
  

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

 

División de Estudios de Posgrado e Investigación. 
Facultad de Medicina. 

PARTICIPACION DE DIFERENTES POBLACIONES 
CELULARES EN LA ESTEROIDOGENESIS OVARICA 
EN ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO. 

TESIS: 

Que presenta el M. en C.: 

MARCO ANTONIO JUAREZ OROPEZA 

Para obtener el grado de: 

Doctor en Ciencias Biomédicas 

(Bioquímica) 

México D,F 	 1990 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



PARTICIPACION DE DIFERENTES POBLACIONES CELULARES EN LA 
ESTEROIDOGENESIS OVÁRICA EN ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO, 

INDICE 
Página 

1.- RESUMEN 	 1 
2.- PROLOGO 	 1 
3.- INTRODUCCION 	 3 

Loa esteroides °varicela. 	 5 
Panorama de las vías esteroldoginicas en el 
ovario adulto. 
Calulas esteroldogénicas, orígenes y funciones. 	le 
Eatercidoganesis por el ovario en desarrollo. 	22 

4. 	PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA   27 
5.- OBJETIVOS 	  20 
6.- TRABAJO EXPERIMENTAL   31 
7.- DISCUSION Y CONCLUSIONES   43 
8.- PERSPECTIVAS 	  54 

	

Q.- REFERENCIAS GENERALES   SO 
10. APENDICES 	  63 

10.1 IdentificatIon of steroidogenic cell subpopulationa in 
the ovary of the nawly hatchad chicken. Gen. Comp. 
Endocrino!. 71i 153-182, 1968. 

10.2 Regional distributlon of 17$-hydroxysterold dehydro-
ganase, 30-hydrosynterold dehydrogenase/isomerase, and 
aromatase activities in the bovino early fetal curry. 
J. Sterold Bloohea. eulueltted for publioation, 1990. 



RESUMEN 

Se entudieron la, características esteroidogenloas de 
las poblaciones celulares del ovario pretclicular en distin-
ta» etapas de desarrollo (reolen nacido y fetal), tomando 
como modelos al pollo y al bovino, respectivamente. En el 
.modelo dm) pollo recien nacido, ee disgregaron las chlula* 
del ovario funcional (izquierdo) mediante exposición A la 
tripsina durante vario» tiempos. La suspensión celular obte-
nida e los 30 minutos fue la que presentó mayor actividad 
esteroidogenioa, evaluada por la secreción basa) de testos-
terona y 170-estradiol mediante rediolnmunoanaliolo (RIA). 
Esta suspensión celular fue sometida e un gradiente de den-
sidad con metrizamida (0-3010, resultando cinco tracciones 
celulares, denominadas 11-V1. Mediante este procedimiento 
fusa posible la identificación do dos pobleolones celulares, 
responsable. de !a producción de andrhgenos y estrógeno». 
Todas las poblaciones aleladas respondieron, aunque de 
remnera diferente, al eetimulo por heti, indicando la 
presencia de receptorea furcionalei para pata gonadotropina. 

En el modelo feto! de bovino, as estudió le capacidad 
eateroldoganica de la corteza y medula <>varices. Para lograr 
lo anterior, se separaron la corteza de la »adule y poste-
riormente se disgregaron len calulas correspondientes a cada 
región, mediante le exposición durante 15 minutos a le trip-
aína. Subsecuentemente, las suspensiones celulares obtenidas 
por 'eta procedimiento fueron eetudiadaa en su capacidad 
pera metabolizar precursores eeteroldeos radloactivosi tes-
tosterona, androstenediona, detildroeplendrosterona y propine-
nolona. Los metabolitos radiactivos nue indicaron la acti-
vidad de ler enzima* involucrada*, que por el diseno del 
presente estudio correspondieron a la 30-H5D, 17D-HSD y 
aromataes. Para cada región ovárica, le actividad unzimetica 
fue corregida por el ("tuero de celulam y expresada en fun- 
ción de la edad (estacione' 	(o longitud C-11). 	Adicio- 
nalmente, se investigó la localización overica de la activi-
dad de la 3,03-11SD, mediante reacción histoqulmica utilizando 
como precursor a la dehldrceplandrosterona. Loe resultado. 
mostraron que la actividad de croasteis estuvo presente en 
nimban regiones, observando.* un ligero predominio en la me-
dula. Por otra parte, les aotividedee do la 17D-MSD y 30-1-ISD 
mostraron un alero predominio en la región auduler, 
do que la distribución de las enzima** uptudiadas r'r fue ho-
modbnea. Le reacción hietoquinlos pare la 30-H513 ium 
localizada en la l'adule yuxtacortical, confirmando iris 
resultados obtenidos con precursores mercados. 

Los resultados obtenidos en embaí; especium indican la 
existencia en el ovario prefolicular de poblacionee celula-
res con capacidades esteroidoganicas diferentes, y propor-
cionan las primera* evidencias de que la cooperación cululer 
en la esteroidogenesis es observable desde etapa* tempranas 
del desarrollo. 



PROLOGO 

El interés en conocer la relacibn entre la estructura y 

la lunctbn de las gbnadae totales ha conducido a un nejor 

entendimiento de la Fiolologia y Patologla de esto» t'Oídos. 

No obstante, lu sinteels de eateroidea por el ovario fatal 

ha recibido poca atenctbn, debido a que se consideraba que 

esta tejido era inactivo durante las primeras etapa& dei 

deoarrolio, por lo quo eu axtirpaolbn no resultaba 

importante para la apariencia tenotiplca tewenina. 

Aunque estudios rectentes han demostrado en varias 

901,411'1:tes que di ovario total ow capaz de produoir estrbgenos 

deada di momento da la diterenoifvoinn morfolbloca de la 

gbnada, el papel tiatolbgioo de datos asteroides atm no ha 

sido aclarado. 

De las especiota en las que se he demoutrado le "linterna 

de eetrbganoli por el ovario en desarrollo, llaman la 

atenctbn el pollo recien nacido y el teto de bovino. debido 

a que un el primero existe una actividad eateroldogenica 

intensa y relativmmento constante, mientras que an a; 

segundo, 	lo 	X0CrérAbn 
	

del 	170-estradlol 
	

oourre 

transitoriamente durante el periodo da difort.n&acibn 

mortolbgica. acompahada &ate, del creolmiento de la oorteza 

y la involución colativa de la médula ovárica. 

Por otro lado, aunque se ha observado que en le 

eateroidogeneals por el ovario adulto oourre la cooperaoibn 



celular, no estafen trabajos en preparaciones de ovario 

pretolicular que muestren esa cooperacibn. 

Por tal motivo, en el presente trabajo se estudib la 

eintosi» de los esteroide» por las O/Julia» ovitricami del 

pollo recihn nacido y del 	teto bovino, 	demostrIndose 	le 

participacibn de diferentes 	tipos celulares en el 	proceso 

esteroidoganico, lo cual representa le primara avidenole de 

cooporecibn celular por al ovario en desarrollo, 
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INTRODUCCIDM 

El ovario, al igual que el testioulo, dusempefia dos 

funcionas principales, @denotadas para la reproducción y 

supervivancia da las espeoiusi la formación y maduración du 

las c&lulas germinales 	iganatogilnesis) y 	la producción de 

hormonas 	sexuales 	‹eateroidogansais). 	En 	la 	etapa 

raproductiva, luz hormona, secretadas por luz ¿anadeo: 

induc-,2 y mantle~ :o oipartibn de las caracterINtINs 

aaxualee aecundarlas, 1,ipcms do la edad adulta, ool úome la 

lparicibn del ciclo ovhrico en la hombre— Las prinoipalua 

unidadva funcionales del ovario nora las foliculca. Cada uno 

de &atoo proporciona el siotema de apoyo para quo la cálela 

germinal femenina (el ovoaitc) 	 sate maximc potencial, 

la cual al "VUO con una chlula germinal moloulina tel 

espermatozoide), genera un ambribn capaz do daearrollarue 

completamente, conduciendo al nacimiento de un producto 

normal U). 

Las cetinas somiticas del folículo, le proporcionan al 

ovocito las auutanciaa nutritivas, necesariau pera au 

crecimiuntc. Last- cllula5 folicularios pueden actuar sadru, 

desarrollo y al destino da ion ovocltos, medit.nte 

modificaciones del microambionto Intorno del follcula, 

Ademas, algunas ollulas eupecializadau do la granulosa 

tcalulas 	del 	cuiriti I uy 	ocfcrqs), 	estikn 	acoplada' 

metabólicamente cintra ellas y la chula germinal, a travhs 

de uniones intercelularee comunicantes, mediante lee cuales, 
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las austancias nutritivas y las mold>culas reguladoras son 

liberadas directamente en el ovoplacea (2.3). 

De los productos secretadoa por el folículo, los mejor 

conocidos y caracterizados son las hormonas esteroides. Los 

esteroides foliculares realizan un gran ranear° de funcione» 

importantes, relacionadas con la reproducción. Estas 

sustancias funcionan como hormonas en el sentido "el/talco", 

es decir, son tren.portada por la circundan a una :tren 

variedad de tejidos blanco, 	qu 	comprenden nG 	 ai 

sistaer. reproductor, sino tambi&n otros órgano» y sleteamti, 

incluyendo al sistaca nervioso central, al aísleme 

ausculoasquelatico, al sistema oardiovaocular, al sistema 

Inmune, al hígado y a los tejidna adiposo y cutbnao. 

Los stectoa de los esteroide* sobre el proceso 

reproductor suelen ejercerse a muy diferentes niveles. 	Por 

ejemplo, un el cerebro controlen que el comportamiento 

sexual asegure el que las hembras sean capaces de aparearse 

en el momento de la ovulación. Las acciones en el músculo Y 

los etilos del 	oviducto permiten que el complejo cuoulus- 

ovocito sea tomado por la fimbria duotal y permanezca men el 

«¡tic de la 	fert!lizacióri, mientrai que, 	al miumo tiwnpo. 

ayudan en el tranaporte del espermatozoide a ese sitio. 

Loe 	asteroide, 	Inducen, 	tamb1Sn, 	los 	cambios 

endometriaies asociados con la implantación del embrión en 

desarrollo. manteniendo el embarazo una vez que se ha 

establecido y, al final de este. participan en la liberación 

del producto a termino. 
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Ademms de actuar como hormonas en estructuras lejanas 

al ovario, los esteroides ovArfoos temblan actúan localmente 

dentro de loe follculce que las producen, tanto ocio 

moduladores parAcrinos de las células adyacentes, como 

agentes autbcrincs en las células que las producen. 

Los esteroides formados por las células de la granul DM& 

pueden afectar el patrún secretorio de las células tecales y 

la maduración meibtica del ovocito. También sothan en las 

chismas c•Iulas de la granulosa, modulando tanto su velocidad 

mitedica, como su diferenciacibn. 

LOS ESTEROIDES OVARICOS 

Clmelficecibn química, y Biolbgioa. 

Lea hormonas esteroides pueden ser olasificadas con 

base en su estructura química o en sus acciones 

fisiolOgIces. El sistema de clasitioacibn quietos relaciona 

los esteroides con uno de loe varios patrones, o 

compuestos precursores: el colestano (Cap), el pregnano 

<Cri l, el androsteno <C19/ y el estreno (C,#), Todos estos, 

derivan de un anillo de ciclopentano perhidrofenentreno ( o 

mas elaplemente, núcleo esteroide). Los componentes 

adicionales, varían con base en la clame de asteroide <Fig. 

II . 
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Litroataa (0,1 	 Lira» tr„,) 

Figura I. Clasificación quimtoa de los esteroides 
tomando como referencia a las estructuras 
preoursoras de la cual derivan. Como se puade 
todas las estructura■ esteroldales se derivan d ■ l 
El subindioe indica el nómero di carbonos de cada 
estarcido° (Modificada de la referencia 24). 

ovariocs, 
patrón o 
observar, 
coleetano. 
esquelvto 
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Loa esteroides averiaos taabilin se clasifican con base 

en su función biológica principal: progestinas, andróginos y 

estrógeno,. Los tres tipos de esteroides descritos son 

producidos por los folículos ovkri.cos en uno o sag estadios 

de desarrollo. 

Progestinas. 

Como precursor de todas las hormonas esteroides, 	la 

pregnenolona (30-hidroxi-5-pregnen-20-ona) es la progsatina 

Mas abundante que produce el folículo. La progesterona (4-

pregnen-3,20-diona) es si metabolito cy, Mal abundante, 

producido como intermediario blosintbtico por el folículo en 

todos los estadios de crecimiento y desarrollo y como un 

producto final de secreción, en los periodos peri- y 

postovulatorios. atroz esteroides Cel 	de origen folicular 

incluyen la 17a-hidroxiprogestsrona, 20a-dihidroprogesterona 

(20a-DHPi y su eplmero 200. *al como los 17a,200- y i7c4.200-

pregnondiolus. Ademis, se ha observado que los metabolitos 

reducidos cri el anillo 'A' 	de cada uno de estos compuestos 

pregn-4-en, pueden ser sintetizados por los tejidos ovihricos 

de varias especies (particularmente en roedores y aves) bajo 

ciertas condiciones fisiológicas (4,51. 
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Andróginos. 

Con base en su concentración, los principales 

andrógino, °vaciaos, producidos generalmente como 

intermediarios en la síntesis de estrbgenoa, son la 

dehldrceplandrosterona, 	la 	androstenediona 	y 	la 

testosterona. Tambihn han sido identificados algunos 

esteroides C1, no aromatizables, formados por la saturación 

del anillo 'A' d■ l nholeo asteroide. Los andróginos ovario°. 

5a-reducidos que han sido observados un varias especies 

incluyen la 5a-dihtdrotestosterona (Dftf, 170-hidroxi-53-

androotan-3-ona), 5a-androotan-3,17-diona, androsterona y 

eplandrosterona, así como el 5a-androstan-3a,170-diol, y su 

upimero 3$. Tambilon se ha reportado la producción ovArioa de 

andróginos 50-reducidos en el hamster. 

Estrógeno,. 

Fisiológicamente, 	loe 	principales 	extrbgenos 

foliculares mon la estrona y el 170-estradiol. Los nombres 

triviales reflejan su papel en la inducción de la 

receptividad sexual (estro) en las hembras de mamíferos, 

pero tambibn tienen otras funciones en la fisiología de la 

reproducción femenina. En 1929, Doisy y cola. (e) 

cristalizaron la •atrona t3-hidroxi-1,34(10)-estratrien-17-

onal a partir de orina de mujeres embarazadas, siendo bite 

• 8 



el primer •sterold• sexual aislado e identificado. El 17$- 

•stradiol 
	

(1,3,5(10)-estratrien-3,170-diol) 	 sis 

aproximadamente 10 veces mas potente que la •strona en la 

mayoria de los ensayos biológicos, > en base molar, es el 

más activo de todos lo■ esteroides producidos por el ovario. 

Varios derivados htdroxilados de estos esteroides Cs ., 	han 

sido identificados recientemente en el folículo, 	incluyendo 

a la 2-hidroxiestrona (21 3-dihidrol(1-1,3,5(10)-estratrien-

17-onal, 2-hidroxiestradiol y sus derivados 2-metilados, sol 

como los derivados 4-hidroxi, 6-hidrcx: y 16-hidroxi, 	tanto 

del estradtol como de la estrena (7). 

Ademas de Jos esteroides Cg4 •YrOMilltiCOO, otros 

compuestos de le serie estreno, 19-ncrendroetenedlonsi (4-

estr•n-3,17-dional Y 19-nortestosterona (170-hidroxi-4-

estren-3-ona) han sido identificados en el liquido folicular 

de la yegua y de la cerda (8,9). Ni se conoce la funcibn 

fisiológica de estos esteroides Cla no arom► ticos. 

PANORAMA DE LAS VIAS ESTEROIDOGEN1CAS EN EL OVARIO ADULTO. 

