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RESUMEN. 

Con el prop6si to de observar si en el ovurio fetal d~ 
bovino enisten poblaciones celulares con distintas Ct:ipaci
dades esteroidogénicas, se estudió la hiotransformaci6n de 
precursores marcados en corteza y médula ováricas. 

Se utilizaron fetos de bovina de 47 a 75 días de gesta
ción (4-1(J cm de long. C-R>. Los ovarios fueron disecados, 
separando cuidadosamente ·corteza y médula, para disgregar 
las células de ambas regiones con tripsina. Las suspensiones 
celul.Jrcs obtenidas, se incubaron i-dsladc.U11ente en meUio 
Dulbecco-albÚmina con testosterona C1,2,6,7-3 HJ en tres con-· 
centraciones dif-;rentes o pre~nenolona C?-'3HJ. Los eslero~
des fueron extra1dos y de~pur~s separado..;; por cromatograf1a 
en placa fina y en columna. 

. . Al uti 1 izar testos~erona com9 pre~ursor, el. pr~ducto 
pr1 nc1 pal fue t 7a-estrad1 ol , cuya s1 ntes1 s se cons1 dero como 
lndice de actividad de la aromatasa. Con base en los rp~ul
tados obtenidos, tanto la corteza como la médula ovar1cas 
son capaces de ~romatizar testosterona a estradiol y no hay 
diferencias significativas entre ambas regiones, tomando los 
datos en conjunto. Asimismo se observó una mayor actividad 
de 1 a aroma tasa tanto en corteza como en médula de ovarios 
de embriones de 4 a 5 cm de long. C-R, la cunl fue decayendo 
en ovarios de embr i enes de 6 a 7 cm de 1 ong. C-R en 
adelante. 

Cuando se empleo pregnenolona [7-3 HJ como sustrato, se 
establec.iÓ la relación P4 + /J. 4 / DHEA como Índice? de la acti-
vid~rl del complejo en::imático t.e-4

1 3·e-OHEDH, que fue; mi','y'ür 
en médula con respecto a corteza de los avari1Js estudiados. 
Esto fue confirmado por histaqufmica, c:on lé-\ cu~l ~E lc.icali
zÓ la actividad de dicho complejo enzi111átiC•J en la rnédulc.1 
subcortical. 

Además, los resultac!os del pr~sente trabajo demuestr t111 

qlle el ovcJrio fetal de bovino es esteroidogénicarnente activa 
desde etapas temprana~ del desarrollo. 
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INTRODUCCION. 

La reproducción, que en el caso de los vertebrados es 

sexual , es un proceso fundamental para todos 1 os seres 

vivos, ya que gracias a ella las especies put?den 

perpetuarse. Además, la reproducción se>:ual favorece la 

recombinación genética, que a su vez permite una mayor 

capacidad adaptativa de los organismos que la presenlan, 

ante los cambios del medió. 

Ahora bien, para qLte la reproducción sexual pueda 

llevarse a cabo, se requiere en primer término de la 

di ferenci aci ~n de 
, 

celulas germinales especializadas, 

distintas de la celulas somáticas y qun se denominan gametos 

<Óvulos en 1 a hembra y espermatozoides en el macho). Al 

unirse un Óvulo con un e 1~pet •nat1noide (fi-?cundac:iÓn>, se 

iníci a la formaci Ón de un organismo, quedando determirH\dO 

desde este momento, el se>:o genético del mismo, que se 

e>:presará fenot{ pi e: amente en etapas posteriores del 

desarrollo, en las que juegan t.tn papel crucial las hormoné\s 

senuales. 

Tanto la ·formación de gametos conro la secreción dr::< 

hormonas son fLtnci enes f Lmd.;:unental es de 1 as gl~ndulas 

se>tuales o gónadas que, en su etHpa fetal, serán los i;;rganos 

que utilizaremos para realíz,::w este trabajo, cuyo objetivo 

principal es el estudio de la esteroidog~nesis '. ovar1 ca 

fetal. 
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Origen y formaciJn de las gónadas. 

Tanto las gónadas femeninas <ovarios> como las 

masculinas (testículos> se originan de una n1anera similar, a 

partir de un primordio indiferenciado, ql.te se observa en sus 

inicios como Ltn engrosamiento del área ventral c:rane~l del 

mesonefros. 

Desde el punto de vist"'- embriolÓgico, la gÓnada 

_indiferenciada se forma por dos tipos de célL1las: las 

c6lulas som~ticas y las c~lulas germinales primordiales. 

En 1 o referente al or{ gen de las cél Lll as somáticas, 

sobre todo en mi.tm{ fer os~ m: i ste aun controversia. Algunos 

autores como Zamboni , ~· , trabajando con oveja, 

Upadhyay, ~- con conejo y Wartenberg e>:aminando 

embriones humanos y de conejo (en Merchant·-Larios, 1984), 

concJuyen que la mayor-í'a de las c~ll1las somáticas. se derivan 

del mesonef ros. Byskov, A. G. ( 1986> comparte esta po~i ci Ón, 

pero considera también que 1 as cél ul e.is del epitelio cel Ómi co 

pueden contribuir, aunque en menor grado, a la formación de 

la gónada. Por otra parte, Merchant-Larios (1984>, sostiene 

que el "blastema gonadal 11 se forme:\ por la condensación del 

mesénquima y por c~lulas del epitelio cel~mico. 

Las c~lulas germinales primordiales <CGP>, e11 el 

desarrollo temprano de muchos mam{feros, han sido 

identificadas en sitios e>:tragonadales, como lr.\ port:iÓn 

caudal de 1 a 1 {nea pr i mi ti va, el mesodermo del alantoides y 

el endodermo del saco vitelino, desde donde i ni ci ~n su 

recorrido husta 4ue se incor·poran al primordio gnnac.Jal. Este 



- 4 -

proceso migratorio se realiza por una combinación de 

movi mi en tos ameboi deos y transporte pasivo, f avor.eci do por 

los movimientos morfogenéticos de los tejidos embrionarios. 

Una vez que las CGP han alcanzado el brote gonadal, 

entran en una etapa de intensa proliferaci6n, que coincide 

cronol Ógicamente con 1 a proliferación de las células 

mesenquimatosas y del epitelio celÓmico, originándose as{ el 

llamado 1'blastema gonadal 11
, que 

ventral del mesonefros. 

se si t~a en Ja . ' reg1on 

El blastema gonadal tiende a organizarse en dos tipos 

de tejidos: 1) el tejido que contiene las CGP, rodeadas par 

células somáticas precursoras de 1 as cét ul as de Sertol i o de 

la Granulosa y 2) el tejido estrom~tico que dará origen al 

tejido conectivo, a los vasos sangu{neos y al tejido 

intersticial esteroidogénico, el cual estará representado 

por las c~lulas de Leydig o por las c~lulas de la Teca 

Interna y la Glándula Intersticial n:ofman-Alfaro, S., 1982; 

Merchant-Larios, H. 1 1984). 

Diferenciaci~n sexual de las gÓnadas. 

En el caso de que se forme un testículo, el proceso de 

diferenciaci¿n principia en etapas muy tempranas del 

desarrollo, cuando el tejido epitelial interno, que contiene 

a 1 as CGP se separa del epitelio cel Ómi ca y se organiza en 

forma de cordones en la región medular de 1 a gónada. 

Al misma tiempo, se inicia una "invasión" de tejido 

mesen qui matoso y ~1ran can ti Uad de vasos sangu{neos, 
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provenientes de la región del mesonefros, entre los cordones 

y las l~minas epiteliales. Esto hac:e, primero, que la g6nada 

crezca mas ra'pido como un todo y segundo, · acentÜa la 

separación entre el epitelio medular y el epitelio celÓmico, 

al formarse la t~nica albug{nea. 

Además, las primeras conexiones establecidas entre la 

y¿nada y los túbulos mesonéfricos se ven fortalecidas 

eventualmente para fot mar la rete testis. 

En lo que se refiere a la diferenciación ovárica, la 

separación del epitelio interno con respecto del epitelio 

celÓmico, se inicia mas tardíamente que en el testículo y'-el 

crec.imiento de la gÓnada en general, se lleva a cabo con más-

1 en ti tud. 

Por otra parte, en el ovario~ a diferencia del 

test{cula! el val~men ~s incrementado por la proliferación 

de las CGP y del epitelio cel~mico, m~s que por la invasi~n 

de tejido conectivo y vasos sangu{neos. 

Hás tarde, de manera an~loga al testículo, el tejido 

epitelial se organiza en forma de cordones, pero estos 

mantienen su continuidad con el epitelio superficial. 

Además, las c~lulas germinales entran rápidamente en la 

profase de la primera división mei6tica. 

