis de
que los esteroides sintetizadoe {n vitro, puedan tamblén,
ser sintetizados {n vivg.

Ls ohservacidn de qus tanto la Sa-androsterona como Ia
Sa-androstandions fueron producidas en grandes cantlidades,
sugiere pars estos compuevstos, un posible papel fisloldylco,
ya pes directamente o a través de disminuir |la conocentracidn
de un metabolito activo,

Aunque no ha uido dilucidado el papel de low estrdgencs
an el ovarlo prefolicuiar, se ha propuesto gque estos puedan
tener un papei local en Ila diferenciacién gonadal, Bywkov hs
sugerido que los estrdogenos retardan ¢l infolo de Ia melosls
{55,%56). En su modelo, ella propons que |la diferenciacion
ovarica puade mostrar dos diferentes patrones, dependiendo
de =l ias células germinales del nvario sufren meloanls
inmediats, sin previa produccldn de esteroldes, o melosis
rotardada, con secrecién tanto de estercides como de la
sustancisa quo evita la metowisn (mefosis-preventing
substance, MPS).,

En |as ospecies con melowsis inmediata (o.j.. raton,
rate, hamster), las células germinales del ovario entran en
{a primera profase meidtica simultidnesmente con, o0, poco
despubs de que el ovario gonadal! pusde 3Fer reconooldo
morfoldgicamente. Estos ovarioe sintetizan wstoroides

limitadumente hasta que se forman los foliculos (87,50),
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En ias especiss con melaosis ratardada (e.g., cerdo,
oveja, perro, bovino, gato), el inicio de !a melosis en |ia
hembra se retarda hasta 45 dlas (sn la vaca) despuds de que
ha ocurrido la diferenciscidn ovikrica |.,e., perlcdo de
ratardo. En contraste 2 las especies con meiopis {nmediatas,
entos ovarios producen mayoraw cantidades de westeroides
durante 8l perlodo de retardo, E! ovario fetal humano
reprasenta un ejemplo transitorio entre la meiosis inmediata
y retardada, Aungqua hay un pertodo dew retsrdo de 2 a 3
samanas, hay produccitn limiteda de esterocides.

La hipdtesis de rue los westrbgenos actlan localmonte
implica que en las rcblulas oviricaw sxistan receploren
appuacificoms para este tipo de hormonas, lo cual! alin no ha
cido demostrado en o)l ovario prefolicular.

No obstante, an estadiaos posteriores de dessrrollo =l
ge ha obtenido avidencla experimental, ya que se ha
obsaervado In_viveg l!a captacliln vy retencldn sspeclifica deol
H-estradiol por los aovarios de ratas lnmadurss, ss!l como |a
unidn de! aestradiol a la fraceldn nuclear de las célulss de
is granuiosa y chlulas lGteas, {ndicando Im prevencis ds
s{tios de unlébn a2 estrdgenos, simiiares =& los receptores
especificos de estrdgesnos del tejido uterinoc (59-81),

Por otra parte, se ha sugerido que lan chjlulas
esteroidogénicas derivan de |a méduls ovadrica (40.82), una
hipbteslis que concuerda parcialimnente con nuestros
resul tados, donde la mayor secrecidn de testosterons y {78-

estradiocl fue observeda en la regldn medular del ovarlo ds|
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polio reolén nacido, mientras que en esa misma regidn, en e!
ovario del fteto de bovino, nse observd actividad de
aromatass, de 38-HSD y de 178-HSD, Sin embargo, coamo tamblien
se abservd sctividad esterofidogénica sn law chlulan
dorivadag de la corteza ovarica de smbay wespecias, no se
dascarta la participacidn de asts regidn on Isa contribucidn
de las cbiuiere sstercidogbnicns,

Con base en loe resultsdos obtenidos, puede concluirsa
que en lan estarcidogbnesis por el ovario prefolicuiar,
participan diferentes pobiaciones celulares con capacldaden
esteroldogénicas distintas, Jo cusl respresenta una evidencia
de cooperncin celufsar sn ia sintesis de esteroides por wi
ovario sn desarrolia.

El poder identificar y caracterizar & lags diferentes
subpobiacionas de cetiulasg esteroidogénicas, puede
proporcionar una herramienta para estudiar loa factores que
particlipsn en Ia regulacién de la expresidn endderinse del

ovarla prefolicular y au sfgniflicado fisfoldgico.



PERSPECTIVAS

De los resultados precedentes podemos distinguir varias

lineas de investigecidtdn con las ques se puede continuar el

trabajo realizado1

La técnica de gradientes de dunsidad ha sido aproplimda
para separar células esteroidogdnicas del ovario y del
tasticulo (683,84). Hediante este procedimiento, en el
ovario prefolicutar del polloc ss ha demostrado 1a
exlsteanclia da dos subpoblaciones de chiulan
asteroidogénicas. Sin embargo, quede por definir el
ntimero de éstps poblaciones, ya que ias oblulew
rolectesdan de las fracclones 11!, IV, V y V!, mostraron
diferente comportamiento estercoidogdbnico. Pers resolver
asta pregunta, se podrla reslizar un segundo psso de
purificecttn, va (Y]] anplisndo ol gradiente o
utitizando otros reactivos para formar un deagundo
grad{ente de densidad. Unms vez silelsdas, s« podris
definir que capacidadesy enzimAtices poseon ¥y establecer

de que manera cooperan en la sintesis de esteroides.

Las cédlulas de Ia fraccibn 11l del! gradisnte de
densidad, secretaron &8 Inm testaosteronnm, lo que
fndicaria que la enzina Ci17-C20 !iass se encuentrs en
astps células., De ifgual manersa, como en evtms céluiar

se observd {a wintesis de mndrostensdiona, esto sugiwere



Ia presencia de 3 enzims 178-HSD. Es probable que ia
estimuiacidn de estad chlulas con hCG pueda ofreser una
modelo para estudiar 1a reguliacidn de |a expresibn
gendtica de Jas enzimas anteriormente wencionadss.
Adendg, falta por determiner Ia presencia de otras
enzimas de las vias de esteroidogénesia, taies comp s

C20-C22 l1imsa,

Se ha reportado que los factorew de orecimlente puedan
afectar ia sintesis de estrdgency en las céliulas de =
granuloss (65). Como wn sl teoto de bovino se observe
uns actividad esteroidogénica traneitoria (34), podrtia
ser utiiizado como wmodelo para estudiar los faoctores
que modifican ia expresidn gendtica de las enzimas
reguiadoras de Ia estercoidogdnesis (e.g., IB-HSD, C17-

C20 tiasa, 17B-HSD, aromatasa).

Al gunos autores han mostrado que en lag chiuims de Ia
granulosa de ovario de rata, existen diferencias en los
receptores de mambrana para FSH y el VIF (28,29,
Nuestros resultados monzrnron que lap cklulas derivadss
del ovarlo del pollo respondieron de manera difsrante,
a |la estimulacidn por hCG, Ademdw, se ha reportado que
im bLH estimula en el ovarlic fetsl del bovino, le

secrecidn de | 7f-~evtradiol (34), Sin smbargoe, no se ha

demostrado en el pollo y en el bovino, Ia pressncia ds
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recaptorean a gonadotropinas, o cumsl podria ser

svajuado, realizando \a técnica de unidn a |igando,

En la médula ovaricm del pollo recidn nacido, Ime
cbiulas relativamente {ndiferenciadas son las LT T
abundantes, aunque tambidn ewtdn presentes las célulan
enteroidogénicas tipicas (42), Ls rselacidbn anatdmion
entre ambos tipos da co&lulas, pusde {indicar quas
cooperan an (s producciodn du westeraides, o que
representen diferentes grados de madursclon celular. El
cultivoc de estos tipos de células, puede ofrecer un
modelo para astudiar los factores que partioipan en la

diferencliacian celuiar de Ias células estercidogdnicas.

La funcldn tisloldgica de la secrecidn de estrdgenos
por #1 ovario prefolicular no ha sido acliarada, 8in
exbargo, se e ha asignado un papel local en Im
diferenoiacidn de |a gonads, a3l como wn el retmrdo del
inlcio de s meloasis (30,55), En aphos casos, para que
los estrdgenos puedan “ujtrc-r su ofecto, deben westar
presentes sus receptores en las tejidos blanoco, 1o cuml
no ha aldo demcutradao, Utlliizando la tecnica de unidn a
l{gando, se podris demomstrar gque tipo de cblulae
ovaricas poseen sstcs receptores., Unn ver establecida
suU prassnoia, se podrian estudiar los stecton

horsonalies en las chlulas bianco, asil zowmo loe fuctores

que detarminan |a expresién de eston recaptores.
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Aunque se ha demostrado que e! ovarioc prefolioular del
bovino sintetiza esteroides, no se ha estableclido el
iniclio de la actividad esteroidogaénica en este tejido.
Para responder s esta pregunta, se podria sstudfar el
metabolismo de ta androstenedicona tritiada, por las
génadas indifersnciasdas sorfoldgicamente, pero
determinandag el soxo genotipico. La sintesis do estrona
0 eatradio) podrian ser indicadores de ia

diferenciacidn bicqulmica del ovario,

Se ha propua-go que las céjiylias ssteroidogdnicas
dertivan de in médula ovarica (40,82), Nusstros
resultadow muestran que tanto la cortezs como ia sddula

ovarica, posesn capacidad de sintesies de esteroides. Si

sa contara con marcadores de las colulan
estsroidogénicas, especificos y sensibles, podria

sstablecerse el arlgen de sstas céluias.

