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RESUMEN

Se estudid la capacidad para metabolizar progestagenos vy
andrégenos de diferentes poblaciones celulares del ovario de
pollo recién nacido. Asimismo, se observdé si existia alguna co-
rrelacién entre las caracteristicas morfolbégicas y las capaci-
dades esteroidogénicas de dichas poblaciones celulares. Las cé-
lulas se obtuvieron disgregando con tripsina durante 30 minutos
el ovario funcional (izquierdo) y la separacidén de las pobla~
clones celulares se efectud por medio de dos gradientes subse~
cuentes de metrizamida (0-15%). Posteriormente, las fracciones
celulares aisladas por este procedimiento se procesaron para
microscopia electrénica o fueron estudiadas en su capacidad pa-
ra metabolizar los siguientes esteroides tritiados: pregnenolo-
na, progesterona, dehidroepiandrosterona, androstendiona y tes-
tosterona. Los metabolitos obtenidos, sirvieron como indicado-
res de la presencia de cada uno de los diferentes complejos
enzimdticos involucrados en la transformacidén desde progesté-
genos hasta estrbdgenos, en cada una de las poblaciones celula-
res. Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionaron
evidencias de que en el ovario de pollo recién nacido: 1) Las
células Fraccién 1 [densidad (d)= 1.026 gr/ml)], identificadas
como células esteroidogénicas tipicas por su ultraestructura,
presentaban actividad de las enzimas 3f-hidroxiesteroide des-
hidrogenasa/ A'' isomerasa y C17-20 liasa, siendo capaces de
transformar progestagenos hasta andrégenos. 2) Las células ger-
minales de la F2 (d= 1.048 g/ml), que en su mayoria se encon-
traban en estadfo de ovocitos primarios, probablemente no par-
ticipen de manera significativa en la esteroidogénesis ovarica.
3) Las fracciones F3 (d= 1.059 gr/ml) y F4 (d= 1.071 gr/ml)
eran poblaciones mixtas, constituidas a su vez por tres sub-
poblaciones celulares, identificadas por sus caracteristicas
ultraestructurales como células poco diferenciadas, pregranulo-
sas y fibroblastos. Ambas fracciones celulares presentaron
actividad de 5f-reductasa y de aromatasa, mientras que la acti-
vidad de 170-hidroxiestercide deshidrogenasa (17(3-HSD), se
localizé principalmente en F3, sugiriendo, que dentro de las
¢élulas poco diferenciadas existen dos subpoblaciones, una de
las cuales exhibe la actividad de 178-HSD, mientras que la otra
presenta actividad de aromatasa y de 5f8~reductasa. Los resulta-
dos obtenidos en este trabajo nos permiten concluir gue, en el
ovario de pollo recién nacido, existen por lo menos dos o pro-
bablemente tres subpoblaciones celulares con distintas capaci-
dades metabdlicas, involucradas en la esteroidogénesis.
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INTRODUCCION

Una de las funciones mas importantes del ovario y del testi-
culo, ademis de la formacidn de gametos, es la produccidn de hormo-
na: sexuales. Estas a su vez, juegan un papel fundamental en la di-
ferenciacidn v maduracion de los gametos, el desarrollo del aparato
reproductor y el establecimiento de los caracteres sexuales secun-
darios.

En el ovario, los foliculos son las principales unidades fun-
cionales. Cada uno de ellos proporciona un sistema de apovo para
que el ovocito pueda alcanzar la madurez, de tal manera que al
unirsec con el espermatozoide, genere un embridn capaz de desarro-
llarse en su totalidad, conduciendo al nacimiento de un producto
normal.

las ccélulas somdticas del folicule contribuyen de diferente
forma en la funcidén folicular. En primer témino, le proporcionan al
ovocito las sustancias nutritivas necesarias para su crecimiento.
Posteriormente, controlan la maduracién del mismo, preparandolo
para la ovulacién o participando en el proceso de atresia y des-
truccidédn del ovocitao, mediante cambios en el microambiente interno
del folfculo, mediados en gran parte por productos de secrecidn de
las células foliculares.

l.os productos de secrecion del foliculo mds conocidos y mejor
caracterizados son las hormonas esteroldes. Estas moléculas pueden
funcionar como hormonas en el sentido "clasico", siendo transporta-

dass por medio de la circulaciébn a diferentes telidos y 6drganos



blanco, que forman parte no solo del aparato reproductor, sino
también del sistema nervioso central, el sistema misculo esguelé-
tico, el sistema cardiovascular y el sistema inmune, asi como el
higado o los tejidos adiposo y cuténeo (Gore-Langton y Armstrong,
1988) .

Por otra parte, los esteroides ovaricos también pueden actuar
localmente dentro de los foliculos que los sintetizan, como modula-
dores paracrinos en las células adyacentes o como agentes autdcri-

nos dentro de las células que los producen (Chafkin y cols., 1992}.

LAS HORMONAS OVARICAS.
Estructura quimica.

l.a estructura comin de todas las hormonas esteroides es la del
nGcieo quimico bAsico del ciclopentanoperhidrofenantreno o nuacleo
esteroide. Este es un hidrocarburo ciclico constituido por 17
Atomos de carbono, dispuestos en 3 anillos de seis dtomos de car-
bono totalmente saturados (perhidrofenantreno), que se denominan
A,B y C vy, un anillo de 5 Atomos de :rarbono (ciclopentano}, que
corresponde al anillo D. Pueden agregarse carbonos adicionales en
las posiciones 10 y 13 o como una cadena lateral, unida al carbono
17 (IFig. 1) (Granner, 1992).

Tanto las hormonas esteroideas, como sus precursores y meta-
bolitos difieren en el nimero y tipo de grupos sustituibles, en el
nimero y localizacién de las dobles ligaduras y en la configuracién
estereoquimica.

[Los carbonog asimétricos, permiten el esterecisomerismo. Los
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perhidrofenanirens
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C 20

Figura 1. Caracteristicas estructurales de las hormonas esteroi-
deas. Estructura quimica del ciclopentanoperhidrofenantreno, na-
¢leo basico de las hormonas esteroides, constituido por 17 carbo-
nos gque forman 4 anillos designados de la A a la D. Se seflalan las
posiciones de los carbonos asimétricos (Modificada de la referencia 19).
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Figura 2. Estereoisomeria de los carbonos 3 y 5 en el ciclo-
pentanoperhidrofenantreno. A) Sustituyente situado por encima del
plano () o proyectado por debajo del plano (a). B) Si el atomo de
hidrégeno del C5 se encuentra orientadeo en «, los anillos A y B se
fusionan en una conformacién trans; mientras que si est& orientado
en 3, origina una conformacidén cis (Modificada de la referencia 66) .



grupos metilo angulares (Cl9 y Ci8) en las posiciones 10 y 13, se
proyectan hacia el frente del sistema de anillos y se utilizan como
punto de referencia. Cuando los sustituyentes estin situados por
encima del plano, se dice gue estadn orientados en beta (B) y se
indican con un trazo continuo. Por el contrario, si se proyectan
por debajo del plano, se dice que estéan orientados en alfa (a) y se
representan con un trazo discontinuo o lineas punteadas (Fig. 2).

El &4tomo de hidrégeno unido al C5 también puede estar orien-
tado en a o . En el primer caso, los anilles se fusionan en una
conformacién trans, mientras que una orientacidén B origina una con-
formacién cis (fig. 2).

La posicidén de los dobles enlaces se designa mediante el
nimero del carbono gue los antecede (ej. A’ y A%).

Todos los esteroides ovAricos pueden considerarse Como
derivados guimicos de algunoc de los siguientes hidrocarburos béa-
sicos: a) colestano (Cy), constituldo por 27 4dtomos de carbono, a
cuya estructura gquimica bésica pertenece el colesterol, que es la
molécula precursora de las hormonas esteroides; b) el pregnano
(C,), formado por 21 atomos de carbono, caracteristico de las
hormonas esteroides con actividad progestacional; el androstano
(Cy} » que contiene 19 atomos de carbono y constituye la estructura
guimica b&sica de las hormonas esteroides con actividad androgé-
nica; y d) el estrano (Cj,), cuya estructura quimica corresponde a
los esteroides con actividad estrogénica (Fig. 3) (Loza y cols.,

1988) .



Colestano (C27)
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Pregnano (Coy) Androstano (Cyg) Estrano (Cqg)

Figura 3. Hidrocarburos bésicos de los que se derivan los
esterocides ovAaricos. El subindice indica el nimero de &atomos de
carbono de cada nicleo esteroideo (Modificada de la referencia 18).



Clagificacién Biolégica.

Los esteroides ovaricos también se clasifican de acuerdo a su
funcidén biolégica primordial en: progestinas, andrdégenos y estro-
gcnos.

Progestinas.

La progestina mds importante que produce el foliculo es la
pregnenolona (3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona), debido a gque juega un
papel clave como precursor de todas las hormonas esteroides y el
metabolito C, mas abundante es la progesterona (4-pregnen-3,20-
diona), que es un intermediario biosintético producido por el foli~
cule en todos los estadios de crecimiento y desarreollo y como pro-
ducto final de secrecidén en los pericdos peri- y postovulatorios.
Por otra parte, la progesterona es la hormona responsable de 1la
preparacidén morfofuncional del endometrio para la nidacién del hue-
vo fertilizado, el mantenimiento de la gestacién v el desarrollo
alveolar de la gladndula mamaria en los mamiferos. Ademas, en forma
conjunta con los estrégenos modula un nimero importante de efectos
primordiales en el sistema nervioso central y en 6rganos perifé-
ricos durante la vida reproductiva (Gore-Langton y Armstrong,
1988) .

Andrégenos.

Los principales andrégenos sintetizados en el ovario, son la
dehidroepiandrosterona (3R-hidroxi-5-androsten-17-ona), la andros-
tendiona (4-androsten-3,17-diona) y la testosterona (17f-hidroxi-4-

androsten-3-ona) y se producen generalmente como intermediarios en

la sintesis de estrdgenos. También se han identificado algunos es-



teroides C,, no aromatizables, formados por la saturacidn del anillo
A del nfcleo esteroide, entre los que se encuentran los andrdgenos
ovaricos S5oa-reducidos como la 5a-~dihidrotestosterona, la Sa-
androstan-3,17-diona, la androsterona y la epiandrosterona, asi
como el S5a-androstan-3a,178-diocl y su epimero 33. Ademds, se ha
reportado la sintesis de andrégenos 5B~reducidos en el ovario del
hamster (Tsuji y cols., 1982) y de varias especies de aves
(Sugimoto y cols. 1990).

Estrbgenos.