La siguiente etapa en la morfogénesis ovárica es la 

formación de fol{culos, que se inicia con la "fragmentaciÓn 11 

de los cordones epiteliales, de manera que cada ovocito va 

quedando rodeado por una capa de c~lulas epitcliü.lcas, 

sostenidas por una !~mina basal, para' originar los folÍculos 
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primarios. La fase -final de la foliculoge:'nesis tiene lugar 

al formarse las tecas en torno a 1 a 1 ámi n.~ basal 

(Merchant-Larios, H. 1978). 

Hasta ahora se han descrito los cambios morfol Ógi cos 

m~s sobresalientes en la diferenciaci6n ganada!, sin 

embargo, estos cambios de alguna manera est~n relacionados 

con la adquisicicin de capacidudes esteroidogé'nicas propias 

de las gÓnndas y que juegan una papel esencial en la 

diferenciaci6n y maduración de las c~lulas senuales, el 

desarrolla del aparato reproductor y el establecimiento de 

los caracteres se>:uales secundarios. 

HORMONAS OVARICAS. 

Nomenclatura y Qufmica de los Esteroides. 

La estructura común de todas 1 as hormonas esteroi des es 

la del ciclopentanoperhidrofenantreno, que tiene 17 

carbonos, formando 4 ani 11 os que se designan de 1 a A a 1 a D 

(fig. 1). Pueden agregarse carbonos adicionales en las 

posiciones 10 y 13 o como una cadena lateral unida al 

carbono 17 CC17l. 

Tanto lrts horJ11af1iói~ e=leroidec.1s, como sus precursores y 

meta.bol i tos di f i ert?n en el n6mero y tipo de grupos 

sustituibles, en el n~1mero y locali:zaciÓn de '1as dobles 

ligaduras y en l<J canfigurüc:ián estereoquíinica. E>:iste una 

nomenclatura prec.1. sa pura designar estas fÓrmul as qu{ mi nas. 

Los carbonos asim~Lricos (sombreados 1-m la 1nol1~cula de 21 

carbonos en la fig. 1> permiten el estereoisomerisrno. Los 



(OH) 

Núcleo del 
ciclo peniano 

parhidrolenanJreno 

c21 

1 
c20 

Numeración de Jos Ólomos de 
carbono. Los carbonos 

aslmetrlcos astan sombreados 

Figurea f. Características estructurales de las honnonas estero ideas. 
la estructura común a todas las honnonas esteroideas es la 
del cii:lopentanoperhidrofenantreno, constituido por 17 car 
bonos, que fonnan 4 anillos designados de la A a la D. Los 
carbonos asimétricos (sombreados en la molécula de 21 car 
bonos penniten el estereoisomerismo. (Tomada de: Granner,-
0.K., 1986). 
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grupos metilo angul .. res (C19 y ClB> en las posiciones 10 y 

13, se proyectan hacia el frente del sistema de ar1_illos ,Y~ se 

utilizan como punto de referencia. 

Cuando los sustituyentes estan por encima del plano, se 

dice que estan orientados en beta <a> y se indican con un 

trazo continuo. Por el contrario, si los sustituyentes se 

proyectan por debajo del plano, se denominan orientados en 

alfa (a) y se representan con un trazo discontinuo o I{neas 

punteadas (fig. 2a). 

El átomo de hidr-Ógeno unido al C5 puede estar orientado 

en a o a .. En el primer caso, los anillos se fusionan en una 

conformación ~' mientras que una orientación beta 

origina una conformación cis. En todas las hormonas 

e~teroideas naturales que contienen un hidrógeno en el C5, 

este se orienta en posición a .. <Fig. 2b). 

La posición de los dobles enlaces se designa mediante 

el número del carbono que los antecede (ej. ó.º y 6:4 ) • 

Las hormonas esteroideas son nombradas de acuerdo al 

contenido de metilos angulares: a) estrano, 18 carbonos, b) 

androstano, 19 carbonos y e) con dos grupos angulare~ y una 

cadena lateral de dos carbonos unida al Cl 7 pregnano, 21 

carbonoi;:;. (Stryer, L., 1981; Graner, D.~~., 1986). <Fig. 3). 

Bios{ntesis de los Esteraides Ov~ricos. 

El ovario es capaz de sintetizar gran número de 

t=-sleroi des, almque las hormonas secretadas son 

principalmente estrÓgenos y progesterona. 



HO 
{ 

El grupo hidroxilo 
está por encima (~) 

3 P·Hldroxl 

5 a;-Hidrógeno 
(uno fuslon tronsl 

(D.) 

(b) 

H~-
E1 grupo hidroxilo 

estó por debajo (a;) 

3a:·Hldroxl 

5 J3·Hldrógeno 
(una fuslon cls) 

Figura 2. Estereoisomeria de los carbonos 3 y 5 en el ciclopentanoperhidrB_ 
fenantreno. 
a) Cuando el sustituyente, en este caso el grupo hidroxilo, se 
encuentra por encima del plano, se denomina orientado en a y se 
indica con un trazo continuo. Si por el contrario, se encuentra 
por debajo del plano, se dice que está orientado en a y se ex
presa con un trazo discontinuo. 
b) Cuando el sustituyente (hidrógeno en posición 5), se encuen
tra orientado en a, los anillos A y B se fusionan en una canfor 
mación trana, mientras que si está orientado en a origina una -
conformación cis. (Tomada de: Granner, D .K., 1986). 



17fl-Estradlol 

Grupo eslrano (C 18) 

Testosterona 

Grupo ondrostano (C 19) 

Progeslerono 

Grupo pregnono (C21l 

Figura 3. Nomenclatura de las honnonas esteroideas. Estas son nombradas 
por el contenido de metilos angulares. Con un metilo, estrano 
(18 carbonos); con dos, androstano (19 carbonos) y, con dos me 
tilos angulares y una cadena lateral de dos carbonos unida aT 
carbono 17, Pregnano (21 carbonos). (Tomada de:Granner, D.K., 
1986). 
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La bios{ntesis de esteroides en e1 ovario, se inicia a 

partir de colesterol proveniente de la sangre o sintetizado 

directamente del acetato v{a mevalonato. 

Las hormonas esteroideas tienen como máximo 21 

carbonos, mi entras qL1e el col esterol ti ene 27, por 1 o que la 

primera etapa en la síntesis de estas hormonas es la 

eliminación de la cadena lateral del colesterol para formar 

pregnenolona. Esto ocurre por una hidroxilaciÓn primero en 

el C20 y otra después en el C22, con la consecuente ruptura 

del enlace entre el C20 y el C22 por acción de la colesterol 

desmolasa. Las tres reacciones utilizan NADPH y 0 2 , siendo 

este Último activado por el complejo enzimático citocromo 

P-450 <P-450.cc>. (Fig. 4). 

llna vez transformado el col esterol en pregnenol ona 

(PS), la biosíntesis ovárica puede proseguir por dos v{as: 

1 a v{ a de 1 os h.º, a partir di rectamente de pregnenol ona o la 

v{a de losó'"', a partir de progesterona <P4). LH. l1Jtima se 

forma por de·3hi drogenaciÓn del yrupo hidrowi lo en 1 a 

posición 3B de J ,:i, P5 que es seguida por uri cc.rrimie--11to del 

dobla enlace haciM el c~rbono 4. Esld reacción es mediada 

por la 311 -hidro>:iestet""Dide deshidrogenasa y la h.e-41 • Jso· 

mt?raea ( ti.~-'"'-3B-OHSD> cuyas ~cti vi dade~ tienen una asoc:i c.\

ción funcional muy estrecha. 

Enseguido:i, l.-rnlo la pregnunolona como la progesterona 

son hi drox i 1 ad as en el Cl 7 por mt?di aci 1$n de 1 ü 17 a -

hi drc.>: i 1 asa Y de~pués se esci rtde 1 a Ci\dena 1 ateral (C20 y 

C?J)' µ...-oducit· los andrÓcJ1?nC1'i CCJ•)} 



~ ? 
(AMPc) 

+ e-e-e-e 
11 \ 

P·450 sa: o e 
HO 

Colesterol Pregneno lona + lsocoprooldehldo 

Figura 4. Separación de la cadena lateral del colesterol. El primer paso en la vía esteroidogénica es la 
ruptura de la cadena lateral del colesterol (27 carbonos), eliminando un fragmento de 6 carbo
nos o i soca proa 1 deh í do, para formar pregnenol ona ( 21 carbonos). Esto se efectúa por una serie 
de hidroxilaciones en el C20 y el C22, con la subsecuente escición del enlace entre estos dos 
carbonos por acción de la colesterol desmolasa. Dichas reacciones requieren NADPH y o,. el cual 
es activado por el citocromo P-450. (Tomada de:Granner, D.K., 1gs6). 
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. . 
d!!hi rlroepi androsteron<l <DHEAl .y an.dF".'~stenédi ona 

r 1J~pectiv.3.me11te. Cuando s1'.! sigue la vía d,~ los A t:t o di: lñ 

DllEA, esl·a s•~ puede transformar en androstenedi 1Jni:l u n::<Juclr 

para formar androstenediol, que a su vez ce convertirá en 

testosterona <T>. Si se sigue la vla de los 

androstenediona se transformar.4 dir·ectamente en testosterona 

por la acción de la enzima 17 e -hidro>tiesteroide des-

hidrogenasa (17a-OHSOl. <Fig. 5l. 