5T



10,

lll

12.

REFERENCIAS GENERALES

Margulls, L., Sagan, D., Olendzenskl, L.; Vhat 1is the sex?. In!
THE ORIGIN AND EVOLUTIOM OF SEX. Edited by H.0. Halvorson, A.
Monroy. Alan R, Liss Inc¢., New York, 1985, pp. 89-85.

Moriya, 5., Tenaks, T., Okada, Y., Klkuchi, T., Fujimoto, 5.,
ichince, K.i Influence of the cocyte upon proliferation,
difterenttation and steroldogenesis of cultured granulosa ocells.
Iny PRESERVATION OF TUBD-OVARIAN FUNCTION IN GYNECOLOGIC BENIGN
AND MALIGHANT DISEASE. SEROMQ SYNWPOSIA PUBL., VYol. 4B. Raven
Press, New York, 1888. pp. l4B-16},

Mallach, E.E., At!as, S.J., Dharearajan, A.M., Oski, J.A.,
Santullt, R.i The periovulatory interval: physlologic and
endocrinclogic implications., Ini1 DEVELOPNENT OF PREIRPLANTATION
EHBR;DS AND THEIR EMVIRONMENT. Alan R. Liss, Inc., New York, 1388,
pp. 87-100,

Kurakava, T., Karachi, K., Aono, T,, Matsumoto, K.; Formation of
Sa~veduced C,,-steroids from progasterone in fit;g by a pathwvay
through Sa-reduced C,;,-sterolds {n ovaries o late prepubertal
rats. Endoorinology 881 571-578, 1974,

Merrone, B.L., Hertelendy, F.; Stercld metaboliss by avian ovarian

c;é;l during follicular saturation. Biol, Reprod. 29: 93%3-9¢2,
1983,

Doyel, E.A., Veler, C.D., Thayer, §S.| Folliculln from urine of
pregnant woasn. Am. J. Physiol. 901 328-330, 1929,

Dehenin, L., Blacker, C., Relffsteck, A., Scholler, R.; Estrogen
2=, 4-, B~ or 168-hydroxylation by human folllcles shovn by gas
chromatography-rass spectromstry assoclated vith stable |sotope
dilution. J, Steroid Biochem. 20: 485-a71, 1964,

Stiverzhan, P., Dshennin, L., Iwain, 1., Raelffsteck, A.; Gas
chromatography-sass spectroeetry of androgens In squine ovsrlan
folliclies at ultrastructurally deflned stages of developasnt.
Identification of 19-nortestosterone in folllcular fluid,
Endocrinology 117: 2178-2161, 1985,

Khalil, M.¥,, Valton, J.5.; Identiflcation and ssasuresent of 4-
oestten-3,17-dlone (19-norandrostensdicnel in porcine ovarlan
foilicular fluld using high parformance liquld chromatography and
capillary gas chrosatography-sass spactrometry. J. Endocrinol.
107: 37%-361, 1985,

Jubrez Oropsza, M.A. y Quiroz Martinez, A.; Las llpoproteinas. Eni
BIOQUINICA E IMWUNDLOG!A, Yol. 2. J.C, Dlaz Zsgoym y J.J. Hicks
(Eds). Pub., UNAM, 1980. Cap. 16, pp. I11-3386,

Dolphin, P.J.| Lipoprotsin metabolise and the role of apoproteinas
as metabolic programmers. Can, J. Bliochem. Cell. 8iol, 831 850-
85%, 1965.

McLean, M.P., Derick, R.J., Hiller, J.B,; The affect of husan
chorionic gonadotroplin, dlbutyryl cyclle adencsine 3*,85°-
sonophowphate, prostaglanding, and 25-hydronycholesterol on acute
progesterone seoretion by dissoclated rabbit iuteal oells f|n
vitro: evidence for {independent effescts of huasn chorlonic
gonadotropine and |lpoproteins. Blol. Reprod. 331 054-08), 1987,

58



13.

14,

19,

16.

17,

18,

18.

20.

L]
[ ]

24,

25!

Judrezr Qropeza, M.A,; Coiestarcit de Ia biotogia celulsr & s
biclgia molecular. Eny MENSAJE BIOQUINICO, Vol. 11. M.A. Vhiqus:

Alchkntara, J. Ponce Frauvslo y N.E. Salinas y HNejla (Ede}, ub.
UNAH' 1955. ep. 79-1281

Russsll, D.V., Lehrsan, M.A,, Sudhof, T.C., Yamamoto, T., Davis,
C.G., Hobbe, H.H., Brown, M.5., Goldstein, J.L.; The LDL receptor
{n tamilisl Thypercholaststoleaminr use of Dbusan sutlstions to
dissect » sesbrane protein, Cold Spring Herbor Syep. Quant. Bioal.
51: Bit-B19, 1988

Varren, G.,, Voodman, P., Pypsert, M., Saythe, E. i Coll-free sssays
and tne mechaniss of receptor-sedisted endocytosis, TIBS, 13: 402-
485, isee.

Schnelider, Y.J.; The lowv densily lipoprotein regeptor. Bloohis.
Biophrs., Acta. 988: 303-2317, {889.

Bruot, B.C., viest, ¥.G., Coliing, .€.C.; Elfect of jov density and
hgh density ligopretain  on progestercne secretion by dispersed
corpora lutesl cellis from rate troated w~ith asiroprrozoiofd,d-
dipyrimidine, Endaarinology. 1101 1572-1578, 1882,

Carr, B.R., GSadler, R.K., Rocheli, D.B.. Stalsach, M.A.,
MacDonald, P.C., Sispson, E.R.: Plases lipoprotein reguintion of
progesterons Slosynthesis by human corpus |uteum tissue In argan
syiture. 3, Clin. Endocrinol. Metab. S2: 8575-801, 1381.

Jubrez Oropers, M,A. y Dlsz IZagoys. J.C.; Enzisas clave sn el
astabolisno dat colesterol ¥y su reguisciftn, Bojetin de Educacidm
Bioguiwica. 4l1): 8-20, 885,

Luskey, K.L.; Reguliation of cholestero!l synthasisr sechanisas [lor
control of HMG-CoA reductase. Recent. Prog. Hormon, Res. 44; 35-
54, 1988,

Brown, M.S5., Goldstein, J.L.; The LDOL receptor snd HNG-CoA
reductase -Twoc =meabrane aclecuies that reguiste cholesterol
horecstasle. Curr, Top. Cell. Regul. 28 3-1%, 1985,

Ths, v.L,, Labrie, C., Zhag, H.F,, Couet, J., Lachsncy, Y.,
Slwsrd, J., Lebianc, G., Cots, I., Bérubd, D., Gegné, F., Labrise,
F.; Characterization of cONAs  for huean  estradiot 178~
dehydrogenane and sszignment of the gone to chrosososs |74
svidence of iwo sRNA species with distinct S'-termin{ in husan
piacenta. Mol. Endocr. 3: 1301-1309, 1989,

Diar-Zagoys, J.C., Wiest, *¥.G,, Ariss, F.) 20a-hydrusysieroid
oxidoreductase sctivity and 20a-dihydropregesterone concentration
in human piscenta hefors and after parturition. Am. J. Obstet.
Gynecal. 133: 0873-678, 1979,

Gore-Langton, R.E., Armstrong, D.7.; Foilfculsr stsroidogenesis
and its control. In: PHYSIOLOGY OF REPRUDUCTION, Yoil. 1. Edited by
E. Xnobli, J.D, HMeil, L.L. Eving, G.S5. Greanwaid, C.L. HMarkeri,
D.¥. Ptaff. Raven Press, Ltd, Mev York, 1968. Chapter 10. pp, -
ans,

Byekov, A.G.;Differantintion of wesamalinn esbryonic gonad, Phys.
Ruvw, 48; 71-117, 1988,

-55



28,

29.

0.

3l.

3z,

33.

3al

as,

38,

3z.

38.

33,

Byskav, A.G., Hoyer, P.E.; Eabryoclogy of smasaalian gonads and
duots, In: PHYSIOLOGY OF REPRODUCTION, Vol. 1, Edited by E,
Knobll, J.D, Netl, L.L. Eving, G.5. Gresnwaid, C.L. Markert, D.V.
Pfaft. Raven Press, Ltd. New York, {583, Chapter 8, pp. 2065-302,

Falck, B.s Site of production of owsstrogen in rat ovary as studied

in micro-transplants. Acta. Physiol. Scand. Suppl, 47(182)¢ 1-101,
1959,

Kassen, B.G,, Median, R., Davoren, J.B., Hsueh, AJ. M.
ldentification of subpopulatlions of rat granulose colinm
selaentation roperties and hormonal responsiveness.
Endocrimology. (17: 1027-1034, (D88,

Erickson, G.F., Hofedltz, C., Unger, M., Alien, ¥.R., Dulbecco,
R.1 A sonoclonal antibody to a mamnary cell ilne recognizey two
distinct asubtypes of ovarlan granulcosa ceils. Endocrinology. 1171
1480-1489, 1965,

Veniger, J,P., Chauragul, J., Zsls, A.} Converston of tastostercne
and progestercone tc oestrone by ths ovary of the rat eabryo in
organ culture. J. Steroid Bicchen, 211 JAT-344, 1304,

Picon, R., Pelloux, M.C., Benhaim, A., Gloaguen, F. Conversion of
androgen to estrogen by the rat fetal sand neonatsl fesale gonad:
effoects of dcAMP and FSH, J, Sterold Bloches. 23: 880-1000, 139385,

Tarada, M., Xurods, H., Nawmiki, M., Kitasura, Y., Matsusoto, X.p
Augmantation of srosatase actlvity by FSH in ovarties of fetal and

neonatal sice in organ culture. J, Steroid Biochem. 201 T74)-748,
188a,

imataka, H., Supuki, XK., Inanpo, H., Xohmeto, X., Tassokl, 8.1,
Developmental changes of stercidogenic enzyme activitiss in the
eabryconic gonads of the chickent the sexual difterence. Gen, Cosp.
Endocrinol. 7§t 413-418, 19886,

Shemesh, M. Estradlicl-178 bicsynthesls by the sarly bovine [letnl
ovary during the active and refractory phases. Blol, Reprod. 23
%77-582, 1880.