L.a estrona y el 17B-estradiol producidos por el foliculo ova-
rico, son los estrégenos més importantes desde el punto de vista
fisiolégico. Sus nombres triviales reflejan el papel gque juegan en
la induccién de la receptividad sexual (estro) en las hembras de
los mamiferos y son los responsables de la expresidon del fenotipo
femenino en la etapa pospuberal al estimular el desarrollo de las
estructuras sexuales secundarias. Ademés, en forma conjunta con la
prcgesterona, aseguran la funcién gametogénica del ovario, 1o cual
les confiere un papel esencial en la funcién reproductora. E1 178-
estradiol es el mas activo de todos !2s esteroides producidos en el
ovario y, en la mayoria de los ensayos bioldégicos, es diez veces
mas potente que la estrona (Gore-Langton y Armstrong, 1988; Loza y

cols., 1988}.

SINTES8IS8 Y METABOLISMO DE LAS HORMONAB ESTEROIDES.

La sintesis de las hormonas esteroides se inicia a partir del

colesterol. Las células ovAaricas, involucradas en esta funcion,



pueden obtener este precursor de tres fuentes importantes: a) el
colesterol transportade por la sangre en forma de lipoproteinas
circulantes; b) el colesterol almacenado dentro de la célula ova-
rica en su forma libre, como constituyente de las membranas celula-
res o proveniente de la hidrdlisis de los ésteres de colesterol
almacenados en gotas lipidicas dentro de la célula y, c) el coles-
terol sintetizado de novo a partir de acetato via mevalonato. El
grado de participacién de cada una de las fuentes de colesterol en
la esteroidogénesis ovarica varia con la especie animal y con el

tipo de célula involucrada.

Blosintesis de Progestinas.
Puptura de la cadenz lateral del colesterol.

Las hormonas esteroideas tienen como maximo 21 &tomos de car-
bono, mientras que el colesterol tiene 27, por 1o gue la primera
etapa en la sintesis de estas hormonas es la ruptura del enlace co-
valente entre las posiciones C20 y C22 del colesterol, por medic de
tres monooxigenaciones sucesivas, con la consecuente formacidn de
pregnenolona (compuesto de 21 &tomos de carbono) y un fragmento de
seis &tomos de carbono, el aldehido isocaproico.

El complejo multienzimdtico que cataliza esta reaccibn se
localiza en la cara interior de la membrana interna mitocondrial y
consta de tres componentes: el citocromo P450scc (side~chain
cleavage), que es una oxligenasa terminal (aceptora de electrones),

una flavoproteina dependiente de NADPH y 1la ferrosulfoproteina

luteodoxina, que sirve para transportar un electrdn entre los otros
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Figura 4. Via de sintesis de la pregnenolona, a partir del coles-

terol sintetizado de novo o derivado de fuentes existentes.

ilustra el mecanismo de ruptura de la cadena lateral del coleste-
rol, en la mitocondria, por medio de tres monooxigenaciones suce-
sivas, catalizadas por el complejo multienzimdtico del citocromo

P4508cc (Modificada de la referencia 18).
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dos componentes. Este sistema enzimatico requiere de NADPH, oxigeno
y colesterol para que se pueda llevar a cabo la reaccidn (Fig. 4).

La ruptura de la cadena lateral del colesterol es un paso
limitante para la formacidén de pregnenolona y, por lo tanto, de las
hormonas estercides. En el ovario y en el testiculo, es activado
por la accidén de la hormona luteinizante (Gore-Langton y Armstrong,

1988) .

3f-Hidroxiesteroide deshidrogenasa/A** Isomerasa (3B8-HSD).

La conversidén de pregnenolona en progesterona se efectia ne-
diante una reaccidén catalizada por la 3BR-HSD, cuya actividad se
localiza en la fraccidén microsomal. Este complejo enzimdtico pre-
senta dos actividades cataliticas principales (deshidrogenasa e
isomerasa) que, en conjunto, son las responsables de la transfor-
macién de ios esteroides 3BR-hidroxi~5~ene en 3-oxo-4-ene. Ademdas,
utiliza NAD' como aceptor de electrones y la reaccibén es esencial-

mente irreversible en condiciones fisioldgicas (Fig. 5).

Biosintesis de Andrégenos.
Ruptura de la cadena lateral de los esterocides C,,.

Los tejidos enddcrinos que sintetizan andrdgenos, utilizan
tanto a la pregnenolona como a la progesterona COmMO precursores
para la formacidén de androstendiona y testosterona, gque son los
andrdgenos mds lmportantes. La escisidén de la cadena lateral de los

esteroides C;, es el paso limitante de la velocidad de sintesis de

los andrdgenos (Cy,) . Este proceso biogquimico estd catalizado por

11
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Figura 5. Metabolismo de la Pregnenolona para la formacioén final de
egtrégenos (Cix) . Se representan los diferentes complejos enzim&-
ticos involucrados, los intermediarios y las vias alternativas (A
y A’) para la sintesis de estrégenos en el ovario .
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el complejo enzimatico 17a-hidroxilasa/ C17-C20 liasa gue contiene
citocromo P-450.,, requiere NADPH y oxigeno molecular para su fun-
cién y se localiza en las membranas de reticulo endoplésmico liso.
La hidroxilacidn del carbono 17 de la pregnenclona o de la proges-
terona es el primer pasc para la ruptura de la cadena lateral y es
catalizado por la 17a-hidroxilasa, dando lugar a la formacidn de
17x-hidroxipregnenolona o 17a-hidroxiprogesterona respectivamente.
La ruptura de la unién entre los atomos de carbono 17 y 20 se
efectia posteriormente por la accidn de la C17-C20 liasa (Fig. 5).

l.a biosintesis de andrégenos puede efectuarse por dos vias
alternativas: la via de los A', cuando el sustrato utilizado es la
pregnenolona o la via de los A* en el caso de que la progesterona
se utilice como precursor. Los productos resultantes serén la de-
hidroepiandrosterona o la androstenediona respectivamente y el pre-

dominio de una de estas vias depende de la especie.

Metabolismo reductor de los Esteroides ovaricos.
178-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HS8D).

La 17A8-HSD también cataliza la interconversidén de los esteroi-
des 17-hidroxi y 17-oxo y se han encontrado varias isoenzimas con
especificidad por los andrbgenos o los estrdgenos (Hanukoglu,
1991). Esta enzima, se encuentra presente en los microsomas de di-
versos tejidos esteroidogénicos incluyendo al foliculo y requiere
de NAD(H) o NADP(H) como cofactor. La reaccidén puede ser reversible

y la direccién de la misma depende de la disponibilidad de sustrato

y de cofactor. La formacién de testosterona puede llevarse a cabo

13



directamente a partir de la androstendiona (via de los 4&') por la
reduccidén del grupo cetédnico del Cl7 de esta Gltima, en una reac-
cidén catalizada por la 17R-HSD. En el caso de gue la sintesis de
testosterona se efectde por la via de los A®, la DHEA puede trans-
formarse en androstendiona o ser reducida a androstenediol por
acciébn de la 17$-HSD. Este ultimo es convertido después en testos-

terona por accién de la 3B-HSD (Fig 5).

vias para la 5a~ y 58~Reduccidén en el metabolismo de Progestinas y
Andrbégenos.

La reduccién enzimatica de los esteroides 4-ene-3-oxo, de la
clase de las progestinas y de los andrdégenos, se lleva a cabo en
los tejidos ovaricos de gran cantidad de especies. Las enzimas gque
catalizan este tipo de reaccidén son estereoespecificas para la po-
siciébn 5a o 58 y utilizan NADPH como cofactor. Existen reportes que
indican gue después de la reduccidn en la posicidn C5, se lleva a
capo la reduccidén del grupo 3=-oxo, sugiriendo gque esta Gltima
reaccién se encuentra asociada al complejo 3B-HSD, aungue también
se ha mencionado que la 3a-HSD cataliza este paso enzim&tico. En la
mayor parte de de los sistemas ovaricos de mamiferos que se han es-
tudiado, la reductasa es especifica para la configuracidén 5a {(Gore-
Langton y Armstrong, 1988), aungue en preparaciones de ovario de
hamster se han identificado productos 58~reducidos (Tsuji y cols.,
1982). En las aves, la reductasa que presenta una actividad impor-
tante es la especifica para la configuracidn 58, y se ha localizado

en diferentes tejidos (Steimer y Hutchison, 1981; Schumacher vy
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cols. 1984; Schumacher y Balthazart, 1987), incluyendo el ovario de

polio (Furr y Pope, 1970; Imataka, 1989).

Aromatizaciédn de Andrdgenos.

La Gltima etapa en la esteroidogénesis ovarica es la sintesis
de estroégenos a partir de andrdgenos por medio de una secuencia de
reacciones enzimdticas conocida mas cominmente como proceso de aro-
matizacidén. Durante este proceso, la androstendiona y la testoste-
rona son transformadas en estrona y 17R8-estradiol respectivamente,
por medio de la aromatasa, que se localiza en las membranas del
reticulo endoplasmico liso de varios tipos de células ovaricas.
Este complejo enzimatico, es una oxidasa de funcidén mixta que con~-
tiene citocromo P-450,, Yy cataliza una serie de reacciones gue
conducen a la remocidn del grupo metilo C19, seguido por la trans-
formacién del anillo "A" de los andrdgenos en un anillo fendlico o
aromadtico caracteristico de los estrdgenos. La reaccidn requiere de
NADPH y 3 moles de 0O, para llevarse a cabo (Fig. 6).

El 178-estradiocl y la estrona son los dos estrdégenos sinte-
tizados maAs activamente por la gdnada femenina durante el periodo
de desarrollo folicular. A nivel ovarico existe una interconversién
entre ambos estrégenos, aungue con predominio hacia el 17f-estra-

diol. Estas reacciones de oxidorreduccién son catalizadas por la

17B-HSD (Fig. 5).
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Figura 6. Biotransformacidén de andrégenos en estrodgenos. Se ilus-
tra la secuencia de reacciones propuesta para la aromatizacidn de
androstendiona y testosterona, asi como las reacciones catalizadas
por la 17fl-hidroxiesteroide deshidrogenasa.
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MORFOGENESIS8 DEL OVARIO EN LAB AVESH.

El desarrollo de las gbnadas de los vertebrados se inicia con
la formaciédn del epitelio germinal, el cual se observa como un en-
qrosamiento bilateral del epitelio celbmico, que se localiza en el
drea ventral del mesonefros en desarrollo. La proliferacidén de las
células germinales y somiticas es lo que lleva a la formacién de
los primordios gonadales, que son idénticos en ambos sexos. De esta
manera queda establecida la gbnada indiferenciada, constituida por
las células germinales primordiales (CGPs) y las células somadticas.

En el casoc de las aves, las CGPs se originan en el endoblasto
extraembrionario en la parte anterior al embrién y son transporta-
das hasta la cresta urogenital por medio del torrente circulatorio
y por movimientos ameboideos (Hardisty, 1978).