Como •I colesterol es el 	precursor inicial 	en la 

síntesis de hormonas esteroides, 	las cliules ov*ricas lo 

obtienen a partir de cualquiera d• les tres posible■ 

fuenteet (a) del colesterol pretormadc, transportado por la 

sangre en la forma de lipoprotelnas circulante»; (b) del 

colesterol preformadoi  almacenado en !a calula ovarios como 
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colesterol libre (constituyente da las membrana• celulares), 

o liberado de loe esteres de colesterol almacenados en las 

gotas lipidia*. citoplissicast Y (c) el colesterol 

sintetizado Os novo en la célula ovirica a partir de 

componentes de doy carbonos, derivados del metabolismo de 

los curbohldratos, lípidos o protetnas. 

El grado de participaclbn en la esteroldogineeía 

Ovario'', d• cada una de las fuentes del colesterol, 	varia 

con la especie animal y con el tipo d• chula involucrada. 

De lar lipoprot•inas plasehlticas (10-12), las que 

parecen ser la fuente mea importante del colesterol 

esteroidoginlco son las LDL y las HDL. Estas 	lipoproteinam 

pueden interactbar con sus receptores wspeolticos, 

localizados sobre la superficie de 	las células de la teca, 

de la ■ calulas intersticiales. de las células de la 

granulosa luteinizadas y en las célula' del cuerpo lbteo. 

Una vez que la lipoproteina ha sido reconocida por su 

receptor especifico, el colesterol 	ingresa a las chulas a 

través del procedimiento llamado •ndocitasis medieda por 

receptor (13-10). 

Se han obseYvado diferencias de especie en r•lacibn a 

la importancia relativa de las das clases de lipoprotelneg. 

En los roedores, por ejemplo, las HDL parecen ser las de 

mayol importancia cuantitativa, mientras que en otras 

especies, incluyendo al humano, el colesterol asociado a las 

LDL es la fuente principal del colesterol esteraIdoglanico 

(17,18). 



El cuerpo Itteo y la teca interna del folloulo tienen 

un riego sanguina° abundante y un •ndotello capilar 

altamente parcelable, lo que permite que las 	lipoprotelnsa 

puedan interactuar In v¡yo con su receptor. Por otro lado, 

las celulas de la granulosa catan aisladas del contacto 

directo con la sangre, ya que una membrana basal 

relativamente impermeable, impide el paso de las LDL. 

Solamente despuas de que la luteinización ha sido iniciada 

por la secreción preovulatoria do la hormona 	luteanazante, 

la membrana basal es penetrada por una red capital, 

permitiendo así un acceso mhs rhipido de las lipoprotelnas a 

las chlulas de la granuloso. luteinizadas. 

Las celulas al/aricar que eletkn en una posición adecuada 

para tomar el colesterol extracelular de las lipoproteinas 

circulantes, almacenan cantidades sustanciales de colesterol 

en las gotas lipidicas intraoslulares, principalmente como 

botares de colesterol con Acido, grasos do cadena larga. El 

balance entre la proporción de colesterol libre y 

eaterificado se debe a la actividad de las entinas Acil-CoA: 

colesterol-0-aciltransterasa (ACAT) y la colesterol botar 

hidrolasa (colesterol •steraea). La actividad de ambas 

enzima*, ad' como la de la enzima limitante de la velocidad 

de la aintesis del colesterol, la 3-hidrosi-3-metilglutaril- 

CcA 	reduotasa 	ihiMG-CoA 	reductasal, 	son 	reguladas 

hormonalmente, *el como por los nivele» intracelulares de 

colesterol t1$-2i). 



Ruptura de la cadena lateral del colesterol. 

El prlmer paso en la esteroldogbnesie, 	y el paso que 

generalmente se acepta como el limitante de la velocidad de 

la sIntssis de eiteroides bajo la mayor parte de las 

condiciones experimentales, es la ruptura del enlace 

covalente entre las posiciones C20 y C22 del colesterol, 

resultando en un compuesto de 21 &tomos de carbono llamado 

pregnenolona, y en un fragmento de 6 carbonos, el aldelltdo 

isocaprbico. El sistema enzimatloo que catellza esta 

reacción est& localizado en la cara interna de la membrana 

interna mitocondrial. Es un complejo nulttenzimaticc que 

oonsta de tres componentes' el citocrolso P-450scc leido-

obain cleavage), que es la oxigenas& terminal (aceptara de 

electrones), una flavoproteina, y la ferrosulfoproteina 

wluteodoxina" o *adrenodosIna", que sirve para acarrear un 

electrón entre loa otros dos componentes. La reacción 

utiliza NADPH, oxigeno y colesterol en una relación moler 

313:1, reepeotivamente. 

La vis, generaloente 19eptada para la .biosíntesis da la 

pregnenolona, a partir de colesterol, se la descrita en la 

figura 2, aunque se cree que los intermediarios permanecen 

unidos al complejo enzimetico. 
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Figure 2. Via de síntesis de la pregnenolona. Se representan 
los intermediarios en la biosíntesis do presnenolona. 
indicando les sitios en los que se consumen el NADPH y el 
oxígeno molecular. El sistema enzimatioo responsable de 	la 
ruptura de la cadena lateral del colesterol es el 	cltodromo 
11-450edo (sida-ohain oleaveae), el cual presenta tres 
actividades enztailitIces, que han sido descritas como 22- 
hidroxilasa, 	20a-hidroxilasa 	y 	C20-C22 	liase. 	Los 
Intormedieriom probablemente ee enouentren unidos al aleteo* 

eralmatioo (Modificado de la referencia 24). 



30-hidroxieeteroide deshidrogenara/delta 5-4 leonera** (3$-

HSD). 

La pregnenolona •s el precursor coat.n a todas las 

clases de esteroides producidos por cualquier tejido 

•steroldogbnico. 	Este 	astabolito 	as 	convertido 	en 

progesterona mediante una reacción catalizada par la 3$-HSD, 

un complejo enzimitico cuya actividad se 	localiza en los 

microsomae. 

Aunque 	la 	asparacttn 	de 	lie 	actividades 	de 

deshidrogenaso e 	isomerasa ha sido learada en el 	cisterna 

enzlmitico bacteriano, en los tejidos astaroloothnicos de 

mamlferos, incluyendo al ovario, no se han podido separar y 

parecen funcionar fisiológicamente como una sola entidad. La 

enzima utiliza NAD• como coenzlmo, y la reacción es 

esencialmente Irreversible bajo condiciones fisiológicas. Dm 

manera similar, pero quiz* por diferentes enzieas, se 

realiza la trannformación de 17m-hidrextpregnenolona y 

dehidroeplandrosterona 	en 	17a-hidraxiprog•sterone 

androstenediona, respectivamente. 

Ruptura de la cadena lateral de loe eeternideo Ca ,. 

El paso Militante de la velocidad de sinteeis do 

andrbgenos es la reacción catalizada por el complejo 

enzioolitico 17a-hidroxilasa/ C17-C20 ¡laza, un componente de 
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las membranas del retículo •ndoplasmico liso. Este sistema 

enzimktloo es una oxtdaea de función mixta que contiene 

oitooroao P-450, requiere NADPH y oxigeno moleouler. Como 

sucede con el sistema d• ruptura de la cadena latera) del 

colesterol, es probable que el 	Intermediario 17*-hldroxi 

permanezca unido al complejo enzialktico. Si la pregnenolona 

es utilizada como sustrato, el producto resultante sera la 

dehidroepiendrosterona, mientras que si el sustrato es 

progesterona el producto *ere la androetunedione. Estas dos 

visa alternativas han sido conocidas como 5-wn-30-hldroxi <o 

delta 5) y 4-en-3-oxo lo delta 4). 

Aromattemeibn de los esteroides C,,. 

La androston•dlona y la testosterona son convertidas en 

estrona y 170-entradiol, respectivamente, mediante la 

actividad de tA arooa►tasa, un complejo enzimitico localizado 

en lea membranas del retioulo endopilemico liso du varios 

tipos calulerms ~ricos. Este complejo enzim&tico oh un 

citocromo P-450 que cataliza un grupo de reacciones qua 

conducen a la reisoción del grupo metilo angular un la 

posición C10, seguido por el 	rearroglo del anillo 'A' a 	le 

estructura arom&tica. En la reacción, que requiere NADPH, se 

ooneumen 3 moles de 01  (Fig.3). 
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Figure 3. Secuencia de reacciones en la aromatización de le 
androstonedlone y testosterona. El sistema antlmatiao de la 
&rematase catoliza un grupo de reacciones en las cuales los 
intermediarios permeneolln unidos a la enzima. Las reacciones 
involucran el consumo de 3 moles de oxigeno. Se sabe que los 
dos primeros participan en las dos hidroxilizoionew del CIQ, 
mientras que pera el consumo del oltimo se han propuesto 
tres mecanismos citarnos. La hidromileción en le posición 
C20 es la que se considera mas probable. El peso final, que 
resulte en la remoción de la polioión CiS y le aromatización 
del anillo 'A' parecen ocurrir por un mecanismo no 
enzimetico. Finalmente, se representa la actividad de la 
170-hldrosiesteroide deshidrogenes& (Modificado de le 
referencia 24). 



17111-hidrosieeteroide deshidrogenasa (170-~). 

Los esteroides /7-hidroxi y 17-oso pueden ser rtpida Y 

reversiblemente interconvertidos mediante la actividad de la 

170-H5D, presente en los microsomse de diversos tejidos 

esteroidogenicos, incluyendo al folículo. 	Debido a que los 

estrbgenos, al igual que los andrbgenos, pueden ser 

sustratos de esta reacción, se ha propuesto que la enzima 

tenga amplia especificidad por sustrato, o bien, qu© existan 

isoenzimas (22). 

20a-hidrosiesteroide deshidrogenasa (20*-HSD). 

El grupo carbonilo C20 de 	los esteroides C a  , 

incluyendo a la progesterona, 17m-hidroxiprogesterona Y 

progistinas saturadas en el anillo 'A', puede ser reducido 

enzimaticaments, dando lugar a sus correspondientes 20- 

hidroxiderivados. La enzima que catalina esta roaccitn, 	la 

20-hidroxiesteroíde deshtdrogenasa, cuando se ha estudiado 

en lea cAllular ov&ricas 	(cuerpo 'Cite°, follculos y an'u'as 

interaticiales) 	de 	diversas 	especies, 	muestra 	una 

estereoespecificIdad para la configuracibn 20a, aunque la 

derivada del cuerpo ¡Oteo de bovino, produoe 

excepcionalmente al metabolito 200-hldroxi. Las 20-

hidroxiestoroida deshidrogenases son enzimas citoablicas, 

que utilizan prefer•noialmente al NADPH como coenzima 

reductora. 



Di genera mhiáloga a como sudade en la placenta humana, 

se ha postulado que la actividad de la 20«-HSD ovárica 

proporciona un medio da controlar la potencia biolbgioa de 

los esteroides Cal 
	secretados por este tejido, 	ya que al 

derivado 20a-hidroxi-4-pregnen-3-ona ee considerablemente 

menos activo como agente progestacional en relacion s su 

precursor, la progesterona (23). Ademas, debido a que los 

esteroides 20a-reducidos son sustratos dabiles para la C17-

C20 liosa, la actividad da la 20a-HSD puede taablan jugar un 

papel significativo en la detarminacibn da 	la cantidad da 

esteroides Cul diapontbles como sustrato para la conversibn 

a andrbgenos por lita células t'ondulares. 

CELULAS ESTEROIDOGENICAS, ORIGENES Y FUNCIONES. 

En toda« las especies da mamtferos, 	las principales 

células implicadas en la esteroidogitnesis ovarios, son da dos 

tipos ~cosi (a) delulas que respondan a LH, las cuales 

corresponden a las da la teca interna $ Intersticialea, y 

(b) calulku qua responden a FSH, que comprenden 

exclusivamente a las de la granulosa, 	las cuales tambian 

adquieren, aunque tardíamente, la capacidad de responder a 

LH, transtormandoser así en obluiaa lutainizadas. Estos dos 

tipos de dallulao participan en la regulaolbn de todo el 

proceso da eiteroidOgenesis ovlrica, en virtud de sus 
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diferencia' en la expresión de las enzimas esteroidoOnicao 

y sus diferentes hormonas reguladoras (24). 

Ambos tipos de chulas parecen diferir en su origen 

embriológico. Se ha propuesto que las cblulas de la 

granuloso deriven principalmente de ciertas calulas 

meson&fricas del rete °veril (25,28). El desarrollo 

folicular temprano Ocurre en la parte más interna de 	la 

corteza ovirica, cuando las cklulas mesonefrioas reticulares 

alcanzan y rodean a los ovocitos, diferenciando', entonces 

en chluias de la granulosa, las cuales organizan los 

foliculos primordiales (Fig. 4). 

Una vez que el foliculo esta formaur . que la membrana 

baga' folicular encierra a 	las célula» du 	la granulosa, 

«otan proliferan para dar 	lugar a la membrana granulosa, 

Posteriormente, cuando el 	foliculo antral 	se desarrolla, 

estas celular SO organizan en regiones morfológicamente 

distinguible« (i.e., cblulas de 	la corona radiada, 	oblulas 

del oumulus y calulas muralow o parietales), 	las cuates 

tienen diferentes funciones. Las chlulas murales adyacentes 

a la membrana basal folicular son las primara' en 

diferenciar su respuesta esteroidogknica a LH, basada en la 

adquisición de sitios de unión a LH y en la expresión de la 

actividad de 30-HSD. 

Debido a que la teca no existe en los foliculos 

primarios, pero aparece cuando hatos crecen y maduran, es 

evidente que las chiulas tecales se originan continuamente a 

lo largo de la vida reproductiva. Las calulas tecales 
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Figura 4. Modelos propuestos para la diferenolaoibn ovarios,. 
Witsohi y Surns sugieren que las °Anulas womktioas del 
ovario derivan principalmete del epitelio superficial, 
mientras que Byskov propone un origen mesondhfrtoo. El modelo 
do Witaohl involucra la degeneracien de la mbdula y la 
proliferacion de la °ortega. Burna sugiere que le 
proliferacitn secundaria del epitelio superficial forma los 
cordones sexuales secundarios, que contribuyen a la poca de 
ima adulas somatices. En el modelo de Byskov se distinguen 
dos etadios transitorios de diferenoleolbn ovikrioal basados 
en el Inicio de la meiosis (inmediata y retardada). En ambos 
casos, se propone qua Las oklulas derivadas del mesonefroa 
den lugar a la mayoría de las oblulas ovarios. (Modificado 
de la referencia 28). 
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parecen 	diferenciarse 	a 	partir 	da 	las 	delulas 

merenquimatosas del **trompa ovárico (26). 

Se ha sugerido que las celulado intersticiales primarias 

puedan ser toreadas de ciertas cilulas del rete 

intreov&rico, que inicialmente erten contiguas a las celular 

foraadorae dm la granulosa, pero que se disocian del ovocito 

cuando el foliculc ae encapsula. Las celulado interstioiales 

secundarias, encontradas en el ovario adulto, se derivan de 

lar celular tecaler de los folicular atrealoce. Con estas 

basar, ciertas hnoologles en la función de las chlulas do la 

teca y las cédulas Intersticiales del ovario adulto, 	puedan 

sur esperadas (24). 

Cooperación de las celular' de la tecla y de la granulara. 

En 1959, Felck aportó las primeras evidencias 

experimentales que condujeron 4 proponer la "teoría 

olas/fular" para explicar dboo es que 	las celular' ováricas 

cooperen en la biosIntesta de estrbganos (27). .ate 	teorías 

ha eutrido una serie de reforaulecloneu y actuelakente ea 

propueste rDno la teoría de cooperación celular por `dos 

oelulas, dos gonadotropines", que regula la bioaintealw 

ovArica de astrbgenos 

Esta teoría postula que en el ovario adulto, 	tes 

células de la teca interna (y quizá tambien ler celular 

intersticiales) al oder estimuladas por la LH, reaponden 

aumentando la produccibn de andrbgenos arometizmblea, loa 
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cuales deben atravesar la membrana basa! folicular para ser 

aromatizados por las celulas de la granulas*, en una 

reacción estimulada por la FSH. Este concepto ha sido 

aceptado como válido para el foliculo el antral y 

proovulatorio, en la mayor parte da lag( especies, a pesar de 

encontrar algunas veces producción stgnificatIva da 

sstrbgenos por las adulas tac-ales da alguna» de ella, (21). 

