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RESUMEN

La hormona Foliculo Estimulante (FSH) juega un papel critico
en el desarrollo de las gonadas. La FSH estimula la
proliferacidén celular, el crecimiento, la sintesis de DNA y la
secrecién de esteroides en el ovario (Velazquez et al. 1997;
Pedernera et al 1999; Liu et al. 2010). Sin embargo la funcidn
de las gonadotroponas (FSH y LH) en los pasos de 1la via
esteroidegenica no ha sido estudiada.

En el presente trabajo se utilizaron células del ovario de
embriones de 10 y 18 dias dias. Las células disgregadas fueron
sembradas en una membrana de policarbonato durante 60hr en
DMEN con 0.5UI/mL con FSH y LH. Transcurido el tiempo las
células fueron recuperadas e incubadas con diferentes hormonas
tritiadas.

La produccién de estrona (El) a partir de androstenediona (A4)
fue incrementada en las células tratadas con FSH y rhFSH
indicando un efecto estimulatorio en la enzima aromatasa
(P450arom) . Este incremento es observado en las células del
ovario de 10 % 18 dias. La transformacidn de
dehidroepiandrosterona (DHEA) a androsterona (A4) es realizada
por la enzima 3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3R-HSD).
Esra enzima fue estimulada en las células del ovario de 18
dias con FSH y rhFSH.

La producidén de pregnenolona (P5) en la fraccidén mitocondrial
de las células del ovario de embriones de 18 dias fue

incrementada con FSH y hrFSH.



INTRODUCCTION

El ovario tiene dos funciones; la formacidén de los gametos y
la produccién de hormonas sexuales. Los foliculos son las
principales unidades funcionales que secretan 1las hormonas
esteroides, estas hormonas Jjuegan un papel importante en la
diferenciacién y maduracién de los gametos, en el desarrollo
del aparato reproductor vy la apariciédn de los caracteres
sexuales secundarios.

La adenohipéfisis secreta las gonadotropinas: Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH). La
FSH tiene su accién en las células de 1la granulosa del
foliculo del ovario, estimulando la expresidén de P450arom para
la sintesis de 17B-estradiol. En tanto que la LH actia sobre
las células de 1la teca interna para la produccidén de
andrbégenos (Knight y Glister 2006; Richards y Pangas 2010).
Las hormonas esteroides, son moléculas que se biosintetizan en
los o6rganos endocrinos como son el ovario, testiculo y 1la
glandula suprarrenal, las cuales vierten su secrecidén hacia
los liquidos corporales, ejerciendo un efecto especifico
sobre las células del érgano blanco.

Estas hormonas esteroides también pueden actuar localmente en
el mismo foliculo gque los sintetiza como moduladores
paradcrinos o como moduladores autdcrinos dentro de las células

que los producen (Richards y Pangas 2010).



DIFERENCIACION Y MORFOGENESIS GONADAL

* MAMIFEROS
La diferenciacidén del primordio gonadal es un proceso continuo
y ordenado que involucra la expresidn de genes en cascada.
Este proceso tiene caracteristicas comunes en reptiles, aves y
mamiferos (Morrish y Sinclair 2002). En mamiferos el sexo
genético es establecido en el momento de la fecundacidén por el
espermatozoide que contiene el cromosoma Y o el cromosoma X.
El genotipo femenino tiene 46 cromosomas XX (sexo
homogamético), mientras gque el masculino tiene un arreglo
cromosémico 46 XY (sexo heterogamético). La determinacidn
morfoldgica del testiculo comienza con la expresidén del gen
SRY denominado “regidén determinante sexual del cromosoma Y”,
localizado en el brazo corto del cromosoma Y (Koopman et al.
1991; Tilmann y Capel 2006), éste gen desencadena una serie de
eventos para la determinacidén del testiculo humano y en el
raté4n su homélogo Sry. El gen SRY estd constituido por un
solo exon que codifica para una proteina de 204 aminoacidos
con una regidén central HMG (High Mobility Group) la cual esté
altamente conservada durante la filogenia de los vertebrados
(Morrish y Sinclair 2002; DeFalco y Capel 2009). Esta proteina
tiene la capacidad de unirse al ADN y estd emparentada con
otras moléculas que actlan como reguladores transcripcionales.
Se piensa que esta proteina es el elemento regulador de otros
genes cuya expresidédn determina la morfogénesis testicular.
Entre los genes que pudieran estar regulados por esta proteina
estd el gen SF-1 (factor esteroidogénico-1), que controla la
activacién de enzimas esteroidogénicas (Sekido y Lovell-Badge
2008) .
El gen SRY actlla como una sefial que activa a otros genes

necesarios para dirigir la determinacidén del testiculo
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desencadenando la via de expresidén de diversos genes
involucrados en el proceso de determinacidén sexual, por ello
es considerado el factor determinante del testiculo
(FDT/Fdt) (Diaz-Hernadndez y Merchan-Larios 2009). Los genes
involucrados en la determinacidén del sexo en mamiferos son
SO0X9, AMH, WT1l, SF-1, DAX1l y DMRT1 (Morrish y Sinclair 2002;
Kanai et al. 2005; Wilhelm et al. 2009; DeFalco y Capel 2009;
Sekido 2010).

El gen SRY/Sry es necesario pero no es el unico para el
determinacidén del testiculo de mamiferos. Estudios hechos en
raté4n mostraron que el gen Sry de algunas lineas de ratédn
fallé en la diferenciacidén del testiculo cuando este gen es
colocado en otra linea de ratédn. Esto nos indica que hay otros
factores que intervienen en la diferenciacién del testiculo
(Gilbert, 2003; Kanai et al. 2005).

El factor determinante del testiculo regula la expresidén de
genes autosémicos que estdn involucrados en la diferenciacién
testicular, como el gen S0X9, este gen se expresa en ambos
sexos en un principio, pero a partir de la expresidédn de SRY se
expresa en el nucleo de 1las futuras células de Sertoli.
Después del nacimiento SO0X9/Sox9 solo se expresa en las
células de Sertoli, y no se detecta en el ovario (Morrish vy
Sinclair 2002; Kobayashi et al. 2005; DeFalco y Capel 2009).
SOX9 es un miembro de la familia de los genes del desarrollo
que estan relacionados en virtud de compartir mas del 50% de
los aminoacidos, SO0X9 codifica para wuna proteina con un
dominio HMG semejante en secuencia al SRY. SOX9 en ratones y
en humanos tiene dos dominios de activacién de la
trascripcidén, que indican que es un tipico factor de

trascripcién (Morrish y Sinclair 2002; Sekido 2010).



SO0X9: un gen determinante testicular autosdémico

SOX9 es un gen autosdmico gque se encuentra en todos 1los
vertebrados, este gen se expresa inmediatamente después de 1la
expresidén de Sry en las células indiferenciadas de Sertoli, y
activa la expresidén de varios genes, como Amh (hormona Anti-
Mulleriana), vnn-1 (vanin-1) % Pgds (postaglandina-D-
sintetasa) que intervienen en la diferenciacién del testiculo.
La (AMH) es la primera proteina secretada por las células
indiferenciadas de Sertoli vy es estimulada por SOX9. Asi Sry,
Amh y Sox9 son componentes en la determinacioén y
diferenciacién del testiculo. Sry y Sox9 son necesarios para

inducir el desarrollo testicular (Wilhelm et al. 2009).

DAX1

El gen DAX1 se localiza en el cromosoma X y se expresa durante
la determinacién de ambas gbnadas vy de las glandulas
suprarrenales, pero su expresiodn es mas alta en el ovario
que en el testiculo y disminuye en la diferenciacién del
testiculo, esto sugiere que DAX1 opera en la determinacidn de
la formacién del ovario (Swain et al. 1999; Kousta et al.
2010) .

DAX-1 es un miembro de los receptores nucleares conocidos como
receptores huérfanos, se expresa en células somadticas de 1la
gbnada bipotencial de ambos sexos. Después de la determinacidn
sexual, DAX-1 es expresado en células de Sertoli, Leydig y en
el ovario en células de la teca vy granulosa durante el
desarrollo embrionario vy la edad adulta. Se propone que DAX-1
es un gen represor de la trascripcidén de SRY en machos, ambos
genes se expresan en ambos tejidos y al mismo tiempo (Morrish

y Sinclair 2002).



Estudios con técnicas inmunohistoquimicas mostraron que la
proteina DAX-1 se expresa durante la embriogénesis de 1la
gbnada masculina y femenina de varias especies, cerdo. pollo,

caiman y ranas (Lalli y Sassone-Corsi 2003).

WNT4

WNT4 es un gen autosémico gque se expresa en la cresta
urogenital del ratdén, mientras es una gdnada bipotencial, y es
indetectable cuando se diferencia en testiculo, pero en la

gbnada femenina XX se mantiene (Gilbert 2005; Capel 20009).

SF-1; factor esteroidogénico-1

El factor esteroidogénico-1 (SF-1) es un miembro de la
superfamilia de receptores intracelulares gque Jjuegan un papel
esencial en el desarrollo vy funcién de varios oO6rganos
endocrinos, SF-1 se expresa en los tejidos esteroidogénicos en
formacién, los cuales son regulados por los citocromos P450 de
las hormonas esteroides (Ikeda et al. 1997; Parker et al.
2001; Oreal et al. 2002; Mlynarczuk y Rekawiecki 2010).

SF-1 ha sido localizado con técnicas inmunohistoquimicas e
hibridacién in situ durante el desarrollo de las gdnadas y de
la gléndula suprarrenal (fetos de ratdédn de 10.5 dias). En el
testiculo SF-1 se expresa en las células de Sertoli y Leydig
y células de la granulosa del ovario (Ikeda et al., 1994;
Schmahl et al. 2000; Jeyasuria et al. 2004).

En el ratdén, Sf-1 y Amh (hormona antimulleriana) se expresan
parcialmente en las células de Leydig durante el desarrollo
del testiculo. Se ha sugerido que Sf-1 puede regular Amh, in
vitro Sf-1 ha mostrado unidén al promotor de Amh (Shen et al.
1994). Esto sugiere que Sf-1 puede jugar varios roles en la
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diferenciacién de la gbnada. Inicialmente Sf-1 es necesario
para el mantenimiento de la bipotencialidad de la cresta
urogenital, después juega un papel en la regulacidén de Amh en
el testiculo en el desarrollo del ovario, glandulas
suprarrenales y durante la esteroidogenesis.

Jeyasuria vy col. en 2004 observaron que la falta total de Sf-
1, en los animales, viven poco tiempo después del nacimiento,
por los bajos niveles de andrdégenos y corticosteroides
suprarrenales. Este factor Sf-1 es indispensable para la
bérganogenesis e inicio de 1la sintesis de esteroides en
tejidos esteroidogénicos (Ikeda, 1996; Parker y Schimmer 2001,
2002; Lin Achermann 2008).

SEF-1 regula todos los genes involucrados en la
esteroidegénesis vy el transporte del colesterol requerido
para la esteroidogénesis. Es una proteina de 53 KDa llamada
Ad4BP (Adrenal 4 Binding Protein) o SF-1 (Steroidogenic
Factor-1) (Val et al. 2003; Zubair 2009).

WT-1

El gen del tumor Wilms-1 (WT-1) es un oncogen asociado con el
cancer del rifiébn en nifios. Este gen se expresa en la cresta
urogenital del ratén de 9 dias de machos y hembras. Los
pacientes <con el sindrome Denys-Drash tienen mutaciones
heterocigotos en WT-1 presentando anormalidades en el rifidn,
gbnadas y genitales (Sinclair 1998).

En ratones que carecen de ambas copias de Wt-1 no desarrollan
gbnadas ni glandulas suprarrenales, lo Qque sugiere que su
funcidén temprana es necesaria en la formacién de estos
brganos. WT-1 es un gen requerido en mamiferos para establecer
la gbénada bipotencial y juega un papel en el desarrollo del

testiculo (Morrish y Sinclair 2002).
11



Diferenciacién morfolégica de la gdnada

La diferenciacidén de la gbnada en ovario o testiculo es lo que
se conoce como sexo gonadal.

Las gbnadas secretan hormonas esteroides que son esenciales
para el desarrollo de los genitales internos, externos y de
los caracteres sexuales secundarios, lo que constituye el sexo
fenotipico.