En lo que se refiere al origen de las células somaticas se han
planteado diferentes hipétesis. De acuerdo con un gran nimero de
autores, los cordones sexuales primitivos se originan del epitelio
germinal (En: Carlon y Stahl, 1985). Otros autores, sostienen tam-
bién el origen epitelial de las células somdticas, interpretando el
establecimiento de una génada indiferenciada como el resultado de
dos proliferaciones consecutivas del epitelio celdémico, la primera
daria origen a la médula y la segunda a la corteza (En: Merchant-
Larios, 1978).

En contraste con lo anterior, Witschi (1956) sostiene guz en
la etapa de desarrollo de 20 a 27 somitas, parte del blastema meso-
néfrico que no participa en la formacidén de los tibulos y los cor-

pisculos renales, proporciona las células para la formacidn de la
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corteza suprarrenal y la médula ovarica. Apoyan también esta hipd-
tesis estudios mas recientes realizados en embriones de pollo, que
llevan a la conclusibédn de que la médula gonadal se origina del
blastema mesonéfrico (Carlon, y cols., 1983; Carlon y Stahl, 1985).

Por otra parte Merchant-Larios sostiene gque los componentes
somidticos de la gdénada se originan de un "blastema gonadal" formado
por la condensacién del mesénquima y las células del epitelio celd~-
mico (Merchant-lLarios, 1978, 1984).

Una vez que las CGPs han alcanzado el brote gonadal, entran en
una etapa de intensa multiplicacién, que coincide cronoldgicamente
con la proliferacién de las células mesenquimatosas y del epitelic
celémico, origindndose asi el llamado "blastema gonadal", que se
sitGa en la regién ventral del mesonefros.

A partir del momento en el gue la gdnada indiferenciada ha
quedado establecida, el blastema gonadal tiende a organizarse en
dos tipos de tejidos: 1) El tejido gue contiene las CGPs, rodeadas
por las células somaticas precursoras de las células de Sertoli o
de las-células de la capa granulosa y 2) el tejido estromdtico que
dar4d origen al tejido conectiveo, a los vasos sanguineos y al tejido
intersticial esteroidogénico, el cual estar& representado por las
células de Leydig o por las células de la teca interna y la glan-
dula intersticial (Kofman-Alfaro y cols., 1982 y Merchant-Larios,
1984) .

En las aves es caracteristico el establecimiento de una asi-
metria gonadal en las hembras <con un desarrollo unilateral del

ovario y del oviducto (Gilbert, 1979).
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El ovario derecho crece lentamente desde el octavo hasta el
décimo dia de desarrollo embrionario, sufriendo posteriormente una
regresién hasta que presenta un aspecto rudimentario en el dia 15
y deja de ser funcional al nacimiento (Brode, 1928). En cambio, el
ovario izquierdo experimenta un crecimiente del tejido epitelial,
acompafiado por un incremento del estroma y de la vascularizacién,
hasta que sc¢ forma un ovario con dos regqgiones topograficas bien
definidas, la corteza y la médula. La corteza ovarica muestra cor-
dones corticales constituidos por ovogonias y/o ovocitos (a los 10
dias) y células prefoliculares, gque se caracterizan por presentar
estructuras denominadas "lining bodies". Mientras tanto, en la mé-
dula se desarrollan gran cantidad de cordones de células secretoras
de esteroides, asi como un sistema lacunar caracteristico de la gb6-
nada femenina (Carlon y Erickson, 1978; Carlon y Stahl, 1985).

Al nacimiento, la corteza ovérica estd constituida por las
células germinales, entre las cuales aln se reconocen algunas ovo-
gonias aunque la mayoria se encuentra en el estadio de ovocitos
primarios, que se observan en forma aislada u organizados en con-
glomerados o nidos. Entre los ovocitos se localizan las células
prefoliculares que van rodeadndolos poco a poco hasta constituir 1la
capa de la granulosa en el adulto (Gonzélez del Pliego, 1991).

Al mismo tiempo, la médula ovarica estd constituida por cor-
dones celulares rodeados por una lamina basal y un sistema lacunar
delimitado por células epiteliales. De acuerdo con su ultraestruc-
tura se han lidentificado dos tipos celulares importantes: 1) cé-

lulas esteroidogénicas tipicas gue pueden estar agrupadas consti-
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tuyendo cordones de tamafo variable y forma irregular o aisladas
como células intersticiales y, 2) células poco diferenciadas gue se
encuentran formando nidos o cordones pegquefios. Las células esteroi-
dogénicas se caracterizan por presentar mitocondrias con crestas
tubulares, numerosas cisternas de reticulo endoplésmico liso y gran
cantidad de gotas lipidicas en su citoplasma. Ademds se encuentran
rodeadas por una ladmina basal discontinua, que puede ser reemplaza-
da por fibras de coldgena y prolongaciones de fibroblastos que de-
limitan los cordones celulares. Las células poco diferenciadas con-
tienen un ndcleo esférico u ovoide con un nucleolo prominente y
presentan un citoplasma escaso y pocos organelos, representados
principalmente por polirribosomas y cisternas de reticulo endoplas-
mico rugoso (RER). Los cordones constituidos por estas células, se
encuentran rodeados siempre por una lamina basal bien definida.

Otra estructura epitelial importante gue se observa en la mé-
dula ovéarica, estd constituida por las células que delimitan los
canales lacunares. Las caracteristicas ultraestructurales de estas
células son muy similares a las observadas en las células poco di-
ferenciadas.

Las estructuras epiteliales no se encuentran distribuidas
uniformemente en la médula ovarica. En la médula yuxtacortical se
localizan cordones de células poco diferenciadas, islotes pequehos
de células esteroidogénicas y algunos canales lacunares, mientras
que en la médula profunda no se observan los islotes de células po-
co diferenciadas y se advierten en mayor nimero los cordones de las

células esteroidogénicas y los canales del sistema lacunar (Gonza-
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lez del Pliego y cols., 1988).

PANORAMA GENERAL DE LA EBTEROIDOGENESIB OVARICA EN LAB AVES.
Ovario Adulto.

Al igual gque en los mamiferos y en otras especies de aves, en
el ovario de la gallina doméstica se producen tres tipos principa-
les de hormonas sexuales: estrdgenos, andrégenos y progestdgenos,
siendo la fuente principal de estos esterocides las células de la
granulosa y de la teca de los foliculos ovéaricos.

El ovario de la gallina adulta est& constituido por foliculos
de diferente tamafio, siendo los més pequefios de color blanco, con
un didmetro de entre 2 y 5 mm. A partir de los 6 mm el crecimiento
es muy rapido, su color se torna amarillento y se clasifican como
foliculos preovulatorios F6 a F1 en orden creciente de tamafio. En
las aves, la ovulacién se presenta cada 25 horas y Fl es el foli-
culo de mayor tamano (35 mm de diémetroj y el mas prdédximo a ovrular
(Gilbert, 1979).

En los foliculos preovulatorios las capas de la granulosa y de
la teca presentan una accién conjunta para la sintesis de hormonas
esterocides, en la que las células de la granulosa producen princi-
palmente progestinas, mientras que las células de la teca, son las
fuentes principales de andrdgenos y estrdgenos (Huang y Nalbandov,
1979; Huang y cols., 1979; Bahr, y cols., 1983; Etches y cols.,
1984). En este sentido, Huang y cols. (1979), basé&ndose en sus ob-
servaciones, postularon una teoria bicelular para la sintesis de

hormonas esteroides sexuales en la gallina de postura, similar a la

21



formulada en el ovario de mamiferos (En: Gore-Langton y Armstrong,
1988) .

En el modelo propuesto para aves, se suglere que las células
de la granulosa de los foliculos preovulatorios F1, F2 y F3, sin-
tetizan progesterona, la cual difunde hacia las células de la teca
en donde son metabolizadas a andrégenos y estrdgenos. Ademéds plan-
tean que, conforme los foliculos maduran, la actividad de las enzi-
mas esteroidogénicas disminuye en las células tecales, mientras que
se incrementa en las células de la granulosa.

Posteriormente, Porter y cols. (1989), realizaron estudios
sobre el papel de las células de la granulosa, la teca interna y la
teca externa en foliculos preovulatorios (Fl y F5) del ovario de
pavo. Los resultados obtenidos en estos trabajos, los llevaron a
proponer un modelo tricelular para la esteroidogénesis en el ovario
de aves, en el cual la progesterona sintetizada por las células de
la granulosa es utilizada por las células de la teca interna para
producir andrégenos, los cuales son metabolizados a estrdgenos por
la teca externa.

Por otra parte, Pedernera y cols. (1989} y Veldzgquez y cols.
(1991) obtuvieron resultados similares al estudiar la actividad
esteroidogénica en células de la teca de foliculos preovulatorios
(F3, Fa y F5) de gallina. Utilizando métodos mecanico-enzimaticos
y gradientes de densidad, lograron aislar dos subpoblacicnes celu-
lares de la teca: una de ellas, proveniente de la teca interna, que
contenia cdlulas esteroidogénicas con inclusiones lipidicas en el

citoplasma secretoras de testosterona; y otra constituida por
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células epiteliales poco diferenciadas aisladas de la teca externa
que producian estradiocl.

De manera similar, Nitta y cols. (1991) al cuantificar 1la
produccién de esteroides en células aisladas de la teca interna y
externa de foliculos preovulatorios (F1, F3 y F5) del ovario de
gallina, adem&s de corroborar los resultados de Pedernera (1989} y
Vel&zquez (1991), localizaron por inmunocitoguimica, la presencia
del citocromo P450scc, la 17a~hidroxilasa y la aromatasa en las ca-
pas tecales; con base en los resultados obtenidos proponen una
"teoria multicelular", en la cual sugieren gque: a) las células in-
tersticiales de la teca interna producen progestinas y andrégenos,
b) los fibroblastos de la teca externa pueden funcionar como un si-
tio adicional para la conversién de progestinas a andrégenos y c}
las células de la teca externa, que contienen aromatasa, requieren
andrégenos para producir estrégenos.