Sin embargo, falta mucho por conocer acerca de las 

capacidades euteroidoganicas y su regulación en patos tipos 

calulares. Puesto que suclealis, existen da reportas 

subpnblacionos de calulas de la gronuldaa de ovario de rata, 

que pueden distinguirse art relacibn a la exprvsibn de 

antigunce da superficie o bien con respecto a su aansibtidild 

diferencial a la FSH y al pbptido Intestinal vaeoactivo 

(VIP) (28,29). 

ESTE3iOIDOGENES1S POR EL 0~210 EN DESARROLLO. 

Para que el ovario adulto sea funcional, se requIor 

que ocurran tres zowantoa principales durante los extadlos 

tempranos de la gonadogbnaaist Iniciacibn de lz meiolizt 

fornación de los foliculos y diterenciacibn de les calulae 

productoras da asteroide,. Talas eventos pueden no ocurrir 

secuencialmente. 
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El ovario prefolicular. 

Esta fas• no representa propiamente un estadio 

folicular, sino mas bien un periodo breve en la 

organogeriesis °varice, previa al eetsbl•cimiento de la 

foliculoglinesis, al procuro mediant• el cual 	ils chlulas 

germinales se asocian con las folicular*s para formar 	los 

folículos primordiales. Esta fase prufollculer puede ocurrir 

en la vida embrionaria, noonatal, o en estadloh prepuberalue 

tardíos, dependiendo de la especie. 

En los siguiente ■ parrafos so describirkn brevemente 

algunos ejemplos de eateroidogenssie prefolicular. 

La síntesis de esteroide ■ por el ovario prefolicular de 

roedor es muy limitada. El ovario de la rata, que empieza a 

formar folículos en el primer dia poetnatal, aunque puede 

sintetizar estrona desde el die IC de gestación, no responde 

en este periodo al estimulo por gonadotropinas, puro si al 

dcAMP (30,31). Sin embargo, en el ovario fetal del ratón (15 

días postcbito) so ha observado que la FSH estimula la 

actividad do aromatasa, no obstante que en esta empecie la 

foliculogeneeis co inicia en al segundo dia del neonato 

(32). 

En contraste a los estudios en roedores, el ovario 

prefolicular de pollo muestra una actividad esteroidogenime, 

muy intensa, con abundante slnt•ele de 170-estradiol que SU 

manifiesta dude loe 7-10 dime de edad embrionaria (331. En 
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esta copeo'', los foliculo» rs forman a loe 7 dia. ~pub. 

del nacimiento. 

Por otra parte, loe ovarios prefolicularee del conejo, 

oveja, y vaca, aunque esteroldogisnicamente activos, muestren 

un patrón intermedio a los ~perito" anteriormente en 

relación a la elntesim de asteroide.. Los estudios, en conejo 

demuestran que la síntesis ovárica de estradiol, a partir de 

testosterona, es inicia desde el día 13 de le gestación. 

Otro. estudios muestran que solamente daspuee de que los 

follculos se han formado, las gonadotropioss son capaces de 

estimular la producción de progesterona en cultivos de 

calulaw de la granuloso de conejo. En esta especie, 	le 

foliculogbnests comienza en el día 14 de edad neonatal. 

En el ovario de bovino, la foliculogeneele comienza 

alrededor del dila 95 de vide fetal. La producción de 

**trocito' ha sido detectada desde los 45 ± 3 dia. de edad 

fetal, pero u» bifLsic■ y subsecuentemente deolina (34), El 

oetablecimiento de la producción de estradiol ovario', ocurre 

guando el sexo de las gónada. embrionarias ye es 

morfológicamente distinguible. Además, la producción La 

yitrt  del erstrediol es susceptible de ser estimulada por LH 

(34). La progesterona y las prostagiandlna■ tambihn son 

producidas tempranamente, desde el die 30 de la gestación 

(35). Por otro lado, experimentos recientes (38,37) 

realizados en (Mulos aleladas de corteza y adula ovárica» 

de fetos os, bovino de 4 a 10 cm de longitud coronilla-

rebedillm (CM) (45 a 75 die" de gestación) no ea observaron 
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t'al de 170-estradiol formado/1 x ioD4  oalulasi hora. al 

utilizar testosterona tritiada como sustrato. Sin embargo, 

cuando se estudió el metabolismo de pregnenolona- 17- / H), los 

resultados mostraron que ambas preparaciones celular*. 

(corteza y medula) eran capaces de sintetizar estrógeno», lo 

qua indicaba qu■ las enzima, involucradas en la via 

esteroidogónica estaban presentes desde etapa. tempranas del 

desarrollo. Por otra parte, al establecer como indico de la 

actividad de la 30-hidroxissteroide deshidrogsnaksa/5-4 

isosorasa (30-HSD) la relación entre lo* principales 

metabolitos de la vía de los delta-4 con la da los delta-5, 

se observó una mayor actividad de dicho complejo en la 

~uta ovárica con respecto a la corteza, sugiriendo la 

existencia de poblaciones celulares con diversas oapacldadee 

esteroidogenlcas. 

En estadios (estacionales tardíos en el bovino (un mes 

antes de termino), tos ovarios convierten in vikro la 14 C-

progesterona en varios metabolito• hidroxitados de tos 

esteroides CIL y C,,, as! como tambien transforman 

androatenediona en testosterona y estradiol (38). 

De los antecedentes descrito' anteriormente, podamos 

distinguir en el ovario prefolioular tres patrones de 

actividad estsroidogenicat limitada, 	intensa e intermedia; 

las cuales pueden ser representadas por la tata, el pollo y 

el bovino, respectivamente. 
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•l desarrollo noraal del fenotipo femenino, se ha propuesto 

que •stos puisdan Jugar un papel local •n el desarrollo del 

ovario (39). 
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Desde que fue postulada la teoría bicelular para 

explicar la cooperaciOn celular en la síntesis de estrbg•nos 

por el folioulo ovario°, lista ha sido desowtrada, aunque con 

ligeras variaciones, en la mayor parte de las especies 

estudiadas. Ademas de la síntesis de extrbgenos, se han 

reportado otras formas do elnergismo entre las calulas 

foliculares para el metabolismo de eestaroide ■ . Ejemplo de 

ello lo ancontramos con los estudios realizados en la yegua, 

el hamster, 	la rata, 	el cerdo y al 	pollo, un donde sis 

aportan evidencias que indican que loa eztaroidest C,, pucidon 

ser producidos en la capa granulola y ser motabolizados 

andrbgenos por las cilulae do la toca (5,24). Resulta 

evidente que abn faltan estudios para conocer todas las 

capacidades esteroldoOnioas de las ollilulas competentes. 

Esta falta de Información es •tías notable en el ovario 

en desarrollo, en donde ■ i bien es cierto qua en muchas 

especies ha sido demostrado que el ovario prefolicular es 

eateroidogenioamente activo, hasta la facha ni siquiera es 

ha reportado cuales son las celulas responsables de asta 

actividad, ni cuales son los factores que participan en la 

exprealbn de la diferenolacibn endbcrina de la sonada un 

desarrollo. Por lo cual, resulta indispensable identificar 

las olklulas involucradas en este proceso, set como 

profundizar en la comprensibn del mismo, 	lo que puede 

permitir un mejor entendimiento de los mecanismos de 
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difirranciaolón celular, y de regulación enzialtica. Por tal 

motivo, en un intento por conocer y caracterizar las calulas 

esteroldotenicas del ovario pro/ondular en desarrollo. 

tomando como modelos al pollo radien nacido y al feto de 

bovino, el presente trabajo pretende los siguientes: 

OBJETIVOS 

GENERAL 

t. Identificar que tipos de células. en el ovario 

pro/olidular, participan en la sintests de eateroldee y 

establecer sus capacidades estercidoganicaa. 

PARTICULARES 

En el ovario del polio recién nacido: 

i. 	Doteroinar si e) uso de la técnica de separación. 

mediante gradiente* de densidad. es ótil para alelar 

suopoblacionou de células estorcidoganioae. 

2. 	Identificar Las oaracteristicas morfológicas de las 

pobiacionas celulares, resultantes de la separación por 

gradiente. de densidad. 



3. Eetableoer si las celular que secretan andrógenos, 

pueden secretar también estrbgenoe; tomando cromo 

indicadores a la testosterona y al 170-estradiol, 

respectivamente. 

4. Determinar en las diferentes olubpoblaciones que se 

Identifiquen, la capacidad de respuesta a la hormona 

gonadotropina coribnioa humana (11CGls tomando como 

criterio, la astieulaciOn en la xecrecien de la 

testosterona y el 170-estradiol. 

5. Identificar •n las poblaciones celulares, 	resultantes 

de la s•paracibn por gradiente' d• densidad, los 

posibles destinos metabólicos de la testosterona. 

gn •l ovario fetal del bovino: 

• 

1. Determinar si el ovario de fetos de bovino de 4 a 10 ca 

CRL, posee la capacidad enzimatioa para sintetizar el 

170-estrldfol y la estrona, a partir de pregnenolona, 

dehidromplendrosterona, teetosterone y androstenediona. 

2. Establecer si existen diferentes capacidades 

✓eteroidogbnioa■ entre la oortera y la modula °varices, 

estudiando la actividad de las enzima* ad-

hidroxiesteroide deshidrogenara/5-4 isomerase. 170-

hidroxiestaroide deehidrogenaea y arouatasa, mediante 



mencionados. 

3. 	identificar si en los ovarios de fetos de bovino d• 4 a 

10 ce CRL, existen cambios •n la actividad de lee 

enzimas anteriormente descritas, en funcibn de la 

longitud CR. 
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TRABAJO EXPERIMEWTAL 

Para la realización de este trabajo se emplearon 2 

modelo, d• ovario prefolioular: el del pollo recién nacido y 

el del feto de bovino. Los resultados obtenidos de astas 

estudios son presentados por amparado a manera da una 

pequena sinteels del trabajo publicado y del enviado a 

publicación, los ~IIs se presentan Integramente al final 

del presente documento. Finalmente, s• presenta una 

discusión Integral. 

OVARIO DE POLLO RECIEN NACIDO. 

Materiales y Métodos.- 

La trlpsina y el medio de cultivo de Eagle, modificado 

por Dulbeoco (DMEM), fueron obtenido■ de Grand Island 

Biological Co. 	(Grand luland, NY). El inhibidor de la 

tripsina, la albómina ahrtoa bovina (BSA), 	la 1-yetil-3- 

isobuttlsantina (MIX), la metrizamida, la gonadotropina 

oorienica humana (hCG), 	la testosterona, 	la 4-androsten- 

3,17-diona, la androsterona, 	la 5e-dihidrotestoaterona, 	la 

dahldroeplandrosterona, la matrona y el l7,11-estradiol fueron 

obtenidos de Sigma Chemioal Co. (St. Louis, MO). El Sephadex 

LH-20 fue obtenido de Pharmacia Fine Chemicala (Upo:Bala, 

Sweden). Los antimueros anta-testosterona y anti-170-

eetradiol fueron comprados a Radlomeasky Inc. (Carson, CA). 

La [1,2,8,7-•H]-testosterona (614 Ci/mmol) y el f2,4,13,7-3 11)- 
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170-estradiol (92 Ci/mmol) fueron obtenidos de Almorranas 

International 	(BuckInghaashire, 	England). 	La 	[7-'1-11- 

testosterone (29 Cl/meoll fue obtenida de New England 

Nuclear (Boston, MA). La cromatografla en capa fina fue 

realizada en cromatofolics Al de cilios gel 0:150, con 

indicador fluorescente F,,, (Merck, México). 

Los pollos recién nacidos, de las razas Leghorn 

(Babcock 8300) y Rodhe Island (Welpline), fueron obtenidos 

de granjas locales y estudiados dentro de las 24 horas 

posteriores a la eclosión. 

En todos los casos, 	los ovarios del 	lado izquierdo 

fueron disecados y posteriormente Incubados en una solución 

de tripaina al 0.25%, libre de Ce" y Mg". Esta Incubación 

se realiza a 371, C, con agitacibn, durante 10, 20 y 30 

minutos. Lao células disgregadas después de estos tiempos, 

fueron tratadas con inhibidor de tripaina al 0.5% en medio 

DMEM, seguido por dos cambios de medio DMEM, oon SSA al 

0.1%. 

Las células °varices, disgregadas después de 30 minutos 

de incubación con tripsina, se aplicaron a un gradiente de 

metrizamida (0-30%). Para cada 5 ml de gradiente, es 

aplicaron de 30 a 50 millones de células. Después de ser 

centrifugadas a 4,000 x g durante 7 min., ee colectaron 

fracciones de 0.4 ml, desde la parte superior del tubo. 

Las suspensiones de células ()varices fueron incubadem a 

37' C, en 1 al de DMEM con BSA al 0.1% y 0.1 01 de M1X# 

durante 120 min. Con el propósito de estimular la secrecian 
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de hormonas esteroides, en algunos casos se agrega i.0 lU de 

hCG a las suspensiones celulares. La secreción de la 

testosterona y del 170-estradiol, cuantificada por 

radlotnmunoanallsts, se utilizó como indicador de la 

aottvldad •steroidogénica. 

El metabolismo da la testosterona fue evaluado en cada 

fracción del gradiente de densidad que contenta células. Las 

suspensiones celulares fueron incubadas coso se Indicó 

previamente, pero se anadib 0.5 pCi de (7-'113-testosterona Y 

t.0 Ul de hCG. La separación de loa motabolitos de la 

testosterona fu• realizada por tres procedimientos 

cromatogratloos. La concordancia de los resultados obtenidos 

en los 3 procedimientos, se tomó como evidencia pata la 

identificación de los esteroides. 

RESULTADOS 

Los resultados mostraron que: 

1.- Con base en sus caraoterlstioa• morfológicas. las 

células disgregadas del ovario fueron clasificadas en 

tres tipo*: (I) células que oontentan gotas de Jipidos 

en el citoplasma, CU) células que no contentan gotas 

de liptdos y (lit) células germinal... La proporción de 

los tres tipos lie células se modificó en función del 

tiempo de incubaolbn pon tripsina. Mientras que el 

porcentaje de los ovooltos decreció hacia los 30 

minutos, los otros dos tipos de células incrementaron 

(ver la tabla 1 del articulo, p.155). La ■exima 
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secreción del in-estradlol fu• observada en la 

suspensión de calulas obtenida ■ despuis de 30 minutos 

de incubación con tripsína (ver la fig,1 del articulo, 

p.155). 

2.- Las chlulai avaricias respondieron a la hCG, 

incrementando la secreción tanto d• la t•rtosterona 

como del 	173-estradicl. La curva de dosis respuesta 

(ver fig. 2, p.155) mostró que 1.0 Ul de hCG es 

suficiente para observar el efecto •stlmulador, ya que 

la dosis medía efectiva (EN.), para la secreción de la 

testosterona y del 170-estradiol, 	fue 0.64 y 0.25 

Ul/ml, respectivamente. Ademas, 	la estimulación de 	la 

secreción del 170-extradiol se mantuvo hasta las 8 

horas (ver la fig. 3, p. 158). 

3.- De las tracciones colectadas del gradiente d• densidad, 

G contenten calulas. La fracción II 	del gradiente 

(1.080 g/ml), contenía una población pura, de calulas 

con lípido.. Mientras que in la fracción VI 	(1.150 

g/m1) del gradiente, predominaron las calulas sin 

lípidos (ver la fig. 4, p.158). 