La L'lltima etapi\ en lH. esteroidogénesis ovárica, es la 

sfnti~sis de eslrÓ91~no'3 (estrena y eslradiol >, a partir de 

andrógenos (androstenedi ona y testosterona> , por 1 a p~rdi ita 

del grupo metilo C19 y la forrnaci6n de un anillo A 

arom~ti cu. Todo el proc:e•;o c:ompr12ndu tres hi rlro~: i 1 oc i ont!S 1 

cada una de las cualps requiere 02 y NADPll y se lleva a cabo 

por mediaci~n del compleja aromatasa, que se cree incluye 

t°"mbi~n una O>:idasa P-450 de función mixta. Si el sustrato 

para el sistema enzimático aromatasa es la ~•1HJ1"osl:enPdionM, 

se formará estrena, mientras que el estradiol resultara' rle 

la aromatízaci~n de la testostC?rona (fíg. 6). 

Todo este proceso, desóe la formación de pregnenolona 

hasta la síntesis de ' estrogenuc se lleva a cabo 

fundamentalmente en las mitocondrias y en el retículo 

endoplÚsmica lisa <REL). Es as{ como el colesterol libre es 

transportado al interior de 1 as mi tocondri as en donde se 

efecb.Ía la separación de la cadena lateral del colestert>l 

con la consecuente for111aci'5n de pregnenolona, la cual pasa 

al REL en donde es transformada en progesterona y sus 
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Figura 5. lntennediarios de la vía de los 64 y de los tJ. 5 en la sín
tesis de las honnonas gonadales. La vía de la izquierda 
se designa como vía de los a 5 o de la dehidroepiandroste
rona y la vía de la derecha se denomina vía de los !J. 4 o 
de la progesterona.(Tomada de:Granner, O.K., 1986) 



Co1uterol__..Pr1onenolono -11<r·Hidro1lpr1onenolono -01hldro1plondros1erona 
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Figura 6. 

Estrtol 

Sfntec;is de estrógenos. Es la última etapa en la esteroidogénesis 
ovfrica y se real iza a partir de andrógenos (Androstenediona y tes 
tosterona), por la pérdida del metilo 19 y la fonnación de un ani:' 
lle aromático. Este proceso es mediado por el complejo enzimático 
aromatasa. (Tomada de:Granner, O.K., 1986). 
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.etabolitos. (Brodie, A.M.H., 1983; · Granner, D.K., 19861. 

<Fig. 71. 

TIPOS CELULARES INVOLUCRADOS EN LA ESTEROIDOGENESIS OVARICA. 

TEDRIA BICELULAR. 

Hasta ahora se ha analizado como se lleva a cabo la 

slntesis de esteroides ováricos y los crganelos de las 

células esteroidogénicas involucrados en estos procesos 

bioqu(micos. 

Sin embargo, es fundamental para tener una comprensión 

•as integral de la función ovárica saber que relaci~n 

guardan lcG distintos componentes morfolÓgicos de la gónada 

con la producción hormonal y como se va dando esta relación 

a lo largo del ciclo ovárico. 

Es as{ como el interés por estudiar cuc{I es son 1 as 

células oviricas que intervienen en la slntesis esteroidea 

surge desde hace ya varios años. Por ejemplo, en 1959, 

Falck, 8. realizó una serie de e>:perimentos aislando células 

de la granulosa, cuerpo lúteo, in.tersticiales y teca 

interna, las cuales transplantó individualmente o en 

ctmbin~ciÓn unas con otra~, en la cámara anterior del ojo de 

ratas ovariectomizadas. En un sitio adyacente a esto~ 

transplantes, col oc¿ otros de epitelio vaginal, para que 

sirvieran como indicadores de la secreción de estrÓgenos de 

las. células ovárica!,. En cst11s c~:pPriment11s no se 1letecl ¿1 

producción de t?Strt.'•geno~ por los di·=tti11tos tip1Js n?lul~·ires 

cuandu se tran5i1lanlc1rofl aisladamente, en c:etmbio sí se 
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observó secreción de estas hormonas al efectuar transplantes 

de diferentes tipos celulares combinados, por ejemplo, 

c~lulas de la granulosa can células lúteas e intersticiales 

con c~lulas de la teca interna. En base a esto Falck 

con el uyÓ que la producci Ón de estrógenos en el ovario, 

depende de la acción conjunta de dos sistemas cellllares. 

En 1962 Short 1 R.V., al r.:t1antific:ar los esteroides 

presentes en el t{quido folicular y el cuerpo lÚteo del 

ovario de la yegua, planteó una doble teoria celular, al 

concluir que las c&lulas de la teca interna san responsables 

de la producción de estrd'genos, mientras que las células de 

la granulosa luteinizadas el abaran principalmente 

progesterona. 

Posteriormente en 1966, Ryan, K.J. y Petro, z., 
realizaron e>tperimentos "in vitra 11

, cultivando por separado 

c~lulas de la teca y de la granulo~a de fol{culos ováricos 

humanos, tanto can pregnenol ona-7-="1-1 como con progesterona 

encontrando coma principales metabol i tcis: 

progesterona, 17-hi dro>c i progesterona y estrena en los 

cultivos de la granulosa y, progesterona, 17-

hidroniprogesterona, androstenediona y estrddiol en los 

cultivos de las celulas tecales. Tan1bien obser-varon que la 

transformación de pregnenol ona a progesterona era mucho 

mayor (60/.} en las células de la granulosa que en las 

células dP la teca (2 .. 5'l.l. Y ri.l calcular la relación ::sM/ 1 4C 

para cada metabalito, los resultados !.lugirieron que la v{a 
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e!~6':3teroidogénica preferente e~ l~s célúfas tecales era la de 

11 .ces fJ'tJ, 

Por otra parte Bjersi ng, L. ( 1967> al trabajar c:on 

ct=&álulas de la granulosa, aisladas de fol{culos inmaduros de 

P••oorcino, observó que estas células sol o ten{ an 1 a capaci di.\d 

dt91!9 trans-F ormar pregnenolona en progesterona y 20a 

h:111d idro>:iprogesterona~ Pero si eran i nc:ubadas en presencia de 

a.1.-.1V1drostenediona y testosterona, hab{a producci Ón de 

et~s.alrÓgenos, lo cual indicaba que contaban con las en:zimas 

n••e9cesarias para aromatizar andrógenos a estrÓgenos. 

En este trabajo, el autor también sugiere que en el 

f• :<XJI{culo '. ovar1ca, andrógenos precursores como la 

a•.anndrostenediona, son elaborados por las células de la teca 

i1 nnterna y transferidos, a través de la membrana basal del 

fl DCJl{culo, a las células de la granulosa para que estas 

r•-e-galicen 1 a transformación a testosterona; mientras que la 

a•~r -omatizac: i ~n a estrÓgenos (principal mente 17 a -estradi ol > 

P••w-1ede ser efectuada por ambos ti pos celulares. 

Sin embargo en 1976, Erickson, F.E. y Ryan, J.K., al 

r• ·e-ealizar estudios para medir la secrecibn de testosterona 

poioor la teca y la granulosa de folículos ov~ricos de coneja 

a•..adt:Julta en estro, encontraron que al cultivarlas por separado 

co o-on Ul/FSH Bu2cAMP, las c~lulas de la teca produclan 

r• -~!ipectivamentl? 60 y 10 veces mas testosterona que 1 as de la 

gsqr-anulosa., sugiriendo que la teca es la principal fuente de 

te .e-estosterona en el fol {culo preovulatorio de coneja. De modn 

s:-i uilar, Fortune, J.E. et al (1977> al incubar i'\iSlAdarnF1nte 
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células de la teca y de la granulosa d8 folículos de 1·ata en 

proestro, en presencia o ausencia de LH y/o FSH, observaron 

que las primeras secretan andrbgenos en ausencia de 

gonadotropi na e>1Ógena y que la producci Ón de estos aumenta 

de 9 a 17 veces mas al ad mi ni strar LH; mi ent.r~s que en 1 as 

células de 1 a granulosa no se detectó formaci Ón de 

andrógenos en ninglm caso. Esto los llevó a proponer que "in 

vivo 11 la teca, bajo la influencia de LH, podría ser la 

fuente principal de andrógenos aromati~ables para la 

sCntesis de estradiol en el fol{culo. 