La primera manifestacién de las gdnadas se aprecia en forma de
un par de eminencias longitudinales de epitelio mesodérmico
que va engrosarse para formar la cresta genital, localizada en
el 4rea ventral del mesonefros en desarrollo. Desde el punto
de vista embrioldégico la gdénada se forma por dos tipos de
células; las células somaticas de origen mesodérmico y las
células primordiales germinales (CGPs) de origen epiblasto en
aves y en algunos mamiferos (Buehr 2003; DeFalco y Capel
20009) .

La proliferacién de las células germinales y somdticas es 1lo
que lleva a la formacidén de los primordios gdbnadales, que es
idéntico en ambos sexos. De esta manera queda establecida la
gbnada morfologicamente indiferenciada, constituida por
células somaticas y CGPs.

Allegrucci y col. 2005 reportan que las CGP en la especie
humana se forman del epiblasto durante la segunda semana de
desarrollo. En la cuarta semana empiezan a emigrar del saco
vitelino a las futuras gdnadas. Estas células CGP, estédn en
los pliegues genitales a la sexta semana de desarrollo
embrionario en el humano.

Las células precursoras de las CGPs expresan fragilis, un gen
que codifica para una proteina transmembranal. Sin embargo

esta expresidn de fragilis en las células puede formar tanto
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CGPs como células somaticas. Dentro de estas células hay un
pequefio grupo de células que expresan la Stella, las cuales
estdn restringidas al destino de células germinales (Gilbert
2005) .

Las CGPs se reconoce tempranamente en la ontogénesis, entre
las células endodérmicas de la pared del saco vitelino cerca
de la alantoides, las podemos reconocer porque son mas grandes
que las células somadticas, tienen citoplasma claro, nuacleo
grande vesiculoso y redondo con nucléolos prominentes. Estas
células sexuales primitivas se identifican con mayor precisioén
por medio de técnicas histoquimicas, vya dgue contienen
enzimas especificas y sustancias quimicas, como la fosfatasa
alcalina (mamiferos), estérasas, abundante glucogeno (aves)
(Byskov 1986; Buehr 2003) y expresan el gen VASA (mamiferos
y aves) (Castrillon et al 2009; ©Nakamura et al. 2007;
Gustafson y Wessel 2010).

Las células germinales aparecen en el ratédn en el sexto dia
de desarrollo, en el pollo se pueden distinguir antes de la
gastrulacién y en el humano por el dia 22 de vida embrionaria,
en el endodermo de la alantoides: en todos los casos estas
células migran hacia el primordio de la gdbnada. Alrededor de
la cuarta semana de wvida intrauterina en los embriones
humanos, las CGP inician su migracidén desde el endodermo del
intestino y el epitelio dorsal del saco vitelino a través del
mesodermo dorsal para arribar a la quinta semana al primordio
gonadal.

El proceso migratorio se realiza por dos tipos de movimiento:
traslacién pasiva vy desplazamiento ameboideo activo. E1
primero ocurre cuando las CGP aparecen entre las células
epiteliales del saco vitelino, las cuales estdn en continuidad

con el epitelio del intestino posterior a través de la
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alantoides. Se ha observado que durante el crecimiento del
embrién, parte del epitelio del saco vitelino se incorpora al
intestino de manera que las CGP se encuentran localizadas en
el epitelio del intestino posterior. Mediante su capacidad de
movimientos ameboides las CGP abandonan este sitio, migrando
hacia las crestas urogenitales (Allegrucci et al. 2005).

In Vitro las crestas genitales de raton 10.5 dias secretan
TGF-R1 proteina capaz de atraer a las CGPs (Godin et al.,
1991), otra proteina que puede participar es SDFl (Molyneaux
et al. 2003).

En el raton la formacién de los vasos sanguineos testiculares
es por la migracién de células endoteliales mesonefricas a los
futuros testiculos. Si se bloquea la migracién de las células
mesonefricas no se desarrollan los cordones testiculares, por
lo que estas células juegan un papel critico en la formacidn
de los cordones testiculares. (DeFalco y Capel 2009)

Las gbnadas adgquieren caracteristicas morfoldégicas femeninas
o masculinas en la séptima semana, al final de la etapa
embrionaria en el humano, a los 12.5 dias en la rata, a los 42
dias en el bovino y al 7° dia en el embridén de pollo.

En las aves las CGPs se originan del ectodermo y migran a
una zona en forma de media luna de la capa endodérmica (media
luna germinal) donde se multiplican. La ruta de migracidén de
las CGP en aves y algunos reptiles primitivos como Sphenodon
punetatus, es a través de la sangre, las CPGs entran al
torrente sanguineo a través de los vasos sanguineos por
diapédesis y son transportadas hasta las crestas urogenitales
(revisado:Merchant-Larios 1978; Gilbert 2005).

Una vez incorporadas las células germinales en la gdbnada

indiferenciada inician un activo proceso de proliferacidn que
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coincide cronoldgicamente con la proliferacidén de las células
somaticas mesenquimatosas y del epitelio celdmico.

En la gbnada indiferenciada empieza un proceso de
diferenciacidén sexual, si wva a ser un ovario las células
germinales permanecen en la corteza de la gdnada, en tanto que
el paso de las células a la médula se asocia con el desarrollo
de un testiculo. La gobnada indiferenciada contiene todos los
componentes celulares necesarios para su diferenciaciédn en
testiculo o en ovario, es decir, tejido medular que formaré
los cordones medulares de los testiculos; tejido cortical
formado a partir del epitelio celdmico, que puede formar los
cordones corticales o sea el sustrato del ovario; meséngquima
que formard el resto de las gbdbnadas de ambos sexos incluyendo
la teca y el tejido intersticial, contiene también las CGP que
formaradn las ovogonias o las espermatogonias, de acuerdo con
la informacién genética.

El ovario se caracteriza por una diferenciacién de la corteza,
las células germinales residen en la superficie de la gdnada y
los cordones sexuales degeneran, el epitelio celdédmico produce
una nueva Jgeneracidédn de cordones sexuales, 1los cordones
corticales, mientras que la médula experimenta regresidén. En
la formacién del testiculo la médula aumenta de tamafio y se

diferencia, mientras gue la corteza generalmente involuciona

DIFERENCIACION Y MORFOGENESIS GONADAL
* AVES
En las aves, el complemento cromosdmico es 38 pares de
autosomas y un par de cromosomas sexuales (ZW o ZZ). La hembra
es heterogamética ZW y el macho es homogamético ZZ (Smith vy

Sinclair 2004; Smith 2010).

15



El sexo genético es determinado en la fecundacidn, el
morfoldgico puede ser distinguido alrededor de 6.5 dias de
incubacidén por la diferenciacidédn del epitelio germinativo y la
presencia de las células primordiales germinales (CGPs). En
general, la diferenciacidédn de las gdnadas es distinguible a
los 6.5 dias de incubacidn (Villalpando et al. 2000;
Bruggerman 2002). Las gbnadas ZW heterogaméticas desarrollan
una asimetria en los ovarios por la regresién del ovario
derecho, mientras los testiculos 27 homogameticos son
simétricos.

En las aves, la diferenciacién de las gobnadas no esté
estrictamente determinada por el sexo genético como en los
mamiferos, las hormonas sexuales pueden influir durante 1la
diferenciacién. El1l estradiol juega un papel importante en 1la
diferenciacién de las gdénadas en aves (Scheib 1983; Hudson et
al. 2005). Las enzimas requeridas para la produccidén de
estardiol, son la P450aromatasa \ 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa gque se expresan uUnicamente en la gdbnada
femenina en el 6 dia del desarrollo gonadal (Nakabayashi et
al. 1998). La importancia del estradiol en el desarrollo de la
gbnada femenina ha sido demostrada usando inhibidores 1la
aromatasa. La administracién de inhibidores de aromatasa
induce a la gdénada femenina a transformarse en testiculo, y la
administracién de estradiol induce un ovotestis en el macho
genético (Nakabayashi et al. 1998; Shimada 1998; Kanda et al.
2000; Barske y Capel 2010; Smith 2010).

En los embriones de pollo, las gbnadas son
esteroidegenicamente activas desde etapas tempranas. Andrews y
col. en 1997 detectaron el receptor de estradiol (cER) a los
4.5 dias de incubacidén en las gbnadas indiferenciadas y su
expresién continud después del dimorfismo sexual a los 7.5

16



dias de incubacidn, por otro lado el mRNA-ER fue detectado de
los 7 a los 10 dias en los machos (Nakabayashi et al. 1998).
El gen para aromatasa en pollo (cAROM) se expresa en ambas
gbnadas a los 5-6 dias de incubacidén, después uUnicamente en el
ovario. (Villalpando et al. 2000; Nishikimi et al. 2000;
Bruggeman et al. 2002). Esto sugiere que ambas gbénadas tienen
la capacidad de responder a estrbdgenos antes de la
diferenciacién morfoldgica, después la capacidad de sintesis
de estrbdégenos es especifica del ovario (Andrews et al. 1997;
Bruggeman et al. 2002; Smith 2010).

La activacién de la enzima aromatasa y 17B-HSD en la gdnada
femenina no es clara, pero el factor de transcripcién FOXL2 es
requerido para el desarrollo del ovario (Hudson et al. 2005).
Con técnicas de biologia molecular se han detectado los mRNA
de P450scc, 3B-HSD, P450cl7, 17BR-HSD en ambas gobénadas y en
ambos sexos desde el 5° dia de incubacidn, esto nos indica que
los mRNA de las enzimas esteroidogénicas estadn presentes desde
antes de la diferenciacién gonadal (Nomura et al. 1999;
Bruggeman et al. 2002).

Por otro lado, la expresidédn del gen aromatasa y 17R-HSD se
detecta claramente en el dia 6.5 en gbnadas femeninas

(Nakabayashi et al. 1998; Bruggeman et al. 2002).

Expresién de genes en el desarrollo gonadal en aves

En la expresiédn de genes durante el desarrollo de las gdnadas
de aves se encuentra el cSox9 (“¢” de Chicken) el cual es
autosdémico y comparte homologia estructural y funcional con
SRY (Oreal et al. 2002; Kobayashi et al. 2005). En la godnada
de embriones de pollo de 6.5-7.5 dias de incubacidén se ha

observado la expresién del gen cSox9 y se ha identificado en
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las células de Sertoli en el testiculo del embridén de pollo
(Smith y Sinclair 2001, 2004; Smith 2010).

Se han estudiado la expresidén de los genes Amh, Sox9, Wtl, Sfl
y Daxl durante la diferenciacidén gonadal de las aves. El1 mRNA
de la hormona antimulleriana de pollo cAmh se expresa antes de
la diferenciacidén sexual en ambos sexos, Yy su expresidn
precede a la cSox9 el cual es especifico para machos. E1 cSox9
y WT1 tiene una expresidén alta en ambos sexos durante el
periodo de diferenciacién gonadal. El1 Sfl y Daxl son también
expresados antes y durante la diferenciacién gonadal. Sfl
inicia la regulacioén de esteroides después de la
diferenciacién del ovario. Fig 1. La expresidén de Daxl es
similar en ambas gdénadas y no regula al testiculo durante la
diferenciacién como ocurre con el ratdn. (Smith y Sinclair
2001, 2004). El desarrollo morfoldgico de las gbdnadas en las
aves conserva un modelo de desarrollo similar al de los
mamiferos.

En las aves en el dia 3.5 (estadio 22) inicia la embriogénesis
de las gbnadas. En el dia 5.5 (estadio 28) la gbnada
bipotencial se ha formado (ambas derecha e 1zquierda) en
machos y hembras, el sexo morfoldgico se puede distinguir en
el dia 6.5 (estadio 30) vy los cordones testiculares estan
formados en el dia 7.5 (estadio 32). (Smith y Sinclair 2001;
Morrish y Sinclair 2002; Smith 2010).