4.- Las chlules ovarioes de todas las fracciones 

resultantes del gradiente de densidad, fueron positivas 

para la reacción histoqulaica de la 30-1450. Sin 

embargo, el mayor porcentaje de poeitIvidad ■s observó 
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en las celulas d• la fracción II del gradiente da 

densidad (ver la fig. 5, p. 156), 

5.- Las células que secretan andróginos (fracción II del 

gradiente de densidad), tienen las características 

morfológicas de una célula eatercidoganica tiples (ver 

la fig. 6, p.157). 

6.- En la fracción VI del gradiente de densidad, se observó 

la aaxima capacidad de ■ccración y sintesís de 170- 

estradiol. En asta fracción, 	ea distinguieron por sus 

caracteristioas morfológicas 4 tipos celulares (ver 	la 

fig. 6, p. 157 y la fig. 5 de la presente sección): 

a).- células prefolicularos. 

b).- cblulas estercidogénicas típicas. 

c).- flbroblastos. 

d).- células relativamente indifcrenciadaa. 

7. 	Se observó una adecuada correlación entre las células 

con gotas citoplasmicas de lípidos (célula» 

osteroidogénicas típicas) y la cantidad de testosterona 

secretada. Igualmente, se observó una mejor correlación 

entre las células sin gotas citoplaimicaa de lípidos 

(calulas relativamente indiferenciadas) y la secreción 

del 1713- estradiol (ver la fig. 7, p. 156). 
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FIGURA 5 
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8.- En toda■ las fracciones oelulares, derivadas del 

gradiente de densidad, se observaron diferencias en la 

secreción banal de testosterona y 170-estradicl, 

respecto ■ la estimulada con hCG, lo que hace suponer 

la presencia de receptorMs funcional., para esta 

gonadotropina (ver la fig. 8, p. 159). 

9.- El metabolismo de la testosterona, por las diferentes 

poblaciones, mostró que en las °rotulas de la fracción 

11 del gradiente, el principal ■etabolito formado fue 

la androstenediona (14.35 l), indicando la presencia de 

la enzima 170-HSD. Por otro lado, aunque las °•luta' de 

la fracción VI del gradiente sintetizaron 170-estradiol 

(2.0%), fue mayor la producción de estrena (10.75%), 

sugiriendo que bajo las condiciones experimentales 

empleada', la 170-H5D favorece la formación de estrona. 

Ademes, en las fracciones IV, V y VI ■e sintetizaron 

grandes cantidades (26.3-58.5%) de otro■ esteroides no 

identificados (ver la tabla 2, p. 180). 

10.- Fue posible la ■eparaolón de oblulas que producen y 

secretan andrbgenos de las que producen y secretan 

estrbgenos. 
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OVARIO FRTAL DR momio. 

Materiales y m.todos.- 

El medio de cultivo, 	lo■ esteroides radiactivos y los 

reactivos, fueron obtenidos como se indicó en los 

experimentos de pollo. 

En relación al modelo de bovino, se emplearon ovarios 

de fetos de bovino de 4 a 10 cm de longitud coronilla-

rabadilla (CRL), que corresponden a una edad gestscional 

aproximada de 47 a 75 días. 

Los fetos d• bovino tipo cebó tUcs inticqa) fueron 

colectados en el Rastro de Ferrerts de le Dirección General 

de Abasto del D.F., seleccionando a les hembras, cuyo 110110 

fue determinado por las osrscterieticas morfológicas del 

ovario. 

Las gónadas se disecaron chi mismo, eumergiandolas 

inmediatamente en medio de cultivo Dulbeoco-slbesins al 1% y 

se mantuvieron a temperatura ambiente (2 a 4 horas), hasta 

iniciar la disgregación celular. 

Preparación de las poblaciones celulares. 

Se procedió a separar la corteza de le modula de cada 

par de ovarios, utilizando agujas de disección. Con el 

objeto de disgregar las chulas de cada región. hitas se 

incubaron por separado en una soluoión de tripsina al 0.25% 

libre de calcio y magnesio. Esta incubación se realizó a 

-38- 



37•C, con agitación, durante 10 minutos. Posterior■anta, 

la suspensión celular s• le agregó inhibidor de tripsina al 

0.5%, seguido d• dos lavados con medio d• cultivo Dulbecoo-

albbeina al 1%. 

Metabolismo de precursores marcados con tritio. 

Para conocer la capacidad esteroidoganica de cada 

preparación celular ov►rica, se utilizaron los siguientes 

precursores: pregnenolona [7-'111 (Pe ), dehldrospiandroste-

rona-(1,2-3 Hl (DHEA), 4-androsten-3,17-diona-(1,2,6,7-°H) 

(A.), y testosterona-(i,2,6,7-'H3 (T). Las preparaciones 

obtenidas de corteza y de mit:luta, fueron incubadas durante 

una hora, a 37•C, con cada uno de los precursores trltiados. 

La transformación de DHEA en otros metabolltos (A., T y 

estrógeno.) se consideró como indicador de la actividad de 

la enzima 30-hldroxlesteroide deshidrogenasa/5-4 isomerasa 

(30-HSD), mientras que la producción del 170-estradiol y de 

la testosterona, a partir de la A4 , 	fue considerado como 

indice de 	la actividad de la enzima 170-hidroxiesteroide 

deahidrogenasa (170-HSD). La producción del 170-estradioi 

de la matrona, a partir de A. y de T, fueron considerado' 

como indicador de la actividad de la aromatasa. 

Adicionalmente, algunos ovarios fueron pto.:Jamados para 

detectar la actividad histoquimica de la 30-H5D, 	utilizando 

DHEA como sustrato. 
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RESULTADOS 

De estos experimentos, los resultados mostraron QUO! 

1.- Cuando se utilizó la pregnenolons tritiada oomo 

sustrato, fueron identificado(' diversos esteroides como 

productos, incluyendo progestinas, andrógenos  

estrógeno* (ver la tabla 1 del manuscrito de bovino). 

Estos resultados indican que las enzima* que participan 

en le síntesis tanto de andrógenos como de estrógeno», 

metan presentes en ambas regiones de) ovario fetal. 

Ademas, la proporción de esteroides C1, fue mayor en la 

región cortical, rempacto de la el:adular (ver la tabla 2 

del manuscrito). Tambian, se encontró una mayor 

síntesis de los esteroides de la vía de los delta 4 en 

la región medular, respecto de la cortical 	(ver la 

tabla 2 del manuscrito), sugiriendo una mayor actividad 

de la 3R-HSD en la medula °varice. 

2.- Cuando se evaluó le actividad da la 3.-HSD, mediante el 

asió de la DHEA tritiada, 	la región medular mostró una 

mayor actividad con respecto a la corteza °verlos (ver 

la fig. 1 del manuscrito). De Igual manera, la reacción 

bistoquimica para la 3f-HSD, utilizando como precursor 

a la dehldroeplandrosterona, fue positiva en la región 

de la shadula yuxtaoortical (ver la fig. 2 del 

manuecrito). 
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3.- Cuando 20 estudie la actividad de la 170-H6D, 

utilizando androst•nediona Como sustrato, dicha 

actividad fue mayor en la reglen modular, respeoto de 

la corteza ovaría& (ver la fig. 3 del manuscrito). 

4.- Aunque la actividad da la enzima aromatasa mostró una 

distribución hamogbn•a en ambas regiones ovaricas, ae 

observó un ligero predominio •n la *adula dm todas las 

edades estudiadas, indistintamente de que ■e utilizara 

androstenedions o testosterona como sustrato (ver las 

figs. 4 y 5 del manuscrito). 

5.- En ambas regiones ovaricas, fue mayor la biosíntesis de 

matrona que la del 170-estradiol, utilizando como 

precursor a la androstenediona. Lo que indica que ta 

176-H5D favorece la formación de la estrena, bajo las 

condiciones experimental•' utilizadas (ver la tabla 3 

del manuscrito). 

6.- La mayor actividad •stsroidogbnica, por ambas regiones 

ovariaas, fue observada en el parlado comprendida entre 

los 4 y 6 cm CRL. Posteriormente, emitas actividades 

declinaron 	a 	valores 	casi 	ind•teotables, 

Indistintamente de la región estudiada (ver la. filie. 

del manuscrito& 1,3,4 y 5). 
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7.- Exist• una dietribucien asiaétrica •n la actividad d• 

las enzima' •valuadas. Es decir. la actividad d• le 30-

HSD y d• la 170-H50 predominaron en la ■!dula ovAricat  

mientras que la actividad d• la aromatasa no ■ostro 

dtter•ncias importantes entre la corteza y la médula. 
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DISCUStON Y COSCLUSiONES 

Las suspensiones celulares, obtenida' del ovario 

prefolioular del pollo, secretaron y sintetizaron 

esteroides, tanto en condiciones basalto■ como estimuladas 

con hCG. Estos resultados indican que •l procedimiento 

utilizado para disgregar las oblulas d• le gónada, es 
• 

adecuado, ya que permite obtener oelulas ováricos 

funcionales. 

En el ovario fetal del bovino, la funcionalidad da las 

células ovbricas fue inferida por gu capacidad para 

sintetizar esteroides bajo condiciones basaltos, ya que no se 

determinó la síntesis en presencia de la gonadotroptna 

bovina, bLH. Sin embargo, el periodo durante el cual se 

observó mayor síntesis del 170-estradiol, concuerda con el 

reportado en la literatura (34), lo cual apoya nuestros 

resultados. 

La técnica de separación celular, mediante gradientes 

de densidad con metrixamida, fue apropiada para purificar 

del ovario del pollo recibn nacido, una población de chulas 

(fracción 1t del gradiente/ que secretan a la testosterona, 

pero que no sintetizan ni secretan al 170-estradlol. Por 

otro lado, mediante las condiciones experimentales 

utilizadas, no fue posible purificar a las células 

productoras de estrbgenos, solamente se logró obtener una 

fracción enriquecida toblulas de la fracción VI). 
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Las calulas obtenidas de la fraooien II del gradiente 

de densidad, mostraron las caractoristicas morfológicas de 

las calulas •steroidoginiaas tiples.. Este tipo de ohlulas 

han sido previamente localizadas en la modula ovarica 

(40,41). D• las calulas identificadas en la fracción Vi del 

gradiente, las que mostraron una mejor correlación entre la 

secreción d• i70-•stradiol y el nOmero d• calulas, 	fueron 

las relativamente indiferenciadas. Esta■ calulas son sl 

principal componente de la medula ovarios del pollo rocían 

nacido (42). 

Por lo tanto, se concluye que en la .adula ovarica del 

pollo 	r•cien 	nacido, 	las 
	

calulas 	morfológicamente 

esteroldogenicas producen andrógenos, pero no estrógeno', 

mientras que las calulas rolativamente Indiferenciada■ 

secretan al 170-estradiol. 

Tanto la testosterona coso la androetenedtona, han sido 

utilizadas previamente como sustratos para detectar la 

actividad de la aromatasa, en las preparaciones de ovario 

prefolicular (30,31). En nuestros experimentos con al ovario 

del pollo, el ■etabolisso da la testosterona por las calulas 

de la fracción II del gradiente, mostró nula actividad de la 

*tomatada, ■!entras que liba de la fracción VI, mostraron la 

mayor actividad de esta enzima. Estos datos concuerdan con 

loe estudios de secreción del 170-estradiol, cuantificado 

por radiolnmunoanalisis, indicando que las calulas de la 

fracción VI no sólo secretan al 170-estradiol, cinc que 

taabiln lo sintetizan. Ademas, en todas lar !remolones 
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cmItsimirme del gradiente, en que se encontró actividad de 

aromatasa, pe observó una mayor acumulación de la estrena en 

relación al 170-estradiol. Estos resultados indican que, 

bajo las condiciones de ensayo utilizadas, la reacción 

canalizada por la 170-HSD favorece la formación de la 

estrona. 

En el feto del bovino, la actividad de la *rematase, 

evaluada por el metabolismo de la androstenediona y de la 

testosterona, tuvo valores similares tanto en la corteza 

como en la •!dula ovartcao, 	indicando que las cilulas 

productoras de estregarlos, se encuentran uniformemente 

distribuidas en ambas regiones. 

El indice de actividad de la enzima 170-HSD, evaluada 

por la formación de T y 170-estradiol, a partir de la 

androstenediona, fue mayor en la medula ()varice en relación 

a la corteza. Estas diferencias fueron observadas en los 

ovarios de feto» de bovino de 4 a 6 cm CRL. El ovario de 

fetos mea grande, no mostró diferencias, entre ambas 

regiones, en la actividad de esta enzima. 

Es interesante resaltar que cuando se estudie el 

metabolliao de la testosterona en el pollo recien nacido, la 

estrena se produjo en mayor proporción que el 176-estradiol, 

mientras que en el feto del bovino, tibiamente as sintetizó 

el 170-estradiol, indicando diferencias de especie en el 

comportamiento de la enzima 176-H5D. 

Cuando se detecta la actividad de &rematase en el 

ovario prefolicular, se ha observado que pueden ser 
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sintetizados tanto la •strona como el 170-estradiol, 

encontrando** un predominio en la síntesis ya sea del 170-

estradiol (43.44) o de la **trona (30). Los resultados 

presentas indican que tanto en el caso de bovino como en el 

del pollo, se sintetiza mar **trona que 170-estradlol. 

El metabolismo de la testosterona por las celulitis 

°varices del pollo, derivada* de las fracciones IV, V y VI 

del gradiente, mostró gran producción de la 5m-androsterons 

y de otros esteroides no identificados. Dicha producción fue 

mayor con las cédulas da la tracción IV y V del 	gradiente, 

respectivamente (Fig.6). Estos 

existencia de otra población do 

diferente de 	 estráganos y de les que las formadores de 

secretan teetasterana. Eata posibilidad e ■ apoyada por los 

reportes de que en la gónada embrionaria del pollo, se han 

encontrado diferencias en el comportamiento ontoganio° de 

la; actividades de acometas', de 17«-hidroxilasa y de C17-

C20 Ilesa (33). Ademas, aunque en *1 ovario adulto de est* 

especie, dichas actividades residen sólamenta en las calulea 

de la teca, se han identificada en esta región, 

aubpoblacionas de células aitaroldogenicas (45,48). 

En relación a lo» esteroides no identificados en las 

preparaciones celular** del pollo reaten nacido, estas han 

mostrado una movilidad similar con la 5a-androstendlona, 

cuando son separados por cromatografia en capa fina bajo dos 

diferentes sistemas de disolventes. Sin embargo, la 

cristalización de este asteroide ofrecerla una prueba mas 
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SINTESIS DE ANDROGENOS 
% de trae atormoolort 

111 	 IV 

fracción celular 
en proidancla a0 hOG 

Figura S. 8inteels de andróginos 	5a-reduoidosor 	las 
diferentes poblaciones celulares aleladas del gradiente de 
densidad. Las chulas derivadas del gradiente de densidad 
fueron incubadas por duplloado con testoaterona-C7-1 14) y hCC 
(1.0 1U/m1), durante 2 horas a 37oC, en 1 ml como volumen 
final. El nbeero de ohlulas totales fue diferente para cada 
trebbibn celular (0.108, 0.223, 0.380, 0.789. 	1.670 x 104  
oblulas, para las fracciones- 11. 	III, 1V, V y VI, 
respeotivamente). Los resultados son expresados como 
porcentaje de traneformacion hacia nada metabollto, ga-
androsterona y posiblemente 5m-androstandiona. Como puede 
observarse, la mayor producción de androsterona ocurrib en 
la tracibn 1V del gradiente, mientras que la que mar 
androstandiona formb fue la fracción celular V. 
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conciuyente. tata posibilidad es apoyada por la observacien 

de que la reducción enzie►tica de los esteroides 4-en-3-oso, 

tanto de lo■ esteroides Cl I como de los C,•, ocurre en el 

tejido ovárico de diversas especies (5). 