Otros autores como Oorrington, H.J. et al (1975), 

detectaron en células de la granulosa de follculos de ratas 

inmaduras e hipofisectomi:zadas, producci6n de 17B-Estradiol, 

al incubar en presencia de testosterona y FSH, planteando 

que probablemente las células de la teca, bajo la influencia 

de LH secreten andrógenos, los cual es son transportados a 

las cé.lulas de la granulosa para su aromatización bajo la 

influencia de FSH. 

También resultan interesantes los e>:perimentos 

dise~ados por Makris, A. y Ryan, K.J. (1975), con el objeto 

de estudiar las capacidades esteroidogénicas del ovario de 

hámstcr cm proestrri, p;~ra lo cual. cultivaron células de la 

leca y de la .granulosa aisladamente o en conjunto, midiendo 

por radioinmunoanálisis la producción de progesterona, 

androstenediona, testosterona, estrena y estradiol en cada 

caso. En base a 1 D!:> resul tildas obteni cJo~, l 05 autores 

reportan que 11 in vitre", tanto las c~lulas cJe la teca como 
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las de la granulosa, secretan grandes cantidades de 

progesterona 1 mientras que la acumulación de andrógenos es 

mayor en el medio de cultivo correspondiente a las células 

tecales. Además, observan un efecto 
. , . 

s1nerg1 co entre la's 

células de la granulosa y de la teca, al cultivarlas en 

conjunto, que tiene como consecuencia la má>:ima síntesis de 
, 

estrogenos. 

Posteriormente en 1984 1 Takahashi 1 H. ~J_. 1 

trabajaron con ovarios de ratas inmaduras, tratadas con 

gonadotropina s~ríca de yeguas preñadas <PMSG>, con el 

objeto de observar la producción endógena de progesterona, 

andrógenos y estrPgenos en c~lulas de la teca y de la 

granulosa incubadas por separado y en conjunto, así como la 

pared folicular intacta. De esta manera demostraron que en 

esta Óltima hab{a una mayor acumulación de estrÓgenos y 

andrbgenos en comparación con las dem~s, infiriendo que esto 

puede deberse a la e>:i stenci a de efectos dependientes de 1 a 

estructura, capaces de aumentar la acumul aci 6n de andrógenos 

en 1 a pared folicular, lo cual aportar{ a más sustratos para 

la aromatización a estrÓgenos. 

Experimentos mas rE?cientes, realizados por Liu, Y.X y 

Hsueh, A.J.M. ( 1986) con fol{culos 
, . 

ovar1cos de ratat> 

inmaduras sensibilizadas con PMSG, los llevaron a concluir 

que las interacciones sinérgicas entre las células de la 

granulosa y la teca son importantes para lograr el m~>:imo 

efecto biosintético de estr6genos en el OVLU-io y sugirieron 

adem~s que 1 a progesterona producida por 1 as c~l ul as de 1 tt 
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que ser~n 'después aro'~.nati z'ados'' a;:·e:~-t~~g~n~s· por 1 as 
I _,. 

cel ul as 

de la granulosa. 

Es as{ como mÚl ti PI es i nVest'i gadores han hecho 

importantes aportaciones en torno a la teor{a bicelular para 

la slntesis de estrÓgenos, que ahora es 'ampliamente a·ceptada 

y que plantea una acción conjunta entre las dos poblaciones 

cel"ulares del fol{culo ovárico· y 1 as hormonas hipo-

fisiarias, para que se lleve a cabo la s{ntesis de estró-

gen os. 

Esteroidog~nesis fetal. 

la función endÓcrina del test{culo fetal ha sido 

ampliamente estudiada, debido al papel preponderante que 

esta juega en la determinación de las caracter-{stici\s 

fenot{picas masculinas durante el desarrollo embrionario. 

De este modo ha quedado establecido que el tostfculo 

fetal el abara sustancias que ~on fund."Jmental es en el 

desarrollo del fenotipo masculino: 1) la hormona anti-

m"úl lerinana (AMH>, que es producida por las células de 

Sertoli, no se ha podido purificar totalment8 y es 

responsable de la . ' regres1on de los conductos de MÜller 

CJosso, N. tl_~l·, 1977) y 2> ltl testosterona, que induce la 

virilización de los conductos de Wolff y nirve como 

precursor para 1 a f ormaci Ón de di hi drotestosterona, el 

esteroide intracelL1lar respnns~ble de la masculinizaci6n del 
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seno urogenital y los genitales e>1ternos <Goldstein, J.L •. et 

ª1.·' 1975). 

En el caso de los mamíferos, se ha detectado producción 

de testosterona en el momento de la diferenciación sexual en 

testículos fetales de diversas especies, entre Jos que se 

incluyen: humano <Bloch, E., 1964> <Reyes, F. I. !ll..._._&., 

1973), rata (Noumura, T. et al., 1966), armadillo, perro 

<Bloch, E., 19671 conejillo de indias <Bloch, E., 19671 

CSholl, S. !:!Ll.!_., 1978) y cerdos <Raeside, J. l., 1985>. 

Son de particular interes los estudios de Jost (1953>, 

el cual, al trabajar con fetos castrados del se>:o femenino y 

masculino, observó que los primeros presentaban un 

desarrollo normal, mientras que en los Últimos había una 

regresión de los conductos de Wolff, con la consecuente 

persistencia de los conductos de MÜller y la aparici6n de 

estructuras genitales femeninas. En base a los resultados 

obtenidos, Jost concluye que la función endÓcrina del ovario 

fetal no es esencial para el establecimiento de las 

características fenotípicas femeninas. 

Por otra parte, al trabajar con ovarios fetales 

humanos, Bl och, E. <1964) reporta que estos son 

relativamente inactivos en lo que se refiere al metabolismo 

de la progesterona y Reyes, F. I. et al. (19731 prácticamente 

no detectaron estradiol o en los casos en que lo hicieron, 

fue solo en cantidades m{nimas. 

Sin embargo, estudios realizados por George, F.liJ. y 

Wilson, J.O. (1978>, demostraron que las gónadas femenínüs 
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d" fetos humanos de 3.1 a 20 cm de longitud 

coronilla-rabadilla (C-R>, eran capaces de sintetizar 17 a
Estradíol al ser incubadas con testosterona [1,2,6, 7-3 llJ o 

androstenediona Cl,2,6,7-:.:i.HJ. Estos resultados los llevaron 

a concluir que, en este caso, la capacidad del ovario fetal 

para sintetizar estrÓgenos se desarrolla antes de la 

dif-erenciaciÓn histolÓgica del tejido gcnadal y, más o 

menos, al mismo tiempo en que el testículo fetal empieza a 

producir testosterona. 

Más adelante, Sholl, S.A. ~ <1978) observaron 

síntesis de androstenediona, al incubar ovarios fetales de 

conejillos de indias en presenci" de ~cetato- 14C, as{ como 

transformación de androstenediona C1,2-3 HJ y (1-~Hl en agua 

tritiada, estrona-~H y estradiol-~H, en donde estos dos 

~ltimos metabolitos (estr~genos>, representaban del 16/. al 

23% de la radioactividad total. 

Otros autores como Weninger, J.P. g!__,& C1984) al 

trabajar con ovarios de embriones de ratas de 19 a 20 días 

de gestación, utilizando como precursores testosterona-~H y 

progesterona-~H, detectaron cantidades medibles de estrena. 

V Pi con, R. et ~l. ( 1985) "1 real i;;:ar experimentos "in 

vitre" con gónadas femeninas de embriones y neonatos de 

rata, para medir la conversión de andrógenos a estrÓgenos, 

demostraron que ésta se efectúa en ambos casos, concluyendo 

además que la actividad de 1 .. 1 a1-amatasa permite diferenciar 

a 1 as gónadas femeninas de 1 as masculinas alín en etapas 
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anteriores al inicio de la producción de testosterona en los 

testículos fetales de esta especie de mamíferos. 

La esteroidogénesis ovárica fetal también ha sido 

e>:tensamente estudiada en conejo por diversos investigadores 

entre los cuales destacan Milewich, L. et al. <1977>, que 

detectan slntesis de estradiol en ovarios de embriones de 

conejo de 18 días de gestación, alcanzando rápidamente lln 

nivel de 6 pg/h/mg de proteína hacia el día 19. En función 

de estos datos infieren que el ovario fetal de conejo tiene 

la capacidad enzimática para transformar esteroides C19 a 

C18 y que esta es adquirida pcr las QOnada~ fetalP.5 

femeninas al mismo tiempo que el test{culo fet~l de coneja 

pueda sintet.izar testosterona a partir de pregn•'~nolonD- .. 