Shemensh, M., Allenberg, K., Milaguir, F. Ayaldn, N., Hanssi, VN.}
Horeone secretion by cultured bovine pre- and postiapiantation
gonads. Biol, Reprod., 15 781-787, {978,

Alvarez Fernindez, G.; Estudio de iz ssteroidogénesis en ol ovverlo
fetal de bovino, Tesis de Licenclatura sen Blologls, Faculted de
Ci!nCill. UNAH- 1969- L Y

Pedarnera, E., Julrez-Oropeza, M. A., Alvarez-Fernhndes, G., Kawa,
S.; Reglonal distribution of stercid biceynthesis {n the fets]
bovins ovary., The Endocrine Scclety 70th Annual Neeting., Nav
Criesns, Lousiana, 1986. p. 193,

Roberts, J.D., Varren, J.C.; Steroid biosynthosis {n the fetsl
ovary. Endocrinology. 7T4: B3A8-852, 1904,

George, F.¥., Vilson, J.D.1 Sex determination and differentiation.
In: PHYSIOLOGY Of REPRODUCTION, Vol, !, Editsd by E. Knobii, J.D.
Neil, L.L. Ewing, G.5. Gresnwaid, C.L. Markert, D.¥, Ffaff. Raven
Press, Ltd. Nev York, 16888, Chapter 1. pp. 3-28,

“60



40,

‘ll

A2,

43,

A,

45.

48.

47,

48.

Narbait:z, R., Adler, R.i: Subeforoscopical obssrvation on tha
differentiation of chick gonads. J, Esbryol. exp. Morph. 101 4]-
47, 1568,

Jordanov, J., Angeslova, FP., Boyadjieve-Nichailova, A,, JHakalska
M.t Ulitrasotructurs of daveloping interstitial cells LA chick
emabryonic gonad in relation to thefr (genesls and asteroidogenic
function, Z. Mikrosk. Anat. Foresch, 92: 443-484, 1978,

Genzalez-Mordn, G., GonzAlezr del Pliego, M., Pederners, E.)
Morphologlical changes in the ovary of the nevly hatched chickens
trestud with cherionic gonadotropin during eabryonic davelopmant,
Gen. Coup. Endoourinol, 59: 182-187, 198%.

Geworge, F.V., Vlison, J.D.; Convarsion of sndrogen to #strogen by
the husan fetsl ovary. J. Clin. Endocrinoi. Hetab., 47: 550-%55,
1978,

Milevich, L., George, F.¥., Vilson, J.D,; Eatrcgen forsation by
the ovary of the rsbbit esbryo. frducrinology. (001 147-188, 1977,

Porter, T.E., Hargis, 8.8., 3tiaby, J.L., El-Halaweni, L
Difftsrential steroid production between thece Interns and theca
externa cells: A three-cell wodei for fallicular wtercidogenesin
tn avian species. Endocrinology. 12%: 109-110, tgeb.

Pwdernera, E., Veldzquez, P., Giwez, Y., Gonzhlez del Plisgo, MN.i
{solstion of steroidogenic cel! subpopulations in the folllicular
theca of the ovary (n the domewtic fowvi, In: GROWTH FACTURS AHD
THE OVARY. Edited by A.N. Hirshfimld. PFlenuns Press, KNew York,
1888, pp. 351-355.

Takahashi, 4., Duleba, A.J., Yuen, B.H., Moon, Y¥,S.: Steroidogenic
capabii{tiens of varfous cowpartments of rat ovarlan follicle tn
culture. Sterolds. 44: 337-348, (904,

Haulwon, F,, Bezsrd, J., Terqul, M.) Very sarly and transient 170-
estradiol wecretlon by feta) sheep ovary, in__vitro study. Ann,
Bial. Anim. Biochia. Bifophys. 17: 389-a0i, 1977,

tholl, S.A., Goy, R.¥.: Androgen and estrogen syntheuis Irn the
fotal guinea pif gonad. Blol, Reprod, 18: 180-189, (970,

Gondes, B., Georgs, F.M., Wlison, 3.0 Granuloca cell
difterentiation and exttogen synthesis in the fetal ratblt ovary.
Blol. Reprod. 25: 731-7498, 1982,

Plegn, R.. Darazoul!, D., RoufMler, V., Duranteau, L.i Activit'y of
AB-hydroxysterotid dehydrogenase/iscnerase in the fetsil rat ovary.
4. Starold Bioches. J1: 839-843, 19868,

Galii, F.E., Vaszermann, G.F.; Styroid biosynthasis by gonads of
7- and 10-day-cld chick smbryos. Gen. Coep. Erdocrinol. 2t: 77-83,
1973,

Gulchard, A., Cedard, L., Haffen, X,; Aspect comparsti! de Ia
synthige de stdroides sexuels par les gonades ssbryonnalres de
poulet 4 differents stades duy déveioppusent (dtude en culturs
orsnnotyplquc & artlr de pracurssur radicactifs), Gen, Coup.
Endocrinol, 20: i8-28, 1973,

~6l-



54,

53,

58.

37,

$8.

59'

80.

8t.

82,

65'

Fukuda, S., Terakawa, N., Sato, 8., !mori{, T., HNatsumoto, K.}
Horsonal regulation of activities of 178-0l-dehydrogenase,
stonatase and A-ene-Sa-reductase in {weature rat ovaries. .
Stercid Biochem., 111 1421-1424, 1979,

Byskov, A.G.j Reguiation of meiocsis in cusmais. Ann. Biol., Anis,
Biochie. Blophys. 191 1251-12681, 1979,

Teafriri, A.; Local Nonstaroldal regulstors of ovarian funation.
Int PHYSIOLOGY OF REPRODUCTION, Vol., 1, €dited by E. Knobii, J.D.
Neil, L.L. Ewing, G.5. Graenwald, C.L. Harkert, D.V. Pfatf. Raven
Press, Ltd. Newv York, 1908. Chapter 14, pp. 527-585.

Rouiller, V., Gangnerau, MH.N., Plcon, R.; Production of Gy,
stercide in ths rat tetal ovarfes. J. Steroid Biochew. 311 4a7-
452, 1883,

Ventger, J.P., Zels, A.1 Stimulation of arcmatass activity in the
fetsi rat gonads by cAMP  and FEH, Acts Endocrinol {Copanh), 119
381-38%, 1988,

Saiduddui, S.; *H-estradiol uptaks by the rat ovary. Proo. Sgo.
Exp. Biol. Red., 138: 831-680, 197}.

Richards, J.5.: Estradiol raceptor content of rat granuicsa celis
during folllcular deveiopsant: asodification by westradiol and
gtonadotropins. Endoorinology. 87: 1174-1184, (973,

Saiduddul, 5., Zawsenhsus, H.P,; Estradloi-1?8 receptors in the
fzmature rat ovary. Steroids 29: 197-213, 1877,

Scheld, D., Hatfen, X.; Sur ia localisation de ln JB8-HSDH dans les
gonades de  !'embryen de poulet; apparition et spacificitd de
j'activitd snzymatique, Annis. Esbryoci. Morph., 1: 81-72, 19860,

Teng, C.7., Teng, C,5.1 Studies on sex organ davelopsent:
ssparation and culture of steroid-producing cellis from growing and
regressing embrycnic cvaries. Endoorinology. 1043 1337-1348, (979,

Payne A.H., Downing, J.R., Vong, K.L.; Lutelnizing thormons
receptors snd testosterone synthesis in two populations of Levdig
cetis. Endocrinclogy. 106; 142A4-1429, 1980.