Los trabajos mencionados hasta ahora aportan evidencias de la
funcién esteroidogénica en los foliculos preovulatorios de mayor
tamafio. Sin embargo, el interés por conocer la relacidn existente
entre dicha funcién y la maduracién de los foliculos, ha generado
nuevas investigaciones efectuadas en foliculos més pequefios. En
este sentido Tilly y cols. (1991), examinaron las capacidades
esteroidogénicas en células de la granulosa y/o de la teca, ais-
ladas de foliculos ov8ricos de gallina de 6-8 mm y 9-12 mm de
didmetro, as{ como la interaccién cooperativa entre los dos tipos
celulares para la produccién de progesterona, androstendiona vy

estradiol. Apoyandose en los resultados obtenidos, ellos proponen
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que en los foliculos ovaricos de <8 mm de la gallina doméstica, las
células de la teca son la fuente principal para la produccién de
esteroides C;, C, y Cy, hasta que las células de la granulosa se
transforman funcionalmente en esteroidogénicas. Adem&s sugieren que
in vivo, la competencia estercoidogénica de las células de la granu-
losa ocurre durante la transicién de los foliculos de 6-8 a 9-12 mm
de didmetro, probablemente bajo el estimulo de la hormona foliculo
estimulante (FSH).

M&s recientemente, Nitta y cols. (1993) estudiaron, por in-
munocitoquimica, la localizacién de la enzima 3R-HSD en foliculos
pequefios (1-10 mm de diémetro), preovulatorios (Fl, F3 y F5) y
postovulatorios del ovario de gallina. Basandose en los resultados
obtenidos, ellos sugieren que, 1} en los foliculos pequefios la capa
tecal puede transformar pregnenolona en progesterona y/o dehidro-
epiandrosterona en androstendiona, mientras que la capa granulosa
no tiene esta capacidad, 2) en los foliculos preovulatorios, tanto
las tecas como la granulosa precducen progesterona y/o androsten-
diona, 3) conforme el foliculo preovulatorio madura, la capa granu-
losa se vuelve esteroidogénicamente mé&s activa para la produccién
de progesterona, mientras que la capa tecal pierde su actividad es-
teroidogénica, 4) la capa granulosa conserva su capacidad esteroi-
dogénica después de la ovulacién; y concluyen que durante la madu-
raciéon folicular, hay un corrimiento en la localizacién de la 3IB-
HSD, de la capa tecal de los foliculos pequefios a la capa granulo-

sa de los foliculos preovulatorios y postovulatorios.
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ovario Prefolicular.

El ovario de las aves es capaz de producir hormonas esteroides
degde etapas muy tempranas del desarrcllo embrionario. En el ovario
de pollo se ha cuantificado la sintesis de esteroides sexuales, por
medio de radioinmunoan&lisis (RIA), desde el sexto o séptimo dia de
incubacién (Guichard y cols., 1977a; Guichard y cols., 1977b, 1979;
Tanabe y cols., 1986; Weniger y Chouraqui, 1988), observando que
los principales esteroides sintetizados son la estrona y el 178-
estradiol. También, se ha encontrado gue los niveles plasmAticos de
estos esteroides aumentan durante el desarrollo embrionario (Woods
y Brazzill, 1981; Woods y cols., 1982 y Tanabe y cols., 1979,1986)
y hay evidencias de su secrecién al medio, en cultivo de &rganos
(Guichard y cols., 1977b, 1979; Teng y cols., 1982; Weniger y
Chouraqui, 1988) y de células aisladas (Teng y Teng, 1979). Ademas,
estudios realizados tanto in vivec como in vitro en ovarios de pollo
de 8 a 18 dias de incubacién, muestran gue estos son capaces de
responder al estimulo de la hormona luteinizante (LH) o de la gona-
dotropina coriénica humana (hCG), incrementando la secrecidén de
hormonas esteroides (Haffen y cols., 1971; Teng y Teng, 1977, 1979;
Guichard y cols., 1979; Woods y cols., 1981; Teng y cols., 1982;
Gonzdlez y cols., 1987; Weniger y Chouragui, 1988; Weniger y cols,
1989).

Por otra parte, utilizando precursores radiocactivos de las
hormonas sexuales, se ha demostrado que el ovario de pollo es capaz
de metabolizar estos precursores desde etapas muy tempranas del de-

sarrollo (8 a 18 dias de incubacién), evidenciando la presencia de
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las enzimas involucradas en las diferentes vias esteroidogénicas
(Haffen y Cedard, 1968; Haffen, y cols., 1971; Weniger y Zeis,
1971; Galtli y Wasnermann, 1972, 1973; Guichard y cols., 1973,
1977b, 1979). Imataka y cols. (1989), ampliaron esta informacién,
explorando la transformacién desde pregnenoclona hasta 17f-estra-
diol, para proponer un esquema de las vias metabdlicas implicadas
en la esteroidogénesis ovdrica en el pollo de 15 dias de desarrollo
embrionario. Asimismo, al medir la actividad de varias enzimas
esteroidogénicas en gdnadas de embriones de pollo de 9 a 15 dias de
incubacién, concluyeron que probablemente la 17a-hidroxilasa, la
C17-20 liasa y la aromatasa sean las enzimas responsables de regu-
lar la diferenciacidn sexual en las génadas del pollo durante la
embriogénesis (Imataka, y cols., 1988).

La produccién de esteroides en 21 ovario de pollo tamhién ha
sido detectada por métodos histoquimicos desde el octavo dia de
desarrollo embrionario hasta el nacimiento y las primeras etapas
postnatales. En este sentido, existen varios trabajos que aportan
evidencias de la presenéia de 1lipidos y colestercl (Narbaitz y
Sabatini, 1963) y de 1la enzima 3B-HSD (Narbaitz y Kolodny, 1964;
Scheib y Haffen, 1967; Narbaitz y De Robertis, 1968, 1970) en los
cordones de células, con caracteristicas ultraestructurales propias
de las células esteroidogénicas (Narbaitz y Adler, 1966; Jordanov
y cols., 1978).

Al final del desarrollo embrionario, las células productoras
de esteroides son abundantes y al nacimiento, representan alrede-

dor del 18% de la médula del ovario de pollo (Gonzadlez Moran vy
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cols., 1985). Ademas, hay evidencias de gue el ovario de pollo
recién nacido secreta 17R-estradiol, progesterona y testosterona
{Tanabe y cols., 1979) y, estudios realizados in vitro, muestran
que es capaz de metabolizar la progesterona, siendo el principal

metabolito encontrado la S5B-pregnandiona (Marrone, 1986).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La posibilidad de aislar diferentes poblaciones celulares ha
permitido nuevos avances en la comprensién de las capacidades este-
roidogénicas del ovario adulto, tanto en mamiferos como en aves.
Esto ha ocasionado, en lo referente al grupo de las aves, que los
modelos que pretenden explicar cual es la participacidén de los com-
ponentes celulares del ovario en la esteroidogénesis, sustentados
en observaciones experimentales, se hayan ido modificando desde el
modelo bicelular (Huang y Nalbandov, 1979) transformado en el mo-
delo tricelular para la produccidén de esteroides (Porter y cols.,
1989), hasta el planteamiento de la existencia de varias subpobla-
ciones celulares con diferentes capacidades esteroidogénicas en la
capa tecal (Nitta y cols., 1991).

Por otra parte, se sabe gque la funcién esteroidogénica del
ovario en el pollo se inicia desde etapas muy tempranas del de-
sarrollo embrionario (Weniger y Zeis, 1971; Galli y Wasserman,
1973; Guichard y cols.,1973} y continda hasta el nacimiento (Tanabe
y cols, 1979). Ademéds, se ha detectado en la médula ovarica, la
presencia de células con actividad esteroidogénica durante el de-

sarrollo embrionario y en etapas postnatales (Narbaitz y Kolodny,
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1964; Narbaitz y Adler, 1966; Scheib y Haffen, 1967; Narbaitz y De
Robertis, 1968, 1970; Haffen y cols., 1971; Jordanov y cols., 1978;
Gonz&lez Mor&n y cols., 1985). Sin embargo, el aislamiento de
diferentes poblaciones celulares y su participacién en la este-
roidogénesis ha sido menos estudiada en el ovario prefolicular.

El uso de gradientes de densidad ha sido utilizado con éxito
para separar células esteroidogénicas del ovario de pollo en etapas
embrionarias (Teng y Teng, 1979). M&s recientemente, Pedernera y
cols. (1988), utilizando un gradiente de densidad de metrizamida,
lograron separar dos poblaciones celulares, una de ellas, consti-
tuida por células esteroidogénicas tipicas que secretan testoste-
rona y otra enriquecida en células relativamente indiferenciadas,
secretoras de 17f-estradiol.

No obstante, es importante explorar mads a fondo la funcidn
esteroidogénica en el ovario prefolicular, para comprender mejor
los mecanismos de regulacién enzimdtica que conducen al estable-
cimiento de la funcién enddcrina en el ovario adulto. Por este
motivo, con el propdsito de obtener una mejor caracterizacién de
las capacidades metabbdlicas del ovario prefolicular, utilizando
como modelo experimental al ovario de pollo recién nacido, el
presente trabajo pretende alcanzar los objetivos descritos a

continuacién.
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OBJETIVOH,

general.
Caracterizar las capacidades esteroidogénicas
de distintas poblaciones celulares presentes en
el ovario de pollo recién nacido.
Especificos.

1) Aislar poblaciones celulares del ovarioc de
pollo al nacimiento c¢on un alto grado de
pureza, por medio del uso de gradientes de
densidad.

2) Identificar la presencia de las enzimas invo-
lucradas en la biosintesis de esteroides desde
pregnenolona hasta 17f-estradiol en las pobla-
ciones celulares aisladas.

3) Establecer la relaciédn existente entre la es-
tructura morfolégica y la funcidén esteroidogé-

nica en las poblaciones celulares obtenidas.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL.
Reactives.

Se utilizaron medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) y tripsina obtenidos de Grand Island Biological Co. (Grand
Island, NY); inhibidor de tripsina, albimina sérica bovina (BSA),
1-metil-3-isobutil xantina (MIX), metrizamida y gonadotropina
coridbnica humana (hCG), adquiridas de Sigma Chemical Co. (St. Louis
MO). La pregnenolona, 17a-hidroxipregnenclona, progesterona, 5B-
pregnan-3,20-diona, 17a-hidroxiprogesterona, dehidroepiandrostero~
na, A, androsten-3,17~diona, 5B8-androstan-3,17-diona, testosterona,
estrona vy 178-estradiol se obtuvieron de Steraloids (Wilton, NH).

La cromatografia en placa fina, se realizd en cromatofolios Al
de silica gel G-60 con indicador flucorescente F,y, (Merck, México).
La purificacién de los precursores tritiados se efectud en cromato-
placas de silica gel 60 sin indicador fluorescente.

La [7-'H(N)]- pregnenclona {(23.5 Ci/mmol), {1,2,6,7-3%(N)]-
progesterona (94.1 Ci/mmol), [1,2,6,7-H(N) )-dehidroepiandrosterona
(89.8 Ci/mmol), (1,2,6,7-"H(N)-androst~4-en-3,17-diona (93.0
Ci/mmol) y [1,2,6,7-°H(N))-testosterona (93.9 Ci/mmol), se con-

praron a NEN Reseach Products Du Pont Co. (Boston, MA).