En las aves es caracteristico el establecimiento de una
asimetria gonadal en las hembras con un desarrollo unilateral
del ovario y del oviducto izquierdo (Morrish y Sinclair 2002).
El desarrollo asimétrico de las gbnadas de pollo estd regulado
por el factor de transcripcidédn Pitx2, el cual se localiza en
la gbénada izquierda. E1l mecanismo de asimetria es mediado por

la via de sefializacidén RA. RA es Unicamente producido en la
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gbnada derecha, donde suprime la expresidédn de SF-1 y al
receptor alfa de estradiol. En ausencia de RA en la gbnada
izquierda cyclin Dl regula y estimula la divisidén celular.
(DeFalco y Capel 20009).

El ovario estd situado en lado izquierdo del cuerpo en el
extremo cefdlico de 1los rifiones y estd unido a la pared
somdtica por el ligamento mesovarico.

El ovario derecho crece normalmente hasta el octavo o décimo
dia, sufriendo una regresidén al dia doce de vida embrionaria,
tendiendo a convertirse en un ovario diminuto y rudimentario
al nacimiento (Teng y Teng 1979; Morrish y Sinclair 2002).

Por otro lado en el ovario izquierdo aumenta el tejido
epitelial, el estroma y los vasos sanguineos, hasta formar un
ovario con dos regiones topograficas bien definidas, 1la
corteza y 1la médula. La corteza ovarica muestra cordones
corticales constituidos por ovogonias y células
prefoliculares. En la médula se desarrollan cordones de
células secretoras de esteroides (Morrish y Sinclair 2002;
DeFalco 'y Capel 2009), asi como un sistema lacunar
caracteristico de la gdénada femenina (Gonzadlez del Pliego et
al. 1988) . Los foliculos son la wunidad funcional més
importante del ovario, estdn formados por la granulosa y la
teca que aparte de crear el microambiente del ovocito son el
principal origen de las hormonas esteroides. En las aves, la
produccidén de progesterona es la granulosa, mientras que la
secrecidén de 17R-estradiol, testosterona vy androstenediona
por las células de la teca (Marrone et al. 1985; Gémez et al.

1998) .
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Fig 1. Expresién de genes durante la diferenciaciédn gonadal
del embridén de pollo. Los circulos denotan el inicio de 1la
expresién de genes. Circulos azules, expresa los genes del
macho, circulos rosas, la expresién de genes femeninos,
circulos amarillos la expresidén de genes en ambos sexos.

(Tomado de Smith y Sirclair 2004).
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BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Los esteroides son lipidos no saponificables, poco solubles
en agua, solubles en disolventes organicos y con un nucleo
comin que es el ciclopentanoperhidrofenantreno hidrocarburo
ciclico constituido por diecisiete atomos de carbono
dispuestos en tres anillos de seis carbonos cada uno que se
designan como anillos A, B, C, y un anillo de cinco atomos de
carbono que corresponde al anillo D.

Todos los esteroides derivan de alguno de los siguientes
hidrocarburos Dbéasicos: colestano, pregnano, androstano y
estrano (Fig.2) ( Payne y Hales 2004; Hu et al. 2010).

El colestano es un hidrocarburo de 27 &tomos de carbono (C-27)
que es la estructura quimica béasica a la cual pertenece el
colesterol gque es la molécula precursora de las hormonas
esteroides (Payne y Hales 2004).

El pregnano es un hidrocarburo de 21 atomos de carbono (C-21)
caracteristico de las hormonas esteroides con actividad
progestacional, glucocorticoide, y mineralocorticoide.

El androstano es un hidrocarburo de 19 &tomos de carbono (C-
19) que es la estructura qguimica basica de las hormonas
esteroides con actividad androgénica.

El estrano es un hidrocarburo de 18 &atomos de carbono (C-18)
en la cual se incluyen los esteroides «con actividad

estrogénica (Hu et al. 2010).
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Colestano (C,)

Pregnano (Cyy) Androstano (Co) Estrano (Cyg)

Fig 2. Nuacleos basicos de los diferentes tipos de hormonas
esteroides. E1l subindice indica el nUmero de &tomos de carbono

de cada nucleo esteroide.
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BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

El colesterol es un intermediario obligado en la biosintesis
de hormonas esteroides, las células esteroidegénicas utilizan
colesterol que proviene de tres fuentes: 1) la sintesis "de
novo" a partir de acetato, 2) incorporacidén de lipoproteinas
del torrente sanguineo, 3) las gotas intracelulares de esteres
del colesterol del citoplasma (Hu et al. 2010).

La Dbiosintesis "de novo" de colesterol es a partir de
precursores que no tengan la estructura del
ciclopentanoperhidrofeantreno, es decir a partir de acetato.
En este proceso de biosintesis se requiere de por lo menos 27
enzimas localizadas en la fraccidén microsomal (Fig 3) (Payne y

Hales 2004; Liu et al. 2000).

BIOSINTESIS DE PREGNENOLONA

Una vez que el colesterol es biosintetizado en el interior de
las células esteroidogénicas, en necesario que penetre a la
membrana 1interna de las mitocondrias, donde la accidén de
liasas e hidroxilasas desdoblan y oxidan la cadena lateral
originando la pregnenolona (Payne y Hales 2004). La primera

hidroxilacién ocurre en el C-20 seguida de otra en el C-22,
formandose 20a, 22B-dihidroxicolesterol. Este ©proceso es

catalizado por la 20a y 22B hidroxilasa, enzimas gque requiere
la presencia del citocromo P450, el cual se conoce como enzima
de degradacién de la cadena lateral; P450scc o CYPIIA (Miller
2008) . También requiere de adrenodoxina vy de una
flavoproteina deshidrogenasa dependiente de NADPH.
Posteriormente se oxida el diol por un sistema enzimatico
mitocondrial conocido como 20, 22-esteroide 1liasa dque
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Fig 3. Via de sintesis de 1la pregnenolona a partir de

colesterol, ilustrando el mecanismo de ruptura de la cadena
lateral del colesterol en la mitocondria. Enzima involucrada

el citocromo P450scc.
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requiere NADPH Y 0O,, dando lugar a la ruptura de los &tomos de
C-20 y C-22, obteniendo la pregnenolona (Fig 3) (Miller 2005;
Hu et al. 2010).

La hidroxilacién en la posicidén alfa del C-20 del colesterol
es lo que se conoce como "paso limitante" es decir es un
evento indispensable para la formacién de la pregnenolona.
Este "paso limitante”™ es activado por hormonas troficas de
naturaleza peptidica: hormona luteinizante (LH) en el ovario y
el testiculo, gonadotropina coridénica (hCG) en la placenta vy
hormona adrenocorticotrépica (ACTH) en la corteza suprarrenal.
Es a este nivel donde ocurre la regulacién de la

esteroidogenesis.

BIOSINTESIS DE PROGESTERONA

La formacién de ©progesterona a partir de pregnenolona

requiere inicialmente una deshidrogenacidén, ralizada por la
enzima 3R-hidroxiesteroide deshidrogenasa A5-isomerasa (3B-

HSDH, A5 isomerasa) del grupo alcohdélico en el C-3,
formdndose la 4-pregnen-3,20 diona. Inmediatamente por un
proceso de isomerizacidén de este compuesto, que implica la
migraciédn del doble enlace 5-6 a la posicidén 4-5 se forma la
progesterona. La progesterona ocupa un lugar clave en la
biosintesis de esteroides, ya que puede ser Dbiosintetizada
como producto terminal o bien servir como precursor de
corticoesteroides, andrdgenos y estrdgenos. Esto ocurre en la
fraccidén microsomal (Fig 4) (Simard et al. 2005; Hu et al.

2010) .
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BIOSINTESIS DE ANDROGENOS

La pregnenolona vy la ©progesterona se biotransforman en
andrbégenos como la dehidroepiandrosterona y la androstenediona
por una hidroxilacién en el C-17 de la pregnenolona o de la

progesterona es el primer paso para la ruptura de la cadena
lateral, y es catalizado por la enzima 17a-hidroxi-

pregnenolona o l70~-hidroxiprogesterona respectivamente.
Posteriormente por accién de wuna 17, 20 esteroide liasa se
rompe la unidén entre los atomos C-17 y C-20, el citocromo
que realiza esta accidén P450cl7 o CYP1l7 (Payne y Hales 2004).
La accidén secuencial de estas dos enzimas de localizacién

microsomal es dependiente de NADPH y O,.

La utilizacién de la via A5 o de la via A4 como precursores
de los andrbégenos operan simultaneamente, y el predominio de
una de ellas, depende del tejido.

La ruptura de la cadena lateral da lugar a la formacidn de
androstenediona y dehidroepiandrosterona. La reduccidén del
grupo cetdénico del C-17 de la androstenediona, por accidn de
la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, transforma a este
andrbégeno de baja potencia bioldgica a testosterona que es un
andrbégeno bioldgicamente activo. Esta accidn es reversible.

La dehidroepiandrosterona por accidén de la 17B-hidroxi-
esteroide deshidrogenasa es transformada a 5-androstendiol el

cual por accidén del sistema enzimdtico 3R-hidroxiesteroide

deshidrogenasa/ A4 5-isomerasa es bioconvertido a

testosterona (Miller 2008) (Fig 4).
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Fig 4. Metabolismo de la pregnenolona para la formacién final

de estrdbgenos. Se representan los diferentes complejos
enzimaticos involucrados, los intermediarios y las vias A4 vy

A5 para la sintesis de estrdgenos en el ovario.
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BIOSINTESIS DE ESTROGENOS

Los andrdégenos se transforman en estrdgenos, por accidédn de la
aromatasa (citocromo P450aro), en este proceso, ademads de la
pérdida del &tomo de carbono 19, el anillo A neutro de 1los
andrbégenos se transforma en un anillo aromdtico o fendlico
caracteristico de los estrdgenos (Fig 4). La androstediona
puede ser directamente aromatizada a estrona o primero

convertirse a testosterona por la accién de la 17B-

hidroxiesteroide deshidrogenasa vy aromatizarse luego a
estradiol.
La 17R-hidroxilacidén de androstenediona a testosterona o de

estrona a estradiol, son reacciones reversibles y Jjuegan un
papel de regulacién en la cantidad de estrdgenos producidos
por el ovario. (Payne y Hales 2004).

Esta sintesis de esteroides tiene lugar en dos membranas; en
la interna de la mitocondria y en la del reticulo endoplésmico
(microsoma) .

En el ovario humano el colesterol es convertido a
pregnenolona en la membrana interna de la mitocondria, la
pregnenolona a progesterona en los microsomas y la 17B-
hidroxilacidén de progesterona ocurre en el citoplasma. En el
reticulo endoplasmico liso se realiza la sintesis de los
esteroides a partir de la pregnenolona que fue sintetizada
por la mitocondria, es aqul en el microsoma donde se lleva
acabo la aromatizacidén de los esteroides (Payne y Hales 2004;

Hu et al. 2010).
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TRANSPORTE DE LAS HORMONAS ESTEROIDES

Una vez sintetizadas las hormonas esteroides son liberadas a
la circulacidén sanguinea, donde se fijan a proteinas
plasmaticas. La testosterona y la dehidrotestosterona se unen
fuertemente a la globulina de transporte llamada globulina
fijadora de hormona sexual (SHBG; sex hormone binding
globulin) y con menor afinidad a la albUmina. Mientras que el
17B-estradiol, estrona, antrostenediona y progesterona se une
con gran afinidad a la albUmina para su transporte plasmético.
La SHBG se sintetiza en el higado y su sintesis se estimula
por los estrbdgenos y se inhibe por los andrdégenos (Avvakumov

et al. 2009)

RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares son factores transcripcionales que
juegan un papel importante en la regulacidén de la expresidn
génica. Actualmente se conocen 50 proteinas pertenecientes a
esta superfamilia génica y entre ellas existe una notable
similitud estructural. Después de interactuar con sus ligandos
especificos, 1los receptores nucleares se unen a regiones
especificas del genoma vy modifican la transcripcidédn de
numerosos genes. Los receptores nucleares mas estudiados han
sido de las hormonas esteroides (estrbgenos, andrdgenos,
progesterona, glucocorticoides vy mineralcorticoides). Estos
receptores, se unen con alta afinidad (Kd en el rango de
nanomoles) y especificidad a sus ligandos y forman homodimeros
para interactuar con el ADN (Cortés et al. 2005). Por otro

lado para muchos de los receptores no existe un ligando
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conocido, por lo que se les denomina “receptores huérfanos”.
Estos receptores huérfanos unen sus ligandos con mayor
afinidad (Kd en el rango de micromolar) vy presentan un
repertorio mas amplio. Estos receptores funcionan
predominantemente como heterodimeros del receptor retinoide X
(RXR), por 1lo gque también se 1les conoce como receptores
heterodimericos (RNH) (Cortés et al. 2005; Germain et al.
2000) .