Steinkanpt, M.P., Mendeison, C,R., Siapsen, E.R,; Effscts ot
spidersal growth factor and insulin-like grovth factor ! on the
fsveis of wRNA encoding aroaatase cytochrome P-420 of husan
ovarian granulosx celis, Mol, Cell. Endocvrinol. 389: S3-59, 1889,

-



GENFRAL AND COMPARATIVE ENDOCRINOLOGY T1, 153162 (1988)

Identification of Steroidogenic Cell Subpopulations in the Ovary of
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The aim of the present study is the isolation of subpopulatioas of steroid-producing cells
in the ovary of the newly hatched chicken, Cells were obtained by {ructional trypsin disso-
ciation uf the pvary and isopycnic separition in a conlinuous metrizamide gradient (0-307%),
Testosterone and {7P-estradiol secretion was measured by radioimmunoassay in the incu-
bation mediut of the isolaled cells. Six fractions of ovarian cells were studied. Fraction il
(density 1.080) cuntained typical stereidogenic cells with a positive reaction for
IB-hydroxysterond debydrogenise, A'isomerase. This fraction secreted testosterone (3.7
R/ 10" cellsd2 hrd bt po 7-estradiol secretion wis detectable. The mujority (85¢0) of cells
abtained in fraction VI {density 130 were refatively undifferentiated and conlained poly-
tibosomes, mitochondria with bynellar cristue, and few rough endoplasmic reticulum; only
3-570 af the cells of this fraction were similar 1o those of fraction 1L tn fraction V1 the
highest fevel of 13- e<iradiol seeretion was lound 12.9 ng/10* cells/2 hr) whereas testosterone
wits it minimum level (0660 g/ 107 cellsi2 ). Resnlts strongly suggest the existence of two
cell subpopudations in the inmaiuie chicken ovary: typical steroidogenic and pourly difTer-
catiated ceils which secrele testosterone and 173-estradiol, respectively.  © 1988 Academic

Press, Ing,

Guichard er al.. 1973). Sceretion in vitro of
178-2stradiol by the ovary and 173-

Steroidogenie cells have been described
in the ovary of the chick embryo by ultra-

structural and immunohistochemical stud-
ies (Narbatz and Adler, 1966; Woods and
Podczaski, 1974; Waoods and Erton, 1978
Jordanov er al., 1978) confirming previ-
ous descriptions of positive cells for
Ip-hydroxysteroid dehydrogenase,
AMisomerase (A%-33-HSD) (Narbaitz and
Kolodny, 1964; Scheib and Haffen, 1967;
Woods and Weeks, 1969). Steroid-
producing cells are abundant at the end of
embryonic development and 18%% of the
ovarian medulla consist of this cellular type
in the newly hatched chicken (Gonzdlez-
Mordn er al., [1985). Biosynthesis of
17B-estradiol and estrone in the ovary of
the chick embryo has been demonstrated
at 6-7 days of incubation (Weniger and
Zeis, 1971; Galli and Wassermann, 1973;

estradiol plasna levels have been described
from that age onward in the chick embryo
(Guichard er ol 1977, 1979; Woods and
Brazzill, 1951),

Luteinizing hormone (LH) or human
chorionic gonadotropin (hCG) stimulate
steroid hormone sccretion by the chick em-
bryo ovary; stimulation has been registered
in vivo and in vitro in ovaries obtained from
8- to 18-day-old chick embryos (Teng and
Teng, 1977, 1979, 1982: Guichard et al.,
1979; Woods et al., 1981).

Density gradients have been previously
used to isolate steroidogenic cells in the
ovary and the testis (Teng und Teng, 1979,
Payne et al., 1980). In the present work, the
isopycnic separation of ovarian cells ob-
tained from newly hatched chickens is at-

00166480788 $1.50
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tempted, and the secretion of [7-estradiol
and testosterone of each cellular subpopu-
lation is evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Marterials. Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) and trypsin were obtained from Grand Island
Biological Co. (Grand Island, NY); sovbean trypsin
inhihitor, bovine serum albumine (BSAY, -mcethyl -
isobuty! xunthine (MIX), metizamide, hunun chori-
onic gonadolropin (hCG), testosterone, A,-andro-
sten-3,17-dione, androsterone, Sa-dihydrotestos-
terone, dehydroepiandrosterone, estrone, and
170-estradiol were purchssed from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MOQ). Shepadex L.H-20 was obtained
fram Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Sweden),
Anti-testovterone and anti-173-estradiol sera were
products from Radioassay fnc. (Carson, CA)
11,2.6.7.-"Hjtestostesone (94 Ci/mmolt and 173-
12.0.6.7, Hestradie’ (92 Céoumol) were purchased
from Amersham Internationad (Qovkinghamshire,
Coelundy, [7-" M lestoccione (29 Cimimol) was ob-
tiied from New England Nuctear (Hoston, MA).
Thin-tayer chromatograpny (TLC) was perfotmed on
sifien pel 6O F254.couted alumininm sheets yMerck,
Mexico).

Animais. Newly hatched chickens, White eghom
tHabcock BIOO) and Rhode Island (Welpline}, were
abtained from local hateherses and studied within 24 he
after hatchag.

Ovarian ool preparations. Lett ovaries were dise
seeted and incabated in 0.255% trypyin in balanced suall
solutton tUa " and Mg®* tree) at 37% 00 a shaking bath
20 cvelesimin). Ovamn cells recovered alter 10, 20,
anmd Wy osn ol wcebanon were readed walh .57 soy.
Bean try pay indubator follawed by two changes of me-
dive, DMEM wih 019 of B3AL

Dyiswociated ovarin celis obtained after M min of
Uy incubation were npplicd 10 6 continuous nicti-
sannde gradient TO-3¥T), 3050 ~ {0 cels were bd
an 5 mil of gradient, aler centrifugation ot 400 for 7
nun, and O 4ol frochions were collected fraom the top
of the tube, Fractions contyimng ovarian cells were
wiashed with 10 mi of incubation medivm. The final
cell nitnber was counted with the aid of a henucylom-
eter, aod viability was established by the trypan blue
exclusion test (Tennant, 1964).

Estradiol and testasterone secrenon. Samples of the
ovarian cefl suspensions (10° cells) were incubated in |
ml of DMEM with 0.15¢ of BSA and 0.1 maf of IBMX.
The incubation was performed at 37% in a shaking bath
(M cycles/min) under % CO and 956 air. Unless oth-
erwise indicuted the incubation time was 120 min. In
order to stimulate steroid harmone secretion, hCG (1.0
[U/mil} was added to the incubation medium of some
ovarian cell samples. Aliquots (30 pl} of the medium

PEDERNERA ET AL.

were collected; estradiol and testosterone were direct-
ly measured by specilic radioimmunoassays that were
previously validated (Pedernera and Gomar, 1984).

Morphological studies. For ultrastructural studies,
samples of ovarian cell fractions and fragments of
trypsinated ovanes were fixed in 27 glutaraldehide in
0.15 M phosphate buffer, pH 7.4. postfixed in 195 os-
mium tetroxide and embedded in plastic resins. Gray
1o pale gold sections were obtained in a Reichert ul-
tramicrotome and stained with uranyl acelate followed
by lead citmate (Reynolds, 1961). Sections were ob-
served in 8 EM9-82 Zeiss electron microscope. For
light microscopy observations, sections of 1 jum thick
were stained with toluidine blue. In some experiments,
the percentage of cells that were posilive for
ALNIB-HSD (Payne ef al., 1980) wus counted employ-
ing a hemocytomeler, in every fraction of ovarian
cells,

Testosterone metabalisr. Radiolabeled testoster-
one {7-9H) was used to know the steroidogenic capa-
bilities of each ovarinn cell fruction. With this purpose,
cell samples were incubated with 008 pCi of
[7-Yilestosterone as mentioned tefora, noall cases,
cells were stimulated by hCG (L0 TU ) administea-
tiog. [ncubation was stopped by 10 vol of cold diethyl
ether addition. Cells were extracted thiee times with
10 vai of dicthyl ether. Extracts were evaporated un-
der nitrogen stream at 37° and reconstituted in abso-
lute ethanol. Extracts commning radiolsbeled steronds
were supplemented with the following steroids (0.5
1.0 pg each per sample) serving as mternal stundads:
testosterone, Sqoandrosten-3,17 dione, androsterone,
dehydreoepiandrosterone, Sa-dihydrotestosterone.
170-estradiol, and estrone. The sleroids were <epaal-
ed by thin-iayer chionalography developed with
mothyiene chluopderethy | acetate, 8120 (viv), or
Sephades LH-20 cotpmn (0.5 2, 0.5 « 6.5 cm) ehited
with benzene:methanol, 91 (viv), foduwed by a see-
ond thindayer chromatography developed with hex-
anadiethyl ether, 34 (vivy The detection of standard
steroitds wius made by uv pbyorption and by visuuliza-
fron after charring at 120° for 15 min with sultune
acidowater, 0 ivivy,

Regons corresponding to authenue standapds wetre
Serapped into scintitlation vials and subsequently eval-
vated for radioactivity in a Packard Ta-Carb 3255 lig-
uid scintillation spectromeler.

Final identification of radivactive metabolites wus
achieved by the copurification with authentic stan-
dards; the agreement of results obtained by the three
chromatographic procedures was taken as evidence
for identification of the sleroids.

RESULTS

Ovarian cells obtained after enzymatic
dissociation were classified into three
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types: (a) oocytes, cells with a diameter of
25 pm or more, (b) cells with lipid droplets
in the cytoplasm (diameter [5-25 pm), and
(c) cells without lipid droplets (diameler 5-
25 pm). The proportion of each celiular
type changed in the fractions obtained at
10, 20, and 30 min of trypsin tncubation (Ta-
ble ). Oocytes were mainly recovered in
the 10-min fraction and reduced to 2.7% of
the cells in the 30-min fraction. On the other
hand, cells with lipid droplets were incre-
mented in the 30-min fraction, Light mi-
croscopy observations confirmed that the
cortex of the ovary was dissociated during
the first minutes of trypsin incubation and
was practically disaggregated after 20 min
of trealment.

The study of the steroid-hormone secre-
tion by the ovarian cells which were col-
lected during the fractional trypsinization
demonstrated that the highest 17B-estradiol
levels were obtained in the 30-min fraction
(Fig. 1). In the following experiments, only
ovarian cells obtained in the fraction of 30
min were employed.