La actividad de la 30-HSD del ovario fetal del bovino, 

evaluada con el metabolismo de la dehldroepiandrosterona, 

fue mayor en la abduia, respecto de la corteza. Este 

hallazgo fue tembian observado con el indice de la 30-HSD, 

estimada con el metabolismo de la pregnenolona y con le 

localización histoquimica de este actividad, en la región de 

la medula yuxtacortical. 

Estos resultados nos indican que en el ovario de fetos 

de bovino, no fue paralela la distribución regional de 	las 

enzimas aromataeo, 	170-FISD y 30-HEE), lo que litigiare que, 

como sucede en el ovario folicular de la rata (47), y en el 

ovario de pollo reaten nacido. 	el ovario fetal de bovino 

contiene diferentes tipos da cblulas que participan en el 

prooeso esterotdogilnico. 

La capacidad del ovario fetal del bovino para 

sintetizar esteroides, fue mayor en el período comprendido 

entre los 4 y 6 cm CRL, una observación que concuerda oon 

los reportes en donde se midió, por radioinmunoenblisis, 	la 

secreción jn vitro_  del 170-estradiol (34). 

La duración de la actividad esterotcloghnica, del ovario 

prefolicular de ~foros, es generalmente transitoria (48- 

50). No obstante, en la rata, 	la actividad de la 30-NSD no 

parece disminuir una vez que se presenta. desde la etapa 



fetal (Si). De igual manera, 	en el ovario prefolloular del 

pollo, la stntesi ■ del 	170-•stradiol aparece desde loe 7 

diae de vida eabrionarla, y se mantiene hasta que se forman 

los folloulos (52,53). 

La presencia de receptores funcionales para 

gonadotropinas, en tan poblaciones celulares aisladas del 

ovario del pollo l'ocien nacido, fue sugerida por las 

diferencias en la secreción balsal de testosterona y de 170-

sstradiol, respecto a la estimulada con hCG. Sin embargo, la 

presencia de los receptores debe demostrarse midiendo 

directamente la unión a ligando. 

En el ovario de fetos de bovino no se estudió la 

respuesta a las gonadotropinas, pero reporte* previos han 

mostrado que este tejido incrementa la secreción Lin vitro  

del 170-estradiol en respuesta a la bl..H (34), lo que sugiere 

que tambien en esta especie, existen receptores funcionalee 

para LH. 

Cuando se evaluaron los parámetros cinbti.cos (Km y 

Vmax) de la 170-H5D, en presencia y en ausencia de heG, 	los 

resultados mostraron que *N las calulas ovkrica■ del 	pollo, 

la actividad de esta enzima no es modificada por est* 

gonadotropina (Fig.7). Una observación que concuerda con lo 

esperado, ya que se ha reportado que le FSH es la 

gonadotropina que estimula la actividad de esta enzima (54). 

El hecho de demostrar que el ovario prefollcular tiene 

la capacidad de sintetizar esteroides In vitro, indica que 

las vial' esteroidoghnicas de este tejido son funcionales. 



ACTIVIDAD DE 17B-HSD 
Fracción Vi del gradiente 

11v (nmot/h/1 x E8 cote.) 
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Figura 7. Comportamiento cinético de la 170-hidroxiesterol-
de deshidrogenase t1713-1~ en las celular de la freccibn 
VI. Las ciblulas derivadas de la fracotbn VI del gradiente de 
densidad fueron incubadas por duplicado con diferentes 
concentraciones de testoeterona,'en presencia o en ausencia 
de hCG (1.0 Iti/e11, durante 1 hora a 37'C, en 1 ml como 
valumen final. La actividad de la enzima fue evaluada 
mediante la determinacttn• de androetenediona formada, 
expresando la velocidad en nmol/h/1 x 10' ohlulew con 
lípidos. Las oonstantes cinbticas aparentes, obtenidas del 
gratia', de dobles reciprocas fueron t Km' • $5.5745 pM y Vera: 
• 8.417 naol/h/1 x 10" celulas, para el caso de la enzima no 
estimulada con hCG, mientras que en la reaoibn estimulada 
ice valores fueron Km' • 6.25 0 y linee • 8.85 necia/1 
10' olk1utee. 



Sin embargo, no se demuestra que esta capacidad pueda 

manifestar.. in vivo. No obstante, la respuesta de lag 

células ovaricas a las gonadotropinas, apoya le hipótesis de 

que los esteroides sintetizador In vitro, puedan tambitin, 

ser sintetizados ln vivo. 

La observación de qu■ tanto la 5a-androsterona como la 

5a-androstandiona fueron producidas en grandes cantidades, 

sugiere para estos compuestos, un posible papel fisiológico, 

ya ose directamente o a trev*s de disminuir la concentración 

de un matebolito activo. 

Aunque no ha sido dilucidado el papel de los estrógenos 

en el ovario prefolicular, es ha propuesto que estos puedan 

tener un papel local en la diferenciación ganada'. Bywkov ha 

sugerido que lo ■ estrógenos retardan el inicio de la meiosis 

(55,56). En su modelo, ella propone que le diferenciación 

ovbrica puede mostrar dos diferentes poltronee, dependiendo 

de si 	las calulas germinales del ovario sufren meiosis 

inmediata, sin previa producción de esteroides, o melaste 

retardada, con secreción tanto de esteroides como de la 

sustancie 	quo 	evita 	la 	motos!, 	(meiosis-preventing 

substance, MPS). 

En las especies can meloso's inmediata (e.g., ratón, 

rata, hemeter), lee chulas germinales del ovario entran en 

la primera profese meibtica simult&neamente con, o, poco 

despub ■ de que el ovario gonadal puede ser reconocido 

morfológicamente. Estos ovario■ sintetizan esteroides 

limitadamente hasta que se forman los folículo, (57,561. 
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En las especies con melaste retardada (e.g., cerdo, 

oveja, perro, bovino, gato), si 	inicio de le sueste en la 

hembra »e retarda hasta 45 dios (en la vaca) después de que 

he ocurrido le diferenciación ov►rica 1.e., 	periodo de 

retardo. En contraste e las especie. con meiosis inmediata, 

*otos ovarios producen mayores cantidades de esteroides 

durante el 	periodo de retardo. El ovario fetal humano 

representa un ejemplo transitorio entre la mitosis inmediata 

y retardada. Aunque hay un periodo de retardo de 2 a 3 

semanas, hay producción limitada de esteroides!. 

La hipótesis de que los estrbgenos actfien localmente 

Implica quo en las células °varices existan receptores 

especificoe para este tipo de hormones, lo cual *lin no ha 

sido demostrado en el ovario prefollcular. 

No obstante, en estadios posteriores de desarrollo el 

se ha obtenido evidencia experimental, ya que se ha 

observado In vivo la captación y retención especifica del 

, H-r,stradio1 por los ovarios do ratas Inmadura*, 'Lel como la 

unión del estradiol a la fracción nuclear de tan células, de 

la granuloso y chlulass lútea*. Indicando la presencia de 

sitios de unión a estrógeno», similares a los receptores 

específicos de estrógeno; del tejido uterino (59-el). 

Por otra parte, se ha sugerido que las ceiulas 

esteroidogénicas derivan de la médula ovárica (40,02), una 

hipótesis que concuerda parcialmente con nuestros 

resultados, donde la mayor secreción de testosterona y 170-

ostradiol fue observada en la región medular del ovario del 
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pollo recién nacido, mientras que en esa misma región, en el 

ovario del feto de bovino, ■e observó actividad de 

aromatasa, de 30-HSD y de 173-HSD. Sin embargo, como también 

se observó actividad esteroidogénica en lee célula» 

derivadas de la corteza ovbrica de embalo especies, no se 

descarte la participación de esta región en le contribución 

de les células eetercidogénices. 

Con base en los resultado• obtenidos, puede concluirlae 

que en la eeteroidogénemis por el ovario prefolicular, 

participan diferentes poblaciones celulares con capacidades 

esteroidogenicas distintas, lo cual representa une evidencia 

de cooperación celular en la wintseis de esteroides por el 

ovario en desarrollo. 

El poder identificar y caracterizar a las diferentes 

subpobleclones 	de 	células 	eiteroidogénicas, 	puede 

proporcionar una herramienta para estudiar los factores que 

participan en la regulación de la expresión endócrina del 

ovario prefolicular y su significado fisiológico. 



PERSPECTIVAS 

De los resultados precedentes podemos distinguir varias 

lineas de investigación con las que se puede continuar el 

trabaJo realizador 

1. 	La tiento* de gradientes de densidad ha sido apropiada 

para separar chulas asteroidogihnicas del ovario Y del 

teiticulo (63,64). Mediante este procedimiento, en el 

ovario prefolicular del pollo se ha demostrado la 

existencia de dos subpoblaciones de cbtulss 

esteroidogbnicas. Sin embargo, queda por definir el 

nbmero de tatas poblaciones, ya que las Matutee 

colectodas de las fracciones I11, IV, V y VI, mostraron 

diferente comportamiento est•roidogbnioo. Para resolver 

asta pregunta, se podria realizar un segundo paso de 

purificación. ya osa ampliando el gradiente o 

utilizando otros reactivo* pare formar un segundo 

gradiente de densidad. Una vez atelsdas, 	se podría 

definir que capoqidade. enzimaticas poseen y establecer 

de que manera cooperan en la síntesis de asteroides. 

2.- Las células de la fracción 11 del gradiente de 

densidad, secretaron a la testosterona, lo que 

indicarla que la enzima C17-C20 liase. se encuentra en 

estas celulas. De igual manera, como en estas cilula■ 

se observó la wintesis de androstenediona, esto mugiere 



la presencia de la enzima 170-H5D. Es probable que la 

estimulación de estala cilulas con hCG pueda ofrecer una 

modelo para estudiar la regulación de la expresión 

geribtica de las enzima» anteriormente mencionadas. 

Ade:alta, falta por determinar la presencia de otras 

enzima* de las vías de esteroidogihnesia, tale. como la 

C20-C22 liana. 

3.- Se ha reportado que loe factores da crecimiento puuden 

afectar la sintesis de estrógenow en las chlulas de lo 

granulosa (65). Como en el feto de bovino se observó 

una actividad esteroidogfinice transitoria (34), podría 

ser utilizado coso modelo para estudiar loe factores 

que modifican la expresión genitica de las enzimas 

reguladoras de la esteroidogenesis ie.g., 30-H5D, 	C17- 

C20 llaga, 17$-HSD, aromatasa). 

4.- Alguno' autores han mostrado que en las chlulas de la 

granulosa de ovario de rata, existen diferencias en los 

receptores de membrana para FSH y el VIP (28,29). 

Nuestros resultados mostraron que lile celulas derivadas 

del ovario del pollo respondieron de manera diferente, 

a la eetimulación por hCG. Ademe', se ha reportado que 

la bLH estimulo en el 	ovario fetal del 	bovino, 	le 

secreción de 170-estradiol (34). Sin embargo, no ee 	-a 

demostrado en el pollo y en el bovino, la presencia de 
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receptores a gonadotropinas, lo cual podría IMF 

evaluado, realizando la técnica de unión a ligando. 

5.- En la medula ovarios del pollo recién nacido, las 

células relativamente indiferenciadas son las más 

abundantes, aunque también *atan presentes las células 

eiteroidogénica■ tipicaw (42). La relación anatómica 

entre ambos tipos de oelulas, puede Indicar que 

cooperan en la producción du esteroides. o que 

representen diferentes grados de maduración celular. El 

cultivo de estos tipos de células, puede ofrecer un 

modelo para estudiar lo ■ factores que participan en la 

diferenciación celular de las chlulas erteroidogénicao. 

6.- La función fisiológica de la secreción de estrógenos 

por el ovario prefolioular no ha sido aclarado. 	Elin 

embargo, 59 le ha asignado un papel local en la 

diferenciación de l ■ Orlada, ■si como en el retardo del 

inicio de la meioeis (39,55). En ambos cauce, para que 
ti 

los estrógenos puedan ejercer su efecto, deben estar 

presentes sur receptores en loe tejidos blanco, lo cual 

no ha sido demostrado. Utilizando la técnica de unión 

ligando, se podría demostrar que tipo de célula, 

ovéricso poseen mitos receptores. Una vez establecida 

su presencia, se podrían estudiar los efectos 

hormonales en las células blanco, mei armo loa rectores 

que determinan la expresión de estos receptores. 



7.- Aunque se ha demostrado que el ovario prefolioular del 

bovino sintetiza esteroides, no se ha establecido el 

inicio de la actividad esteroidoganica en vate tejido. 

Para responder a esta pregunta, se podria estudiar *i 

metabolismo de la androstenediona tritiada. por las 

gbnadas 	indiferenciadas 	morfolbgicasente, 	pero 

determinando el sollo genottpico. La sintiereis de **trona 

o estradiol podrian ser Indicadores de la 

diferenciacibn bioqulesica del ovario. 

8.- Se ha propuesto que las celulas estaroidogbnicas 

derivan de la madula ovárica (4d.02). Nuestros 

resultados muestran que tanto la corteza como la módulo 

ovárica, poseen capacidad de síntesis de asteroide*. Si 

se contara con marcadores de las cálulas 

esteroidogánicas« espectficos y sensibles, podria 

establecerse el origen de estas cálulae. 
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The aun' of the present study is the isolationtlf subpopulations of steroid-producing cells 
in the ()s'uy of the newiy hatched chieken, Cells wcrc obtained by fractional trypsin disso-
ciation of the ovas- y and isopycnic separation in a continuous rnetrizarriide gradient ((1--31Y.7.1,). 

Testosterone and 1713-estrildiol secretion was measured by radioirnmunoassay in the incu-
bation medinin of the isolated cells, Six íractious of ovarian eeils were studied. Fraction ll 
(densj! y 1. ( SO) cootained typical steroidogcnic celis with a positive teietion for 
313•hydroxysteroid dehydrogenase. á'-isoinerase. This froction secrete(' testostelone (3.7 

cellsi2 In) hin no 1711-estradiol SCCleiion was deteetahle. The majority (85%) of eclls 

oiltainctl in iraction Y1 (density 1 .1 50) were relatively undifferentinted and coniained poly• 
rihosonies, initischondrin with larnellar cristae, and few mugí' endoplastnic retictilurn; only 
3-5'74-,  of the cells of This 	were simTirlar lo those of fraction II. In fraction VI the 
Ingliest levet of 1713-c,li radio' secretion was found (2.9 ng/I10 ceba fu) whereas testosterone 
was at n miniiniiin lesel (0.06 ngi 	cells/2 	'Zemin s suongly staggest the existence of two 
ccli subpopulations in the j'uní-fin( e chicken ovary: typical steroidogenic and poorly differ• 
entiated celis which secrete testoslerone and 17p•estradiol, respectively. 	C 190 A(,,,temic 

Steroidogenic cells have been described 
in the ovary of the chick emhrvo by ultra-
structural and immunohistochernical stud-
ies í Narhait z and Adler, 1966; Woods and 
Pode/aski, 1974; Woods and Erton, 1978; 
Jordanov 	197-) confirining preví- 
ous descriptions of positive cells for 
3p-hydroxysteroid dehydrogenase, 

(A5-3(3-1-ISD) lNarbaitz and 
Kolodny, 1964; Scheib and Haffen, 1967; 
Woods and Weeks, 1969). Steroid-
producing cells are abundara at the end of 
embryonic development and 18% of the 
ovarian medulla consist of this cellular type 
in the newly hatched chicken (González-
Morán et ‘11., 1985). Biosynthesis of 
1713-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;  

Guichard el al., 1973). Secretion 	v.itto ot- 
17P- ,..stradiol by the ovary arhd 17 0-
estradío1 plasma levels have been described 
from that age onward in the chick embryo 
(Guichard el 	1977, 1979; Woods and 
Brazzill, 1981). 

Lute inizing horrnone 	or burilan 
chorionic gonadotropin (hCG) stimulate 
steroid hormone secretion by the chick cm-
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 el al., 
1979; Woods el al., 1981). 