Material Biolégico.

Se trabajé con ovarios de pollas recién nacidas, de la raza

Rhode Island (Welpline). Los animales fueron obtenidos en Armour
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Hatchery de México, S.A. y se sacrificaron dentro de las 24 horas

posteriores a la eclosidn.

HETODOS.
Obtencién de las Poblaciones Celulares.

En todos los casos se disecd el ovario izquierdo y se lavd dos
veces en solucién salina balanceada libre de Ca’* y Mg’', para elimi-
nar la sangre acumulada en el tejido. Enseguida se realizd una di-
sociacién mec&nico~-enzimética utilizando una solucidén salina balan-
ceada libre de Ca’' y Mg’' con tripsina al 0.25%, a 37°C y agitacién
constante (90 ciclos/min) durante 30 minutos. Las células obtenidas
después de la disgregacién fueron tratadas con inhibidor de tripsi-
na al 0.5% en medio DMEM y posteriormente, se lavaron dos veces en
medio DMEM con BSA al 0.1%.

La suspensién celular resultante se aplicdé a un gradiente
centinuo de metrizamida (0-15%), centrifugéndose a 2000 x g durante
20 minutos. Después de este procedimiento se colectaron desde la
parte superior del gradiente, 4 fracciones celulares (Fl1, F2, F3 y
F4), las cuales se sometieron a un lavado con 10 ml de DMEM con BSA
al 0.1% y se resuspendieron en 0.4 ml de medio cada una. Las frac-
ciones denominadas como F2, F3 y F4 se aplicaron, por separado, en
un segundo gradiente de metrizamida (0-15%) para obtener poblacio-
nes celulares con mayor pureza, las cuales se colectaron y se lava-
ron de la manera descrita anteriormente.

Finalmente, se obtuvieron cuatro poblaciones celulares con una

pureza de =& 96% cada una, las cuales se designaron como Fi
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(densidad (d)= 1.026 g/ml}, F2 (d= 1.048 g/ml), F3 (d= 1.059 g/ml)
y F4 (d= 1.071 g/ml}). El nGmero de células fue determinado en un
hemocitémetro y la viabilidad celular por la prueba de exclusién de

azul de tripan (Tennant, 1964).

Estudios ultraestructurales.

Cada una de las fracciones celulares obtenidas después del uso
de gradientes de metrizamida, fueron fijadas con glutaraldehido al
2% en amortiguador de cacodilatos 0.15M a un pH de 7.4 durante dos
horas a temperatura ambiente. Después de un lavado con amortigua-
dor, se postfijaron con tetrdxido de osmio al 1% en amortiguador de
cacodilatos por un lapso de 45 minutos a temperatura ambiente y se
deshidrataron, para ser incluidos finalmente en resina epdxica
Poly/Bed (Poliscience). En algunos casos se agregd rojo de rutenio
al 0.025% durante la postfijacidn. Tanto los cortes semifinos como
los finos se obtuvieron en un ultramicrétomo Reichert; los primeros
se tifleron con azul de toluidina y los sequndos fueron contrastados
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las observaciones se

realizaron en un microscopic electrdnico Zeiss EM9-S2.

Matabolismo de precursores marcados conh tritio.

Para evaluar las capacidades esteroidogénicas de cada pobla-
ci6dn celular se utilizaron los siguientes precursores radioactivos:
pregnenolona, progesterona, dehidroepiandrosterona, androstendiona
y testosterona tritiadas.

Se tomaron alicuotas de cada una de las poblaciones celulares

32



(2x10* células) y se incubaron por separado en 1 ml de medio DMEM
con BSA al 0.1%, 0.1 mM de MIX, 1.0 UI de hCG y 0.01 ml de cada uno
de los precursores radicactivos como sustrato. La incubacién se
llevé a cabo a 37°C en un bafio con agitacién (90 cicles/min), du-
rante 15 minutos o una hora, a la cual se dio fin agregando 10 ml
de eter etilico frio y se realizaron tres extracciones con 30 vola-
menes del mismo en total, evapordndose a sequedad, bajo corriente
de nitrégeno. El extracto etéreo se resuspendid en 0.1 ml de etanol
absoluto y se tomaron alicuotas de 0.05 ml para proceder al aisla-
miento e identificacién de los productos de biotransformacién de
los precursores, mediante cromatografia en placa fina.

Con cada alicuota de la muestra y por separado se aplicaron
0.5- 1.0 pg de cada uno de los estédndares de esteroides utilizados.
La cromatografia en placa fina se desarrolldé en dos sistemas de
solventes en cada caso. La placa fue revelada primero con 1luz
ultravioleta y posteriormente con &cido sulfdrico al 10% en solu-
cién acuosa, (nicamente en la zona ocupada por los estandares.

Después de identificar los esteroides separados, se corté 1la
placa y cada una de las fracciones obtenidas se sumergidé en 5 ml de
ligquido de centelleo para contar la cantidad de radiocactividad
existente en cada una de ellas, en un contador de centelleo Beckman
LS6000. La recuperacién de la radioactividad fue estimada comparan-
do la diferencia existente entre las cpm iniciales y las cpm fina-
les (Judrez-Oropeza y cols., 1993},

Por Gltimo, se calcularon los porcentajes de transformacidn de

cada sustrato hacia sus metabolitos.
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Metabolismo de Pragnenolona y Progesterona.

Cada muestra de las poblaciones de cé&lulas ovaricas aisladas,
fue incubada por separado con 0.12 uCi de [7-*H(N))-pregnenolona o
{1,2,6,7-'H(N) |-progesterona durante 15 minutos. Los est&ndares uti-
lizados como acarreadores y para la identificacién de los metaboli-
tos fueron: pregnenolona (Ps), l7a-hidroxipregnenolona (17a~OHP;),
pregesterona (P;), l7a-hidroxiprogesterona (17a-OHP,), 583-~pregnan-
3,20-diona, dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstendiona (4,). La
separaciébn de los metabolitos de cada precursor se realizé por
medio de dos procedimientos cromatograficos distintos, utilizando
como sistema de solventes una mezcla de éter isopropilico, hexano
y acido acético [70:30:2 (v/v/v)) y otra de cloroformo y acetona

{9:1 (v/Vv)].

Metabolismo de Dehidroepiandrosterona.

Se tomaron alicuotas de las diferentes fracciones celulares y
se lincubaron individualmente con 0.12 uCi de {1,2,6,7~*H(N)]-
dehidroepiandrosterona durante 15 minutos. Los metabolitos se iden-
tificaron utilizando 4,, 5A8-androstandiona (5B-diona) y testosterona
(T} como estandares. Los sistemas de solventes utilizados para de-
sarrollar las cromatografias en placa fina fueron: diclorometano:

acetato de etilo 8:2 (v/v) y éter dietilico: hexano 9:3 (v/v).

Metabolismo de Androstendiona y Testosterona.

L.as muestras de cada una de las poblaciones de células ova-

ricas se incubaron cum 0.12 uCi de [1,2,6,7-*H(N)]}~androstendiona
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y [1,2,6,7-’H(N) )-testosterona, por separado, durante 15 o 60 minu-
tos. Los metabolitos se aislaron por medio de dos procedimientos
cromatograficos, utilizando los sistemas de solventes descritos en
el apartado anterior. Los estAndares utilizados para la identifica-
cibén de los metabolitos de ambos precursores fueron: 4A,, 58-diona,
T, estrona (E,) y 17B-estradiol (E)).

En todos los casos los resultados se expresaron cémo el por-
centaje de transformacidn del sustrato hacia cada unc de los meta-
bolitos aislados. Estos porcentajes no se corrigieron debido a que
la recuperacidédn de la radioactividad de cada precursor fue mayor

del 85% (Judrez-Oropeza y cols., 1993).

Anélisis Estadistico.
Los resultados se analizaron estadisticamente por medio de
Anilisis de Varianza y la prueba de Tukey, utilizando el paquete

estadistico SAS (SAS Institute, Cary, N.C., 1985).
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RESULTADOSB

Después de la separacién de las células ovaricas con dos
gradientes ocontinuos de metrizamida, se obtuvieron cuatro frac-
ciones que contenian tres poblaciones celulares morfoldgicamente
distintas, con una pureza superior al 95% cada una (Fig. 7). La
fraccién 1 [(F1) densidad (d)= 1.026 g/ml} contenia células ti-
picamente esteroidogénicas de aproximadamente 15 mu de di&metro,
con gran cantidad de gotas lipidicas en el citoplasma (Fig. 84). La
fraccién 2 [(F2) d= 1.048 g/ml] estaba constituida por ovocitos
primarios, con un didmetro de 20 a 25 mug, de forma ovoide, con nG-
cleo excéntrico y un cuerpo de Balbiani yuxtanuclear (Fig.8B). Las
fracciones 3 y 4 [(F3) d= 1.059; (F4) d= 1.071 g/ml] estaban inte-
gradas por células somaticas poco diferenciadas, de 8 a 15 mu de
didmetro, la mayor parte de las cuales carecia de inclusiones lipi-
dicaas en el citoplasma o las presentaban en escaso nGmero. Algunas
de estas células eran de mayor tamafio (13-15 mu) y presentaban una
superficie irregular, distinguiéndose de otras mas pequeflas (% 8

mi) con superficie lisa (Figs. 8C y 8D).

Caracteristicas Ultraestructurales de las Fracciones Celulares.
Las células esteroidogénicas de la fraccidédn 1 eran células
bien diferenciadas, que contenian un nicleo con poca heterocromati-
na y se caracterizaban por la presencia de mitocondrias grandes,
lobuladas y con crestas tubulares, numerosas cisternas de reticulo

endoplésmico 1liso (REL) y abundantes inclusiones lipidicas en el
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Poblaciones Celulares dei
Ovario de Pollo Recién Nacido
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Figura 7. Pureza de las poblaciones celulares obtenidas en cuatro
fraccicnes (1-4) después del segundo gradiente continuo de metriza-
mida. Las cé&lulas se clasificaron, con base en su morfologia, en:
esteroidogénicas tipicas, poco diferenciadas y germinales.

Figura B. Cortes de 1 uym de espesor, tenidos con azul de toluidina,

correspondientes a las diferentes fracciones celulares del ovario de

pollec recién nacido, aisladas por medic de gradientes de metrizamida

0-15%).

A) Células esteroidogénicas tipicas de la fraccidn 1, en cuyo cito-
plasma se distinguen gran cantidad de gotas lipidicas. X 984

B) Ovocitos Primarios de la fraccidn 2, que presentan un nicleo ca-
racteristico en Profase I de la meiosis. X 984

C) Células somdticas poco diferenciadas aisladas en la fraccidn 3
(d = 1.059 gr/ml], contaminada con algunas ovogonias (*). X 984

D} Células somdticas poco diferenciadas correspondientes a la frac-
cién 4 (d = 1.071 mg/ml). X 984
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citoplasma (Fig. 9A).