The response of the dissociated ovarian
cells to several doses of hCG was evaluated
by measuring the 173-estradio} and testos-
terone secretion (Fig. ). The ED, for hCG
was (.25 and 0.64 1L/ml by measuring
[78-estradiol and testosterone, respective-
ly. Time-course response to the same hor-
mone was also registered (Fig. 3). Results
evidenced an increase tn 173-estradiol se-
cretion, at least during 8 hr, under the in-
cubation conditions.

When tsolated ovarian cells were submit-
ted to isopycnic separation, the type of

TABLE |
PERCENTAGE OF CELLULAR TYPES ORTAINED AT
Several TryPSIN INCUBATIONS

Time With Withouwt

{min) lipads lipids Oocyres

“10 12207 774+ 28 23z 4
20 82 =213 86.5 = 2.3 5.2+1.4
k'Y i42 08 83.0 2 0.6 27202

Note. Yalues are expiessed as means = SD.
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Fia. |. Testosterone (1) and 173 estradiol (F,) se-
cretion in ovanian cells obluined from newly hatched
chickens (White Leghorn). Cells were isalated after
several trypsin trestments, Quantiflications were per-
formed under basal (0,89 and hCO (1.0 TU/md) stim-
ulated (8.0) in vitro conditions. Values represend
means = SD.

cells obtained at each fraction was different
(Fig. 4). Fraction Il (density 1.080) con-
tained a pure population of cells with lipids
droplets. While in fraction VI (density
I .150), cells without lipid droplets predom-
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Fua. 2. Dose~response curve 1o the h('G stimuli-
lion in isolated cells from the ovary af White Leghorn
newly hatched chicken. Estradiol (O} and testosterone

(&) secrelion was registered. Yalues represent means
* SD.
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FiG. 3. Time-course response of isolated ovarian
cells incubhsted under basal (@ . AYand hCG (1.0 TUNMmMD
stimulated (0,480 conditions, Testosterone (A and
17R-estradio] ¢ were measyred by REA in the medis
um, Cells were ablained from Rhode Istand cruckens,
Values represent greuns = 810

inated and ondy 30 of the ocils contamed
lipid dropicts v the oytoplasim. Qocyles
were distiibuied in fractions HE IV, and V.
No sipnificant differences in the cell (ype
disteibution were observed between the
ovaries obtained from White Leghorn or
Rhode Isfand chickens,

The study of ovarian colis which were
positive for A%3B-HSD showed that the
highest percentage of positive cells were lo-
cated at fraction T (Fig, 5}, the fraction that
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Fira. 4. Percentage of ovarian cell types obtained in

fractions of a linear deasity gradient (O—). Frac-
tions were numbered fram 1 to VI Cells were classi-
fied into three types: with lipids (), without lipids
{B), and germinal cells (B)), Cells were obtained from

White Leghorn chickens. Values represent means
= SD.
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3001 B

A a-HDS (% OF POSITIVE CELLS)

é—‘ ﬁ FB-.&CL.-‘

I ix by a4
FRACTION NUMBER

Fig. 5. Percentage of positive cells for A 33.HSD
in fractions of ovanan ceils obtained from the densily
gradient. Cells were obtained from White L eghorn
chickens. Two incubation times with the subsirale of
he ZFend 2 hr 0) were registered.

i3 formed by cells with lipid groplets, The
percentage of positive cells for &% 33-1H5D
decreased in other fractons amd the lowest
values were observed in fiaction Vi,

In uitrastructural observations, cefls ob-
tained from fraction L displaved abundam
vesicles of smooth endoplasmic reticolum
(SREZ), mitochandria with convulated oris-
fie, and lisid droplets tn the cytoplasm
(g, &), In fraction V1, more than 857 of
the cells were characterized by a scaree ¢y~
toplasm with polynibosomes, a few rough
endoplasnne reticulum (RER), and mito-
chiondna with lmmellar cristae (Fig. 8). An-
other ol type that exiubited “haoing
bodies™ in the plasmislemn was observed in
3 iow pereentage (1-290 (Fle, o). L thas
fraction, ceiis similar (o those observed
Fraction H were found at 3-89, Fibroblasts
identified by the cytoplasmic processes and
the nuclear feature (Laws e7 al., 1985) were
found in fraction VI, but represented less
than {0% of the cells.

The secretion of 178-estradiol and testos-
terone by fractions of isolated ovarian cells
after 1sopycnic separation was measured
(Fig. 7). The secretion of testosterone was
maximum and no 178-estradiol secretion
was detectable in the fraction [ of ovanian
cells. On the other hand, the highest secre-
tion of 17R-estradiol was registered in frac-
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Fig. 7. Secretion of 12-estradiol (O and testosterone () in ovarian cells oblained from fractions
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tion V1. In the same figure, results were  [7f3-estradiol and testosterone secreted. A
expressed as a correlation between the  posilive correlation was obscrved between
number of ovacian cells with or without lip-  testosterone secretion and cells with lipids,
ids in the cytoplasm and the amount of while 17B-estradiol secretion wias corre-
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1 Rhode lsland chickens. The relation-
p between cellular subpoputations and
testosterone secretion was similar in
th limes. However, the 17g-estradiol se-
ton in White Leghorns was 10-fold
Bier than in Rhade Istand chickens. Con-
jently, a reduction in the aromatase ac-
ity in the ovary of the Rhode lsland
chens could be postelated.
Lesulta obtmned atter ancubation wath
patod testostcrone and chromatography

ton are 1noagreement with those ob-
aed by sadiommmunorssay measure-
rts . However, unidenutied steroinds

pe Toand o tracbions disapat

KRR androp

fiom the
ensoand estrogens,
rresenes of more than 1wo
pomnsiions nvolyed o steroid mctabo-
i The anaivsie of
thed investontion,
o the winl mammaban ovary,

ioseorste
!t“"l!!}.‘, the
this event deserves
the par-
aatton of two celluiar tvpes i the secre-
vof andropeas and estiopens bas been
westod (rutk, 193% Short, 19620 Bors
19675 Theen celis seerete androgens,
creas granulosi cells convert
setrogens (Dormington o af. 1975 For-
Amstrong, (9770 In the aviag
v, the secrehon of estradiot snd testos:
e 1< focated morhe theos of matunng
scles Mg and Natboandes 1979 Mg
e and Hertelendy, 19850 Ay hatchang,
nordial follicles are st not formed
chitchen ovary; however, precursors of
ca cells are located in the ovarian me-
in (Narbattz and De Robertis, 19081
sent resalts idicate that two cellular
wlations are ivolved 173-estradioi
testosterone secretion in the ovary of
newly hatched chicken, Therefore, a
peration between two cellutar types in
oid secretion is vbservable during the
elopment of the chicken ovary.

andropons
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Fio, 8 Secretton of 1o estradio! d westosterone

i aliled ovanan o of density gridient fractions.,
The incubation was perfoimed under basal (833 and
RCO L0 U stimulated (£33 conditions. Ovarles
were obfained from Rhode Iskand chickens, Values
represent means = S

lated to the number of cells wihout lipids
(Fig. 7).

The results reported in the preceding
paragraph were obtained from ovaries of
newly hatched White Leghorn chickens,
but a similar phenomenom was observed
with vvaries from Rhode Island chickens,
The basal- and hCG-stimulated secretion of
178-estradiol and teslosterone were mea-
sured in the same fractions of the density

gradient: testoslerone maximum wvalues
were obtained in the fraction of low density
and 17-estradiol in the fraction of high
density (Fig. 8). It should be noted that
17B-estradiol secretion by isolated ovary
cells is higher in White Leghorn (Fig. 7)
than in Rhode Island chickens (Fig. 8).

When [7-'H}testosterone metabolism
was evaluated in the fractions of ovarian
cells obtained from density gradients,
178-estradiol and estrone biasynthesis
were found maximal in fraction VI,
whereas in other fractions d;-andro-
sten-3,17-dione was the greatest metabo-
lite. Fractions II and I had little or no ca-
pacity to synthesize estrogens (Table 11}
Other androgens, dehydroepiandros-
terone, androsterone, and 3a-dihvdro-
testosterone were found in only minute
quantities as compared with androstenedi-
one preduction, In fraction ¥V, unidentificd
steroids were produced in a considerable
amount (Table L),

DISCUSSION

The ovarian cell suspension obtained af-
ter trypsin dissociation secreted-17f-
estradiol and testosterone in vitro. The ste-
roid hormone secretion was incremented in
function of the incubation time and the dose
of hCG added to the medium. These results
validate the method employed for the 1so-
Iation of functional ovarnan cells. Afler the
fractional trypsinization, cells were mainly
oblained from the ovarian medulla, since
the number of germinal cells were markedly
reduced in the fraction employed: although,
the presence of a low percentage of cells
from the cortex was observed.