George, F. ~ (1978), al realizar estudios para comparar 

la esteroidogénesis 
, . 

ovar1ca y testicular en embriones de 

conejo en el momento de la diferenciaci6n se>1ual, obtiPnen 

resultados similares .. 

George, F. y Wilson, J.O. (198(1) al llevar a cabo 

experimentos "in vivo" e "in vitro 11 para detect.-ar la 

síntesis y ser:reciÓn d~ t::oblr.:l.dicl E'n ovr-rio fetal de conejo 

y para determinar la actividad de la 3 a -hidronier;teroide 

deshi drogenasa b.""'-"' isomerasa, concluyen que la 

diferenciación endÓcrina del ovario fetal de conejo, así 

como del test{culo, ocurre al mismo tiempo en la~ gÓnad~c-, en 

cultivo, que "in vivo", por lo que sugieren que dich~3 

diferenciación, en este caso, es inherente a las. gc:;nadas y 

no es controlada por factores e>:ternoa. 
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Shemesh, M. et al (1978)' trabajando c:on ovarios 

fetales de bovino de 32 a 35 di as (1.8 a 2.5 c:m de long. 

C-R> y de 36 a 85 días de gestaci Ón (2.6 a 12.4 cm de long. 

C-R>, observaron producción de progesterona y pros-

taglandinas E y F en todos los casos estudiados y de 17B -

estradiol (1.6 a 2.2 ng/ovario/24 hs) solamente en ovarios 

de fetos de 3.3 a 8 cm de long. C-R. Adem~s, al adicionar a 

los cultivos LH, encontraron qL1e la secreción de estradiol 

aumentaba ~mi e amente en ovarios de fetos de 3. 3 a 4. 1 cm de 

long. C-R. Estos resultados comparados con los obtenidos al 

trabajar con test{culos fetales en las mismas condíc1ones, 

les permitieron demostrar que la producción de testosterona 

en testículos y de 17 B -estradiol en ovarios fetales de 

bovino, se inicia más o menos al mismo tiempo en que estas 

gónadas empiezan a diferenciarse morfolÓgicamente (42-48 

d{as de gestación, 3.3 a 4.1 cm long. C-R>. 

Cabe hacer notar que en la mayor{a de los trabajos 

mencionados anteriormente la diferenciación funcional de las 

gónadas fetales femeninas se inicia 

tiempo o en ocasiones hasta un 

' mas o menos al 

poco antes que 

mismo 

la 

diferenciación morfolÓgica. Esta observación ha llevado a 

cierto que la esteroic.Jogénesis ovárica en etapas fetales no 

es indispensable para el establecimiento del fenotipo 

femenino, pudiera jugar un papel importante en Ja 

di ferenci aci Ón sexual de 1 a gó'nada.s. 
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Objetivo. 

El hecho de saber que en el ovario · adulto hay 

poblaciones con capacidades esteroidogénicas diversas, como 

lo expresa la teor{a bicelular, nos llevd a plantear la 

posibilidad de que esta diferenciación se iniciara desde 

etapas fetales. 

Por otra parte, como la s{ntesis de 17p-estradiol se ha 

observado en el momento en que las gónadas fetales empiezan 

a mostrar una diferenciación morfológica, se consideró 

interesante como punto de partida, caracteri :zar la 

esteroidog~~esis en la corteza y en la m~dula ováricas, ya 

que son componentes que de una manera natural, juegan un 

papel importante en la diferenciación sexual de las gónadas. 

En base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo 

es: detectar si existen en el ovario fetal de bovino, 

poblaciones celulares con distintas capacidades 

esteroidogénicas en el momento de la diferenciación gonadal. 

Para esto, se estudiaron en corteza y médula por separado, 

la actividad de 1 a aromatasa y de 1 a 3 B -hi drm: i esteroi de 

deshidrogenasa 6"""-r::J isomerasa y su posible localizaciÓn 1 

observando si ambos partmeti-os V.:lri .:lban a lo 1 MrlJn rJp l.;;¡ 

difer~nciaciÓn de las gÓnada~ se>:uales femeninas de bovino. 
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MATERIAL Y METODOS. 

MATERIAL 

Reactivos. 

Se utilizo como medio de cultivo el Eagle modificada 

por Dulbecco (OMEM> que! al igual que la tripsina se obtuvo 

de Grand Island Biological Co. <Grand Island N.Y.>. El inhi

bidor de tripsina! l~ albúmina sérica bovina y los estánda

res de testosterona! 4-androsten-3,17-diona! 5a-androstero

na ! :S a -di hi drotestosterona, dehi droepi androsterona ! estra

di ol , es trona! pregenenol ona, 17a-hi dro>:i pregnenol ona ! pro

gesterona ! 17a-hidro>:íprogesterona y 20 a -hidro>:iprogestero

na ! fueron obtenidos en Sigma Chemi cal Ca. CSt. Loui s Mo. >. 

Para la cromatografía en placa finat se emplearon cro

matofol ios Al de Silica gel G-60 co11 indicador fluorescente 

F-254 de 20 20 cm. <Merci:~ M~xico> y para la cromatograf{a 

en columna~ Sephade>: LH-20 ~ ad qui ri do en Pharmaci a Fine 

Chemicals <Uppsala, Sweden). 

La testosterona (1!2~6~7-;sHJ (93.9 Ci/mmol) y l~ 

preºnenolona C7-3 HJ C17.7 Ci/mmol) ! fueron obtenidas de Ne"i 

England Nuclear CDoston~ Ma .. ) y se puri ficc:,1 or1 ~n µla<..ct"-> 

preparativas de si 1 i t:a gel G-·60 sin indicador f 1 uot ese: en t. e 

de 20 X 20 cm (l'ferct~! Me>:ico). 

Material biologico. 

Se trabaio con ovarins de fetos de bovino tipo cebú 

CVos i ndi cus) ~ que fueron olJ tenidos en el rastro de Ferrer{ a 

rle 1 a Di recci Ón Genr:'1-al t.Je Abasto del O. F. 
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HETODOS. 

Clbtenci~n de Gónadas. 

En diferentes fechas, se colectaron ovarios de fetos de 

bovino de 4 a 10 cm de longitud coronilla-rabadilla <C-R>, 

que correspond{an a una edad aproximada de 47 a 75 d{as de 

gestación. 

Los fetos se obtuvi.eron innmediatamente después del 

sacrificio y se seleccionaron las hembras, determinando el 

se>:o por sus caracterlsticas morfolÓgicas e>1ternas. Las 

gónadas se disecaron ah{ mismo, sumergiéndolas inmediata

mente en medio de cultivo Dulbecco-albÜmina al 1Y. y se 

mantuvieran de 2 a 4 horas a temperatura ambiente , hasta 

iniciar la disgregación celular. 

DisgregaciÓn de las poblaciones c•lulares. 

Se separó corteza de médula en cada par de ovarios 

utilizando agujas de disección, con el objeto de disgregar 

las células. Cada muestra de tejido se incubó por separado 

en una soluci~n de tripsina al 0.25% libre de Ca y Mg, en un 

agitador metabÓlico Dubnoff a '38°C durante 10 minutos. Pos

teriormente, cada una de estas poblaciones se pasó a tubos 

de centr{fuga, filtrando previamente con una tela de nylon 

para quitar la parte fibrosa. Se agregó inhibidor- de trip

sina al 1Z disuelto en Dulbecco y se centrifugaron lf's mues

tras durante 10 minutos a 120 rpm, repitiendo el procedi

miento dos veces. 
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Finalmente se resuspendiÓ. el botón en Dulbecc:o-alb'1mina 

al 1j'. y se tomó una al í'c:uota de 10 µl para calcular el m~1me

ro de células por ml de medio, utilizando para esto una ca

mara cuenta glóbulos. Se agregó también azul de tripano con 

el objeto de calcular la mortalidad celular, que fue de un 

5-10 i. aproximadamente. 

S{ntesis de EstrÓgenos (Actividad de la Aromatasal. 

Se tomaron 100 µl de la suspensión celular de corteza y 

médula respecti varnente y se incubaron por separi:\do con 900 

µ1 de medio <Dulbecco-alb~minal y 10 µ1 de T t1,2,6,7-3 HJ 

(sustrato bajo, 19c..1-250 fmol, sustrato media, 300-317 fmol y 

sustrato al to, 400 fmol > cada una, durante una hora a 37 ºC 

en baño con agi taciÓn. También se preparó un blanco con 1000 

µ1 de medio de incubaci~n y 10 µl de testosterona tritiada. 