Density gradients have been previously 
used to isolate steroidogeruc cells in the 
ovary and the testis (Teng and Teng. 1979; 
Payne el al., 1980). In the present work, the 
isopycnie separation of ovarian cells ob-
tained from newly hatched chickensis at- 
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tempted, and the secretion of 1713-estradiol 	viere conecte(); estradiol and testosterone were direct- 
and testosterone of each capolar subpopu- Iy measured by specific radioirnmunoassays that were 

previously validated (Pedemera and Gomar, 1984). 
lation is evaluated, Morphological srudies. For ultrastructural studies. 

sampies of ovarían cell fractions and fragments of 
MATERIALS AND METHODS 	 trypsinated ovarles were fixed in 2% glutaraldehide in 

0.15 Al phosphate buffer, pH 7.4. postfixed in 1% ()s- 

	

itia/crin/J. Dulbecco's modified Eagle medium 	mium tetroxide and enibedded in Plastic resins. Gray 

	

([)MEM) and trypsin were obtained from Grand Island 	to pala goId sections were ohtained in a Reichert 

	

Co. (Grand (stand, NY); soybean trypsin 	tramicrotome and stained with uranyl acclate followed 

	

inhibitor, bovino serunt albumine (1ISAJ. 1-tuelhyl 3- 	by Icad citrnte (Reynolds, I9(3). Sections were ots- 
isobutyl xtuithine 	metrizamide, (turnan chori- 	served in a EN19-S2 Zeiss electron microscope. For 

	

onic gunadotropin (hCG), testosterone, ,54-andro- 	light microscopy observations, sections of 1 Jim Chick 

	

sten-3,17-dione, androsterone, 5u-dihydrotestos- 	were stained with toluidine blue. In some experiments, 

	

terone, dehydroepiandrosterone, estrone. and 	the percentage of cells that were positive for 
I 71VeNtrarlio1 were purchased from Sigma Chemical '.3f3-1-1S() (Payne e: al., 1980) wus counted employ- 

	

Co. (St. Louis, MO). Shepadex LH-20 +vas ohtained 	ing a hernocytorneter, in every fraclion of ovarian 

	

from Pharmacia Fine Chernicats (Uppsala, Swcden). 	cells. 
Anti-testoNterone and anti-170-estradiol sera were Tt'stastorone njetabqlixin. Radiolabeled iestoster- 
products from Radioassay Inc. (Carson, CA); one (7-41) was used lo know the stcroidogenic capa- 
12, 	3 .-'111testosieí one (94 Cilminoll and 170- 

hilities of each ovitrinn r.ell fruction. With This porpose, 
(2,4,6,7,-1111estradtH 	(,iimmol) were }sur-cliased 	cell samples ;4, ere incubated with 0.5 H.Ci of 
from Amershiiro Iniernatwnal 	 [7-'1ftestosterone as mentioned before. in all 
Eniland); 17-1111testo.&wione (Z9 Ciinimul) w3s oh eeik were stimulíued 	heer (1.0 Itl!rill) administra 

	

taiiit.d fioin New England Nuclear (Boston, MA). 	tion. Inctibation was stoppcd by 10 vol orcold 
hiii-h.iyer cbroilialography 	was perfornied tott 	ether addition. Cells were extracte(' three times with 

	

siliea gel (1) F254-coated íllkkrolrllktillo tiIleCl lMer'ck, 	10 vol uf diethyl ether. Extracts w ere e vaporated un- 
Mexico!. 	 der nitrogen strearn al 37C and reconstituted in absn- 

	

Aniiiiiiis. Newly hatched chickens, White Leghorn 	lote ethanol, Extracts containing radiolabeled steroids 
illabcock 11300) and Rhode 1.sland tWelphnel, were ere supplemented with the following steroids (0.5-- 
ohtained from local hatcheries and studied ilhin 24 hr 1.0 9g each per sample) serving as interna' standards: 
after hateihng. 	 tentosterone, 	 androsteroile, 

Oviirion e;;,11 	 1,d1 °s'artes 	ere dis- oenyoroeni3ndrosterone, So-dillydagesiolklef011e, 
sected and incobalcs.d in 0,25% tryJn 	in balanced silit 	,,„ 

I.J.-estradiol, and eqrone. The steroids were sepa tat- 
solution sea' ' and Mg' free) al 37' in a sliaking b.a tul ed by thin-iayer chrom.dtography developed with 
(90 cyclesnlin). Ov:unin cells recoveted ailer 10. 20, elilorideetir)1 aceizue, 80:20 (viv), or iil 
ant! 30 inin 	iircubation %vele treated 	0.51:;" tit.Sy• 

',/h<tile X 1. 11- Z0 colunin (0.5 g. 0.5 	(i.5 cm) ciuted 
1.)ean tryp,,m intnintor followed by two changes ol ine• 

with ben¿ene:ructilant.)1, 9:1 tvrv), 6.)11owe.d by a sec- 
DMFM with 0.1"r oí OSA. un..i ftun-iayer cliromalogulphy devehwed .4-,(11 he s- 

1)k ,mcialed osan in cells obtained after 750 mimo uf ether. 3:1 (+'b., ) The  detectlon of 
ti y 11.;iii incabMion w'ere applicii lo 	CO111 .111(100,, rlrC t rf  qe.roir.k 	niade by uv atrrwrillikni and by visualiza 
.annite gradient it)--1(1‘,1), 30-50 	In" cells wt,re 

tion :,éter chatriol at 120' for 15 Irún with sulluitc 
t)n 5 mi oí gradieni, after centtifogation al 40001: for 7 acid.w'ater, 	(ilv), 

	

nlin, and 0 4-mi fracs ions were collecied from the top 	Regions correspondirig tu autheinie standards vicie 
uf the labe. Fractions containing ovarian cells sset C  

'scrapped Info 	 vials and subsequently evat• 
1...,al•died with 10 mi uf incubation medium. The final 

uated for radioactivity in a Packard Tri-Carb 3255 lig- 

	

Cell nurnher was counied with the aid uf a hernocytom- 	
uid scintillation spectrometer. 

	

el«, and viability was established by the trypan blue 	Final identitication of rudioactive Tnetahohies was 
exclusion te-st (Termant. 1%41. 

achieved by the coptifilication with authentir Man- 
El:radial and teswiterone .slcretion. Samples of the 

dards; the agreement of resulis ohtained by the there 
ovarian cell suspensions 	cells) were incubated in 1 	

chroinatographic procedures was tallen as evidence 

	

rol of DMEM s ith 0.1% oí USA and 0.1 mit/ of II3MX. 	for iclentification of the sieroich. 
The incubation was perfortised ni Yr in a shaking bnth 
(90 cyclestruin) under 5% CO and 95% air. Untes!' oth- 

	

erwise indicated the ineribation lime vas 120 min. In 	 RESULTS 

order tu stimulate steroid hormone secretion, hCG (1.0 

	

1U/m11 was added to the incubation medium uf some 	Ovarian cells obtained after enzymatic 

ovulan cell sanies. Aliquots (50 111 of the rnedium dissociation were classified into airee 
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types: (a) oocytes, cells with a diameter of 
25 p.m or more, (b) cells with lipid droplets 
in the cytoplasm (diameter 15-25 pm), and 
(c) cells without lipid droplets (diameter 5-
25 µm). The proportion of each cellular 
type changed in the fractions obtained at 
10, 20, and 30 min of trypsin incubation (Ta-
ble 1). Oocytes were mainly recovered in 
the 10-min fraction and reduced lo 2.7T'n of 
the cells in the 30-min fraction. On the other 
batid, 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 minutas of trypsin incubation and 
was practically disaggregated after 20 min 
of treatment. 

The study of the steroid-horrnone secre-
(ion hy the ovarían cells which were col-
lected during the fractional trypsinization 
demonstrated that the highest 17p-estradiol 
levels were obtained in the 30-min fraction 
(Fig. 1). In the foliowing experirnents, 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 17p-estradiol and testos-
terone secretion (Fig. 2). The ED.5„ for hCG 
was 0.25 and 0.64 Itlirni hy measuring 
170-estradiol and testosterone, respective-
ly. Time-course response to the same hor-
mone was also registered (Fig. 3). Results 
evidenced an increase in 170-estradiol se-
cretion, at least during 8 hr, under the in-
cubation conditions. 

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

TABLE 1 

PERCENtAGE OF CEILLILAR TYPES (»TRINEO AT 

SEVERAL TRYPSIN 1NCURATIONS 

FIG. 1. Testosterone (1) and 170•estradiol W:1 se-

cretion in ovarian cells obtkrined from newly hatched 

(.!hickens (While teghni.n). Ce11R were 	 after 
several trypsin treatments. Quantincations were per-
forrned undcr banal (0,01 and heeT, (1,0 111/rult stim-
ulated (E2,0) in vitro COIldili0115. Yi.11tICS represent 
mearas t  SU, 

cells obtained al each fraction was ditTerent 
(Fig. 4). Fraction 11 (dcnsity 1.080) con-
tained a puro population of cells with lipids 
droplets. While in fraction VI (dcnsity 
1.150), cells without lipid droplets predorn- 

5 r4 

• 0 

O 

t/ 

tfl 	O 	4 0  

- 

Time 
	

With 
	

Without 
(min) 
	

lipids 
	

Oueytes 

10 1.2 ± 0.7 77.4 t. 	2.8 21.3 t 3,4 
20 8.2 t. 2.3 86.5 ± 2.3 5.2 ± 	1.4 
30 14.2 ± 0.8 83.0 t 0.6 2.7 ± 0.2 

Note. Vahies are expiessed as mean ± SI). 

C c. 1 e.1 

Fm. 2. Dose-response curve ro the 1.1(.( t 
(ion in isolated cells from the ovary of White Leghorn 
newly hatched chicken. Estradiol (0) and lestosterone 
1Z9 secretion was regisiered. Vidries represen( means 

SD. 
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FIG. 3, Tinte-COUÍSe te:51,011Se Oí isolated ovarían 
eells incuhuted urtder basa! (0,k) and hCCI (1,(3 lUirni) 

stirnulated 	conditions. Testosterone 	and 
(0'.1 w re measured by P.I.A in the mrdi.. 

CelIs 	obLiined fr.7ftc R1w-de island 

IIIC1U1S 	Si,'. 

Fiel. 5. Percentage of positive eells for ,V-30.1.1SD 
in fractions of ovarian ceils obtained frOnl the density 

gradient, Ce(is viere obtained from White Leghotn 

chis kens. Two incubation times with the substrate 11 

hr 	2 hr O) were registered. 

inated 	only 3c7 of the ecHs corra::: 
lipid dropiets ín the cytorlastri. Oocytes 
\vere distilbuted in iractions 111, 1V, and V, 
o significant differenees in the ce!! type 

distribution were observed between the 
ovaries obtained from White Leghoru or 
Rhode Mond ehickens. 

The sttidy of ovarían eeik 	were 
p( live for á 5-3(3-1--ISD 	 (!,,e 
highes! pereentage of positive cens we re fry„ 
cated at ft- action II (Fig, 5), the froction that 

Percemage of ovarían cell types obtained in 
fractions uf a linear density grudient (0-0). Frac, 
tions 	numbered from 11 to VI. Cell§ were elassi- 

fied into three types: with lipids (0), without lipids 

(a). and germinal cells orJ). Cok were Ghtained from 
White Leshorn ehickens. Values represent means 

SD. 

is folTned by cells with lipid Ofoplets. The 
percentage of positive cdls for 1,45-3í3-1-1SI) 
deereased in other fractions and U-u? iowest 
valles svere observed in froetion VI, 

In uitrastructural observations, cells oh-
tained from fraction II displayed abundan! 
vcsicles of smooth endop1asmie rcticulurn 
(SRE), rnitoehondria with convulated cris-
Lle, and li?id dropiets in the cytopiasm 
(Fig. 6). In fraction VI. more .ihan 
the ectis were (7haractertzed by a searce ey-
toplasin \vith polyribosomes, a teso rough 
endoplasinte tetículu 	(R), and mito- 
chondria v,ith kifi-tenor cristae (Fig. 6). 11n-
)!1-ter c».'11 type that exhibited "lining 
bodies"iii the plasmlidetna was observed in 
a io',v perccntagc (1---rU) tFig, (i). In !lis 
fratlion, ceils cintilar tn those observed tu 
froetion !I ‘,vere found u 3-5%. Fibrobiosts 
ídentified by the cytoplasmie prolesses and 
the nuclear feature (Laws 	1985) were 
found in fraction 	but representad less 
than 10% of the eells. 

The secretion of 171.3-estradiol and testos. 
terone by fractíons of isolated ovarian culis 
after isopyenie separation was measured 
(Fig, 7). The secretion of testosterone was 
maximum and no 1713-estradiol secretion 
was detectable in the fraction I1 of ovarian 
eells. On the other hand, the highcst secre-
tion of 170-estradiol was registered in frac- 
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F.FIACT ION N1 1: 

Fut. 7. SecAction of 1170-knd1ailiol (C1) and testosterone (0) in twatian cells obiained (-tont fractions 

of the densit y giadieni. Ccll. were obtained finin newly haiched chickens (White Leghoin) 

incuhated under Nasal in viirdy conditions. Values repiesent Ineans 	Al the IOSN'ef part, results are 

expressed as a con dation betv..een the number of cells (1011) with or withoul lipid droptets and the 

1713-esiradiol and testoste.rone secretion. 

tion VI. In the same figure. results were 
expressed as a correlation hetween the 
number of ovauian cells with or without 
ids in the cytoplasm and the arnount of  

17p-estradiol and testosterone secreted. A 

positive correlation was observe() between 
testosierone secretion and cells with 
while 170-estradiol secretion was corre- 
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3 Rhode lsland chickens. The re1ation-

p between celular subpoputations and 

b..-stosterone secretion «ras similar in 
th limes. 1-loy.íever. the 17p-estradio1 se-
t'ion in White, Lenhorns was 10-fold 

ler than in Rhode Island chickens. Con-

luently , a reduction in the aromatase ae-

ity in the ovare of the Rhode Island 
could be po:stulated. 

:?.esults obtained atter itiClibaliOn 	ith 

tesio.sierone and cbrí.lnatography 

ate in agreement with thl.yse oh- 

ned b 	adioininvanosav measure- 

nts. 	 unidewified siewids 

re fü,..IIWJ in fra,,..:.tions di-stinzt, lloro the 
,iccucIe ;111,,iropens and e,,Irogens, 

the piesence 	 !han 1\1,0 

invoket.1 in tiieilliil nietaho- 

“. The analy sis 4.)l this 	deserves 

ther 

a the adtill t11:1111I'llali314 1)\ al- Y, the raí- 

p31ton 	cellular ti pes in the 
i of anth. ogens and esti. ogens has been 

gesfed 	1959: Short. 1962: lliers• 

. 1967 Theca 	secrete androgern.;, 

creas 	 ceb con` ert androllcits 

(Dorrington tms al., 1975', For-

"iitxl .Anistconlz, t'.,17 7. In the avtan 

Jv, 	se.,:retion oí esti'; lin[ 

144: 15 10-..7 .A1Cd in the the.::1 c Priattirim!, 

5,-.. 1c;(1.3.1hing and 

e zind 11eite.lend„ 1(.?8:1. 	hatching. 
ilordia1 follicles are gili no: formed 

chicken ovary, however. pre4Jursors: ut 
are lucated in the ovarian 

Narbait z. and De Robeitis, 
rent results indicate that (timo cellular 

,ulations are ínvolved in 17P-estradioi 
tesiosterone secretíon in the ovare of 

newly hatehed chickcn. Therefore, ri 

peration betvi,"een two cellular types in 

oid secretion is observable during the 

elopment of the chickcn ovary. 
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Ettj. 	Seletion ll. i;',:.esintdiv.! and leMosterone 
in isoI:ded ov;- 0-11in 	tientitty 	 ilactiohs. 