Low density cells (Fraction 1) obtained
after isopycnic separation are typical ste-
roidogenic cells according to the ultrastruc-
tural pattern and the positive reaction for
A*-38-HSD. This cellular type secreted tes-
tosterone according to the results ebtained
in radioimmunoassay measurements. When
cells of fraction 11 were incubated with tn-
liated testosterone, labeled androstenedi-
one was obtained indicating the presence of
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. TABLE 2
S1eroip HorMones Propuced sy 1HE OvARY CELL FRACTIONS AFTER INCUBATION WITH
{7-'*H)TESTOSTERONE EXPRESSED AS PERCENTAGE OF TRANSFORMATION

Fraclion Unidentified

number Testosterone Androstenedione Estrone 17p-Estradio) steroids
| &t.6 . 1435 0.12 2 0.02 0.0l .65
i 700202 0.5 =01 0.20 = 0.1 0.08 3138 2 0.7
v 40.5 = Lt 16.5 = 1.0 0.85 = 0.1 Y 20,3 0.1
Ay 13,8 = 2.0 i8.8 =25 2,42 = 008 0.54 56.5 2 0.8
Vi M4 = 21 502 ® 4.0+ 1.0

0.6 10,75 = 0.2 X0

Note, Values are the means of two experiments, for androstenedione, estrone, and unidentified compounds,
{n ane experiment the TLC was developed in methylene chlonde:ethyl acetate, 8:2; in the second one, afier
LAL Y column, in benzene:methanol, 9:1, and TILC with hexine:dicthyl ether, 31, The values for 17p-estradiol
were obtained after chronudography in LH-20 and TLC in the same solvent systems described above. Testos-

lerone values represent the remaining percentage,

[78-hydroxysteroid dehydrogenase activi-
ty. On the other hand, estrogen secretion
was not detected by radioimmunoassay in
this ovanian cell subpopulation, and the fu-
beled estrone and 173-estradiol found after
incubation with tritialed testosterone ex-
hibited negligible amounts, In conse-
quence, these findings strongly suggesi that
steroidogente cells which have been de-
scribed in the ovarian medulia of the
chicken (Narbaitz and Adler, 1966; Jor-
danov et al., 1978; Gonzilez-Mordn et al.,
F9RS}) secrete androgens but not estrogens.

In fraction VI from the density gradient,
the highest 173-estradiol secretion was reg-
istered and the maximal aromatizing capac-
ity could be infered from the result of tes-
tosterone isotopic transformation. In this
fraction at least three cetlular types could
be identifted: (a) prefollicular cells, (b) typ-
ical steroidogenic cells, and (¢) relativeds
undifferentiated cells. Prefollicular cells
coutd be recognized by the presence of
“lining bodies'' in the plasmalema (Rahil
and Narbaitz, 1972; Carlon and Erickson,
1978). These cells only represented 2% of
fraction VI, therefore, il would be difficult
to atribute to prefollicular cells the estrogen
secretion in fraction VI. Morcover, prefol-
licular cells predominate in the ovarian cor-
tex, and the fraction corresponding to the
cortex during trypsinization did not secrete

measurable amounts of steroid hormones.
A low percentage (3-5%) of tvpical ste-
raidogenic cells was observed in fraction
V1, but no correlation has been found be-
tween the number of these celis and
[7B-estradiol levels. All evidence sugpests
that estrogens would be secreted by the
population of refatively undifferentiated
cells that represent 85% of the cells in frac-
tion VI,

A previous ultrastructural study de.
seribed an epithetial compartment in the
ovarian medulia of the newly hatched
chicken (Gonzdlez del Phego ef al., 1933).
Within this compartment, two cellular
types have been recognized: (a) Lypical ste-
rotdopente cells and (b) poorly differenti-
ated cells. Poorly differentiated cells are
the main component of the ovarian me-
dulla. while 8% of the ovacian medulia is
nceupied by steroidogenic cells (Gonziles-
Mordn er al., 1985). In the present study the
percentage of steroidogenic cells in the
ovarian medulla was confirmed, and ste-
roid-hormone secretion contributed (o ex-
plain the function of cellular subpopula-
tions in the ovarian medulla. Typical ste-
roidogenic cells secrete androgens, and
relatively undifferentiated cells would
probably be the source of estrogens.

Separation of subpopulations was ob-
tained from ovarian cells in White Leghorn
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SUMMARY
Zeil suspensions obtalned from cartex and nedulla af the
wwary from sarly bovine fatuses of 4-10 om crown-rump length
(CRLY were exaninated |n vitre for their capabliliities o
matsbhollse radiciebalad exogencus precursars. Pregnenclong
and dehydreceplandraatarona natabolliss ware smployed to
satimate A2-hydroxyatarald dehydrogenase/igsonerose ‘ﬁotlvity
¢ 33-H3DY, vheresy: sndrostanediane and tagtosterone
~atabnllisn wers used to evaluate aromatase activity,
Furthermaore, 178-aztradicl and teatoqtaerone praduction traon
androstanedicone metabollsm ware taken as Indax of 178~
nydroxysatarold dehydraganase (178-KHSD)Y, Results show an
asymmetric distribution of snzyme activities; higher 38-HSD
and {7A-HSD activities were found In the medulla compared to
the cortex of the sama ovary, whereas nromntase activity was
‘ound hemogensaously distributed In both ovari{an reglens, In
addition, ovariesg from &4 to € cm CRL fetuses wera iound morw
active {n steroldogenrazia than cvarles from lavge: fetusas,
fatrone biosynthesla was nigher than 17fi-egtradic! by elther
avarian region., These dete provide evidence tha: in bovine
fetal ovary the activity of steroidogenic enzymew (8 not
swomogenspusly distributed in cortex and medulls and suggest
the eaxistance of more than one cell population with

differant stesroldoganic capabilities.
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Estragen blosyntheals or secretion has been observed in
fetal ovnrl;l of ssveral nmammalfan specias such am rat,
nlce, rabbit, sheap, hamater, guinea plg, human and bavine
{1-81J.

Un the other hand, {t has baen suggented in adult ovary the
"twa cell theory"™, postulating that asgtrogen production s
predosinantly carrfied out by granulosa celis which arcoatizse
androgan of thecal orlgin (8-11). Nevasrthelasos, there are
not atudlew on this matter {n fetai ovarfues,

The initial etudiex of Shamash [(12-14} established that the
novine fetal ovaries syntheaized and sacreted 178-eptiradiol
whan tha gax of bovine embryontc ganads beacama
amorpbologlcecally dlastinguishable at 45 * 2 days (3.3~a.1 em
ctown-ruap iength, CRL)., The producticon ot (7f-estradicl
perslisted throughout 4 to 8 oem CRL and then decresased to
indetectable values when the cultured ovaries feom 10-20 cem
~RL ftetuses were assassed,

The morphological changes observed In the ovary of 4-10 cm
TRt. ftetus involve the bursting growth of cortex and the
ratative involution ot meduilla. Consequentiy, the purposa ot
the prusent wtudy (s a flrst attempt to know 1t the "two
cell theory" operates at thae time ot gonada)
differantiation, lnve:tlg;tlng the steroldogsenlc
capablilitlies aof each reglon ~-cortex &and madulle- ueing

radiolabeled precursors.

Page -~ 3



EXPERIMENTAL

Materials.

{7-*H]-tegtostarone (20.0 Cl/mmol), {(1,2,5,7-H(N))~testonr~-
tarone (83.6 Ci/amal), [7-3H(N}]1-pregnenolone (17,7 {1/
amai), {(1,2,6,7-H(NY]-androstansdione (83.0 Ci/neol, 4~
androztena~3,17-dlcna), and l1,2~’HtH))-dnhydro;plandrnu-
terone (58,58 Cl/mmol) were purchased from New England
Nualaar (Boaton, MA). )
Dulbecca's modifttisad Eagle madium (DHEM) and trypsin were
abtatned from Grand ialand Blological Co. (Grand laland,
NY):; soybean trypsin (nhibftor, bovine serum albumi{n (BSA},
pregnencione, {7a-hydroxypregnencione, progesterone, {7a-
hydroxyprogesterone, 20a-dihydroprogoesterone, testorterone,
4-androsten-3,17-dlone, Sa-androsterone, Sa-dlhydrotestos-
terone, dehydroepliandrosterone, Sa-androstenedtione, estrone
and 178-eatradliol were purchased fram Sigma Chemical Cao,
(3t. Louls, MQ). Sephadax-LH20 wasx obtalnsd frow Pharsacla
Fitne Chamlcals (Uppaal!a, Sweden)., Thin-layer chroastography
(tlic) wae performed on s{llca gel 680 Fysi-~conted aiuminfum
sheatas (Merck, Mexlcol. *
Repuritication of radliolabeled tterol{ds was performed on

tio-plates silica gel 60 (without fluorescent Indiaator,

Merck}.