Algunos receptores, como el de los glucocorticoides, en
ausencia de ligando se encuentran asociados a otras proteinas,
proteinas de choque térmico Hsp90, que lo retienen en el
citoplasma. Tras la unidén del ligando el receptor sufre un
cambio conformacional por el cual se disocia del complejo
citoplasmatico vy es transportado al nucleo. El1 complejo
hormona-receptor se une a secuencias especificas de ADN, 1los
denominados “elementos de respuesta hormonal” o HRE vy, como
consecuencia, se produciria un cambio en la velocidad de
transcripcién de los genes que contienen dichos elementos
(Zhou y Cidlowski 2005).

Los receptores nucleares tienen wuna estructura modular, vy
estadn formados por diferentes regiones que corresponden con
dominios funcionales autdénomos.

Un receptor tipico nuclear tiene un extremo N-terminal en la
regién (A/B), un dominio de unidén al ADN (DBD) o regidén C, una
regidén bisagra D, vy una regién E/F carboxiloterminal que
contiene el dominio de unidén al ligando (LBD) .Estos receptores
nucleares también contienen dos dominios de activacidn
transcripcional, un dominio de activacidén transcripcional
independiente del 1ligando (AF-1), gque se encuentra en la
regién A/B, y un dominio de activacidén transcripcional

dependiente del 1ligando (AF-2), localizado en el extremo
30



C-terminal (Fig. 5) (Zhou y Cidlowski 2005; Germain et al.
2000) .

La regién A/B es la més variable y tiene el extremo N-
terminal. El dominio de unidén a ADN, el dominio C, es el que
tiene mayor homologia y estd compuesta por 2 “dedos de Zinc”
en los que un atomo de zinc coordina tetraédricamente cuatro
cisternas. Este dominio estd formado por 2 hélices o vy, a
través de la primera, los receptores se unen con alta afinidad
al surco mayor del ADN vy conoce secuencias especificas

denominadas elementos de respuesta hormonal (HRE).

El dominio D sirve como bisagra entre DBD y LBD permitiendo la
rotacién del DBD. En muchos receptores contiene una sefial de
localizacién nuclear gque aunque no forma parte de 1la
superficie de interaccidén son necesarios para la unidén de

estos receptores.

Dominio E, el dominio de unién al ligando (LBD) es la zona de
unién al ligando, mediante la dimerizacidén de los receptores,
la unidén con proteinas de choque térmico y en algunos casos la
represibén transcripcional (Robyr et al. 2000; Germain et al.
20006) .

Los elementos de respuesta a hormonas (HRE) son sitios
especificos de unidén de alta afinidad de los receptores y se
encuentra generalmente localizada dentro de las primeras -220
a -300 pares de bases con respecto al sitio de inicio de la
transcripcién.

La secuencia de los HRE de los receptores de esteroides es un
palindromo (Pal) de secuencia AGAACA espaciada por tres

nucledtidos no conservados (Bottino y Lanari 2010).
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Algunos receptores nucleares son monoméricos, la mayoria se
une a las HRE como dimeros. Los receptores monoméricos
utilizan la extensidn carboxiterminal de DBD para aumentar
sus contactos con el ADN y estabilizar la unidén al HRE. En el
caso de los dimeros, cada mondmero reconoceria la mitad del
palindromo. La regién E contiene wuna serie de heptadas
hidrofébicas, a través de la cual interaccionan los mondémeros
de los receptores de esteroides.

El homodimero es la forma activa de los receptores de
esteroides. Sin embargo, muchos receptores se unen a los HRE
como heterodimeros. Los heterodimeros, el receptor X de
retinoides (RXR) sirven de pareja para los deméds receptores

(Germain et al. 2006; Bottino y Lanari 2010).
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y el numero de aminodcidos (Tomado Germain et al. 2006).
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MECANISMO DE ACCION DE LAS GONADOTROPINAS (FSH y LH)

Las gonadotrépinas hipofisaria; la Hormona Foliculo

Estimulante (FSH), y la Hormona Luteinizante (LH), son dimeros

compuestos por dos subunidades polipeptidicas glucosiladas (o
y  B), con  pesos moleculares de 33 000 % 28 000
respectivamente. El contenido de carbohidratos (27% en FSH) vy,
en particular el contenido de acido sialico (5% en FSH y 1.4%

en LH) son esenciales para su accidn bioldgica. La subunidad

a de la LH, FSH y la de la gonadotrdépina coridnica humana
(hCG) es comln a las hormonas glucoproteicas. En contraste, la
subunidad B de cada hormona tiene una secuencia de aminoacidos

distintiva que impone la actividad especifica que se expresa

cuando esta subunidad se asocia con la unidad a . La vida
media inicial plasmética de LH es de 30 min, mientras que la
de FSH es de 3 h (Lee et al. 2008).

Estas gonadotropinas se producen en el 1ébulo anterior de 1la
hipéfisis controlada por factores de liberacién (GnRH) que son
transportados del hipotédlamo por el sistema porta hipotaldmico-
hipofisario. La FSH y LH son secretadas por las células
baséfilas de la hipdéfisis, mientras que las células aciddédfilas
producen la prolactina.

La secrecidén hipotaldmica de la FSH y LH es regulada por medio
de la retroalimentacidén negativa de la inhibina que es libera
por los ovarios y testiculos inhibiendo asi 1la secrecidén de
estas gonadotropinas (Richards y Pangas 2010).

El ritmo de secrecidén de las gonadotropinas es pulsatil con
una frecuencia y amplitud variables en el ciclo menstrual (més
frecuentes % con mayor amplitud  hacia la ovulacién,
decreciendo en frecuencia y amplitud tras la ovulacidédn) (Cheng

y Leung 2005; Lee et al. 2008).
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El mecanismo de accidén de las gonadotropinas se realiza a
través de la unidn de la hormona con un receptor especifico en

la superficie celular.

Como todos los componentes celulares, los aceptores de
membrana estdn en constante estado de movimiento y recambio.
La sintesis da comienzo en el reticulo endopldsmico rugoso
(RER) donde las proteinas destinadas a la membrana plasmatica
se sintetizan vy son derivadas de otras proteinas, por la
presencia de su secuencia de sefial y otras determinantes

conformacionales.

Los receptores (R) inmaduros pasan al complejo de Golgi donde
sufren algun tipo de modificaciédn como glicosilacidn,

acilacién de acidos grasos, formacidén de puentes disulfuro vy
en algunos casos escindidos en subunidades. El1l R sufre 1la
fusidén de vesiculas en su trayecto desde el complejo de Golgi

a la membrana plasmética, para luego ser incorporado a la
membrana plasmatica, gquedando vya posibilitado de unirse a un
ligando y transducir sefiales bajo circunstancias fisioldbgicas

en gque se produce la estimulacidén hormonal de las células.

El tiempo de sintesis del R estard en dependencia de su
degradacidén, por tanto se mantiene un pool constante de R
(sintesis-degradacién), vy las alteraciones en la sintesis
resultan en el cambio de su nUmero y alteracidén de su funcidn
bioldégica. Lo mas comin de esta situacidén es la capacidad de
muchas hormonas peptidicas para degradar sus propios R,
iniciando una regulacidén descendente de su numero (Richards y

Pangas 2010).
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Los receptores tienen wvarias subunidades; un dominio

extracelular, transmembranal e intercelular.

Los receptores de las hormonas gonadotropinas estan
localizados en la membrana plasmatica, donde interactian con

las hormonas presentes en el liquido extracelular.

Los receptores LH y FSH estdn acoplado con un subgrupo de
proteinas reguladoras que se unen al guanosin trifosfato
(GTP), o proteina G, que activa el sistema de proteincinasa A

(Fig o).

La interaccién de las gonadotropinas con sus receptores
conduce a la activacién de estos Ultimos, por cambios
conformacionales en la estructura del receptor. La formacidn
del complejo gonadotropina-receptor determina el remplazo del
GTP unido a la subunidad alfa por guanosin difosfato, lo que
conduce a la disociacién de la subunidad alfa del complejo

beta-gama (Lee et al 2008).

Las proteinas G estdn constituidas por un heterotrimero
formado por una subunidad alfa y un complejo beta-gamma, la

subunidad alfa posee actividad de GTPasa.

La subunidad alfa libre se une a la adenilato ciclasa, que
convierte el adenosin trifosfato en AMPc, lo que activa a la

proteincinasa A.

En su forma inactiva la subunidad alfa tiene GDP (difosfato
de guanosina) unido y forma parte del trimero alfa-beta-gamma.
La unién de la hormona a su receptor promueve la interacciédn
y activacién de las proteinas G a través de la liberacidédn de
GDP y su reemplazo por una molécula de GTP (trifosfato de
guanosina), como consecuencia de este intercambio se altera la
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configuracidén de la subunidad alfa y se produce la
disociacién del complejo beta-delta libre que pueden ahora
interactuar con distintas proteinas produciendo su

activacidén o inactivacidn.

Estudios recientes han modificado la visién clésica sobre el
dimero Dbeta-delta en su funcién en el mecanismo de
transduccidén de seflales y se sabe ahora que Jjuega un papel
activo pues se han descrito efectos sobre la fosfolipasa C,
la adenilato ciclasa y los canales de potasio; ademds este
complejo contribuird a otorgar especificidad al acoplamiento

de las proteinas G a distintos receptores.

Los receptores de las hormonas glucoproteicas estan acoplados
a través de las proteinas G a la adenilato ciclasa presentes

en las membranas de las células efectoras.

La adenilato ciclasa activada cataliza la conversidén del ATP
en AMP-ciclico en el interior del citoplasma. El1 AMP-ciclico
activa las enzimas proteina quinasa de serina/treonina
denominada proteina kinasa A (PKA), a través de la unidén a

las subunidades regulatorias (sR) y liberacidén de la subunidad
catalitica (sC) estas Ultimas inician una cascada de
fosforilaciones, tanto a nivel del citoplasma donde se
traslocan wuna vez activadas. El1 incremento del AMPc es

transitorio pues se inactiva rapidamente por una

fosfodiesterasa (Vien et al 2008).
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Fig 6. Accidén de las gonadotropinas.

GnRH estimula

transcripcidén de los genes que codifican para las subunidades o

y B de LH y FSH. La glicosilacidén ocurre en la hipbdfisis vy

puede ser modificada en la circulacidén. Las gonadotropinas

interactian con sus receptores-proteina G, estimulan a la

adenilato ciclasa y en consecuencia el aumento de cAMP.
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ESTEROIDOGENESIS DURANTE EL DESARROLLO DEL OVARIO EN AVES

Durante el desarrollo embrionario del ovario de las aves, se ha
descrito la sintesis de hormonas esteroides a partir de los 7
dias de incubacidén, habiéndose identificado la produccidn de
17B-estradiol, estrona, progesterona y testosterona (Weniger vy
Zeiz 1987; Galli y Wesserman 1973; Guichard et al. 1973; Teng y
Teng 1977; Alvarez et al. 1995).

Se sabe que durante el periodo de gbnada indiferenciada, en el
embrién de pollo los futuros ovarios y testiculos sintetizan
estrégenos y andrdgenos (Woods y Erton 1978). La produccidédn de
esteroides aumenta durante el desarrollo de las gdnadas en
ambos sexos, en los ovarios hay mayor produccién de estrdgenos
que en los testiculos, esto podria ser obvio por el sexo pero
la produccibén de testosterona también es mas alta que en las
hembras hasta el dia 15 del desarrollo, después es lo contrario
en el macho hay mayor cantidad de testosterona (Guichard et al.
1977a) .

