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RESUMEN.

Con el propbsito de observar si en el ovario fetal de
bovino existen poblaciones celulares con distintas capaci-
dades esteroidogénicas, se estudid la hiotransformacién de
precursores marcados en corteza y médula ovdricas.

Se utilizaron fetos de bovina de 47 a 75 dias de gesta-
cién (4-10 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
celulares abtenidas, se incubaron aisladamente en medio
Dulbecco-albimina con testosterona (1,2,6,7-3H] en tres con-
centraciones diferentes o pregnenolona (7-®Hl. Los esteroi-
des fueron extraidos y despuds separados por :rumatograffa
en placa fina y en columna.

Al utilizar testosterona como precursor, el producto
principal fue 17B-estradiol, cuya sintesis se considerd como
{ndice de actividad de la aromatasa. Con base en los resul-
tados obtenidos, tanto la corteza como la médula ovaricas
son capaces de aromatizar testosterona a estradiol y no hay
di ferencias significativas entre ambas regiones, tomando los
datos en conjunto. Asimismo se observd una mayor actividad
de la aromatasa tanto en corteza como en médula de ovarios
de embriones de 4 a 5 cm de long. C-R, la cual fue decayendo
en avarios de embriones de & a 7 cm de long. C-R en
adel ante.

Cuando se empleo pregnenolona [7-3H] como sustrato, se
establecid la relacidn P4 + A%/ DHEA como {ndice de la acti-
vidad del complejo enzimatico A®=%, ZB-OHEDH, que fue mayor
en médula con respecto & corteza de los avarios estudiados.
E§tn fue confirmado por histnqu{mica, conlla cual se Ineali»
z0 la actividad de dicho complejo enzimatica en la médula
subcortical.

Ademés, los resultaclos del presente trabajo demuestran
que el ovario fetal de bovino es esteroidogénicamente activo
desde etapas tempranas del desarrollo.



INTRODUCCION.

La reproduccidn, aque en el caso de los vertebrados es
sexual , @5 un proceso  fundamental para todos los seres
vivos, vya que gracias a ella las especies punrden
perpetuarse. Ademés, la repruduccién sexual favorece la
recombinacidn gendtica, que a su vezr permite una mayor
capacidad adaptativa de los organismos que la presentan,
ante los cambios del medio.

Afhora bien, para que la reproduccidn sexual pueda
llevarse a cabo, se requiere en primer término de 1la
di ferenciacidn de células germinales especializadas,
distintas de la celulas somdticas y que se denominam gametos
(6vulos en  la hembra vy espermatozoides en ell macho}. A1l
unirse un aGvulo con un e-per natouzoide (fecundacién), 52
inicia la formacidn de un organismo, gquedando determinado
desde este momento, el sexo genético del mismo, que se
expresaré +enotfpicamente en etapas posteriores del
desarrollo, en las que juegan un papel crucial las hormonas
sexuales.

Tanto la formacidn de gametos como la secrecidn  de
harmonas son  funciones fundamentales de las gléndulaq
sexuales o génadas que, en su etapa fetal, seran los 6rg§n05
que utilizaremos paéa realizar este trabajo, cuya objetivo
principal es el estudio de la esterpidogénesis ovarica

fetal.
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Origen 'y formacidn de las gdnadas.

Tanto las gonadas femeninas {avarios) camo las
masculinas (testiculos) se originan de unma manera similar, a
partir de un primordio indiferenciado, que se observa en sus
inicias'cnmn un engrosanmiento del 4irea ventral craneal del
mesonefros.

Desde el punto de wvista embriolégicu, la génada
indiferenciada se forma por dos tipos de células: las
células somdticas y las células germinales primordiales.