Se diÓ fin a la incubación con 10 ml de éter etílico en 

frfo, y se realizaron 3 e>:tracciones con 30 volúmenes del 

mismo en total, evapot·.~ndose a sequedad. El e>: tracto etéreo 

se resuspendiÓ en 100 pl de etanol, de los cuAles se tomaron 

40 µ1 para proceder· al aisl ami en to e i denl: i f i caci l~n do lo~ 

productos de biotransformaciÓn de ltt testostE·rona mediante 

cromatografía en pldca f i11a. 

Con cada al {cuota de la muestr¿-1 y pui- separado se 

aplicanJn los siguientes estánd.-:.\res: Tcstohter·ona <T>, Oe

hidroepiandrt.•stert•na <OHEA>, Antlr ostpnedic-1t1a ( b.~), An

drosterona <Sa-ona), Dihicfr·otestostor1.Jna U~HT), 17 t3 --estra

diol <E.2) y Estronil (C 1). 
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La cromatograf{ a se desarrol 1 o en un ~::.i ... tE-111a de 

solventes de DiclorL1metano/Acetato'·de Etilo, A:2 (v/v). l.a 

placa fLU~ revelada primero con luz ultravioleta y poste

riorment~ i=on dcidu sul Fórico al 50 i. (acuoso) t~nica111enle en 

la 2 ona ocupada por 1 os estándares. 

Después de identific.~r lo·:o. estC?roide~ .. ~epc-!r .~dos, se 

car tó Jr1 plC'.r a y las friicclones obtunidas se sumergieran en 

5 ml de l{quido de centelleo, para cant..1r la cantidad de 

radioactividad e><istente en cada una de ellas. 

P1Jr 1~ltimo, se calr.ulartJn lo~ porcentajes de trans

formacit~n de la testosterona hacia su~ metahol i to~ .. 

Identificación de los metabol i tos de la Pregnenolona. 

El procedimiento utilizacfo para la obtención de las gó

nadas, la separación de corteza y médula y la disgreg~cibn 

de 1 as células de cada una de ellas, fue idéntico al emplea

do en el ensayo con testosterona. 

Una vez obtenidas las suspensiones celulares de carteta 

y médula, se tDmaron 100 µl de cada una, incubándolas por 

separado con 900 µ1 de medio de cultivo, y 5 )-11 de Pregne

nol c..:.na C7-3 HJ <61 000 cpm. >, en baño con agi laci Ón a 38 ºe, 

dur.;;11nte ttn~ hor;:i, ~~< como PI blanco, que fué prepat·ado con 

1000 J..ll de medio de cultivo y 5 pl de pregncmolona tritiuda. 

Se concluyó la incubación con 10 ml de ~ter etflico en 

fr{ o y se efectuaron 3 e>:tri~cciones con 30 vol(1menes dE:l 

mismo en total, evapor-~ndose a sequedad. La fase m·gánica se 

resuspendi Ó en 100 µl de etanol. 
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La pregnenol ona y sus metabol i tos se s'e!pat'"aron primero, 

por cromatograf{a en columna y después, por cromatograf{a en 

placa fina. 

Cromatograf{a en columna.- Se tomo una allcuota de 40 

µl de cada muestra y el blanco, agregándose los siguientes 

estcÍndares, para que sirvieran de acarreadores: Pr·egnenolona 

<P5>, Progesterona <P4>, 17u-hidro~ipregnenolona (17u -OH 

P5), 17a-hidro>:iprogesterona ( 17a-OH P4), 20a-hidro>:iproges

terona C20a-OH P4>, Androstenediona (ó~>, Testosterona <T>, 

Dehidroepi androsterona <DHEA> , 176-Estradi ol (E2l y Estrena 

<El>. 

Los 40 µ1 de las muestras problema con la mezcla de 

estC:ndares, se corrieron en una columna de 7.5 cm de largo 

por 0.5 cm de diámetro, utilizando un sistema de solventes 

de Benceno/Metano! 9: 1 y se colectaron 20 fracci enes a 

intervalos de dos minutos cada una. 

CromatogtrafÍa en placa fina.- Las fracciones obtenidas 

por el procedimiento anterior se resuspendieron en 5 a b 

gotas de Benceno/Metanol 9:1 y se aplicaron en su totalidad, 

as1 como, por separado, los estándares mencionados anterior-

mente. 

La cromatografía se corrió en un sistema de solventes 

de Diclorometano/Acetato de Etilo 8:'2, después de lo cu ... il la 

placa se reveló, primero con luz ultravioleta y después con 

Je ida sul fÚrico al 50/.. <acuoo.:;ol, solamente en la región en 

la que se aplicaron los estfindares. Se procedió a cortar la 

placa, agregando 5 ml de l {qui do de centel 1 eo a cada 
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fracci Ón para contar la e anti dad de radi oacti vi dad. e>: i stente 

en cada una de ellas. 

Por tittimo, se calcularon los porcentajes de 

transformación de la Pregnenolona hacia sus metabolitos. 

Histoqu{mica. Detección de la 3a-hidroxiesteroide deshidro

genasa á. a-4 Jsomerasa.. 

Las gónadas se obtuvieron del mismo modo que en los 

otros experimentos y se colocaron en cápsulas de polietileno 

que conten{an hexano, las cuales fueron sumergidas en 

acetona y hielo seco, du manera que las muestras qlledaran 

congeladas. Se almacenaron durante tres d{as a -20ºC, para 

efectuar después cortes transversales de 15 µm de espesor 

con un criÓstato Amer-ican Optical, manteniendo la misma 

temperatura. 

Los cortes se colectaron en portaobjetos tratados con 

gelatina, se dejaron secar unos minutos y se incubaron a 37 

ºC durante ... ~ horas en el sigui ente medio: 20 ml de Buffer 

(Tris 0.1 M, pH 7.41, 10 mg de azul de tetrazolio, 20 mg de 

NAO y 2 mg de dehidroepiandrosterona disuelta previamente 

en dimetilformamida. Los controles se sometieron al mismo 

procedimiento en un medio carente de sustrato. 

Después de la incubación, los cortes se lavaron en 

amortiguador de Tris, se fijaron en formal amortiguado al 

10'l. y se montaron en glicerol, procediendo finalmente a su 

observación en un fotamicroscopio (Polyvar) para ser 

fotografiados. 
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RESULTADOS. 

Se utilizó como parámetro de la edad gestacional de los 

embriones empleados, la longitud de coronilla a rabadilla 

(long. C-R>, expresada en centfmetros, como lo muestra la 

figur-a B. 

S{ntesis de 17a-Estradiol (Actividad de Ar-omatasal. 

Para poder comparar los resultados entre si, se corri

gieron los porcentajes de transformación en femtomoles de 

estradiol producidas por un millón de células en una hora· 

(fmol E2/ 106 cels/ h) y se graf icaron contra long. C-R, 

considerando por separado las gónadas que se hab{an culti

vado con un sustrato inicial al to (400 fmol), medio <300-

317 fmol) o bajo (190-250 fmol) respectivamente. 

Se tomó' como Índice de la actividad de aromatasa la 

s{ntesis de 17a-estradiol a pa'rtir de testosterona (1,2,6,7, 

::SHJ, ya que, bajo las condiciones utilizadas, la transfor

mación de esta a otros metabolitos se efectuaba en cantida

des despreciables, siendo el producto principal 17B -estra

diol, 

De acuerdo con los rJatos oblenidc1s, tanto co1~t~zd c11mc1 

médula son capaces de aromdtizur testosh?rona a esl:rL'ldiol y 

nu hay di f·er-enci AS si gni f i r.at i vas entre- 1 as dos regi enes, 

cc.nsiderando los datos ~n conjunto, aLll1f1Lle en corteza la 

C\cti vi dad d~ di cha complejo en:z i 111&ti c:o pdrE'1.e üLUT1E:ntar al 

.,diciun •. ff mc.1s suc;,.trato (-fi.g. 9),. 
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Figura 8. Correlación entre la edad gestacional de los embriones y la 
1 ongitud coronil 1a-rabadil1 a. 
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Síntesis de 17~-estrddiol ""suspensiones celulares de 
corteza (•) y médula (o) de ovarios de fetos de bovino 
de distintas edades gestacionales. Se incubaron durante 
una hora en medio Dulbecco-albúmina con diferentes con
centraciones de testosterona [l.2,6,7-'H] (sustrato al
to, medio y bajo). Los resultados se expresan en fmol. 
de estradiol, por millón de células, por hora. 
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También podemos observar que hay una mayor producción 

de 178-estradi al (mayor actividad de aromatasa>, tanto en 

corteza c:omo en médula de ovarios de embri enes de 4 a 5 c:m. 

de long. C-R y que esta va dP.caynndo en las dos regione5 en 

ovarios de embriones de 6 a 7 cm de long. C-R en adelante 

(fig. 9). 