The inctillali. on shplis pelloi. (r)ed ander. 	(DI and 

h(7‘.1 (1,0 1111m1) stionilmed 	t7onditions. Ovaries 

kv ere (1tlaine4.5 from Rhode Island chickens. Vaines 

repre ,:col means 	SI). 

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

The results reponed in the preceding 
paragraph were obtained from ovaries of 
newly hatched White Leghorn chickens, 
but a similar phenomenom was observed 
with ovaries from Rhode Island chickens. 
The basal- and hCG-stimulated secretion of 
1711-estradiol and testosterone were mea-
sured in the same fractions of the density 

gradient: testosterone maximum Men 
were obtained in the fraction of low density 
and 1713-estradiol in the fraction of high 
density (Fig, 8). It should be noted that 
I711-estradiol secretion by isolated ovary 
cells is higher in White Leghorn (Fig. 7) 
than in Rhode Island chickens (Fig, 8). 

When (7-31-IItestosterone metaholism 
was evaluated in the fractions of ovarian 
cells obtained from density gradients, 
1713-estradiol and estrone biosynthesís 
were found maximal in fraction VI, 
whereas in other fractions á4 -andro-
sten-3,17-dione was the greatest metabo-
lite. Fractions II and 111 had little or no ca- 
pacity (o synthesize estroecns 	11). 
Other androgens, dehydroepiandros-
terone, androsterone , and 5ty-dihydro- 
testosterone were found in only mintite 
quantiti,=.,s as compared with androstenedi- 
orle production, ln fraction V, unidentiried 
sieroids were produced in a considerable 
aruount (Tahle t1). 

DISCUSSION 

The ovarian eell suspension obtained 
ter trypsin dissociation secretedd713- 
estradiol and testosterone 	The ste- 
roid hormone secretion was incremented In 
function of the incuhation time and the dase 
of heG added to the medium, These results 
validate the method employed for the iso-
lation of functional ovarian cells. Afler the 
fractional trypsinization, cells were mainly 
obtained from the ovarian medulla, since 
the number of germinal cells were markcdly 
reduced in the fraction employed; although, 
the presence of a low percentage of cells 
from the cortex was observed. 

Low density cells (Fraction II) obtained 
after isopycníc separation are typical ste- 
roidogenic cells according to the ultrastruc-
tural pattern and the positivo reaction for 
á4-313-1-ISD. This cellular type secreted tes- 
tosterone according to the results obtained 
in radioimmunoassay measurements. When 
cells of ("radian II were incubated with tri-
tiated testosterone, labeled androstenedi-
one was obtained indicating the presence of 
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PEDERNERA ET AL. 

TAI3LE 2 

FRO/D HORMONES PRODUCTO 111' I IIE OVARV CELL FRAC1IONS AFTER INCUBATION WITH 

17- 1HRESTOSTERONE EXPRESSED AS PERCENTAGE OF TRANSFORMATION 

Fraction 

nurnher Testosterone Androstenedione 
. 

Estrene 
_ 

1713-Estradiol 

Unidentified 
steroids 

11 81.6 . 	14.35 0.12 ±0,02 0.01 0.65 

111 71.1 	± 	1.2 20.5 ± 0.3 0.20 ± 0.1 0,08 3.35 t. 0.7 

tV 40.5 ± 3.1 16.5 ± 3.0 0.85 ± 0.1 0.31 26.3 ± 0.1 

13,5 ± 2.0 18.8 ± 2.5 2.42 ± 0,08 0.54 56.5 2  0.5 

VI 28.4±2.1 5.0 t 0,6 10.75 ± 0.2 2.0 41.0 ± 	1,0 

Note, Valties are the nteans of two experiments. for androstertedione, estrone, and unidentified compounds. 
In nne experitnent the TI,C. was developed in methylene chloride:ethyl acetate, 8:2; in the second une, after 
L11-20 coturno, in henzene:tnethanol, 9:1, and T1_C with helutnedieihyl ether, 3:1. The values for 170-estradiol 
were ()Mainel' after chroinatography in 111-20 and TLC in the sante solvent systems described above, 'restos-
terone values represent the rernaining percentage. 

1713-hydroxy.,>teroid dchydrogenase activi-
ty. On the othcr hand, estrogen secretion 
wa not detected hy radioirnmunoassay in 

this ovarían MI subpopulation, and the la-
beled estrone and 171.3-estradiol found after 
incuhation with tritinted testosterone ex-
hibited negligible amounts. In conse-
quence, these findings strongly suggest that 
stcroidogenic cells which have been de-
scribed in the ovarian medulla of the 
chicken (Narbaitz and Adler, 1966: Jor-
dano,: et al., 1978; Gonzalez-Morán el al., 

1985) secrete androgens but not estrogens. 
In fraction VI 1.1-0111 the density gradient. 

the highcst 1713-estradiol secretion was reg. 
istered and the maximal aromatizing capac-
ity could be ínfered from the resuit of tes-
tosterone isotopic transformador). In this 
fraction at least three ceiltilar types Lould 
be iclentirted: (a) prefollieular cells, (b) typ-
ical stcroidogenic cells, and (c) relativei 
undifferentiated cells. Prefollicular cells 
could he recognized by the presence of 
"lining bpdies" in the plasmalema (Rahil 
and Narbaitz, 1972; Carlon and Erickson, 
1978). These celis only represented 2% of 
fraction VI; therefore, it would be difficult 
to atribule to prefollicular cells the estrogen 
secretion in fraction VI. Moreover, 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 typical ste-
roidogenic celis was observecl in fraction 
VI, but no correlation has been found be• 
tween the number of these celis and 
1713-estradiol levels. Ml evidence suggests 
that estrogens would be secretad by the 
population of relatively undifferentiated 
cells that represent 85% of the cells in frac-
t'oil VI. 

A prcvious ultrastructural study de• 
scribed an epithelial cornpartment in the 
ovnrian medulla of the newly hatchcd 
chicken (González del Pliego el al., 1988). 

Within this compartment, two cellular 
types have been recognized: (a) typical ste-
rojánenic cells and (b) poorly difíerenti-
ated cells. Poorly dilTerentiated cells are 
the main componen( of the ovarian me-
dulla. while 13% of the ovarian medulla is 
occupied hy stcroidogenic cells (González-
Morán er al., 1985). In the present study the 
percentage of steroidogenic cells in the 
ovarian medulla was confirmed, and ste-
roid-hormone secretion contributed lo ex-
plain the function of cellular subpopula-
tions in the ovarian medulla. Typicat 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 

Cell suspensione obtained from cortex and cedulla of the 

)vary from early bovino l' atuses of 4-10 cm crown-rump length 

kCRL1 were examtneted Ln vitro  for theIr capabilitias to 

tnetvboll:531 radiolablled exogenous precursora. Pregnenolon4 

nd dohydoitpiandrJletJronn mataboIlem watt» emptoyed te 

stImsto 313-hydrQxy5teroid dehydrogenaseilsoneras4 aotivity 

430-H3111, 	whereulz 	androstenedlone 
	

and 	teetoeterons 

etabolien weru usad to evaluate í:romatase aotivity. 

F- rthersiore, 17M-astraíci and testosterone production from 

lindrostenedione matabolism ware taken ad índex of 170-

1.ydroxysterold dehydrogenase (170-HSD). Resulte show an 

asymmetric diatributIon of enzyme activittes; hIgher 30-HSD 

and 1711-HSO activitlea were found In the meduIla comparad te 

the cortex of the sama ovary, whereaa aromatase activity wat: 

ound homogenecuely d/stributed in both ovarían Naylon*. 	In 

addltion, ovarles from 4 te 	cm CRL fetuses wern sound more 

_active in uterollogencls than ovarlea from, lavjoy 

Estrene blosyntheels 4PAo hi¿her than 170-e9tradiol 13y crither 

nvarlan region. There data provide evidenoe that In bovino 

retal ovary the actIvIty of steroidogenic enzymes ie not 

,\omogeneouely dIstrIbuted in cortex and medulla and euggest 

the exletence of more than ons cell pnpulation with 

different steroldgplenic capabilltlee. 
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Estrogen biosyntheets or secretion has been observad In 

tetas ovaries ot several mammalian 'pactes such ea rat, 

mica, rabbit, sheep, hamster, 	guinea pig, human and bovina 

(1-8l. 

Cin the other hand, it has been suggeeted in adutt ovary the 

"two cal' theory", poetulating that estrogen production is 

bredominantly carried out by granuloso' cella which aroin 

androgan ot thocal 	orIgin (9-111. 	Nevertheleea, there aro 

not atudiew on this mottor in tatai ovarieu. 

The initiai studieE; ot Shemesh (12-141 eatabliehed that the 

bovino total overies synthasized and secreted 170-eetradioi 

,whan the sex ot bovina embryonic ganada became 

,J)orphologically distinguishabla at 45 	± 3 day* (3.3-4.1 cm 

zrown-rump length, CRL). The production o! i70-eatradlot 

persisted throughout 4 to Q cm CRL and then decreased to 

Jndetectable values when the oultured ovarios from 10-20 cm 

totueeds ware assessed. 

The morphological changas obaerved in the ovary oí 4-10 cm 

7Rt. !atm: involve the bureting growth ot cortex end the 

relativa invoiution ot medulla. Coneequently, the purpose ot 

the presant atudy is a first attempt to know it the "two 

culi 	theory" 	operetas 	at 	the 	timo 	ot 	gonadal 

dltterentiation, 	Inveetigating 	the 	uteroldogenic 

capmbilltieu ot each reglon -cortex and meduila- using 

rediolabeled precursora. 
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EXPERIMENTAL 

Material,. 

(7-1 H)-testosterone (20.0 Climmol), 	(1,2,8,7-2 N(N)l-testoe- 

terone (03.0 CliomoI), t7-2 1-1(N)l-pregnenolone (17.7 CU/ 

mmoi), (1.2,6,7-3 11(N)l-andrcetenedlone (93.0 Ctimeol, 4-

androltene-3,17-dlene), and (1,2-2 H(N))-dehydroeplandroe-

terone (56.6 ClImmol) were purchased from New England 

Nuclear (Boston, MA). 

Dulbeccz's móditled Eagle medium (DMEM) and trypetn were 

obtained from Grand island Biologloal Co. (Grand tetand o  

NY); soybean trypsin inhIbitor, bovina serum albumin (66A), 

pregnenolone, 17a-hydroxypregnenolone, progeeterone, 17m-

hydroxyprogesterone, 20a-dihydroprogesterone, teetoeterone, 

4-androitan-3,17-dlona, Sa-androsterone. Sa-dthydroteetoe-

terone, dehydroeplandrosterone, Sa-androstanedtone, ostrón* 

and 176-entradiol 	were purchased from Sigma ehemical 	Ce. 

(5t. Louis, MO). Sephadex-LH2O wal obtatned from Pharmacia 

Fine ChemIcaln (Uppsala, Sweden). Thin-layer chromatography 

(ttc/ wat pertormed on mIlica gel 60 F15 4-coated aluatnium 

sheets < Me r ck , Mex. t cc . 

RepurtficatIon of radlolabeled eterotde wad pertormed en 

tic-plateo sílice gel GO (without tluorewcent indicator, 

Merck/. 

Ovarían telt preparst1one.- 

Overles from 47 bovina tetusew (Boo jnelícue) between 4 te 10 

cm CRL In elle (47-75 geatation dayw), were obtatned atter 



Ilaughter, immediately submerged in cultura medium (1% ESA 

n DMEM) and mantained from 2 to 4 hours at room temperature 

until they were procesad. Cortex and medulls of each ovary 

.“-ro carefully dissected and incubated in 0.25 % trypein 	in 

Lalanced sait goluttnn (ea" and Mg" frac') at 371 C in e 

ghakf.ng beth (9,) oycIesímin) 	to obulin a oell 	sueosnaion 

nm oach regin. Ovarían oelle rezevered tetar 10 minutos 

incubst 	ware ion 	 tratted with 0.5 % soybean tryomin 

inhibitor followed by tvo changas of medium, ONEM with 0.1 % 

EA. Once ailquot iras taken to count the final celi numbur 

,ith the atd of a hemocytnmeter, and viability vns 

stabllshod by the trypan blue excluslon method I151. In sil 

=asee celular mortality ranged from 5-10 %. 

suapansiona (100 pl) ware incubeted for 1 hour et 37*C 

n a shaking beth (90 cycles/min) under 5% CO, and 95% sir 

In 900 pi of Dulbecco's medium with 0.1 % BSA and 10 pl 	of 

-,?t,hanolfc sclutAon of radiclabeled steroids as sub/trates. 

z'=terold hiosynthesis from radioactivo pregnenolane.- 

C7-,H3-Pregnenolone vas uged to know the steroídogenio 

7apabtlitles of each ovarían region (cortex and medulla). 

For thls purpose, ovarían cell samples from 4 and 6 cm CRL 

fetusen vere Incubsted with 0.05 41 of pregnenoione. 

Incubation vas stopped by 10 vol of cold diethyl ether 

addltion. Cells ware extracted three times with 10 vol of 

diethyl ether each time. Extracto ver* evaporated under 

nitrogen !traen at 37.0 and reconetituted with 100 pl of 
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absoluto ethanol. Aitouota of 40 jai from extracte oontainIng 

radlolabeled stercids were supplemented with the following 

sterolds (0.5-1.0 pg each per temple) serving as 	internal 

standard*: pregnenolone (P*), progesterona (p4 ), 17a- 

hydroxypre¿nenolone 
	

(17a-OHP1 ), 	17a-hydroxyprogestarone 

117o-OHP,), 2Ca-dihydroprogesterone (20a-DHP), zndrostens-

dtone 1A,), tontosterene (T), dahydroepiandrosterone (DHEA), 

170-estradiol ( '1 ) and entran* (E,). 	Pregnanoicne and 	ite 

nataboittes ware separated by colucn chromatography foilowed 

by thtn ibyer cnromatography as prevtously reportad (18,171. 

E3riefly, 20 fract1ona on!lacted ut twc mInutes 	Intervale 

from Sephadex-LH20 coiumn chromatography (7.5 x 0.6 cm) 

,luted with banzene: methanoi (9:1, v/y) soivsnt system ware 

developed indlY1dually by tic with methylene chlortde: ethyl 

acotaba, 80:20 (y/y). The detection of standard stercide ,iras 

made by uy absorption and by yisualization atter charring et 

120eC for 15 mit) with suifurto acid: water, 1:1 tv/v). 

Reg1ons ccrresponding to nuthentio standar 	weryT; scrapped 

into scIntitiation vials and subsequentiy avaivated for 

radloactIvity 	1n 	a 	Packard 	Tri-Carb 	3255 	11quld 

scInttilation apectromater. 

Dehydroeptandroaterone metabotism iactivity of 30-hydroxy 

steroid dehydrogenase, delta 5-4 isomemse).- 

With the alea to evaluate 30-HSD activity in both regtons of 

the fetal ovary, ovarían cell samples from 4 to g cm CRL 

Page - 6 



retuses were incubated with 0.1 pCi of (11 2-2 11(N)/-

dehydroeplandrosterone (1,148 fmol). Dehydroepiandrosterone 

metabolItes and the following ateroids (0.5-1,0 pg eaoh per 

sample) serving as Intel-nal standards androotenedione (Ad): 

togtosterone 	(T), 	dehydroeplandrosterone 	(DHEA), 	5a- 

3t-ldrestanedíone (5a-adione). 5a-androsterone (5n1), 5a-

J!hydroiltoutrone (DHT), 1711-ostradiol (E,) and estrene 

wera laJparutld by tIc devalowed with methylene 

- hlorider ethyl acetato, 90t90 (v/v) and by other tia 

!.1yrkicipoi with diethyl athert hexanw, 3:1 (v/v). The 

,!tection uf standard sterolds was mude by uy absorption and 

vinualIzatIon atter oharrIng at 120*C Por 15 min with 

asad: water, 1t1 	(viv), In additlon, come °varice 

_ere processed for histochemical determination of 30-H5D by 

tho mathod usad by Surdan et al C241, with dshydroopi-

Androsterone as substrato. 