Ovasrian cell preparations. -
Ovartes ftrom 47 bovine fetuses (Bog Indjcug) betwsen 4 to 10

¢m CRL In size (47-75 gestation days), ware obtained atter



almaughter, |mmedistely submerged In culture medium (1% BSA
‘n DHMEM) and mantained from 2 to 4 hours at room temperamture
unti{l they were processed, Cortex and medulla of each ovary
wera carefully dissacted and incubated In 0.25 % trypein In
talanced sait solutian (Cax?* and Mg!* frae) &t 2A7*C in a
«haking bhath (93 cyclas/nin) to obtaln a cell suepension
cvom aach regiocn, Ovarian cells razoversd aftar 10 afnutues
~f incubavicon were trezted with 0.% % soybean trypaln
inhibiter ftollowed by two changes of medium, DHEM with 0.1 %
f BESA. Ung allguot wag taken ta count the final cell number
<~tth the nid of a  nhenocytonstar, and vigbi ittty was
+gtablished by the trypan bilue excluslon method (15), In all
“ases cellular mortality ranged from 5-10 %,

Cell suspensions (100 pl) were [ncubated for 1 hour at 37+C
in a shaking bath (80 cycles/min) under 5% Ty and 235% alr
v 800 pl of Dulbecco's medlum with O,1 % BSA and 10 ui  of

sthanoltic aclution of radliciabeled steroids as subetratesn.

starold blosynthestis from radiocactive pregnancliane. -

{7=-"H)-Pregnenolone was use? to know the steroldogenioc
capsbliiities of each ovarlan region (cortex and medullal,
Far this purposgse, ovarlan cell samples from 4 and 6 cm CRL
fetuses wvere incubated with 0.05 uCl of pregnenclona.
incubat{aon waa stopped by 10 vol of coeid diethyl ether
additicn, Cells woare sextracted three times with 10 vol of

dliethy!| ether weach time. Extracts were evasporated under

nitrogen «tream at 37*C and reconstituted with 100 ul of
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absaoiute ethanol. Aliquota of 40 ul from axtreaots containing
radiolabeied starcids were asuppiemented with the following
atercids ¢(Q.5-1.0 pug each per sample) serving as fnternasl
standardss praegnsnolonae (Pe), progsatercone (P¢?, 1 Ta~-
hydroxypregnenolona {1 7x~0HPy ), fTa-hydroxyprogestarong
t17a~0KP, ), 20x-dihydroprogasteroana (20a-DHP}, androstene -
dione (A), teatosteranse (T), dahydroeplandreasterone (DHEA),
t78-~astradict (Ey) and eztrone (£, )}, Pregnancicne and {tw
netabolites ware maparated by column chromatogrephy foilowed
by thin iayer chromatography as previpusiy reported (168,17},
Brietiy, 20 frections cn!lgcted at two minutes intervala
trom Sephedax-LH20 calumn chromatography (7.5 x 0.5 eacm)
#juted with benzene: methanaol (89:], v/v) solvent asystem wvors
developed individunliy by tic with methylane chloride: ethyl
acetate, B80:20 (v/v), Tha detection of standard staroids was
made by uv absorption and by visuaiization sfter charring st
1205C tor 15 min with sulturlc acid: water, 1:1 t(vrZv).

Reglons cervesponding to nuthenti{ic standaras were scrapped
tnto scintiliation viasls &and zubsaquently oevaiuated ftor
radioactivity in n Packard Tri-Carbd 3255 liqutid

scintilliation epectroneter.

Dahydroeplandrosterones metabollse (activity of 38-hydroxy
steroid dehydrogenasa, delta S-4 {somerase). -
With the aim to evaluate 38-HSD activity {n both raglons of

the fetal ovary, ovarfan cell samples from 4 to & cm CRL
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fetuaes were {ncubatad with 0.1 pCi of {1,2-THI{N) )~
dehydroeplandrosterone (1,148 fmol). DPehydroepiandrosterons
metaboiites and the following sterofds (0.5~1,0 ug each pear

sample) searving as internal standardet androstanesdione (A),

todtpaterona (T), dehydrcepiandrogsterone (DHEA), Sa-
androstancdione (Sa-adione), BEx-androgtearcne (B5a), Sea-
Jthydrotestostarone {(DHTY, 170-esgtradliol (E,) and estrone
PR, were azpatsted by tie daveleopad with mathylene
cnlartider ethyl acetate, 90120 (v/v}) and by other tlo
inveioped with disthyl gther: hexanw, 3! (v/v}, The

irtection of standard aterofds was made by uv sbsorption and
Ly oviasualization mfter charring at 120°C ror (8 min with
qulfuric acld: water, 11! (v/v), In addition, scome oOvaries
~ere proceased for histochemical determination of 38~HSD by
the mothod wsmed by Burden et al {24), with dghydroepl-

androstercne as substrate,

Androstanedlons metahollay !{aromataze and (78-hydroxysteroid
sehydraogenses activitien), -

Ta eovaluate the activities of aroastase and 173~
hydroxysterold dehydrogaenase,® ovarlan cortex and medullaes
~2l]l samples from 4 to 10 ctn CRL fetuses were {ncubatad with
0,1 wCl of [1,2,6,7-"H(N))-andronatensdicone (1,170 fmol).

Androstanadione metabolitas were separated and {denti{fled as

menttoned In swsay of 3IP-HSD.
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Testowterons metabolism (arcomateos motivity).-

Tao sgsess the promatagse activity, ovarian cell samples fronm
4 to (0 cm CRL fatusas wars incubasted with 0,03 uCt ot
(1,2,8,7-"H(N))-tentostarong (200 fnol), Theas resuits varg
compated with other serfee ©f sxpariments performed with {7-
TH{N) Y- toRtaostervcae {cdatn mre nat ahawn) Lo gatimate
prrcentagse regovery ana to know Indirectiy (f there wag loas
2t padigastivity by tritisted watar formatlon., Sinem  heth
procddures wera In agreensnt to radloactivity recovery (fore
than @8x), only [1,2.3,7-"H{H)!-teatcatarone wee used in the

prasent sfudy.

Calculation of sterold producticn. -

Since radfoactivity reaupesration for any praecursor rangad

from 90-35 %, no corrections ware made for stero!ld
production, in ail  casex, percentage transtortotion wos
calculated for aa&ch netabollite fdantlifled and enzyne

activity was exprassed as fmoil of aterold/l x 10* celln /h.

L]

RESULTS

Sterold biasyntheais from radlcactive pregnenolone. -

When tritisted pregnenclone was used as substrate, ssveral
steroids were synthesized including progeastins, =mndrogens

and estrogens (Table 1). Horeover, it wap impossible to
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assign final {dentificaticn to other metsabciltes, Although
the transformation parcentage diffter fur each compound =and
ovarian reglon, the results jrdicated *hat the enzymas
fnvalved in androgen and egtrogen svnthesis trom
pregneanolone, are present In both reglona &t this time of
developuent, To svaluatzs differencens beateeen cortexw end
meduils In  the pregnanoione metalollsn, the androgan,
progestin ratio was cajoclated in boath overfan reglonsy
regultz shown @& hlgher peceumuetation In cortex rewpoct to
medullia (n the twe eges studied (Tabla ),

Te axplore {f delta-4 or deltsa-5 pathuay was preferred n

cell auspensicng studied, the (Py ¢ A, DHEA ratio was
estipnated, Reaults guggea’ thar ‘H-hydroxysterold
dehydrogenasze, delita 5-a {samerase  activity, sithocugh

prasaent In the tvo raglone studfed, !s two folds higher (n

medulln than cortex from 4 and 6 cm CRL rfatuuses (Table 2).

Dehydroentandrostaronse natabol ism T R detta -4

{=omerase) . -

Androstanedlione (from 5.9 to 34.% %X}, estrone (from 0.5 to
22.3 %), teatosterone (from 1.0 40 3.4 % sl t78-eatraciol
(fram 0.7 to 5.9 %) were the principatl stercids produced
from dehydroeplandrosterone metabolism by elither ovarian
reglon in the fetuses astuzle-, Yince a compounds {nvolve

the preceeding 2B8-hydroxyster::: dehydrogenase, delta 5-4
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{gomaraue aotivity, they were considerad for enzyae activity
expression, Ceil suspensions of meduils had highar 38-HSD
activth compared with cortex. As shown in Fig. 1, lynthaniu
of detta~4 staroids wes Alunays greater {n medulla betwean A
to 8 cm CRL etmsges. Moreover, tha major activity was
observed tn overiwa from 4 to & cm CRL tfetusea, and than
decliinaed showing atmilar values In beth resglions.

A positive cemctlon far tha 38-HSD In the yuxtacortionl
regicen af the medulla wag shown by the histeochaemlioal gtudy

(Fig. 2).

Androastenosdi{ane metaballsm {170-H8D and aromatane

activitiens), -

Higher metabollites syntheslized by both fetail ovarian regions
rrom radloactive androstensdione were weastrona (from 3,4 to
A7.2 %)Y, 179-satrudio! (from 2.8 to 4G %) and topstostesrond
ttrom 0.4 ta 2.7 %), Othaer metaboiites wera found in only
minute quantities ae comparad with testostarone praoduction,
Tostosterone and 17B-astradlol gynthesis {nvolve 178~
hydroxystero{d dehydrogenase sctivity, wheress estrane and
17f-~astradiol, the sromatassa sctivity., Thence, anzyne
activities were calculated as shown in Figs. 3 and a4,
Taséosterono and t70-eatradlo! &ynthes!s vere found higher
In meduila than cortex in ovaries from 4 to 6 cm CRL

fetures, Moreover, maximal syntheasls was obmerved at ages
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corresponding to fetusea ¢f 4 to 8 om CRL. 3ince thes
contribution ot testoatarone aoccuaulation to (ndex of 17§9-
HSD activity wvas nminisal (0.4 to 2.7 %), $7f-sstradiol
production (s the best estimation of this enszyme activity.

On the other hand, accuamulaticn of astrone and i(78-estradiol
vas taksn as index of aromatase activity., Although lightly
suparior in oaedulia, the snzyas sotivity shoved similar
valuas In bhoth ovarian regions. Maximal aynthasegis waa

cheserved at 4 to €

1]

a CRL etages (Fig. 4). Furtharaore,
astrone synthesls by eithar overian ragion was found highsr

than 178~eatradial, se {ndicated by Ey/E, ratio (Table-3).