En lo referente al orfgen de las células somédticas,
sobre todo en mam{ferns, existe aun controversia. Algunos

autores como Zamboni, et al., trabajando con aveja,

Upadhyay, et__al. con conejo y Wartenberg examinando
embriones humanos vy de conejo (en Merchant-Larios, 1984),
concluyen que la mayoria de las células somdticas se derivan
del mesonefros. Byskov,A.G. (1984) comparte esta posi:ién,
pero considera también que las células del epitelio celdmico
pueden contribuir, aungue en menor grado, a la formacidn  de
1a gbnada. Por otra parte, Merchant-Larios (1984), sostiene
que el "blastema gonadal” se farma por la condensacidn  del
mesénquima Yy por célu1a5 de]l epitelio celdmico.

Las células germinales primordiales (CGP)Y, en el
desarrollo temprano de muchos mami feros, han sido
identificadas en sitios extragonadales, como la porcidn
caudal de la linea primitiva, el mesodermo del alantoides vy
el endodermo del saco vitelino, desde donde inician su

recorrido hasta que se incorporan al primordio ghnadal. Este



procesep migratorio se realiza por una combinacidn de
movimientos ameboideos y transporte pasiwvo, favorecido por
los movimientos morfngenéticos de lps tejidos embrionarios.

Una vez que las CGP han alcanzado el brote gonadal,
entran en una etapa de intepsa proliferacidn, que coincide
cronoldgicamente con la proliferacidn de las células
mesenquimatosas y del epitelio celémico, originéndoae asi el
llamado "blastema gonadal"”, que se sitda en 1la rEgién
ventral del mesonefros.

El blastema gonadal tiende a organizarse en dos tipos
de tejidos: 1) el tejido gue contiene las CGP, rodeadas par
células somdticas precursoras de las células de Sertoli o de
la Granwlosa y 2) el tejido estromatico que dard origen al

_tejido conectivo, a los vasos sanguineos y al tejido
intersticial esternidngéni:o, el cual estard represaentado
por las células de Leydig o por las células de la Teca
Interna y la Gldndula Intersticial (Kofman-Alfarao, S., 1982;

Merchant-Larios, H., 1984).
Diferenciacidn sexual de las génadaz.

En el caso de que se forme un testiculo, el proceso de
diferenciacidn principia  en etapas muy tempranas del
desarrolleo, cuando &l tejido epitelial interno, que contiene
a las £GP se separa del epitelio celdmico y 2 arganiza en
forma de cordones en la regidn medular de la gdnada.

Al mismo tiempo, se inicia una "invasion" de tejido

‘ : s
mesenquimatoso vy gran cantidad de vasos sanguineos,
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provenientes de la regidn del mesonefros, entre los cordones
y las laminas epiteliales. Esto hace, primero, gue la génada
crezca mas rapido como un todo y segundo, “acentda .la
separacién entre el epitelio medular y el epitelio celémicc;
al formarse la tdnica albuginea.

Ademés, las primeras conexiones establecidas entre lé
génada y las tdbulos mesondfricos se ven fortalecidas
eventualmente para formar la rete testis.

En lo que se refiere a la diferenciacion ové?ica, la-
separacién del epitelio interno con respecto del ?pitelip

celdmico, se inicia mas tardiamente que en el test{culo yiel™

crecimiento de la génada en general, se lleva a cabo:con. mas’ "=

lentitud.

Por otra parte, en el ovario, a diferencia Vdél
testf:ulu, el vollimen es incrementado par la proliferacién
de las CGP vy del epitelio celémico, més que por la invasion
de tejido conectivo y vasos sanguineos.

Mas tarde, de manera anéloga al testfculo, el tejido
epitelial se organiza en forma de cordones, pero estos
mantienen su continuidad con el epitelio superficial.
Ademés, las células germinales entran répidamente en 1la
profase de la primera divisién meidtica.

La siguiente etapa en la morfogénesis aovarica es la
farmacibn de fulfculos, que se inicia con la "fragmentacién“
de los cordones epiteliales, de manera que cada ovocito va
guedando rodeado por una capa de células epiteliales,

: 2 . g . : s
sostenidas por una lamina basal, para originar los foliculos
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primarios. La fase ?inalybde la foliculogéhesis tiene luéar
al’ formarse las tecas ‘en torno a la lémina basal
fﬂerchant—Larins, H. 19?8).