Estudios morfoldgicos e histoldgicos han demostrado que las
células responsables de la produccidén de esteroides son las
células intersticiales situadas en la médula del ovario del
embrién de pollo (Narbaitz y Adler 1966; Jordanov et al. 1978).
Estas células esteroidogenicas son claramente identificadas
durante las Ultimas semanas del desarrollo de los pollos, se
caracterizan ultraestructuralmente porque tienen en su
citoplasma mitocondrias con crestas tubulares, reticulo
endoplasmico liso, polirribosomas, abundantes gotas de lipidos
(Jordanov et al., 1978; Gonzalez del Pliego et al., 1988)
colesterol y una reaccidn positiva a 3B-HSD (Narbaitz vy

Robertis 1964, 1968).
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Las células esteroidogenicas estdn agrupadas en cordones en la
médula subcortical y adquieren gran desarrollo al aproximarse
la eclosidén, ocupando el 18% de la médula externa en los
ovarios de pollo con 24 horas de vida (Gonzalez-Moran et al.
1985) .

En etapas tempranas el desarrollo de las gdénadas en las aves
es independiente de la hipdéfisis. Esto sugiere que durante ese
tiempo las hormonas son producidas en forma autdnoma por 1la
gbnada. La adenohipbéfisis empieza a sintetizar gonadotropinas
en las aves a los 13.5 dias de incubacidén (Gilbert 1971).
Weniger % col. 1987, 1991 realizaron una serie de
experimentos para establecer cudndo la hipdéfisis inicia el
control de la secrecidén de esteroides por el ovario. En
embriones de pollo de 8 a 19 dias de incubacién,
hipofisectomizados o con una operacidén-simulada, se cuantificéd
por RIA la cantidad de 17B-estradiol liberado por el ovario al
medio. Los resultados permiten concluir que la hipdbéfisis
controla la secrecidén de 17B-estradiol en el ovario de pollos
desde los 11.5 dias de incubacidn.

Otros estudios realizados indican gque las condiciones para un
posible control antes de los 11.5 dias como son; que el ovario
responde a LH exdbgena a los 7.5 dias de incubacidén con el
aumento de testosterona y 17B-estradiol en el plasma (Cedard
et al. 1968; Teng y Teng 1977; Guichard et al. 1979; Woods et
al. 1981; Weniger y Chouraqui 1988). Ademés la LH es
detectable por inmunoreactividad en la hipdfisis anterior del
embridén de pollo a los 4 dias, y es medible en el plasma de
embriones de 10.5 dias. Por otra parte, los receptores de LH
estdn presentes en las células intersticiales del ovario de

13.5 dias de incubacidén (Woods et al. 1989).
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La temprana respuesta "in vitro" de la gdbnada a la LH, no nos
indica que ya este establecido el eje hipdéfisis-gonada, sino
hasta que es detectable LH en la circulacidédn sanguinea del
embrién por lo que el eje hipotdlamo-hipdfisis-gbdbnada funciona
independientemente hasta el dia 13.5 de incubacidén en machos y
el 14.5 en hembras (Gilbert 1971; Woods et al. 1981).

Cuando se estimula el ovario con hormona luteinizante (LH) o
con gonadotropina cridénica humana (hCG) se obtiene un
aumento de la produccién de 17B-estradiol (E2), testosterona
(T), progesterona (P4) y adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
(Cedard et al. 1968; Teng y Teng 1977; Guichard et al.
1979) .

El tamafio morfométrico de las células esteroidogénicas
también aumenta cuando se estimula con hCG, sus organelos
citoplasméticos sufren modificaciones como; incremento de las
vesiculas del reticulo endoplésmico liso, hay aumento en el
numero de mitocondrias con crestas tubulares, las gotas de
lipidos del citoplasma son abundantes, el aparato de Golgi
esta bien desarrollado y se presentan cambios evidentes en el
reticulo endoplésmico rugoso y polirribosomas (Gbénzales del
Pliego et al. 1988).

La FSH en 1las células de la granulosa de mamiferos induce

varias enzimas esteroidogénicas, 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3BR-HSD) (Richards J.S., 1990; Lee et al.
2008), citocromo P450arom (P450arom) (Erickson y Shimasaki

2001; Conley 'y Hinshelwood 2001) y 20a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (200-HSD) (Jones y Hsueh 1982), aumentando la

produccidén de progesterona, estradiol % 200~

hidroxiprogesterona respectivamente.
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En las células de la granulosa de cerdo la accidédn de la FSH
induce la produccidén de estrdgenos (aromatasa) que es mediada a
través de AMPc. Por otro lado la LH estimula la
esteroidogénesis en las células intersticiales del ovario a
través de AMPc (Zeleznik et al. 1974; Richards et al. 1990).
La hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina coridnica
humana (hCG) estimulan la secrecidn de hormonas esteroides
en el ovario del embridén de pollo, esta estimulacidén ha sido
registrada "in vivo" e "in vitro" en los ovarios de embriones
de pollo de 8 a 18 dias de incubacién (Teng et al. 1982; Wood y
Brazzil 1981).
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JUSTIFICACION

Estudios ultraestructurales y bioquimicos han demostrado que
el ovario de embriones de pollo es esteroidogénicamente activo
(Narbaitz y Adler 1966; Woods y Erton 1978), confirmando con
ello las descripciones previas de que las células del ovario
son positivas a la enzima 3B-HSD (Narbaitz y Kolodny 1964).

La biosintesis de 17R-estradiol y estrona en el ovario del
embrién de pollo ha sido demostrada desde los 7-8 dias de
incubacién (Galli y Wassermann 1973; Guichard et al. 1973;
Woods y Erton 1978,). La secrecidn in vitro de 17B-estradiol y
estrona en el ovario del pollo ha sido medida por
radioinmunoanalisis (RIA) Guichard et al. 1977a y b).

La hormona luteinizante y la gonadotropina coridénica humana
estimulan la secrecidén de hormonas esteroides en el ovario de
embriones de pollo, esta estimulacidén ha sido registrada “in
vivo” e “in vitro” en los ovarios de embriones de pollo de 8 a
18 dias de incubacién (Woods et al., 1981; Teng y Teng 1982).
El uso de gradientes de densidad ha sido utilizado con éxito
para la separacidédn de las células esteroidogénicas del ovario
del embrién de pollo (Teng y Teng 1979) y en pollos recién
nacidos (Pedernera et al. 1988). Con esta técnica es posible
separar dos poblaciones celulares que participan en la
esteroidogénesis, una constituida por células esteroidogénicas
tipicas que secretan testosterona y otra formada por células
epiteliales poco diferenciadas gque secretan estradiol.

Sin embargo, el estudio del metabolismo de las hormonas
esteroides bajo 1la influencia de gonadotropinas no ha sido

reportado. Por lo anterior en el ©presente trabajo de

investigacién se evalud la capacidad de las gonadotropinas de
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inducir cambios en las enzimas involucradas en el metabolismo

de los esteroides.

OBJETIVO GENERAL

Comprender los mecanismos de regulacién por gonadotropinas

(FSH y LH) de la via esteroidogénica en embriones de pollo.

OBJETIVO PARTICULAR

Estudiar en un cultivo primario las vias esteroidogenicas para
la sintesis de progestinas, andrbégenos y estrbégenos bajo la
influencia de la Hormona Foliculo Estimulante humana (hFSH) vy
la Gonadotropina Corionica Humana (hCG), en células ovaricas

de embriones de pollo de 18 dias.

44



MATERIAL Y METODOS

REACTIVOS:

Se utilizd medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) vy tripsina obtenidos de GIBCO; el inhibidor de
tripsina, la albumina sérica bovina (BSA), la 1l-metil-3-
isobutil xantina (MIX) vy la gonadotropina coridnica humana
(hCG), fueron adquiridas de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO).

Los siguientes esteroides: 3BR-hidroxi-5-pregnen-20-ona =

pregnenolona (P5), 3B,l17a-dihidroxi-5-pregnen-20-ona = 170~
hidroxipregnenolona (170HP5) ,4-pregnen-3,20-diona =
progesterona (P4), 1l7o-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona = 17a-
hidroxiprogesterona (170HP4) , 20a-hidroxiprogesterona
(200HP4), 4-androsten-3,17-diona = androstendiona (A4),3B-
hidroxi-5-androsten-17- ona = dehidroepiandrosterona (DHEA),
17B-hidroxi-4-androsten-3-ona = testosterona (T), 1,3,5(10)-
estratrien-3-0l-17-ona = estrona (El), 1,3,5(10)-estratrien-

3,173-diol = 17R-estradiol (E2),5a-androstan-3,17-diona = 5oa-

androstandiona (500 diona), 5R-androstan-3,17-diona = 5B-
androstandiona (5B diona) 5-pregnan-20oa-diona = 5B-pregnandiona
(53-pregnan), 5R-pregnan-3-20-diol = 5R-pregnandiol (5B-

pregdiol), se obtuvieron de Steraloids (Wilton, NH).

La cromatografia de placa fina se realizdé en cromatofolios de
aluminio de silica gel G-60 con indicador fluorescente Fjs,
(Merck, México). La purificacidén de los precursores tritiados
se efectud en cromatoplacas de vidrio de silica gel 60 sin

indicador fluorescente.

Las membranas de policarbonato con poros de 1.0 pym y 1.3 mm de

didmetro se obtuvieron de Costar (Cambridge, MA).
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Los precursores radioactivos utilizados fueron:[7 - JH(N)]-
pregnenolona con una actividad especifica de 23.5 Ci/mmol
(Ps°H), [1,2,6,7 -"H(N)] - progesterona (94.1 Ci/mmol) (P,°H),
[1,2,6,7 - SHN) ] - dehidroepiandrosterona (89.8 Ci/mmol)
(DHEA’H), [1,2,6,7- °H(N)]-andros-4-ene-3,17-diona (93 Ci/mmol)
(A4°H), [1,2,6,7 - °H(N)]- testosterona (105 Ci/mmol) (T’H),
obtenidas de Du Pont Co. NEN Researcch Products (Boston, M.A.)

ANIMALES:

Se usaron embriones de pollo de 10 y 18 dias de incubacidén de
la raza Leghorn blanca. El1 huevo fértil fue obtenido de ALPES-
IT (Tehuacan, Puebla). Los embriones fueron decapitados para

disecarles el ovario.

OBTENCION DE LAS CELULAS

Los ovarios del embridén de pollo son recibidos en una
solucién amortiguadora de fosfatos libre de Ca’" y Mg®* (PBS)
donde se les quitan las adherencias de tejido conectivo.

La disocian enzimatica del ovario se realizdé con tripsina al
0.25% diluida en la solucidén salina balanceada (PBS), a 37°C,
en un bafio con agitacién (90 ciclos/min), durante 10 min. La
accidén de esta enzima se detiene lavando dos veces las células
con inhibidor de tripsina al 0.50% disuelto en DMEN con 0.1%
de BSA y centrifugando a 800 rpm durante 10 min.

El control de la viabilidad de las células se realizd con la
prueba de exclusidén de azul de tripano, el cual mostrd un 95%
de viabilidad después de la digestidén celular (Tennant 1964).

A continuacién se incuban alicuotas de 5 x 10° células de la

suspensidén celular sobre membranas de policarbonato, en 1 ml de
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medio de incubacidén Dulbecco bajo una atmdésfera de 95% de aire
y 5% de CO, a 37°C, durante 60 h. Se estudiaron tres grupos
experimentales; uno tratado con hFSH (0.5UI/ml) ; rhFSH
(0.5UI/ml); otro con hCG (0.5 UI/ml) y un testigo.

Posteriormente se les cambia el medio y las células son
desprendidas de la membrana por accidén mecénica para ser
nuevamente incubadas alicuotas de 5 X 10° en Dulbecco con

albumina sérica bovina (BSA) al 0.1%, metil-isobutil-xantina

(MIX) al 0.1 mM en presencia de 0.1 uCi de los diferentes
precursores tritiados durante 15 min.

La incubacidén se realizdé en un Dbafio con agitacién (90
ciclos/min) a 37 °C bajo una atmdésfera de CO, al 5% Y 95% de
aire, durante 15 min.

Una vez terminado el tiempo de incubacidén, ésta se detiene con
10 ml de éter etilico frio, La extraccidédn de los esteroides de
la fase acuosa (medio de cultivo y células) a la fase orgénica
(éter) se realiza agitando con vortex por 25 seg. las fases, se
congelan las muestras a -45 °C (fase acuosa) vertiendo la fase
orgadnica en otro vial y evaporando a sequedad a 40 °C. Se
realizan un total de 3 extracciones de los esteroides con el
éter etilico, metodo descrito por Juarez-Oropeza y col 1993.