Testosterone matabolisa (arcmatase moctivity), -

Vhen tastosterone was usad as sudatrate, only 17B-estradlol
was isoclated s product (from 0.7 to £2.3 %),
Androstenedicone and estrane weirs nat found under the present
sxporisantal conditlians. Other ~ metabolites axhibited
negligible amounts. Cortex and asdulls exhibi'dd siasilar
values of arocsatase activity (Flg, S8), Iin both reglons,
maxlonl synthests of (70-~estradiol was pressznt (n ovarles

fraom 4 to 6 ca CRL festusas.
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DISCUSSION

The pressnt work demonstrates that the ovarian cel!
sugspansions of cortex snd paduila froe 4 to 8 o CRL fetusea
have not the sane stercidogenic capablilitien to oetabelize
exogenous radioactive precursaoras. Thus, it could ba
postulated that thes aoctivity of steroldogeanio enzypes [n tha
early bhovine fetel overy, ulthough prasant in both reglona,
are not homogeneousiy distributad (n cortesx and wmadullx.
Sevarezl linese af bilachemioal and histochamical evidunae
guppert this concept. Firet, in sxperiments vith
dahydroepiandrosterene, the Index of 3A~-HSD aotivity wam
higher in nadulla than {in ocortex. This observation 1z
confirmed by both, the Iindex of J38-HS5D asstimsted from
pregnenclone metabolism and the positive histochemistry for
AR-HSD in the yuxtacortical medultlas., Sscond, the (ndex of
178~HSD activity estimated by androstenedione asetabollso wvas
grester In medulla as compared to oortex., Finally, 1t was
impossible to find difteroances betveen cortex end medulla,
respact to aroomiase asctivity svaluated by sandrostenadione
matabolisn., The aromatasae distridbution was confirmed in the
testoaterons metasbolism studies, Thig {mpliag that aromatase
is homogenecusly distributed Iin both celiular suspensions,
vhereag tha other twe enzymas are asyanetrically localized
in the ovary, whoss medulla (s enriched., Together thase
observations suggest that, as in adult rat ovary (18} and

neonstal chick ovary (171, the bovine feta} ovary contains



at least two call populmtions with wunagqual stercidogenic
capabliities, In this case distinguishable by 38~HSD, 178~
HSD and aromatsasa aativities. Then, these sniymes cculd ba
eaployed a8 markers for celflular purification and further
characterization of these celis, Altarnatively, {f oellular
populaticons are distributed homogenmousiy Iin the gvary, then
locsal regulntors of starclidogenaals <could he copersating
asymrmetricaliy In cortex and wmeduila. lgclation of ovarian

cellular populiations May provides angwersy A 4] thens

ponafibitities,

Tha ability of the early bhovine fetal avary to synthepize
sterclidy appears to be raduced in averles frem fatus of 8 to
{0 eam CRL. Thage results are in agreagment with the 178-
estradic!l jpn vitro secretlon measured by radioclmmuncassay,
83 Indicatod in previous reports (13,141},

Tha translent staroldogenic activity of the fetal avary
found {n this a2tudy have also been reported in the same {14]
and other apecias [4,6,19,20), Neverthelass, {n cat (21) 38-
H3D doex not appear o decrenase {n older fetuses,

Gr the other hand, 1t has heen reported that when sromatase
activity Is observed In fetal “ovartes, one or both éstrogens
can be Jsaolated with predominance of efther wstradiol (7,231
or astronae [22), The present resuits indicate that bdovine
tfeta) ovary syntheslizes more estrone than {7f-estradlol by
elther ovsrian reglon, at leagst when thsy vwere assessad

individually. However, the possiblility that emch reglon or



the whois gonud secrete more (78-estradiol during some stagse
of davelopmant {8 not excluded.

In addition, the fsct that 178-~estradiol was produced by
androastenadicone metaboliem and no astrona wag found {n
taptostarona metabollan studies, could indiloats that L178-HID
tfavara the formation of 17H-sstradiol. Furthermorses, the faat
thaot nromatwaa sctivity wvas higher with androstansdione than
tegtosterone, suggesals that tha former {p the best subatrate
for aromatanse asgay, at least in bovine fetal ovary studies.
On the othar hand, whan {sotopic pragnanoions vaes employed
ns substrate, prozastirye wers sccumuiated higher In madulla,
whorapa androgens wore principeslly produced in coriex; these
findings suggest that the fetal ovarisn cortex had higher
lavels of cytochroma P-450 Cis.54 lyasa, Howevar, the
analysligs of this toplc deserves further investigatiaon,

The raole of steroldogenasis {n the early fetasl ovary s not
clear, but It hny baen suggested that {t might he a local
regulator of the ovarian differentimstion (14}, 1n this
ganpse, lzolation af cellular populstions may bUe & (lrat stap
to atudy gene expression and regulation of sterclidoganic

LY
enzymes at this stage of development,
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LEGENDS FOR FIGURES.

Figure {. Enzynme activity ot 3p-HSD/{somerasa, Cell
auspansions of cortex and madulls from ovaries of 4-9
cm CRL rfetuses were i{ncubated by 1 h at 37 *C with 1148
fmal of (1,2-7H) DHEA aa substrate, The matabolites
were ldolated aw described (n the text, Esch point
rapresants tha avarage of duplicate assays, Numbers {n
parenthenes Indicate the asmcunt of fetuses studied.

fars express the S.D.

Flgura 2, Hystochemistry of 3p-HSD In a aryosection of fetal
ovary from 6 cm CRL fetua, DHEA was used sas substrate,

The yuxtacortical medulla exhibit mactivity (mrrowvhead).

Filgure 3. Enzyme activity of 178~-HSD., Cell suspensions
obtainad from cortex and medulls of ovaries from 4-i0
em CRL fetuses were incultated by §{ h at 37 *C with 1170
fnol of (1,2,8,7-21) A-androstens-3,17-dione ag
substrate. The metabolites wore {solated By dezcribed
in the text. Each point rapresents the average of
duplicate assays,. Numbers In parentheses lndgcut- the

smount of fetuses studied. Bars express the S.D.

Figure 4. The aromatase activity wvas oevaluated {in cell
suspensions of cortex and medulla from ovaries of 4-10
cm CRL fetuses, fncubated by 1 h at 37 *C with 1170

tmol of (1,2,6,7-*H) A-androstene-3,17-dione (Y}



suybstrate, The metabolites were lsoclated as described
in the text., Each point represents the average of
duplicate anssays., Numbers in parentheseg indicate the

amount of fetuses studied. Bars axpress the 5.D.

Filgure 5. The aromatuse sctivity wae assossed |In cell

suyspansions of corta) and medulla by testosterone
metabolism., Each region was {ncubsated bhy t h at 37 +«C
with Isotoplic testosterone am indiceated |In the text,
Tha praduction ot {(7A-estradiol (s expressed av =a
function of fetus CRL si{ze. Symbols indicete the numbaer
of fetusmes studied (¥,3 and ¢ 4}, Datm are expraessad

as nmean ¥ S,D.
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Table 1. Percentage transforsations froa
pregnenolone to metabolltes,

4 ca CRL Fetus 8 ca CRL ratus

Sterofid Cortex NedulTa  {ortex  Hedulla
(0.004)0 (0,21A4)0 (1.080)0 (0,.512)¢@

PS5 resnant 52,80 53.70 24,230 58.25%
C21 steroids
[ ) 8.20 13,30 4,83 10.10
420a-0KHP4 0.75 1.54 4,79 1.28
1 7a-0HPA
17G'0HP5 ﬂ.d- ‘.30 9-35 5-20
Cl9 sterotde
DHEA 10.45 8,30 24,70 15,10
A4 3.22 1.90 5.70 5,30
T J.a1 4.33 10.487 2.80
CiB steroids
El 0.23 0.03 0.91 1.10
v Flgures for 20a-OAPA [nvolve to [7a-OHPA

8 Nurber cof cells ({n aillions) {ncubated,



Table 2. !ndex of 38-HSD and CL7-20 lyssa anzyne
activitias in the cortax and Lhe medulla of the
sarly bovine fatal ovary.

(PA v A4)/CHEA (C19 7 C241H
CR-langth
{cs) Cortex Hedulia Cortex Madullas
4 0.90 1.83 2.5 0.7
& 0.42 1.02 2.2 1.4

5CTRTESIS N0 DEGE

SALE OE 1A BISLIGTECA



Table 3. Relatlonship betwsan the synthaesls
of 178-estradiol and wstrone {n the cortex
and Lthe medulla of the fetal ovary.

{E2 7 EIy
C-R langth
(em) n Cortex Hedulla
4,0-5.0 (a) 0.2 * 0,02 1.2 * 0.87
8.0 (2} 0.4 £ 0,23 0.7 £ 0,24
7.0-8,5 (23 0.4 0,13 0.3 % 0.02
9,0-10.0 (3) 0.8 + 0,32 0.8 ¢ 0,51
Values are expraseed as mean £ 5,D.
Numbers in parentheses {ndicate the amount

of fetusas studlad.
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FE DE ERRATAS

p. 26 Falta eo! primer renglidn, que debe decir:
"diterencian an ia actividad de arcomatasa, expresadas como™

p. 28 Falta el priser rengidn, que dede decir:
"Aunqus Ja forsacibn de satriégenos no es ssencial para”

| p. 27 Falta ol primer rengidn, que dsbe decir:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLENA

p. 30 Falte @} primer rengldn, que debs decir:
"ol uso de precursorss tritiados, anteriormente”

Falté indicar s numeracidn de las sigulentes phginas:

16, 49, 50, 53, BA, del cusrpo ds Ia tesls]

150, 162, del apendice 10.3 (Gen. Comp. Endocrinol.);
A, 3$2-17, 18, 20, del apindice 10.2 (submitted for
publication).
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