Hasta ahora se han descrito los cambios murFDlégicus
més sobresalientes en la diferenciacidén gonadal , sin
embargo, estos cambios de alguna manera estdn relacionados
con la adquisicién de capacidades esteraidogénicas propias
de las génadas y nque Jjuegan una papel esencial en la
diferenciacién y maduracidn de las células sexuales, E!
desarrollo del aparato reproductor vy el establecimiento de

los caracteres senxuales secundarios.
HORMONAS DVARICAS.

Nomenclatura y Quimica de los Esteroides.

La estructura comin de todas las hormonas esteroides es
la del ciclopentanoperhidrofenantreno, que tiene 17
carbonas, formando 4 anillos que se designan de la A ala D
(fig. 1). Pueden agregarse carbonos adicionales en las
posiciones 10 y 13 0o como una cadena lateral unida al
carbono 17 (C17).

Tanto las horwmohes esteroideas, como sus precursores. y
metabolitos difieren en el plmero y tipo de grupas
sustituibles, en el nimero y localizacidn de las dobles
ligaduras y en la configuracidn esterecquimica. Existe una
nomenclatura precisa para designar estas formulas ouimicas.
Los carbonos asimélricos (sombreados on la woldcula de 21

carbonos en la fig. 1) permiten el esterecisomerismo. Los



Nicleo del
ciclopentano
perhidrofenantreno

Numeracidn de los dlomos de
carbono. Los carbonos
asimaetricos estan sombreados

Flursa 1. (aracteristicas estructurales de 1as hormonas esteroideas.
la estructura comin a todas las homonas esteroideas es la
del ciclopentanoperhidrofenantreno, constituido por 17 car
bonos , que forman 4 anillos designados de 1a A a 1a D. Los
carbonos asimétricos {sombreados en la molécula de 21 car

bonos pemiten el estereoisomerismo. (Tomada de: Granner,
D.K., 1986).



grupos metilo angulares (C19 y C18) en las'posjcionééfibiry c

113, se proyectan hacia el frente del sistéma‘dé:éﬁillos y;éetJ

utilizan como punto de referencia.
) Cuando los sustituyentes estan por encima del‘pléﬁo, se
dice que estan orientados en beta (B) vy se indican cén “un
ﬁrazu continua. Par 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 1{neas
punteadas (fig. 2a).

El aAtomo de hidrégenu unido al £S5 puede estar orientado
en ¢o f. En el primer casao, los anillos se fusionan en una

canformacidn trans, mientras que una orientacion beta

origina una conformacién cis. En todas 1las hormenas
esteroideas naturales que contienen un hidrogeno en el €S,
este se orienta en posicidna . (Fig. 2b).

La posicidn de los dobles enlaces se designa mediante
el nlmero del carbono que los antecede (ej.A® y A4 ).

Las hormonas esteroideas son nombradas de acuerdo  al
contenido de metilos angulares: a) estrano, 18 carbonos, b)
androstann, 19 carbonos y c) con dos grupts angulares y una
cadena lateral de dos carbonos unida al Ci17 pregnano, 21

carbonos. (Strver, L., 1981; Graner, D.K., 1984). (Fig. 3).
Bios{ntesis de los Esteroides Ovaricos.

El ovario es capaz de sintetizar gran ndmero de
esteroides, aunque las haormonas secreladas s0n

principalmente estrdégenos y progesterona.