En otra serie de experimentos 1las células ovaricas fueron
incubadas durante 60 h bajo las condiciones descritas arriba,
fueron homogenizadas en un buffer de sacarosa isotdénico y la
fraccién de mitocondrias obtenido por centrifugacidn
diferencial. Las mitocondrias obtenidas fueron incubadas en 1
ml de medio de sacarosa al 0.2M, 20 mM KCI, 5 mM MgCl,, 10 mM
K,HPO4, 0.2 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI1, con albUmina libre de
acidos grasos 1 mg/ml y 10 mM de isocitrato a un pH 7.4,
durante 20 min a 37 °C (Toaff et al. 1983). Terminado el tiempo

de la incubacidn se le adicionaron 1 ml de NaOH 0.3 N. La
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pregnenolona fué extraida % cuantificada por
radioinmunoandlisis (RIA) y el resultado expresado en pg/mg de
proteina mitocondrial. La cuantificacidén de proteinas fue por
el método de Lowry et al. 1951.

La sensibilidad del RIA es de 10-100 pg, el anticuerpo
antipregnenolona utilizado posee una gran especificidad para

pregnenolona del 100%, la reaccidédn cruzada para P4, DHEA, A4,

T, E2 y El es <0.03%

SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS

Se utilizaron placas de aluminio con silica Gel de 20 X 20 cm
para analizar las muestras. La cromatografia se realizo
sembrando los estandares de los esteroides auténticos como
acarreadores y para referencia (aprox 10 upg) y las muestras

problema en las placas de aluminio, las cuales se desarrollaron
utilizando el sistema de solventes diclorometano:acetato de

etilo 8:2 v/v.

Los esteroides usados como acarreadores y referencias
(estandares auténticos) fueron: progesterona, 170 -hidroxi-

progesterona, 20a -hidroxiprogesterona, androsterona, estrona,

androstenediona, dehidroepiandrosterona, testosterona, 17R-

estradiol, bSa-androstandiona, b5B-androstandiona, 5B -pregnan-
diona, y 5B-pregnandiol.

Después de desarrollar 1la cromatografia, los estandares se
revelaron con luz ultravioleta y con &cido sulfurico al 10% y
calentando a 120 °C.

De acuerdo con la localizacidédn del area cromatografica de las

muestras problema se divididé en zonas que corresponden a cada
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estandar auténtico, se cortaron y depositaron en viales a 1los
que se les agregd 5 ml de liquido de centelleo para ser leidos
posteriormente en el contador de centelleo liquido (Beckman LS
6000) .

Una vez obtenida la lectura de las cuentas por minuto (cpm), se
calculé el porcentaje de transformacién de los metabolitos
identificados. El porcentaje de recuperacioéon de la

radioactividad fué en promedio de 90%.

RECRISTALIZACION

Para corroborar la identificacién de los principales
metabolitos obtenidos se recristalizaron las muestras de la
siguiente manera.

En tubos de vidrio previamente pesados, se les agregd de 15 a
30 mg del estidndar correspondiente al metabolito que se
pretendia verificar; se disolvidé cada esteroide con etanol
calentando vy agitando en vbrtex, la muestra problema se
resuspendidé en etanol y se tomo una alicuota que contuviera
aproximadamente 100 000 cpm, que se les adiciono a los
estadndares frios, se dio vértex y agregamos agua helada.
Guardamos las muestras en refrigeracién 24h para facilitar 1la
cristalizacidén de los esteroides. Posteriormente los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 20 min para separar el medio
liquido (aguas madres) de los cristales.

A las aguas madres se les midié el volumen y se cuantificéd la
cantidad de radioactividad. Los cristales se secaron en una
estufa a 80°C durante 24h, se pesaron para calcular la
recuperacidén y se disuelven nuevamente en etanol, se tomaron

alicuotas para medir la radioactividad. Las recristalizaciones
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se repitieron 4 veces para cada uno de los estandares (Tabla

8) .

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se evaluaron estadisticamente con el andlisis
de wvarianza ANOVA vy la prueba de Duncan. La significancia

estadistica fue establecida con una P < 0.05 en la prueba.
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RESULTADOS

METABOLISMO DE PREGNENOLONA

Las células del ovario izquierdo de embriones de pollo de 18
dias, al ser incubadas en presencia de pregnenolona tritiada

como sustrato durante 15 min, ©produjeron en diferentes
porcentajes los siguientes metabolitos: 170~

hidroxipregnenolona (170HPS), l70-hidroxiprogesterona
(170HP4) , progesterona (P4), androstendiona (A4) N 5k-
pregnandiona (5B-preqg) (Cuadro 1).

El metabolito encontrado en mayor proporcién es A4, este fue
incrementado con la hormona foliculo estimulante (FSH) ,
obteniendo los siguientes porcentajes de transformacidén: basal
3.4%, hFSH 14.1%, rhFSH 17.4% y hCG 3.01%, la acumulacidén de
este metabolito fue significativamente mayor (P < 0.05), en
los grupos estimulados con FSH.

La Dbiotransformaciédn a progesterona se mantiene con un
porcentaje promedio de transformacién de 3.1% en los grupos
estudiados y no presentan cambios significativos entre ellos.
De los esteroides reducidos a partir de pregnenolona en el
ovario de pollo de 18 dias, encontramos 5B-pregnandiona usando
el sistema de diclorometano: acetato de etilo. El porcentaje
de transformacidén de los grupos analizados fue: basal 3.0%,
hFSH 11.6%, hFSHr 6.7% y hCG 1.5% presentando diferencias
significativas en los grupos tratados con FSH (Cuadro 1).

Los otros metabolitos, que también son detectados a partir de
P5 son: 170HPS5 y 170HP4 con un porcentaje promedio de 13.2% y
3.2% de transformacién respectivamente, y no presentan cambios

significativos (Cuadro 1).
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Cuadro 1

Efecto de las gonadotropinas sobre el metabolismo de
pregnenolona en las células de ovario de embriones de
pollo de 18 dias, mantenidas en cultivo primario durante 60 h.

SUSTRATO/ Porcentaje de transformacidén de los grupos tratados
metabolitos Basal hFSH hFSHr hCG
PREGNENOLONA

P4 4.2+2.8° 3.5+2.5° 4.2+3.8° 0.5+0.6°
170HP4 3.3+3.9° 3.8+2.6° 3.0%3.4° 2.6+2.9°
A4 3.4+1.2° 14.147.0° 17.447.3° 3.01+1.4°2
170HPS 16.3+3.5° 10.946.1° 10.0+£5.1° 15.4+41.7°
5R-preg 3.0+1.5° 11.6+3.7° 6.7+1.1° 1.5+0.7°
Reman. 53.748.5 37.815.1 43.619.6 64.11£2.6

Los valores indican el porcentaje de transformacidén (media =+
DE) de una n=2 y por triplicado.

La comparacién estadistica se realizd entre columnas para un
mismo metabolito.

Los grupos con distintos superindices difieren significa-
tivamente (P < 0.05).
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METABOLISMO DE PROGESTERONA

Cuando usamos progesterona tritiada como sustrato durante 15
min de incubacidén las células del ovario izquierdo del embridn

de pollo de 18 dias produjeron los siguientes metabolitos:

l70~-hidroxiprogesterona, androstendiona, 5B-pregnandiona y un
metabolito no identificado con Rf = 0.32 en nuestro sistema de
solventes diclorometano: acetato de etilo 8:2 v/v.

La biotransformaciédn hacia A4 se mantiene constante en los
grupos estudiados y no presentan cambios con el tratamiento de
las gonadotropinas con respecto al basal (Cuadro 2).

El mayor ©porcentaje de transformaciédn al incubar con
progesterona el ovario de 18 dias, fue la 5B-pregnandiona un
esteroide reducido, con los siguientes porcentajes de
biotransformacién: basal 47.8%, hFSH 53.5%, hFSHr 48.1% y hCG
42.8%; la acumulacidén de este metabolito se mantiene en los
grupos estudiados, no presentando diferencias entre los grupos
tratados y el basal (Cuadro 2).

Otro metabolito, que también es detectado a partir de 1la
incubacién con P4, es l170-hidroxiprogesterona, con un
porcentaje promedio de 4.4% en los grupos estudiados.

El metabolito no identificado (Ni) tuvo un porcentaje de trans-
formacién promedio de 16.9% y un Rf = 0.32 en nuestro sistema

de solventes (Cuadro 2).

METABOLISMO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA
En otra serie de experimentos en la que utilizamos DHEA
tritiada como sustrato en embriones de 18 dias, bajo 1las
mismas condiciones descritas basal y estimuladas con hFSH vy
hCG, observamos que el porcentaje de biotransformacién hacia

A, es incrementado tanto con la hFSH como con la hFSHr
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Cuadro 2

Efecto de 1las gonadotropinas sobre el metabolismo de
progesterona en las células de ovario de embriones de
pollo de 18 dias, mantenidas en cultivo primario durante 60 h.

SUSTRATO/ Porcentaje de transformacidén de los grupos tratados
metabolitos Basal hFSH hFSHr hCG
PROGESTERONA

170HP4 4.8%2.3° 4.440.8° 4.5+0.7° 4.2+1.2°
A4 3.3%40.6° 3.7+0.9° 4.3+1.2° 4.2+0.7°
5B3-preg 47.8+4.5° 53.5+4.2° 48.1+6.9° 42 .8+5.4°
Ni(Rf 0.32) 17.8+5.9° 12.745.2° 15.5+5.9° 21.6%8.1°
Reman. 12.144.5 13.648.3 6.6+5.1 16.1+£10.6

Los valores indican el porcentaje de transformacidén (media =+
DE) de una n=4 por duplicado

Ni: no identificado

La comparacidén estadistica se realizd entre columnas para un
mismo metabolito.

Los grupos con distintos superindices difieren significa-
tivamente (P < 0.05).
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Mostrando los siguientes porcentaje de transformacidén: Dbasal
7.4%, hFSH 16.5%, hFSHr 17.9% y hCG 9.4% (Tabla 3 y Fig. 9).

La estrona, también es detectada a partir de DHEA y el mayor
porcentaje lo tenemos en los grupos tratados con FSH, con los

siguientes porcentajes de conversioén: basal 1.9%, hFSH

o\°

10.1%,hFSHr 10.9 %, hCG 2.8%.
La biotransformacién a 5B-androstendiona es similar en 1los
grupos estudiados (5.4%) no presentando cambios significativos

entre ellos (Cuadro 3).

METABOLISMO DE ANDROSTENEDIONA

Las células del ovario izquierdo de embriones de pollo de 18
dias, al ser incubadas en presencia de androstenediona tritiada
como sustrato durante 15 min, produjeron en diferentes
porcentajes los siguientes metabolitos; estrona (Eq1),
5R-androstendiona (58-diona), testosterona (T) y tres
metabolitos no identificados (Cuadro 4).

La biotransformacién a estrona es incrementada por la
hormona foliculo estimulante, obteniendo los siguientes
porcentajes de transformacidn; grupo basal 7.8%, hFSH 18.9%,
hFSHr 21.0% y hCG 11.8% presentando cambios significativos

P <0.05 los grupos tratados con FSH con relacién a los otros
grupos.

El mayor porcentaje de transformacidén del ovario de 18 dias, a
partir de A4 lo encontramos en el esteroide reducido,
5B-androstendiona, con los siguientes porcentajes de
biotransformacidén; basal 17.1%, hFSH 15.6%, hFSHr 20.6%, hCG
21.5% no presenta diferencias significativas entre los grupos

tratados y basales (Cuadro 4).
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Cuadro 3

Efecto de 1las gonadotropinas sobre el metabolismo de
dehidroepiandrosterona en las células de ovario de

embriones de pollo de 18 dias, mantenidas en cultivo
primario durante 60 h.