Productos de biotransformaciÓn de la Pregnenolona C7-3 Hl. 

Cuando los ovat·ios se incubaron en presencia de preg

nenolona [7-3 HJ, los principales metabolitos detectados 

fueron los siguientes: 

Andrógenos <C19l: dehidroepiandrosterona <DHEA), an

drostenediona e~~) y testosterona <T>. 

Progestágenos <C21l: progesterona <P4l , 20 a -hidroxi

proyesterona (20a0HP4), 17a-hidro>:iprogesterona (17aOHP4) y 

17a-hidro><ipregnenolona (17aOHP5). 

Estrógenos <C18>: estrena <E!). 

Los porcentajes de transformaci Ón hacia estos productos 

en los diversos casos estudiados se ilustran en la tabla 1. 

La 20aOHP4 y 1~ 17110HP4 se consideraron en conjunto, 

debido a que no fue posible separarlas por los métodos c:ro

matográficos utilizados, además de que las cantidades produ

cidas eran m{nimas .. 

En lo referente a los estrÓgenos, solamente se Uetec

taron pequenas cantidades de estrena. 
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TABLA 1, TRAMSFOR"ACION DE LA PRE6NENOLONA 7-lH EH SUS DIFERENTES 
"ETABOLllOS. 

================:==================:==================================== 

ESTEROi DE 

P5 RE"AMENTE 

DHEA 
C-19 //. 

T 

P4 
2l)ll)HP4 

MI 17o!IHP4 1 
l~HP5 

C·IB El 

E"BRION 4 co. C-R 

CORTEZA ! "EOULA ! 

52.90 Sl.70 

10.45 8.JO 
l.22 1.90 
J.81 4.33 

6.20 IJ.JO 
0.75 1.54 

n.d. 4.60 

0.23 O.OJ 

EKBRIOM 6 co, C-R 

CORTEZA! "EOULA ! 

24.lO 58.25 

2rn 15.10 
5.30 

10.87 2.BO 

4.65 10.10 
4.7? 1.26 

9.35 5.20 

D.91 1.10 
=========i===============================:.:::::::::::::::::::::::::===== 
t los vdorrs reore5enhn los oorcenh in de tra.nsforucidn. 
t Los vilores di 21l:á1HP4 incluyen a los d• l)JOllP4. 

Los porc.:entaies de recuperac1on de l~ radioactividad 

inicial para los ensayos con pregnenolona y testosterona 

fueron pr~cticamente del 100%. 

Actividad de la enzima ¿ 9
-0 Iso~erasa, 36 -Hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (¿ 9 - 4 , 36-0HSDHI. 

Para realizar esta parte del trabaio Ónicamente SLl 

obtuvieron ovarios de embriones de 4 y 6 cm de long. C-R. 

En el bioensayo se utilizd como lndice de la actividad 

de la t'll;!Í111i1 la rcl.:\ci6n en1·r-p lns princionlns metnbolitos 

de 1 a pregnenol ona re5Lll tan tes de la v{ a de 11".'.ls b 4 (pro-

l]esterona ~ androstenedi ona y te13tosterona) y los de la ' Vl..:\ 

de los 6º <dehidroepiandrosterona) ~ 1:on el objeto de ob-· 

servar como se compor·taban la corte:-"' y la médula de los 

ovarios empleados~ en este a~.pecto. 
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TABLA 2. INDICE DE ACllVIDAD DE LA EKZl"A 

'"'""'""'"'~~;~,,;,~~;~~~~~; ... ,,,,,,,,,, 
LONG. C-R 

lu.I 
1PIt64 I DHEAI 
CORTEZA ftEDULA 

0.90 l.BO 

0.12 1.02 

Como se muestra en l'~ tabla 2, 1 a actividad de la en-

A0 -
4

, 3a-OHSDH se detectó tnnto en corteza como ~n 

médula, siendo mayor en ~sta 11ltima tanto en los ovarios de 

embriones de 4 cm, como e11 los de 6 cm. Estos resultados se 

vieron confirmados con los obtenidas al efectuar la reacción 

histoquímica, ya que esta se localiza principalmente en la 

médula subcortical, como se observa en la figura 10. 



Figura 10. Reacción histoquímica de la 8
5
-", 3S-OHSDH, en un 

corte por congelación de ovario de feto de bovino de 6 cm {C-R). 
Se observa la precipitación de gránulos de formazán en el cito
plasma de las células de la médula subcortical{ t ). 
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DISCUSION V CONCLUSIONES. 

En principio decidimos estudiar la actividad de la 

aromatasa, debido a que este complejo enzimático es el 

responsable del metabolismo de 1 os andró'genos a estrÓgenos, 

siendo el 17B-estradiol el producto final mas importante de 

la vfa esteroidogénica en las gónadas femeninas. Por lo an

terior, tom"mos como {ndice de actividad de la aromatasa el 

porcentaje de transformación de testosterona tritiada a 176-

estradiol. 

Debido a que la cantidad de estradiol producida por el 

ovario fetal es muy pequeña, decidimos utilizar el método de 

segui mi en to i sotÓpi co, puesto que es sumamente sen si bl l~. 

Esto nos permiti6 detectar cantidades del orden de femtoma

les en cada ensayo, a pesar de haber aplicado el sustrato en 

concentraci enes mLly bajas C 190 a 400 fmol). 

Otras metodolog{as alternativas ser{an el radioinmuno

ensayo (RIA) y la formación de agua tritiada~ sin embargo 

no se consideraron, porque el nivel de sen sibil i dad en ambos 

es menor y en el caso del RIA, los anticuerpos requeridos 

para 11 evarl o a cabo podr{ an presentar reacci Ón cruzada con 

otro!:! l:'sle1·-oides. En lo referPnh'? a la formacicSn de agua 

tritiada, hay otros inconvenienll]S como son el hecho de ne

cesitar una gran e anti dad de sustrato, en este caso testos

terona, en la que además 1 a mayor pa1 .. te del tri ti o tendr{ a 

que estar en posiciones 16 y 2a. 

Con base en 1 os resul lados qL1e obtuvi mas en el presunti? 

trabajo, consideramos importante hacer notar que tanto en la 
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corteza como en la médula ováricas hay· una mayor producci6~ 

de 17P-estradiol a partir de testosterona tritiada en ova

rios de fetos de 4 a 5 cm de long. C-R, que después va. de-

creciendo hasta que en ovarios de fetos de 6 a 7 cm de long 

C-R en adelante la transformación hacia este producto es 

m{nima en ambas ionas. 

Cabe comentar que Shemesh! en 1978! al trabaiar con 

ovarios de fetos de la misma especie! observó un comporta

miento similar en lo referente a la secreci6n de 178 -estra-

dial! que se caracteri;:a por un incremento en la prodL1ccién 

de dicho esteroide que alcanza su máximo nivel en ovarios de 

fetos de 4.2 a 8 cm de long. C-R, para que a partir de este 

momento decaiga hasta cantidades indetectables .. Esto resulta 

interesante sobre todo si consideramos que nosotros estamos 

cuantificando actividad de aromatasa en corteza y médula 

ováricas por separado~ mientras que Shemesh cultiva qonadas 

fntegras para medir secreción de t7a-estradial por radioin

munoensayo. Además~ en ambos casos el aumento en la produc

ción de estradiol coincide con las primeras etapas de la 

diferenciación morfolÓgica de las gónadas. 

Lo anterior nos lleva a considerar la posibilidad de 

que el inicio de la s{ntesis de 17a-estradiol sea un requi

sito.para que se desencadenen otros eventos de la diferen

ciación ovárica y que si bien es ampliamente aceptado que la 

función endÓcrina del ovario fetal no es t?sencial para el 

establecimiento del fenotipo femenino (Jost~ A.~ 1953), sin 
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embargo, pudiera ejercer un efecto local dentro del ovario 

en desarrollo. 

En este sentido, aunque la función del estradiol secre

tado por ovarios de embriones en etapas tempranas del desa

rrollo no es el ara, se piensa que podrf a ser un elemento 

importante en la transformación de las c~lulas germinales en 

ovogonias y en la diferenciaci6n de las rélulas somáticas 

(Shemesh et al., 1978). O bien, como sugiere Byskov (1979), 

pudiera regular la producci~n de la sustancia inhibidora de 

la meiosis, inactivando o inhibiendo a esta 6Itima, para que 

se inicie la profase de la primera divisi6n meiÓtica. 