Focalisca

El grupo hidroxlie E! grupo hidroxilo
estd por encima (B} esié por debajo ()
3 P-Hidroxi 3 a-Hidroxi
(z)
CH,
[:::::::t:::FEE;i:::j:::::::] [:::fff;f:::¥zzzi:::l:::::::]
H
Sc-Hudroqeno 5 B-Hidrdgeno
(una fusion trans) (una fusion cis)
(b)

Figura 2. Estereoisomeria de los carbonos 3 y 5 en el ciclopentanaperhidra
fenantreno.
a) Cuando el sustituyente, en este caso el grupo hidroxilo, se
encuentra por encima del plano, se denomina crientado en g y se
indica con un trazo continuo. Si por el contrario, se encuentra
por debajo del plano, se dice que estf orientado en a y se ex-
presa con un trazo discontinuo.
b) Cuando el sustituyente (hidrégeno en posicién 5), se encuen-
tra orientado en o, los anillos A y B se fusionan en una confor
macién trana, mientras que si estd orientado en g origina una
conformacién cis. (Tomada de:Granner, D.K., 1986).



17B-Estradiol

Grupo estranc (Cg)

Testosterona

Grupo androstano {Cg)

Pragesterona
Grupo pregnano (C21)

Figura 3. Nomenclatura de las hormonas 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 al
fsgggno 17, Pregnano (21 carbonos). (Tomada de:Granner, D.X.,
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La biosintesis de esteroides en el ovario, se inicia a
partir de colesterol proveniente de la sangre o sintetizado
directamente del acetato via mevalonato.

Las hormonas esteroideas tienen como maximo 21
carbonos, mientras que el colesterol tiene 27, por 1o que la
primera etapa en la sintesis de estas hormonas es la
eliminacidn de la cadena lateral del colesterol para formar
pregnenolona. Esto ocurre por  una hidroxilacidn primero en
el C20 y otra después en el C22, con la consecuente ruptura
del enlace entre el C£20 y el C22 por accidn de la colesterol
desmolasa. Las tres reacciones utilizan NADPH y O, siendo
este Gltimo activado por el complejo enzimdtico citocromo
P-450 (P-450uce). (Fig. 4). !

Una vez transformado el colesternl en pregnenolona
tPS5), la bios{ntesis ovdrica puede proseguir por dos vias:
la via de los 4%, a partir directamente de pregnenolona o la
via de los 44, a partir de progesterona (P4). La dltima se
forma por deqhidrugenacién del yrupo hidroxile en la
posicidn 38 de la PS5 que es seguida por un corrimiento  del
doble enlace hacia el carbono 4. Esta reaccidn es mediada
por la 3JIB -hidroxiesteroide deshidrogenasa y la A% 4. Tso-
merasa (A®-4-X8-0HSD) cuyas actividades tienen una Aasocia~
cidén funcional muy estrecha.

Enseguida, tanto la pregnenslona como la progesterona
son hidroxiladas en el C17 por mediacidn  de 1la 17 a -
hidrodilasa y después se escinde la cadena lateral (C20 vy

c21), para producir los andrég@naq (C19)



C\CﬁcﬁC/C\C<C
QH C

HO

Colesterol

C=0
H c
| /
+ C-~C~C-C
(AMPc) 1l \
P-450 scc 0 c

HO

Pregnenolona + isocaproaldehido

Figura 4. Separacidn de la cadena lateral del colesterol. E1 primer pasoc en la via esteroidogénica es la
ruptura de la cadena lateral del colesterol {27 carbonos), eliminando un fragmento de 6 carbo-
nos o isocaproaldehido, para formar pregnenolona (21 carbonos). Esto se efectda por una serie
de hidroxilaciones en el C20 y el €22, con la subsecuente escicidn del enlace entre estos dos
carbonos por accidn de la colesterol desmolasa. Dichas reacciones requieren NADPH y 0,, el cual
es activado por el citocromo P-450. (Tomada de:Granner, D.K., 1986).



dihidroepiandrosterona . (DHEA). ¢y,

ruspeﬁtivamente.\Cuandnisu éigﬂéb Ia via dﬂ 1;5._A§ c‘dnb lav
bHEA, esta sz puede transfofmar en andrustened{ohé u'raducir
par.a furmér androstenediol, que a su vez se convertird  en
testosterona (T). Si se sigue 1la via de 1los A%, la
androstenediona se transformard directamente en testosterona
por la accidn de la enzima 178 -hidroxiesterocide des—
hidrogenasa (178-0HSD). (Fig. S5).