SUSTRATO/ Porcentaje de transformacidén de los grupos tratados
metabolitos Basal hFSH hFSHr hCG
DEHIDROEPI-

ANDROSTERONA

A4 7.4+3.8° 16.5+3.6" 17.9+5.7° 9.445,2%
El 1.9+1.6° 10.147.5" 10.948.0° 2.8%2.2°
5B-diona 3.2+1.8¢° 7.5+3.9° 7.0+£3.1° 3.141.3%
Reman. 63.3+14.7 40.0+13.1 48.1+15.7 67.2+12.9

Los valores indican el porcentaje de transformacidén (media =
DE) de una n=6 duplicado.

Los grupos con distintos superindices difieren significa-
tivamente (P < 0.05).

La comparacidén estadistica se realizd entre columnas para un
mismo metabolito
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Otro metabolito, que también es detectado a partir de A4 es
testosterona con una Dbiotransformacién de 4.2% en los
diferentes grupos estudiados.

Tres metabolitos no identificados son producidos a partir de Ay,
con una transformacién promedio; de 14.7% y un Re¢ = 0.35 del
primero (Nil), 11.5% y un Re = 0.03 para el segundo (Ni2) vy
4.3% de transformacidédn, con un Rf =0.16 en el tercero (Ni3) en
nuestro sistema de solventes. Estos metabolitos tienen un
porcentaje de transformacidén similar en todos los grupos
estudiados y no presentan cambios significativos (Cuadr 4).

En otra serie de experimentos las células de los testiculos,
las del ovario izquierdo y del ovario derecho de embriones de
pollo de 10 dias de incubacidén, al ser incubadas en presencia
de androstenediona tritiada como sustrato durante 15 min, en
condiciones basales y estimuladas con hFSH, produjeron en
diferentes porcentajes 1los siguientes metabolitos; estrona
(E1), b5P-androstendiona (5f-diona), testosterona (T) vy tres
metabolitos no identificados (Cuadro 5).

La transformacién a estrona en los ovarios derecho e
izquierdo es incrementada por la hormona foliculo estimulante,
obteniendo los siguientes porcentajes de transformacidn; grupo
basal 10.0%, hFSH 15%, en ambos ovarios, presentando cambios
significativos (P< 0.05) 1los grupos tratados con FSH, en
cambio en el testiculo la produccién de estrdgenos es baja,
0.5% de transformacidén (Cuadro 5).

La biotransformacidén a 5f-androstandiona en el ovario izquierdo
es de 25.9%, en el ovario derecho 16.8% y en el testiculo 34.1%
en promedio, no presentando cambios significativos en las

condiciones estudiadas (Cuadro 5).
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Cuadro 4

Efecto de las gonadotropinas sobre el metabolismo de
androstenediona en las células del ovario de embriones de pollo
de 18 dias, mantenidas en cultivo primario durante 60 hr.

SUSTRATO/ Porcentaje de transformacidén de los grupos tratados
metabolitos Basal hFSH hFSHr hCG
ANDROSTENE-
DIONA
El 7.8+2.3° 18.9+5.5" 21.0+5.6° 11.8+3.3%
T 7.2+6.1° 2.8+1.9° 3.0%2.2° 3.7+2.6°
5R-diona 17.147.4° 15.6%+7.7° 20.6+8.1° 21.5+5.87
Nil (Rf0.35) 19.949.7° 13.3+3.5° 9.9+4.3° 15.6+8.8°
Ni2 (Rf0.16) 3.9+1.0° 4.6%2.9° 5.0+6.6° 3.7+0.7¢
Ni3 (Rf0.03) 10.8+2.6° 14.0+5.1° 11.4+45.9° 9.8+1.87
Reman. 15.0+1.8 14.34£3.2 15.941.6 16.5£2.3
Los valores indican el porcentaje de transformacidén (media =

DE) de una n=5 por duplicado
Ni: no identificado
La comparacidén estadistica se realizd entre columnas para un
mismo metabolito

Los grupos

tivamente

con distintos
(P < 0.05).

superindices

difieren

significa-
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Otro metabolito, que también es detectado en los ovarios de
embriones de 10 dias a partir de A, es la testosterona con una
biotransformacién de 0.7%; en los testiculos el porcentaje de
trasformacidén es de 2.95%.

A partir de Ay, tres metabolitos no identificados son
producidos, con una transformacidén promedio de 9.3% y un R¢=
0.35 para el primer metabolito, 4.75% y un Re= 0.03 del segundo
metabolito, 3.7% y un Rf=0.03 en el tercero en nuestro sistema
de solventes. Estos metabolitos tienen un porcentaje de
transformacién similar en todos 1los grupos estudiados y no

presentan cambios significativos (Cuadro 5).

METABOLISMO DE TESTOSTERONA

En otra serie de experimentos en la que también utilizamos
embriones de 18 dias de incubacidén y testosterona tritiada como
sustrato en las mismas condiciones descritas basal y estimulada
con hFSH y LH, observamos que el porcentaje de transformacidn a
A4 no se modifica con estas gonadotropinas: basal 5.9%, hFSH
8.3%, hFSHr 8.2%, LH 7.7% (Cuadro 6)

La biotransformaciédn a 5B-androstendiona es similar en los
grupos tratados; este metabolito reducido tiene un promedio de
transformacidén de 3.3% durante los 15 min de incubacidn.

La transformacidén a estrona no es incrementada por las
gonadotropinas, teniendo los siguientes porcentajes de
transformacién: grupo basal 0.9%, hFSH 3.1%, h FSHr 2.3%, hCG
1.4% (Cuadro o).
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Cuadro 5

Efecto de 1las gonadotropinas sobre el metabolismo de
androstenediona en las células de ovario vy testiculo de
embriones de pollo de 10 dias, mantenidas en cultivo primario
durante 60 h.

Porcentaje de transformacidén de los grupos tratados

Ovario izq ovario der testiculo
Basal hFSH Basal hFSH Basal hFSH
SUSTRATO/
metabolitos
ANDROSTENE-
DIONA
El 10.0%2.2° 15.0+0.9" 10.2+2.6° 15.242.2° 0.540.1* 0.540.2

58-diona 24.149.3%® 27.8+12.7* 16.9+6.9* 16.8+7.1% 33.1%4" 35.144°

T 0.7+0.62 0.7+0.82 0.740.9*  0.8+0.7* 2.6+1.2® 3.3%2°
Ni(0.35) 17.8+%5.1% 6.9+2.1° 5.1+£3.1%>  7.5%1.8° ND ND
Ni(0.16) 4.5+0.8° 4.4+1.3° 1.840.9%°  3.9%1.6° ND ND
Ni(0.03) 5.3%3.0° 5.6+3.8° 2.0+1.5*  6.1%3.7° ND ND
Reman . 16.0+2.3 18.143.7 35.049.9  28.4+7.9 49.448.5 47.3+14

Los valores indican el porcentaje de transformacidén (media =
DE) de una n=6 por duplicado

ND: no detectado y Ni: no identificado

La comparacidén estadistica se realizd entre columnas para un
mismo metabolito

Los grupos con distintos superindices difieren significa-
tivamente (P < 0.05).
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Cuadro 6

Efecto de las gonadotropinas sobre el metabolismo de
testosterona en las células de ovario de embriones de
pollo de 18 dias, mantenidas en cultivo primario durante 60
hr.

SUSTRATO/ Porcentaje de transformacidén de los grupos tratados
metabolitos Basal hFSH hFSHr hCG
TESTOSTERONA

A4 5.9+1.5° 8.3+2.3° 8.2+2.5° 7.7+2.
E1l 0.940.6° 3.1+1.6° 2.3+0.8° 1.4+1.0°
5B-diona 2.4+0.8° 3.9+1.8° 3.2+1.0° 3.6+0.9°
Nil (Rf0.35) 2.6+1.1° 5.3+2.4° 4.0+1.9° 2.3+2.2¢
Reman. 72.9+2.5 66.5%£6.3 67.44£5.2 71.5+4.2

Los valores indican el porcentaje de transformacidén (media =+
DE) de una n=4 por duplicado

La comparacién estadistica se realizdé entre columnas para un
mismo metabolito

Los grupos con distintos superindices difieren significa-
tivamente (P < 0.05).
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SINTESIS DE PREGNENOLONA

Para la sintesis de pregnenolona las células del ovario
izquierdo de embriones de pollo de 18 dias, fueron incubadas
con hFSH (0.5UI/ml) y hCG (0.5UI/ml) durante 60 h, después de
las cuales fueron homogenizadas en un buffer de sacarosa y la
fraccidén mitocondrial obtenida por centrifugacidén diferencial.
Las mitocondrias obtenidas fueron incubadas en un medio de
sacarosa con albumina libre de acidos grasos, durante 20 min a
37°C. La pregnenolona fue extraida y —cuantificada por
radioinmunodnalisis (RIA) y el resultado expresado en pg/mg de
proteina mitocondrial.

La sintesis de pregnenolona de las mitocondrias de las células
del ovario de pollo de 18 dias de incubacién, fue incrementada
significativamente por ambas gonadotropinas hFSH y hCG (Cuadro

7).

Cuadro 7

Efecto del tratamiento de FSH y hCG en la sintesis de
pregnenolona en las mitocondrias de las células ovaricas de
embriones de pollo de 18 dias

Sintesis de esteroides pg/mg de proteina

Basal FSH hCG

Pregnenolone 0.257+ 0.055° 0.583+0.018" 0.803+0.309"°

Los valores indican la media + DE de una n=3 por duplicado en
cada grupo. Los grupos con distintos superindices difieren
significativamente (P < 0.05).
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En una serie de experimento las células del ovario izquierdo de
embriones de pollo de 18 dias fueron incubadas con esteroides
tritiados para la corroboracidén de la identificacién de los
principales metabolitos. Esta identificacién fue ©por la
actividad especifica de 1los cristales después de repetidas
cristalizaciones de el metabolito radicactivo y el esténdar

autentico (Cuadro 8).

Cuadro 8

Actividad especifica obtenida en los cristales del esténdar
auténtico formados en presencia del metabolito tritiado en
alicuotas de extracto de células del ovario del pollo.

Recristalizaciones sucesivas

(cpm/mg)
Cl C2 C3 C4
Androstenediona 1621.1 1618.4 1480.5 1540.4
Estrona 269.8 102.0 90.9 90.6
17R-estradiol 445.5 299.6 117.8 69.4
5B-androstendione 927.8 930.2 927.9 924.0
5B-pregnandiona 1741.0 1515.9 1107.1 1011.0

C, cristales; solvente utilizado etanol: agua 1:1 (v/v)
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DISCUSION

La accidén Dbioldégica de ILH Y FSH en el tejido gonadal es
mediado por los receptores FSH (FSHR) vy LH (LHR). La
secuenciacidén de cDNA de los receptores FSHR y LHR de pollo
han sido estudiados por varios grupos cientificos elucidando:
(i) el papel de las gonadotropinas en la diferenciacidn
gonadal, (ii) el establecimiento del eje hipotdlamo-hipofisis-
gonada (HPG) en el embrién de pollos. Akasome et al. 2002
demostro la extresion RNAm gonadal del los receptores FSHR y
LHR en embriones de ambos sexos de 4 dias de incubacién. La
cantidad de RNAm de los receptores fue mayor en los embriones
femeninos que en los machos al 6 dia de incubacibén, cuando la
diferenciacidén sexual ha sido iniciada.

En el presente trabajo estudiamos el metabolismo de las
hormonas esteroides en condiciones basales y con
gonadotropinas (FSH y LH) en 1las células del ovario del
embrién de pollo de 10 y 18 dias. Al sembrar Las células en
una membrana de policarbonato en alta densidad, estas células
se organizan en multiples capas como un o6rgano en cultivo
(Veldzquez et al. 1997).

Transcurrido el tiempo de incubacién fueron nuevamente
incubadas en presencia de los diferentes precursores tritiados
usados como sustrato durante 15 min. La transformacién de los
metabolitos producidos fue 1la evidencia indirecta de las

actividades enzimdticas.

Sintesis de pregnenolona

En la biosintesis de hormonas esteroides 1intervienen tres

miembros de la superfamilia de enzimas llamados citocromos
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P450 (CYPs). El primer paso de la esteroidogénesis es la
conversién del <colesterol a pregnenolona esta reaccidn es
catalizada por el citocromo P450scc, 1la transformacidén de
progestagenos a andrdgenos la realiza el citocromo P450cl7 vy
la biosintesis de estrdgenos a partir de andrbdgenos es
catalizada por el citocromo P450arom. (Payne y Hales 2004; Hu
et al 2010).