Como mencionamos anteriormente, nosotros hemos conside

rado la transformación de testosterona en 178-estradiol como 

Índice de actividad de la aromatasa y, en este sentido, los 

resultados obtenidos nos 11 evan a con el ui r que tanto en la 

certeza como en la m~dula, se encuentran poblaciones celu-

1 ares capaces de aroma ti zar andrógenos (testosterona) a 

estrÓgenos <estradiol> y r¡ue a nivel cuantitativo y consi

derando los datos en conjunto, una región no difiert- signi

ficativamente de la otra en relaci6n a la ·;{ntesis de estra-

dial. Sin embarga, cuando sE.~ nplir:a un f.ustr·ato inir:ii-tl ri1e·

dio (3(10 a 317 fmol) o b,::do C1'70--2t:i0 fmol), p."1rnce habi~r 1111"' 

mayor .:1ctivid.:td Qn;:.im~tica tm m,~rJu1a. Una posible enpli· 

cacion a ~st..· hecho µodr{a ·..:;1~r que hubiera Uisl:inl<-'1c; c;•nti ·· 

dad es de test uster·or1a c•nrJÓgena en cada regi é.n, tle? mant·ra que 

al agregar de l'-70 a 3ü0 fmol dP. te·.itost:~rona tritiada, la 

actividad espec(fica tle esta si:-a menor en corte:za, tradu-
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ciéndose as1 en una menor r"lctividad enzimática detectable, 

por efecto de dilución. 

A pesar de que la separación entre cortt·za y médula se 

hizo con especial cuidado, no se puede descartar la posibi-

1 id ad de que tanto en una zona como en otra se encontraran 

algunas células de la región contraria, aunque estas (tltimas 

representar { an una proporci Ón tan pequeña, que pensamos no 

interfieren significativamente con nuestros resultados. 

Hasta aqu{ podemos si..1poner que, tanto E'n CL1rte~'.a como 

en médula, hay poblaciones celulares que prcs1?ntan actividad 

de la aromatasa. Sin embargo el determinar si hay una o va

rias estirpes celulares con esta capacidad, así como cual es 

su ubicación dentro del ovario fetal, implicaría elaborar 

otros modelos experimentales que, por una parte, nos permi

tieran aislar dichas poblaciones para trabajar con ellas 

independientemente y por otra, obser"var su distribución en 

la g6nada fetal a lo largo del desarrollo embrionario. 

Un aspecto que también nos llamó la atención en los 

ensayos realizados con testosterona tri ti ada, fue observar 

que prácticamente no hubiera transformación hacia androste-

nediona, a pesar dt::o 4ut:' al tr¿)bajilr con pre9nena1 ona, ~e 

pod{a concluir que la enzima 17a-hidra>:iesteroide deshidro

genasa (17a-oHSD> estaba presente en los fetos estudiados. 

Pensamos que una posible.e>:plicaci'5n a este.hec..:ho podr{a ser 

que el sustrato no fuera suficiente y que hulJi i:::'r·a wna mayor 

afinidad de la aromatasa por la testosterona, favoreciéndos~ 
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as{ la formación de estradiol, que es un esteroide de suma 

importancia en el organismo f .~111eni no. 

Por otra parte, al incubar tesl{culos fetafe!.3 de em-

briones do 4 y 5 cm. de long. C-R en condiciones idénticas 

a los ovarios felalet:·. (datc1~:; no incluÍdos en los resulta-

dos), el pricipal producto encontrado fue la androstene11iona 

(4 a 5 fmol > y no as{ el f..'Stradiol. Esto conc11erda con lo 

reportado por otror; investigadores que han efectuado estu-

dios en torno a la esteroidogénesis en test{culo5 de embrio-

nes de diversas es¡iec:ies, encanl:rando que la producción de 

estradiol en el testlculo fetal, cuando e~iste es mínima o 

bien no se detecta <Reyes, F.I. ~t~., 1973; Mauleon, P. et 

el_., 1977; George, F.W. ~., 1978; George, F.W. et al., 

1980 y Shemesh, M. et al., 1978l. 

Esto l1ltimo podr{a apoyar la enplicaciÓn anteriormente 

enpresada., en el sentido de que si la aromatasa tiene una 

mayor afinidad por la testosterona, al no estar presente 

esta enzima, o bien hallarse en cantidades Ínfimas, como 

suponemos que ocurre en el test{ culo fetal; el sustrüto en 

cuestión <testosterona), quedar{ a disponible para ser 

_transformado por 1 a en2 i ma 17B -DHSD en androstenedi ona. 

Ahora bien, como se hizo mención en párrafos ante-

rieres, se empleó también pregnenolona tri tiada como precur-

sor, con el objeto de tener •• I I una v1s1011 mas amplia de 1 ú\S 

v{ as ester oi dogéni c:as y as{ poder definir pnster i or oren te 1 a 

metodolog{.:t adecuada piara estudiar mas a fondo la actividad 
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y locali2aciÓn de las enzimas implicadas en 

durante el desarrollo embrionario. 

dichas 
, 

v1as 

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta fase 

e>:perimental, observamos que tanto en corteza como en ·médula 

de ovarios fetales de bovino de 4 y 6 cm. de long. C-R, se 

encuentran metabol i tos que demuestran 1 a presencia de las 

principal es enzimas i nvol Ltc:radas en 1 a esteroi dogénesi s 

avári ca y que tanto 1 a v{ a de 1 os /l,,,., como 1 i\ de 1 os fl e está11 

activas. 

Sin embargo, en lo referente a las estrbgenc.1s, L'mica-

m~nte se ~ncontró' estrena 1,m •:antidades muy pequeñ.'ls y no 

así estradiol, a pesar de que aparentemente la crmtj dad de 

testosterona formada era suficiente como para que se trans-

formara en este metabol i to. Consideramos que nuestros datos 

son insuficientes para e>iplicar este punto, por lo que pen-

samas que para aclarar esto, ser!a necesario re•.ili2ar nuevos 

e>:perimentos, utili?.ando un precursor más inmediato como, 

por ~jemplo, la androstenE·diona. 

Con el objeto de analizar también la actividad d1~ la 

3f!-hidro>:iesteroide deshidrogenasa, 6 4 - 0 Isomerasa ( 6 4 - 0 , 

3P-DHSDH), se estableció 1<=1 relación e>1istent1? entre los 

metabol i tos de 1 a pregnenol ona mas .:\bundantes transf armados 

por la vía de ltJs A4 y los resultantes cJe la vía de los /le.. 

Utilizamos esta metodolog{a porque consideramos más F.:.""'cl·ible 

de este modo, estalJlecer compar·aciones entre los ca~os 

estudiados (ovari<JS de fetos de 4 y 6 cm. de long. C-R). 
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Dentro de los productofi de la vía de lps .6 4 -Col_c. _sP 

ti.Jmaran en cuenta la progesterona y la androstenedioi:H1, por 

ser los mas abundantes, ya que la 20a. y ·la l7a -tiidro>_::Jp_ro

gesterona se detectaron solo en cantidades muy pequeñas y no 

fue posible soparar una de la otret L:On los méotodos crClfnatn

gráf i. cos emplead os. En 1 o refert-nte a 1 os metabol itas de 1 a 

vía de 1 os de, sol o corisi deramos a 1 a dehi droepi andrc1s

terona, pur sor 1 a q11e !>e encuntt- Ó en mayor cant i darl, a 

diferencia de la 17a-hidro~:ipregnenolona r¡ue, además de ser 

menos abundante, no se pudo aislar satisfactoriamente de la 

testosteronr.i:, por 1 o que esta t~l tima tampoco se i ncl uyÓ 

dentro de los productos de la vía de los .6 4 • 

De acuerdo con nuestros resultados, aunque la actividad 

de la A~-0 , 36-0HSDH se detectó tanto en corteza como en 

médula, fue mayor en esta (11 tima, en una proporción d~ 

prácticamente 2:1, en los dos casos estudiados. Esto fue 

confirmado por histoquÍmica y en este aspecto nos parece 

importante hacer notar que la actividad de di cho c:ompl ejo 

en:.:im~tico se loc:ali2a fundameritalmente en la iona de 

transición entre corteza y médula, can predominio en la 

segunda, al menos para los ovarios de fetos de 4 y 6 cm. de 

long. C-R. 

A pesar de lns diferencias mencionadas, pensamos que 

los datos obtenidos no son SL1fic:ientes para a.poyar alguna 

conclusión en este sentido, por lo que haría falta trabe.dar 

etapas gestacionales µusteriares, con el al.Jjeto de observar 

si hay variaciones tanto en la actividad de la A"'- 0 , 36 -
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OHS~~, ~~m~ · e_n su u'bi caci,Ón dentro del ovario fetal a 1 a 

largo del desarrDllo. embrionario. Asimismo, ser{a importante 

algún metabolito mas inmediato como la 

dehi droepi andro:5terona, para estudiar en forma mas di recta 

la actividad de este complejo enzimático. 
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