La fraccién 2 estaba integrada por células germinales dque en
su mayoria se encontraban en estadio de ovocitos primarios, los
cuales se distingulian por la presencia de un niicleo en profase I de
la meiosis, principalmente en etapa de paguiteno, en donde se ob-
servaban claramente los complejos sinaptonémicos. En el citoplasma
era evidente el cuerpo de Balbiani. (Fig. 9C).

En las fracciones 3 y 4 se identificaron 3 subpoblaciones
celulares ultraestructuralmente distintas: 1) c¢élulas pregranulo-
sas, 2) células poco diferenciadas y 2) fibroblastos.

1) Las células pregranulosas contenian un nlcleo grande con
poca heterocromatina y uno o mas nucleolos; en el citoplasma se
podian observar mitocondrias, algunas cisternas de reticulo
endoplésmico rugoso (RER), polirribosomas y complejo de Golgi.
Estas células se podian reconocer por la presencia de estructuras
caracteristicas en el plasmalema, denominadas "lining bodies®
(Rahil y Narbaitz, 1972; Carlon y Erickson, 1978) o transosomas
(Kovacs y cols., 1992) (Fig. 9D).

2) Las células poco diferenciadas presentaban un nicleo grande
con uno o mis nucleolos, su citoplasma en ocasiones era escaso Y
contenia abundantes polirribosomas, algunas cisternas de reticulo
endopl&smico rugoso (RER) y algunas mitocondrias con crestas trans-
versales (Fig. 9B).

3) Los fibroblastos se caracterizaban por poseer un ndcleo que

presentaba un borde denso de heterocromatina en la periferia, su

citoplasma era escaso, ccn mltiples prolongaciones digitiformes y
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FPigura 9. Micrografias electrdnicas gue muestran la ultraestructura de las cé-
lulas ovéricas de pollo recién nacido aisladae en las diferentes fracciones (Fl
a F4), después del uso de gradientes de metrizamida.

A} Célula esteroidogénica tipica (Fl), en cuyo citoplasma se distinguen con
claridad, mitocondrias grandes, lobuladas, con crestas tubulares (M) y
numercesas inclusiones lipidicas (L), caracteristicas de las células este-
roldogénicas bien diferenciadas. X 14,400

B} Ccélula poco diferenciada (F4) con mitocondrias (M) escasas y abundantes
polirribosomas (p) en el citoplasma. Nicleo (N}). Cilio (1t} cortado oblicua-
mante. X 14,400

C) Ovocito primario (F2), con su niicleo (N) excéntrico en Profase I de la
melosis y el cuerpo de Balbiani (CB) en el citoplasma. X 4,000

D) Célula pregranulosa (F3), con su nicleo (N) y dos nucleolos (Nu), identifi-
cada por los denominados “lining bodies" en el plasmalema (t). En el cito-
plasma se observan mitocondrias con crestas lamelares (M). X 12,800

E) Fibroblasto (F4), con un nicleo caracteristico, en el que destaca un borde
denso de heterocromatina periférica. El citoplasma es escaso y presenta
miltiples prolongaciones digitiformes. X 19,000
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pocos organelos, entre los cuales se cobhservaban en ocasiones mito-

condrias y algunas cisternas de RER (Fig. 9E) (Laws y cols., 1985).

Metabolismo de Pregnenolona.

Las células que presentaron mayor actividad metabdlica, al ser
incubadas con este precursor fueron las esteroidogénicas tipicas,
contenidas en la fraccién 1. Los principales metabolitos producidos
por estas células después de 15 minutos de incubacidén fueron:
androstendiona (4,; 44.3%), 17a-hidroxiprogesterona (17a~0OHP,;
13.3%) y Progesterona (P,; 10.6%). También se detectaron otros
metabolitos como dehidroepiandrosterona (DHEA) vy 17a-hidroxi-
pregnenolona (17a-OHP;), aungue en menor cantidad (5.2% y 3.4%
respectivamente) (Tabla 1).

Las otras fracciones celulares mostraron una actividad metabd-
lica minima. Las células som&ticas de las fracciones 3 y 4 acumula-
ron menos del 3.,5% de progesterona y cantidades inferiores al 1.5%
de los demis metabolitos. Los ovocitos correspondientes a la frac-
cién 2 exhibileron una transformacidén inferior al 1.3% (Tabla 1).

Los porcentajes de transformacidén de la P, en los metabolitos
detectados en F1 fueron significativamente mayores (P <0.05) en

relacidén con los encontrados en F2, F3 y F4.

Metabolismo de Progesterona.
Los resultados que se ilustran en la tabla 1, indican que las

células esteroidogénicas tipicas (F1l) incubadas en presencia de

progesterona durante 15 minutos, metabolizaron este sustrato a A,
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TABLA 1
METABOLISMO DE PREGNENOLONA, PROGESTERONA Y DEHIDROEPIANDROSTERONA
EN DIFERENTES POBLACIONES CELULARES DE OVARIO DE POLLO RECIEN NACIDO.

SUSTRATO/ PORCENTAJE DE TRANSFORMACION
Metabolitos
F1 F2 F3 F4

PREGNENOLONA

17 aQHP, 3.4 £ 0.6° 0.8 * 0.2% 0.4 +* 0.1€ 1.33 =+ 0.38
DHEA 5.2 + 1.5° 1.0 + 0.58 1.0 + 0.58 1.43 * 0.4°
Progesterona 10.6 *+ 5.0% 1.2 + 0.4B 3.3 + 1.3B 2.18 + 0.28
17 aOHP, 13.3 + 2.6" 0.3 * 0.1B 0.2 = 0.1% 0.46 + 0.2°
Androstendiona 44.3 * 6,98 0.9 * 0.3B 0.3 + 0.1B 1.14 * 0.3%
P; residual 12.5 = 3.0 86.8 + 1.2 88.2 t 1.3 85.50 = 1.3
PROGESTERONA

17a0HP, 16.2 + 2.8" 1.6 + 0.6° 1.2 £ 0.4% 1.7 = 0.4%
Androstendiona 27.9 * 10.0" < 0.1% N.D.® < 0.18
SR-Pregnandiona 0.9 t 0.3¢ 2.2 * 0.3° 16.0 + 4.8° 18.4 = 2.3%
P, residual 59.8 * 5.7 90.5 % 0.3 81.4 * 0.1 73.5 * 1.7
DHEA

Androstendiona 75.0 * 2.8* 4.9 + 1.1° 4.0 % 1.1% 4.3 = 0.78
DHEA residual 20.0 + 2.9 91.4 + 2.3 91.7 * 1.0 90.0 * 2.0

Poblaciones celulares: Fl (células esteroidogénicas tipicas), F2 (ovocitos I), F3 y F{ (células
somdticas poco diferenciadas).

Tiempo de incubacién: 15 minutos.

Los valores representan la media * ES; n= 6.

48.C valores estadisticamente diferentes (p < 0.05) entre las distintas poblaciones celulares,
para un mismc metabolito.



(27.9%) y 17a-OHP; {16.2%), a diferencia de las células somaticas
(Fi1 y F4) que acumularon menos del 1.8% de estos metabolitos (p
<0.05). En cambio la 5B-pregnandiona fue el principal metabolito
producido por las fracciones 3 (16.0%) y 4 (18.4%), en contraposi-

cién a F1 (0.9%) y F2 (2.3%) (P <0.05).

Metabolismo de Dehidroepiandrosterona.

Cuando se utilizdé DHEA como sustrato, el Gnico metabolito ais-
lado en todas las fracciones celulares después de 15 minutos de in-
cubacién fue la androstendiona. Sin embargo, las células de la
fraccién 1 fueron las que acumularon este andrégeno en mayor canti-
dad (75%), mostrando una diferencia estadisticamente significativa
(p <0.05) en relacidén con los porcentajes de transformacidn obser-

vados en las fracciones 2 {(4.9%), 3 (4.0%) y 4 (4.3%) (Tabla 1).

Metabolismo de Androstendiona.

Al incubar cada una de las fracciones celulares en presencia
de 4, durante 15 o 60 minutos, solamente las células somaticas (F3
y F4), fueron capaces de transformarla en 5B-~androstandiona (5B-
diona). Ademds, el porcentaje de transformacidn hacia este metabo-
lito después de 60 minutos de incubacidén fue del doble o0 el tri-
ple, tanto en la F3 (18.4%) como en la F4 (17%), con respecto al
observado al cabo de 15 minutos (7.5% y 5.4% respectivamente (Tabla
2). La actividad metabdlica de las células esteroidogénicas tipicas
(F1) y de los ovocitos primarios (F2) fue inferior al 2%, indepen-

dientemente del tiempo de incubacidn utilizado (P <0.05). Cuando la
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TABLA 2
METABOLISMO DE ANDROSTENDIONA Y TESTOSTERONA EN DIFERENTES
PCBLACIONES DE OVARIO DE POLLO RECIEN NACIDOC.

SUSTRATO/ PORCENTAJE DE TRANSFORMACION
Metabolitos
F1 F2 F3 F4

ANDROSTENDIONA™

5g-~diona 0.8 * 0.1° 0.9 + 0.323°€ 7.5 + 0.8% 5.4 * 0.02°
Estrona < 0.1¢ < 0.1¢ 0.5 * 0.02% 1.0 + 0.05"
A, residual 94 .4 # 1.2 94.6 + 0.9 87.2 + 1.3 87.1 + 0.1
ANDROSTENDIONA™™

58-diona 0.7 + 0.8b 1.9 £ 0.6" 18.4 *+ 2.8" 17.0 £ 1.7
Estrona 0.1 + 0.09°¢ 0.7 = 0.1°€ 2.8 + 1.1% .3 + 0.8"
Estradiol 0.9 # 0.48 0.9 + 0.3R 1.3 + 0.18 3.4 + 0.5%
A, residual 89.3 + 1.0 80.0 + 0.03 70.0 * 5.3 61.0 + 1.6
TESTOSTERONA™

Androstendiona 0.4 + 0.2¢ 0.2 + 0.1¢ 21.0 t 1.4% 5.2 + 1.28
17B8-estradiol < 0.1 N.D 0.6 + 0.1 1.0 £ 0.3
T residual 90.8 * 0.4 90.4 + 0.2 70.7 + 1.8 83.6 * 2.3
TESTOSTERONA™™

Androstendiona 1.6 £ 0.2€ < 0.1 40.9 =+ 5.0 5.2 + 0.4%
SR-diona N.D. < 0.1¢ 9.8 = 3.7 1.9 + 0.6"
17R-estradiol < 0.1°¢ < 0.1 2.2 + ¢.1" 2.9 *+ 0.8"
T residual 87.2 + 0.7 88.8 + 0.5 37.7 % 5.7 76.5 1.2

Poblaciones celulares: Fl (células esteroidogénicas tipicas), F2 (ovcecitas I), F3 y Fs¢ (células
somdticas poco diferencladas).