El primer paso en la sintesis de esteroides es la conversiodn
de pregnenolona a partir del colesterol, el colesterol es
transportado a la membrana interna de la mitocondria donde la
accién del liasas e hidroxilasas desdoblan y oxidan la cadena
lateral (citocromo P450scc) originando la pregnenolona (Liu y
Papadopoulos 2006; Hu et al. 2010).

En nuestro laboratorio realizamos estudios de la sintesis de
pregnenolona en las mitocondrias de las células ovaricas de
embriones de pollo de 18 dias en condiciones basales y con
FSH/hCG. Las mitocondrias fueron obtenidas por homogenizacién
del ovario en Dbuffer de sacarosa vy por centrifugacidén
diferencial. La pregnenolona fue medida con
radioinmunoanalisis (RIA). Encontramos que la sintesis de
pregnenolona aumenta significativamente con FSH y hCG.

En este modelo in vitro las gonadotropinas hFSH y hCG modulan
la actividad del citocromo P450scc.

Nuestros datos coinciden con estudios similares hechos en
células de la granulosa de foliculos de 6-8 mm del ovario de
gallina en el que FSH y hCG incrementa la actividad del
citocromo P450scc (Li y Johnson 1993a). Asi como lo reportado
en células de mamiferos en donde estudian el efecto de la FSH
en las células de la granulosa de ovario de cerdo y rata,
observando el aumento de la actividad de P450scc (Veldhuis vy

Rogers, 1987; Trzeciak et al. 1986).
65



El citocromo P450scc ha sido inmunolocalizado en el foliculo y
en el cuerpo luteo de varias especies; en los humanos (Sasano
et al. 1989), en ovinos (Rodgers et al. 1988) vy en las
células intersticiales del ovario de ratas inmaduras (Le
Goascogne et al. 1995). Estudios con microscopia electrdnica e
inmunocitoquimica lo han detectado a nivel subcelular este
citocromo P450scc, en la cresta interna de las mitocondrias de
las células de la teca interna del foliculo en el ovario, en
el cuerpo lGteo y la zona fascicular de la corteza adrenal de
la rata (Ishimura y Fujita 1997; Pelletier et al. 2001).

La hCG y la gonadotropina coridénica equina (eCG) incrementan
la expresién de P450scc en el ovario de ratas cuando se
administra in vivo (Doody et al. 2001).

Los estudios de inmunocitoquimica y la presencia de RNAm del
citocromo P450scc, nos indican que la enzima esta presente en
los tejidos, pero no dice, si la enzima esta activa, por 1lo
que la actividad de 1la enzima la detectamos al hacer el
estudio de la sintesis de pregnenolona en las mitocondrias de
las células ovaricas del embridén de pollo de 18 dias, nuestros
datos demuestran la sintesis de pregnenolona (Cuadro 7) por

las células ovaricas y su incremento con FSH y hCG.

Metabolismo de pregnenolona y progesterona

La hidroxilacidédn de pregnenolona y la progesterona en la
posicidén 17a y el corte del carbono C17,20 son catalizadas por
la l17o-hidroxilasa/17,20 1liasa (citocromo P450cl7) gque son
transformadas a dehidroepiandrosterona 'y androstenediona

respectivamente (Miller 2005).
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Después de incubar las células del ovario de pollo con
pregnenolona tritiada para el estudio del citocromo P450cl7 in
vitro observamos que hFSH y rhFSH estimulan la produccién de
androstenediona (Cuadro 1). Li y Johnson 1993b estudiaron
mRNA del citocromo P450cl7 en las células de la granulosa de
los foliculos del ovario de gallina, y observaron que decrece
con la maduracién del foliculo y cuando es estimulada con

rhFSH aumenta el mRNA y la produccién de androstenediona.

Este citocromo ha sido inmunolocalizado en los foliculos del
ovario de gallina en las células de la teca interna y cuerpo
lateo (Nitta et al., 1991). Y en rata en el reticulo
endoplédsmico de las células de la teca interna del ovario en
la rata (Pelletier et al. 2001).

Por otra parte al incubar con progesterona el mayor porcentaje
de transformacidén es un compuesto reducido 5B-pregnan-3-20
diona, la enzima implicada es la 5B-reductasa gque no es
modulada por las gonadotropinas (Cuadro 2). En 1989 Imataka vy
col. reporta la Dbiotransformacidén de P4 a 5B-pregnan-3-20
diona como el principal metabolito producido y con el mayor
porcentaje de transformacidén (20% ovario y 13% testiculo) en
embriones de pollo de 15 dias, coincidiendo con nuestros
resultados en la que la 5BR-pregnan-3-20 diona (47%) es el
principal metabolito producido a partir de progesterona en el
ovario de embridén de pollo de 18 dias y no aumenta con la FSH
ni con la hCG lo que nos indica que no es regulada por las
gonadotropinas (Cuadro 2).

Wiebe y col. 1990 también reporta la transformacién de 5B-

reductasa en las células de la granulosa de gallinas a partir
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de progesterona. Esta enzima convierte la progesterona

bioldgicamente activa en menos activa.

Metabolismo de dehidroepiandrosterona

Esta enzima cataliza la conversidén de los esteroides de la via

A5 a la via A4, es decir pregnenoclona y dehidroepiandrosteron
son transformadas en progesterona y androstenediona
respectivamente (Simard et al. 2005; Hu et al 2010).

En este estudio evaluamos el metabolismo de pregnenolona en
las células del ovario de pollo encontrando, que la mayor
transformacién es a androstenediona y esta aumenta

significativamente con hFSH (Cuadro 1). Ademéds estas células

metabolizan tanto pregnenolona como progesterona en 170-

hidroxipregnenolona y androstenediona lo que nos indica que

tiene activa la via A5 asi como la via A4 como reporta

Nakamura en 1974 en gallinas adultas, pero hay una preferencia

por la via A4 en los embriones de pollo.

Por otro lado la actividad de la enzima 3R-HSD fue
incrementada en las células del ovario del embridén de pollo
cultivadas durante 60 h en presencia de hFSH y rhFSH con la
produccidn de androstenediona a partir de
dehidroepiandrosterona (Cuadro 3).

Las células esteroidogénicas del ovario del embrién de pollo
han sido estudiadas ultraestructuralmente y por inmunohisto-
quimica, demostrando una actividad positiva a 3B-HSD (Scheib y
Haffen 1967).

Estudios hechos en gallina también han demostrado el efecto de

FSH en las células de la granulosa (McElroy et al. 2004;
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Robinson et al. 1988; Tilly et al. 1991a) vy en células
granulosas del ovario de mamifero (Zeleznik et al. 1974).

Esta enzima ha sido inmunolocalizada en el ovario humano y los
niveles dependen del estado de desarrollo del foliculo. En los
foliculos pequefios la 3B-HSD ha sido inmunolocalizada en la
teca interna, mientras que los foliculos mas grandes se detcto
en las células de la granulosa y en la teca interna (Sasano
1990) .

El tratamiento con hCG incrementa la actividad de la 3B-HSD y
los niveles de mRNA en las células de rata (Martel et al.
1990a) pero la FSH no tiene influencia (Martel et al. 1990Db).

Nuestros resultados no concuerdan con su efecto de hCG.

Metabolismo de androstenediona y testosterona

La androstenediona vy testosterona es transformada por el
citocromo P450arom en estrona % 17R-estradiol
respectivamente. El1 ovario de 18 dias de pollo metaboliza
androstenediona en estrona y 5BR-androstenediona, la estrona
es la metabolito que se encontrd en mayor porcentaje, este
paso esta catalizado por la aromatasa la cual aumenta
significativamente con hFSH y hFSHr (Cuadro 4).

En otra serie de experimentos en la que utilizamos ovarios y
testiculos de embriones de 10 dias para el estudio de 1la
aromatasa, tenemos que el % de transformacidédn a estrona a
partir de androstenediona, aumento significativamente tanto en
el ovario derecho como en el izquierdo con hFSH (Cuadro 5).
Estos datos nos muestran a la vez que el ovario derecho del
embrién de pollo de 10 dias estd activo, la regresidédn de dicha

gbnada es en el dia 12 de vida embrionaria, tendiendo a
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convertirse en un ovario diminuto y rudimentario (Teng y Teng
1979) .

En el testiculo del embrién de pollo de 10 dias hay
transformacién de estrona (0.5%) a partir de androstenediona,
lo que nos demuestra que la actividad aromatasa es muy baja en
el testiculo embrionario. Por otra parte es de destacar que la
FSH no estimula la aromatasa en el testiculo del embridédn de
pollo de 10 dias (Cuadro 5).

Estudios previos han demostrado que androstenediona es el
mejor sustrato para el estudio de la aromatasa que
testosterona en el ovario del embrién de pollo (Alvarez-
Ferndndez et al. 1995).

Otros experimentos realizados con el ovario del embridén de
pollo in vivo e 1in vitro con FSH, han demostrado que la FSH
aumento significativamente la secrecidén de 17R-estradiol (Teng
y Teng 1982; Veldzquez et al., 1997).

Pedernera y col en 1988 demostrd que las células somaticas de
los cordones medulares del ovario del embridén de pollo poseen
la actividad del citocromo P450arom con la secrecidn de 17p-
estradiol.

El citocromo P450arom en la mujer ha sido inmunolocalizada en
células de la granulosa y células lUteas (Sasano et al. 1989),

esta tincidén es mayor en los foliculos més maduros.

58-reductasa

La actividad de 5B-reductasa fue localizada en los testiculos,
el ovario izquierdo de 10 dias y los ovarios de 18 dias de los
embriones de pollo con la producidén de 5S5B-androstenediona en
cantidades significativas (30%), esta enzima no es modulada

por las gonadotropinas (Cuadro 4 y 5).
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La actividad de 5pf-reductasa fue confirmada por la acumulacidn
de 5@-pregnandiona cuando progesterona fue usado como sustrato
(Cuadro 2).

Esta actividad enzimatica ha sido reportada también en el
ovario adulto de gallina (Marrone et al. 1985) vy en las

gbnadas de pollo (Imataka et al. 1988a).

178-HSD

La 17R-HSD es la enzima responsable de la interconversidén de
androstenediona a testosterona y de estrona a estradiol, la
presencia de la enzima ha sido demostrada en varias especies y
tejidos pero la mayor actividad esta en el ovario vy
testiculo.

En nuestra investigacién al incubar las células del ovario y
testiculo de 10 dias vy el ovario de 18 dias con
androstenediona y ver su transformacidén a testosterona
observamos que las gonadotropinas no modifican la actividad de
a 1l7B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Cuadro 4 y 5). Pero al
estudiar la conversidén de testosterona a androstenediona
observamos que el porcentaje de transformacidén en este sentido

es un poco mayor que el de androstenediona a testosterona.
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CONCLUSIONES

La sintesis de pregnenolona aumenta significativamente con la

estimulacidén de hFSH y hCG (citocromo P450scc).

La actividad del citocromo P450Cl7 vy de 1la enzima 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa no son modulada por 1las

gonadotropinas (hFSH y hCG).

La enzima 3B-HSD es modulada por hFSH, hFSHr con la produccién

de androstenediona a partir de dehidroepiandrosterona.

La actividad del citocromo P450arom estd presente en
las células de los ovarios de pollo de 10 y 18 dias, cultivados
en un medio definido durante 60 horas y es estimulado por la

hFSH bajo las condiciones descritas.

La actividad de la enzima 5BR-reductasa no es regulada por las
gonadotropinas en cultivos de células de ovario de pollo de

10 y 18 dias.

Entre las respuestas a FSH ultrapurificada (hFSH) y la FSH
recombinante (hFSHr) no se observaron diferencias, indicando
que ambas presentaciones estdn constituidas por la misma

isoforma o que la respuesta a la FSH no depende de la

presencia de distintas isoformas.

En los embriones de 10 dias, el ovario derecho es

esteroidogénicamente activo en la produccidén de estrona y 5B-

androstenediona.
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En el testiculo de embriones de 10 dias sbélo se observa la
produccidén de 5S5R-androstandiona que sugiere la presencia de la

5R-reductasa vy no tiene actividad de P450aro.
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