A,ndrostanediono- metabollam Iaromatase and 173-hydrowystaro(d 

:letlydroge, name actIvitles).- 

Tu ovuluate the acttvtttss of aromatese and 170-

Ylydroxysterold dehydrogenase:' ovarían cortex and medulla 

sampler from 4 to 10 cm CRL fetuses ware incubated with 

r3.1 pCI of i1,2,6,7-'H(N)l-androetenedione (1,170 fmol). 

Androstenedione metabolftes vera separated and identified as 

mentioned In sepay of 30-HSD. 
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Testostarons metsbolism isromatsse sctivity).- 

To assess the aromatase actIvity, ovarían ce!! sampler from 

4 to 10 cm CRL tatuase tiers incubated with 0.03 pCi cf 

C1,2,6,7-,HiNU-testoturone (300 fool). Theas resulto '1.11"17 

zompare-á with other tapice of .1.xpariments performed with i7-

3 H(N)3-taatosterono 17l.st_ti ara no` thown) to 4kutimate 

percentsge recovery ano to know indiractly if thurs use losa 

of rsdinativity by 	trttisitild water 	formstion. Since, 	bcth 

procedurea wkre in agraomnt te rAdioactivity recovery (mora 

than 95%), oniy [1,2.d,7-,11114)-testentarone ves usad in the 

prosent atudy. 

Calculation.of steroid production.- 

Sinos radloactivity reauparation for any precursor ranted 

from 90-95 %, no corrections ware malle for sterold 

production. in sil csuer, percentago trenformtfon wes 

calculated for each meabolito Identified and enzyme 

activIty una exprassed as fmci cf sterold/1 x 104  calle /h. 

RESULTS 

Steroid biosynthesis from radioactiva,  pregnenolone.- 

When tritieted pregnenolone vas usad as eubstrate, 	several 

stercids were synthesized including progeatine, androgena 

and estrogens (rabie i). Moreover, 	it wae hopos:albis to 
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assIgn final IdentIfIcatIon to ather metabo:Itee. Aithough 

the transtoroatIon peroentage differ for each compound and 

ovarían reglan, the results indicated Thmt the ensymea 

involved 	in 	androgen 	and 	eetrogen 	synzhesie 	from 

pregnanolont, are preuent in both regionn kt this t!ma of 

developtileht, rry evaluate df•Ifercncen b..._ween cirtex ond 

in 	 prokinanoicne netabclisn, the andrc%on,: 

proaostin ratio vine ,zalted n bat 	2varian regionsi 

roault.í: shown a hlghpr uccumu!atton In cortas rewpoot leo 

medulla In the two ayes studie.J "rablz! 2). 

la explore if 	del ta-4 cr delta-q 	pathwfty wRs proferred 	in 

col! nusponsion2 utudiad, tho IP, * 	 DHEA ratio wae 

estimated. 	Resulte 	eugge5T 
	

that, 	''11-hydroxy!steroid 

dehydrogensse, dimite r 4 	19:_Dmerame 
	

ity, 	aithough 

prseont In the two regIone studtad, is two ?olde htghsr In 

medulln than cortes from 4 and 6 cm CRL íntugee (Tabla 2). 

Dehydroeplandrosterone 
	

net3bolfsm 
	

di?! ta 	5-4 

1 	O tit A rase), - 

Androstenedlone (from 5.9 to 34.5 11), estrone (from 0.5 to 

22.3 10, tentosterane Ifrom 1. 	*. -Y 3.4 x. 	t7#}-estradioi 

(from 0.7 to 5.9 xl 	were the principal steroida 	produced 

from dehydropplandroaterone metabotism by either ovarían 

reglan in the fetuses 	 n 	 involve 

the preceeding 3111-hydrosyster .1 dehydrc, genase, 	delta 5-4 
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ti:ameraos aotivity, they ware considerad for enzyne aotivity 

expresston. Cell suspensions of medulie had higher 30-14SD 

ketivity compared with corte*. As whown in Fig. 1, eynthesIe 

of delt&-4 steroids wat Always greater in medulie betwaan 4 

to 6 cm CRL *tape,. Moreovar, the mejor activíty vea 

observed in ovar!** from 4 to 6 cm CRL betunas, and then 

deciintd showing 	 velues In both raciona. 

A positivo remetían for the 3M-HSD In the yudtacortloml 

region of the modulls was shown by the hietoohamical utudy 

(Fig. 2). 

Androstenedione metabotIsm (170-HSD and sromatade 

actIvIties).- 

Higher metabolites aynthesized by both fetal ovarían regirme 

from radioactivo androdtenedione ware estrene, (from 3.4 to 

47.2  %). 170-eatradloi (from 2.5 to 49 %) and testosterona 

(frcm 0.4 to 2.7 51). Other metabelltem wera found in °ni>,  

quantlties as compauctd with testosterono pl'oduotton. 

Tostosterone and 170-estradtol synthasis Involve 170-

hydroxysterold dehydrogenase sotivity, whereas matrona and 

170-sstradtel, the &rematase aotivity. Thenca, *raya@ 

actIvities ware calculated as shown in Figs. 3 and 4. 

Testosterone and 170-estradiol synthesis vera round higher 

In meduila than cortes In ovarles from 4 to 6 ce CRL 

fetuses. Moreover, maximai synthesis vas observed at ages 
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corresponding to rotundos sof 4 te 8 ca CRL. Sinos the 

contribution ot testosterona aocuaulation to indos of 17$- 

HSO activity vas minina] 	(0.4 to 2.7 S), 	17$.-setradloi 

production is the tett estleation of this eniyme aotivity. 

On the othsr hand, accuaulation of estrena and 170-estradiol 

vas taken as index of arooatass aotivity. Aithough lightly 

superior In medulla, the enzyme activity thoved «Dallar 

valuta& in both ovarían regions. Mastaiel eynthqsle was 

observad a¿ 4 to 6 	CRL stages (Fig. 4). lourtheraore, 

astrona ayntheeis by alther ovarlan recitan was sound Mahar 

khan 170-eetradtol, uo indlcated by Eil /E, ratio (Table-3). 

Teetoeterone metaboliso (aromataee aotivity).- 

When teetosterone was usad as eubetrate, only 170-estradloi 

was isolated as product (from 0.7 to 12.3 %). 

Androstenedlona and estrene ware not round under the present 

experimental 	conditions. 	Other " metabolitem 	evhibited 

negIl¿tble amounte. Cortex and eedulla exhibitild «tallar 

value2 of &tomates. activity (Fig. 	5). In both regione. 

maximal wyntheetw of 1.7d-ea,lradiol was oreeent in ovarios 

from 4 te 6 cm CR1. totumo*. 



DISCUSS1ON 

The present work demonstratee that the ovarían telt 

suspensione of cortes and aedulta from 4 to 6 oto CRL fetuees 

have not the same sterotdogento capabilities to metabolize 

exogenous radioactivo precursora. Thus, it could be 

powtulated that the activity of steroldogento enzya►vzs in the 

eárly bovina fetal ovary, although present in both regions, 

are not honogeneouely distributed In cortes and s'adulta. 

Severst linee of blochamioal and htstoohemloal evidenoe 

support thic concept. First, in experimente with 

dehydroeplandrosterone, the Indo* of 30-HSO activIty wae 

hIgher in medulle than in cortes. This obeervation te 

conftrmed by both, 	the Index of 30-HSD eettmated from 

pregnenolone metabollsr►  and the positivo htstoohemistry for 

313-HSD in the yuxtaccrttoal medulta. Second, 	the índex ot 

170-HSD activIty estimated by androstenedtone metaboltsm was 

greeter in medulta as romos:sed te cortes. Finally, it vas 

impassibte to find differences between cortax and medutta, 

respect to arco:atase activity evalueted by androetenedione 

metabollem. The aromateee diskribution was confirmad in the 

testostorone metabolism studien. This implise that &tomates. 

te homogeneouely distributed in both cellular suapensions, 

whereas the other taro enzymee are anymmetrioally local izad 

in the ovary, whose meduila is enriched. Together theme 

ohiervations suggest that, as in adult rat ovary 118) and 

neonata! chlck ovary 1173, the bovtne fetal ovary contains 



at least two dell 	populations with unequal 	steroidogenic 

capabIlitles, in this case distinguishable by 30-HSD, 	170- 

HED and arometase activíties, Then, there enzymes °Quid be 

employed as markers for cellular purification and further 

characterizstion of these cella. Alternatively, it 	oellular 

populations are dIstributed homcgeneousiy in the ovary, then 

local regulators of steroldogenesis could be operatIng 

asymmetricatiy in cortex and madulla. isolation oY ovarían 

cellular populatIorn r.ley provida answers to these 

pans tbi I ittei. 

The abtlity oí 	the early bovino fetal ovary to synthenize 

stercIds eppeare ta be reduced in ovIries from fatuo of 8 to 

10 cm CRL. There resulta are in agreement with the 170-

estradicl in vitro  secretion measured by radioimmunoassay, 

as 1nd:catad In prevtous reporte (13,141. 

The transtent steroidogenic activity of 	the fetal ovary 

round In this study have also been reported in the semi 1I41 

and other apestes [4.6.19,20). Neverthelese, in rht (21] 30-

H5[l does not appear to decrease in older fetuses. 

On the other bond, it has been reportad that when aromataae 

activity Le observed in fetal'ovartes, one or both estropeno 

can be Isolated with predominance of etther estradiol 17,23] 

or estrona [223. The present resulte tridicate that bovino 

fetal ovary eynthesizee more estrone thsn 170-estradial by 

elther ovarian region, at least when they were assessed 

individually. However, the poselbility that •sch region or 



the whole ganad secrete more 170-eetradiol during arome stage 

ot developeent ti not excluded. 

In addition, the feot that 170-estradtol vías produoed by 

androatenediono metaboltem and no eatrone wae round in 

tentasterone metaboliam studies, could indtoate that 170-~ 

favors the tormation of 5,70-estradfol. Furthermore, the fact 

that cromatismo sctIvIty uvas higher with androatenedione than 

tectosterons, suggeats that the formar la the beut subetrate 

for aromstaeo assay, at least In bovino fetal avery atudlee. 

On the othar hand, 	when isotopic prognenolone tiara employed 

ah substrato, progeatire were socumulated higher in modulla, 

wherone androgens were principally produced In cortes; theas 

findinga suggest that the fetal oval-fan cortes had higher 

levela of cytoohrome P-460 C,/-y. 1y/ice. However, the 

analysia of tatas topic deserves turther Investigationi 

The role of oteroldogeneete in the early fetal ovmry ie not 

olear. but It hav buen euggented that ft mlght be a 	local 

regulstor of the ovarían differentiation 1141. 	In thie 

sanea, isolation of cellutar populations may be a riret step 

te study gene expresslon and regulation of steroidoganIc 

enzystee at thls atoes ot development. 
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LEGENDS FOR FIGURES. 

Figure 1. Enzyme 	activity 	of 	30-HSDfisomerase. 	Cell 

suspensions of cortex and medulla from ovarles of 4-0 

co CRL fetuses were incubated by 1 h at 37 se with 1140 

fmol of (1.2-1 H) DHEA as substrate. The metabolites 

were Isolated as described in the text. Each point 

ropresentu the average of duplicate maya. Numbers in 

parentheses indicate the amount of [.tusas etudied. 

°ars exprese the S.D. 

Figure 2. Hystochemistry ot 30-HSD in a oryosection of fetal 

avary from O cm CRL fetus. DHEA was ueed as substrate. 

The yuxtacortical medulls exh1b1t activity (arrowhead). 

Figure 3. Enzyme activity of 170-HSD. Cell 	suspensione 

obtelned from cortex and medulle of averiad' from 4-10 

cm CRL ?atuses were incubated by 1 h at 37 4 e with 1170 

fmol 	of 	(1,2,8,7-3 H) 	4-androetene-3.17-dione 	se 

substrato. The metabolites were tsolated as described 

in the text. Each point represente the average of 

duplicate essays. Number ill In parentheees indicate the 

amount of fetusee studied. Berri expreso the S.D. 

Figure 4. The aromatase activity was evaluated in cell 

suopensions of cortes and medulla from ovartes of 4-10 

cm CRL (atuses, 	incubated by 1 h at 37 •IC with /170 

fmol 	of 	(1,2,8,7-,AH) 	4-androatene-3,17-dione 	as 



substrate. The metabolites ware isolated as desoribed 

In the text. Each pcint represento the average of 

duplicate atsays. Numbers in parenthesee indicate the 

amount of fetuses itudted. Bate expreso the 5.D. 

Figure S. The aromatcse activity was malead in 	oell 

suspeneione of cortar; and medulle by testosterona 

metsbolism. Each reglan was incubated by t h st 37 •C 

with leotopic testosterona as Indicated in the text. 

The production of 	170-estradiol 	ts expreseed as a 

function of fetus CRL size. Symbols indicate the number 

of tetuses studied (0,3 and aw,4). Data are expreesed 

as mean t S.D. 
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'roble 1. Percentage traneformations from 
pregnenolone to metabolltme. 

4 ca CRL Fatuo 8 ca CRI. ritus 

Sterold 	Cortex 
(0.084)0 

Medulía 
(0.214)0 

eortem 
(1.080)0 

Hídulim 
(0.512)0 

P5 remnant 	52.90 53.70 24.30 68.25 
C21 	aterolds 

P4 	6.20 13.30 4.65 10.10 
42001-011124 	0.75 1.54 4.79 1.20 
17a-OHP4 
17a-OHP5 	n. d. 4.60 0.35 5.20 

C19 steroido 
DHEA 	10.45 8.30 24.70 15.10 

A4 	3.22 1.90 5.70 5.30 
T 	3.01 4.33 10.67 2.60 

C18 sterolds 
El 	0.23 0.03 0.91 1.10 

• Figures ror 200-0HP4 tnvolve to 17a-0104 
9 Number of cella (In millIons) incutuded. 



Tú:ti* 2, 	índex of 30-H5D and C17-20 iyame eneyee 
actIvItiem In the cartee and the eeduIle of the 

early bovino fetal ovary. 

(P4 1 A4)/DHEA 	(CI9 	C2I) 
CR-Iength 
(cm) Cortex 

 

Medulla CorteN Medulla 

 

4 0.90 1.83 2.5 0.7 
6 0.42 1.02 2.2 1.4 

,,_Jíz TESIS rilti 

St1124 	Etil It Pi 



jable 3. Relationship between the oyntheele 
of 170-eotradiol and eatrone in the corte* 
and the ~luna of the fetal avary. 

1E2 ¡ Elf 
C-R length 

(cm) 

   

n Cortex Meduila 

4.0-5.0 (4)  0.2 ± 0,02 1.2 ± 0.87 
6.0 (2)  0.4 ± 0.23 0.7 ± 0.24 

7.0-6.5 12) 0,4 ± 0.13 0.3 ± 0.02 
9.0-10.0 (3)  0.8 ± 0.34 0.8 t 0,51 

Values are expreseed as 'sean ± 5.D. 
Numbers in parentheaes Indicado the emount 
of fetuses studIed. 
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FE DE ERRATAS 

p. 26 	Falta el primer r•nglbn, que daba decir( 
"diferencias en la actividad d• aromataea, •xpresada comc0" 

p. 2$ 	Falta el primer r•nOibn, que debe decir: 
"Aunque l■ farm:albo d• •strbjanos no •s esencial para" 

p. 27 	Falt■ el primer renglbn, que deb• decir: 
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

p. 30 	Falta el primer renglbn, que debe decir: 
"el uso de precursores tritiados, anteriormente" 

Faitb indicar la num•recibn da las siguiente, paginas: 

16, 49, 60, 63, 64, del cuerpo de la tecle; 
150, 162, del eplIndice 10.1 (Gen. Comp. Endocrtnol.); 
4, 12-17, 19, 20, del apbndica 10.2 (eubmitted for 
publIcetioni. 
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