Tiempo de incubacidén: 15 minutos y 60 minutos .

Los valores representan la media * ES; n = 6 y bn = 4.

48C yvalores estadisticamente diferentes (p < 0.05) entre las distintas poblaciones celulares,
para cada metabolito.



incubacién se efectud por 60 minutos, las células sométicas de las
fracciones 3 y 4 sintetizaron estrona (2.8% y 9.3%) y 17B-estradiol

(1.3% vy 3.4%) (Tabla 2).

Maetaboliemo de Testosterona.

Las células sométicas poco diferenciadas, F3 y F4, metaboli-
zaron primordialmente la testosterona en androstendiona (Tabla 2).
Los porcentajes de transformacidén hacia este metabolito en la frac-
cién 3, después de un tiempo de incubacidn de 15 min (21%) y de 60
minutos (40.9%), mostraron diferencias significativas (p <0.05) en
relacidén con los observados cuando las células de la fraccidn 4 se
incubaron durante 15 (5.2%) y 60 min (6.2%). La cantidad acumulada
de androstendiona en las células de la fraccidén 3 después de 60 mi-
nutos de incubacidédn fue del doble (40.9%) en comparacidén con la
observada al cabo de 15 minutos de incubacidén (21%). También se
aislaron S#-androstandiona y 17B-estradiol en las células de F3 y
F4, cuando la incubacién se efectud durante 60 min. El1 porcentaije
de transformacién hacia 5B~androstandiona fue mayor en las células
de la fraccidén 3 (9.8%) gque en las de la fraccidén 4 (1.9%); mien-
tras que la cantidad de testosterona metabolizada a 17B-estradiol
fue del 2.2% en F3 y del 2.9% en F4 (Tabla 2). Las células esteroi-
dogénicas tipicas (F1) y los ovocitos primarios (F2), presentaron
una actividad metabélica menor al 1.6%, independientemente del

tiempo de incubacidn (Tabla 2).
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DISCUBION ¥ CONCLUBTIONES

Nuestros resultados demuestran que el ovario de pollo recién
nacido presenta varias poblaciones de células esteroidogénicas, cu-
yas diferencias residen no solo en su morfologia, sino también en
la presencia de distintas capacidades para metabolizar esteroides
radioactivos exégenos.

La separacién de poblaciones celulares por medio de gradientes
de metrizamida se ha utilizado con éxito para aislar células de
Leydig de testiculos de rata (Conn y cols.,, 1977; Payne y cols.,
1980), células productoras de esteroides del ovario de embridn de
pollo (Teng y Teng, 1979) y células que secretan testosterona pro-
venientes del ovario de pollo recién nacido (Pedernera, y cols.,
1988). En el presente trabajo, el uso de dos gradientes subsecuen-
tes de metrizamida, nos ha permitido separar tres poblaciones celu-
lares, morfolégicamente diferentes con una pureza de alrededor del
96%: 1) células esteroidogénicas tipicas (d= 1.026 g/ml), 2) ovoci~-
tos primarios (d= 1.048 g/ml), 3) células somdticas poco diferen-
ciadas, localizadas en dos zonas distintas del gradiente que
corresponden a una densidad de 1.059 y 1.071 g/ml respectivamente.

El hecho de que las poblaciones de células esteroidogénicas
fueran capaces de metabolizar distintos precursores, aunado a la
prueba de viabilidad celular, muestran que el procedimiento utili-
zado para su aislamiento no afectd su competencia funcional. Apoyan
lo anterior otros trabajos efectuados con suspensiones celulares

obtenidas después de la disociacién mecanico-enzimidtica de ovarios
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de pollo recién nacidos, o aisladas por medio de gradientes de me-
trizamida. En estos estudios se observd gue las células aisladas
respondian a la estimulacién con gonadotropinas (hCG y FSH), incre-
mentando la secrecibn de testosterona y 17B-estradiol (Teng y Teng,
1979; Pedernera y cols., 1988), descartandose asi un daho signifi-
cativo a los receptores membranales como consecuencia del método
empleado.

La identificacidén de las células estercidogénicas tipicas en
eate trabajo, se efectud con base en dos criterios: a) uno gue toma
an cuenta sus caracteristicas ultraestructurales, como son la pre-~
sencia de mitocondrias con crestas tubulares, abundantes vesiculas
de REL e inclusiones lipidicas en el citoplasma (Pedernera y cols.,
1988); y b) otro que considera su capacidad para producir 17a-0HP,
DHE2Z, P,, 17a-OHP, y A, a partir de pregnenolona. La deteccién de
estos metabolitos indica la presencia de dos complejos enzimdticos
distintos: la 17a-hidroxilasa/C17-20 liasa y la 3R~hidroxiesteroide
deshidrogenasa; A’' isomerasa (3B-HSD). La presencia del primer
complejo fue corroborada al incubar estas células con progesterona,
mientras que la actividad de 3B-HSD se constatd® nuevamente por la
acumulacién de 4, al utilizar DHEA como precursor.

Por otra parte, cabe mencionar gque la cantidad de pregnenolona
residual fue menor gque la de progesterona y DHEA, indicandc asi que
el metabolismo de pregnenolona fue el mds activo (Tabla 1). Esto
sugiere que, en el ovario de pollo recién nacido, la via de los A,
es la mids favorecida, de manera similar a lo que ocurre en el ova-

rio de embrién de pollo de 15 dias de incubacidn, (Imataka y cols.,
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1989), en contraste con lo observado en el ovario de gallina adul-~
ta, en el que tanto la via de los A, comn la de los A; parecen estar
involucradas en la sintesis de estrégenos (Nakamura y cols., 1974).

Consliderando los criterios empleados para la identificacidn de
las células que hemos aislado en la fraccidédn 1, sugerimos gue éstas
son células esteroidogénicas bien diferenciadas, gue corresponde-
rian a las descritas por Gonz&lez del Pliego, y cols. (1988) y a
las observadas en los estudios histoquimicos efectuados por
Narbaitz y De Robertis (1968), los cuales detectaron grupos de cé-
lulas, localizadas en la médula ovarica de pollo recién nacido, que
contenian gotas de lipidos y colesterol y mostraban reaccién posi-
tiva para la 3BR-HSD. Ademas, nuestros resultados corroboran los ob-
tenidos por Pedernera y cols. (1988), los cuales aislaron una po-
blacién de células del ovario de pollo recién nacido con caracte-
risticas ultraestructurales similares, que presentaban actividad de
la 3B-HSD.

Sin embargo, Pedernera y cols. (1988), también reportan que
estas células son capaces de transformar testosterona en androsten-
diona, exhibiendo actividad de la 17BR~HSD adem&s de secretar tes-
tosterona en el medio. Estos resultados, no concuerdan con los ob-
tenidos en este trabajo debido a gque nosotros no observamos acti-
vidad metab6dlica al utilizar A, o T como precursores. Es probable
que esta discrepancia se deba a diferencias metodolégicas en el
ensayo, como pueden ser el nimero de células utilizado, 10°® vs.
2x10' en nuestro caso, o el tiempo transcurrido durante la incuba-

ciébn. Pedernera y cols, detienen la incubacién después de 2 horas,
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mientras que en el modelo experimental empleado en este trabajo,
las células se incubaron durante 15 o 60 minutos.

Los ovocitos primarios, aislados en la fraccidén 2 del gradien~
te, se identificaron morfolégicamente por su forma ovoide, su tama-
Rno (entre 20 y 25 mu de diémetro), la presencia del cuerpo de
Balbiani en posicién yuxtanuclear y nilicleoc excéntrico en profase I
de la meiosis, en el que se podia distinguir por microscopia
electrénica la presencia de complejos sinaptonémicos, ya que la
mayoria de ellos se encontraban en etapa de paquiteno (Fig 9C).
Cuando estas células se incubaron en presencia de los diferentes
precursores tritiados presentaron una actividad metabélica minima
(Tabla 1 y Tabla 2), que consideramos puede deberse a la contamina-
cién por células con actividad esteroidogénica de las fracciones
restantes. Por lo tanto, sugerimos que es poco probable la partici-
pacidén de esta poblacién celular en la esteroidogénesis ovarica.

Al analizar por medio de microscopia electrénica las células
de las fracciones 3 y 4, se pudieron detectar al menos 3 subpobla-
ciones celulares, tomando en cuenta sus caracteristicas morfolé-
gicas y ultraestructurales: 1} células prefoliculares, identifica-
das por presentar estructuras denominadas "lining bodies'" (Rahil y
Narbaitz, 1972; Carlon y Erickson, 1978) o "transosomas" (Kovacs y
cols., 1992) en el plasmalema, 2) células poco diferenciadas, con
citoplasma escaso, reticulo endoplasmico rugoso, numerosos polirri-
bosomas y mitocondrias con crestas transversales y, 3) fibroblastos
identificados por su escaso citoplasma con maltiples prolongaciones

digitiformes y su nficleo con un borde denso de heterocromatina pe~
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riférica (Laws y cols., 1985). La razén para denominar F3 y F4 a
estas dos fracciones celulares, a pesar de estar constituidas por
subpoblaciones similares, fue su localizacidén en diferentes zonas
del gradiente de densidad.

En lo que se refiere a la actividad metabdélica, al incubar las
células de las fracciones 3 y 4 con androstendiona durante 15 minu-
tos, solamente hubo una transformacién minima a estrona (< 1.1%).
Sin embargo, al ampliar el tiempo de incubacidén a 60 minutos, ambas
fracciones fueron capaces de sintetizar estrona, lo cual indica la
presencia de la aromatasa en las dos fracciones celulares, aunque
la actividad metabdlica fue mayor en F4 con respecto de F3. Al in-
cubar estas células con testosterona durante una hora se observd
transformacién hacia 17B-~estradiol, lo que confirma la existencia
de la aromatasa. La razdén de ampliar el tiempo de incubacidén a 60
minutos con estos precursores, se debid a la baja actividad obser-
vada en los experimentos efectuados con incubaciones cortas; 1los
resultados obtenidos, corroboraron que para detectar la actividad
de este complejo enzimdtico es necesario prolongar la incubacidn
hasta 60 minutos. Sin embargo es posible que extendiendo la reac-
cién por mas de 60 minutos se puedan observar porcentajes de trans-
formaci6én del precursor més significativos.

Cuando se utilizé androstendiona como sustrato, otro metabo-
lito aislado en cantidades importantes en las fracciones 3 y 4 fue
la SB8~androstandiona, siendo 1los porcentajes de transformacién
hacia este producto similares en ambas fracciones, después de 15 o

60 minutos de incubacidén (Tabla 2). Estos resultados indican la
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presencia de la enzima SB-reductasa en las dos fracciones celula-
res, que fue constatada al detectar la formacidn de 5B-pregnandiona
cuando se utlilizé progesterona como precursor. Sin embargo, 1la
enzima resultd ser mls activa para reducir a los progestigenos gue
a los andrbgenos en ambas fracciones, ya fgue a 1los 15 minutos de
incubacién, se observaron porcentajes de transformacidén hacia 58-
pregnandiona similares a los detectados hacia 5B8-diona al cabo de
60 minutos de incubacién. Por otra parte, llamé la atencidn que al
emplear testosterona como sustrato, la transformacién hacia 58-
diona fuera mayor en F3 (9.8%) gue en F4 (1.9%), solamente cuando
la incubacién se extendié a una hora. Esto se puede explicar por la
mayor disponibilidad de androstendiona, tal como lo comentamos néas
adelante.

Estos resultados concuerdan con los de otros autores gue han
reportado la actividad de la 5A~reductasa en diferentes tejidos de
aves (Massa y cols., 1977; Steimer y Hutchinson, 1981; Shumacher,
y cols., 1984; Schumacher y Balthazart 1987; Nakamura y Tanabe,
1972, 1974; Sugimoto, y cols., 1990), incluyendo a la gbnada feme-
nina de embrién de pollo (Imataka, y cols 1988, 1989) y de gallina
adulta (Furr y Pope, 1970). En este trabajo no solo corroboramos la
presencia de esta enzima en el ovario prefolicular de pollo recién
nacido, sino que demostramos su localizacién en las células ovéari-
cas aisladas en las fracciones 3 y 4. A diferencia de la mayoria de
los mamiferos estudiados, en los gue la reductasa es especifica pa-
ra la configuracién Sa (Gore-Langton y Armonstrong, 1988), en las

aves, la S58-reductaza es la gue presenta una actividad importante

52



en diversos tejidos y 6rganos. Es probable gque en el caso del ova-
rio, los metabolitos SA-reducidos jueguen un papel importante en la
regulacién de la sintesis de estrdgenos, secuestrando andrdgenos
para Impedir su aromatizacién. Ademids, se sabe que la 58-dihidro-
testosterona y otros metabholitos SB-reducidos incrementan la sin-
tesis de acido §-amino-levulinico y, por ende de la porfirina y del
grupo hemo (Inano y cols., 1990). Sin embargo, como lo plantean
Aragonés y cols. (1991) en el caso de las gla&ndulas esteroidogé-
nicas, como el ovario, la formacién del grupo hemo probablemente
contribuye mds a la sintesis de citocromo P450 que a la sintesis de
hemoglobina.

Aunado a lo anterior, la androstendiona fue el metabolito méas
abundante al incubar a las células de la fraccion 3 durante 15 o 60
minutos con testosterona, indicando la presencia de la 17B-HSD en
dicha fraccién. Sin embargo, el porcentaje de transformacién hacia
androstendiona fue casi del doble después de 60 minutos, 1o cual
sugiere que, bajo nuestras condiciones de trabajo, la 17B-HSD em-
pieza a alcanzar el equilibrio hacia los 60 minutos de incubacién.
Resultd de particular interés observar que la actividad de esta en-
zima predomind notablemente en la fraccidn 3, a diferencia de 1la
5A-reductasa y la aromatasa, cuyas actividades se distribuyeron de
manera m&s homogénea en ambas fracciones. Consideramos que esto
puede explicar la observacidn de que haya una mayor transformacidn
hacia 5B-diona al incubar 60 minutos con testosterona a las células
de la fraccidn 3, ya que en éstas se disponia de mayor cantidad de

sustrato para la 58-reductasa que en las células de la fraccién 4.
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La 17B8-HSD cataliza la oxidorreduccién entre androstendiona y
testosterona en presencia de NAD(H) o HNADP(H)} (Inano y cols.,
1990), sin embargo bajo las condiciones experimentales de este tra-
bajo solo se observé su actividad oxidante, debido a gue no hubo
transformacidn de androstendiona a testosterona en ninglin caso. Una
probable explicacifén para este hecho @s que en las células utiliza-
das haya una mayor disponibilidad de NAD(P) en relacidn con el NADH
o NADPH, va que nosotros no agregamos ningun cofactor que favore-
ciera la reaccidn en un sentido o en otro.

En lo que se refiere a las células esterolidogénicas tipicas
contenidas en la fraccién 2, pré&cticamente no presentarcon activi-
dad metabdlica al ser incubadas durante 15 o 60 minutos en presen-
cia de androstendiona o testosterona, lo cual indica que estas cé-
lulas no disponen de las enzimas necesarias para transformar andro-
genos en estrégenos. Esto Gltimo, en conjunto con los demés resul-
tados obtenidos en este trabajo, confirman que las células que pro-
ducen andrdgenos son diferentes de las gue tienen la capacidad de
aromatizarlos a estrégenos y, apoyan la hipdtesis de que en el ova-
rio de pollio recién nacido, existen por lo menos dos o posiblemente
mids poblaciones celulares involucradas en la esteroidogénesis.

No fue posible establecer una correlacién entre la morfologia
y la funcién de las células contenidas en la fraccién 3 y 4, debido
a que al realizar los estudios ultraestructurales de estas fraccio-
nes celulares, se observd que ambas estaban constituidas por pobla-
ciones mixtas de células prefoliculares, poco diferenciadas y fi-

broblastos, en menor cantidad.
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A pesar de que se ha reportado escasa actividad de 178-HSD en
cultivos de fibroblastos humanos obtenidos de gldndula mamaria
{Prudhomme, y colas., 1984), parece poco probable que los fibroblas-
tos participen de manera significativa en la sintesis y metabolismo
de hormonas esteroides, debido a gue se encuentran en mucho menor
proporcién en relaciébn con las otras dos poblaciones celulares.
Ademas, no se ha reportado en la literatura una contribucidn impor-
tante de estas células en la esteroidogénesis ovarica.

También resulta dificil atribuir alguna actividad esteroidogé-
nica a las células prefoliculares por dos razones: 1) al aislar una
poblaciétn de células de la corteza ovarica de pollo recién nacido,
enriquecida en células pregranulosas, no se detectd secrecidén de
esteroides en cantidades significativas (Pedernera y cols., 1988)
Y, 2) en el ovaric adulto, las células de la granulosa, aungue ya
esté&n diferenciadas morfolégicamente, son practicamente incompeten-
tes para producir esteroides, cuando forman parte de los foliculos
de 6 a 8 mm de didmetro y, al volverse esteroidogénicamente funcio-
nales (foliculos preovulatorios de 10 mm o mids de diémetro), sin-
tetizan progesterona (Tilly y cols., 1991).

Pedernera y cols. (1988) han mostrado gue una poblacién ce-
lular aislada del ovario de pollo recién nacido, enriquecida en
células poco diferenciadas, es esteroidogénicamente funcional vya
que es capaz de metabolizar testosterona y de secretar 178-estra-
diol. Estos resultados apoyarian la hipbétesis de que las células
poco diferenciadas son células con funcién esteroidogénica respon-

sables de la actividad metabdlica detectada en las fracciones 3 y
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4 aisladas por nosotros.

L.a 17B8-HSD se localiza dnicamente en la fraccidn 3, mientras
que las actlividades de la aromatasa y de la 5B-reductasa se dis-
tribuyen en ambas fracciones, Esto sugiere que las células conteni-
das en la fraccién 3 se pueden encontrar en un estado distinto de
diferenciacién funcional con respecto de las que constituyen 1la
fraccidn 4. No obstante, para corroborar esta hipdtesis, seria ne-
cesario efectuar otros estudios, gque permitieran separar subpobla-
ciones celulares en distintos estadios de diferenciacién. Una posi-
bilidad serfa el uso de lectinas, gue reconocen carbohidratos espe-
cificos libres o asociados a proteinas o lipidos de membrana, que
pudieran modificarse durante la diferenciacién celular (Sharon y
Lis; 1989), o bien, buscar la presencia de algin marcador celular
caracteristico de diferentes subpoblaciones celulares, asociado a
la presencia de una actividad enzimltica especifica.

En conclusién, los resultados obtenidos proporcionan evidencias
de gue en el ovario de pollo recién nacido: 1) los ovocitos prima-
rios probablemente no tienen una participacién significativa en la
esteroidogénesis ovarica y, 2) las células esteroidogénicas bien
diferenciadas presentan actividad de las enzimas 3B-HSD, 17a-
hidroxilasa y C17-20 liasa y por lo tanto, son capaces de metaboli-
zar progestagenos hasta andrégenos. Estos resultados también sugie-
ren que dentro de las células poco diferenciadas existen dos subpo-
blaciones, una de las cuales exhibe la actividad de 17B8-HSD, mien-
tras que la otra presenta actividad de aromatasa y de 5f-reductasa.

Todo lo anterior evidencia la necesidad de encontrar modelos
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experimentales gue nos permitan estudiar de manera mAs detallada,
los mecanismos involucrados en el proceso de diferenciacibén celu-
lar de cada uno de los componentes del ovario, asi como de las
interrelaciones celulares y los efectos microambientales que puedan
generarse o modificarse a través de secreciones locales o sisté-
micas (gonadotropinas u otros factores proteicos). Esto a su vez,
permitirfia una mejor comprensidédn de los mecanismos que regulan el

funcionamiento normal del ovario.
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APENDICE

Nombres triviales y abreviaturas de esteroides vy enzimas,
utilizados en este texto.

Pregnenolona {P;): 3f-hidroxi-5-pregnen-20-cna
17a-hidroxipregnenclona {17a-OHP;): 3f,17a-dihidroxi-S-pregnen-20-ona
Progesterona (P,): 4-pregnen-3,20-diona

17a-hidroxiprogesterona (17a-0OHP,): l7a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona
Sfi-pregnandiona: S5f-pregnan-3,20-diona

Dehldroeplandrosterona (DHEA): 38-~hidroxi-5-androsten-17-ona
Androstendiona (4,): 4-androasten-3,17-diona

5@-androstandiona {50-diona): Sf-androstan-3,17-diona

Testosterona (T):17f-hidroxi-4-androsten-3-ona

Estrona (E,): 3-hidroxi-1,3,5,(10)~estratrien-3-o0l-17-cna

Estradiol (E;): 1,3,5,(10}-estratrien-3,17(-diol

3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A*-isomerasa (3f8-HSD)
17f~hidroxlesteroide deshidrogenasa (17(-HSD)
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