La dltima etapa en la esteruidogénesis ovdrica, as la
sintusis de estrdgenos  (estrona y estradiol), a partié de
andrégenos (androstenediona y testosterona), por la pérdiﬂa
del grupe metile C19 y la formacién de un anillo A
aromdtico. Todo el proceso comprende tres hidroxilaciones,
cada una de las cualers reqguiere 0= y NADHI y se lleva a cabo
por mediacidn del complejo aromatasa, que se cree incluye
tambi€n una oxidasa P-450 de funcidn mixta. Si el sustrato
para el sistema enzimdtico aromatasa es la andrrostenodiona,
se farmard estrona, mientras que el estradiol resultara de
la aromatizacién de la testosterona (fig. 6).

Todo este proceso, desde la fnrmacién de pregnenolona
hasta 1la sintesis de estrégenus se lleva a cabo
fundamentalmente en las mitocondrias y en el reticulo
endoplésmica liso (REL). Es as{ como el colesterol libre es
transportado al interior de las mitocondrias en donde se
efectia la separacidn de la cadena lateral del colesterol
con la consecuente formacidn de pregnenolona, la cual pasa

al REL en donde es transformada @n progesterona y sus
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Figura 5. Intermediarios de la via de los a* y de los AS en la sin-
tesis de Tas hormonas gonadales. La via de 1a izquierda
se designa como via de los A% o de la dehidroepiandroste-
rona y 1a via de 1a derecha se denomina via de los A" o
de 1a progesterona.(Tomada de:Granner, D.K., 1986}
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Colesierol ————mPregnenalong —= 17.@ - Hidroxipreg! ! e Dehidr 3
Progesietona —— 17@-Hidroxiprogasterons — s  Androstanadiono

Tastosterona

‘

[+]
Otros
metabollios - L —
——
HO HO
Esleona (E|) 173- Estrodiot (£;)
Oiros meiabolltos
16 - Hidroxlestrona
OH
--OH
HO

Estriol

Figura 6. Sintesis de estrigenos. Es la dltima etapa en la esteroidogénesis
ovérica y se realiza a partir de andrégenos (Androstenediona y tes
tosterona), por la pérdida del metilo 19 y 1a formacidn de un ani-
110 ‘aromitico. Este proceso es medxado por‘ el complejo enzimitico
aromatasa. (Tomada de:Granner, D.K.,
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metabolitos. (Brodie, A.M.H., 1983;  Granper, D.K.,  1986). -

{(Fig. 7).

TIPOS CELULARES INVOLUCRADOS EN LA ESTEROIDNGENESIS OVARICA.
TEORIA BICELULAR.

Hasta ahora se ha analizado como se lleva a cabo la
sintesis de esteroides avaricos vy los organelos de las
células esteroidogénicas involucrados en estos procesos
bioquimicos. ‘

8in embargo, es fundamental para tener una cumprensién
mas integral de 1la funcidn ovdrica saber que retacidn
guardan los distintos componentes morfoldgicos de 1a gdnada
con la pruduccién hormanal y como se va dando esta relacidn
a lo largo del ciclo ovarico.

Es asi como el interés por estudiar cudles son las
células ovdricas que intervienen en la sintesis esteroidea
surge desde bhace vya varios ahos. Por ejemplo, en 1959,
Falck, B. realizd una serie de erxperimentos aislando células
de la granulosa, cuerpo ldteo, intersticiales Y teca
interna, las cuales transplantd individualmente o en
cosbinaridn unas con otras, en la cdmara anterior del ojo de
ratas ovariectomizadas. En un sitio adyacente =a estos
transpl antes, colocd otros de epitelio vaginal, para que
sirvieran como indicadores de la secrecidn de estrégenus de
las células avdricas. En estos ocuperimentns  no se deteci d
produccién de mstrigenos por  los distintos tipns celulares

cuandou se  transplantaron  aisladamente, en cambio si se



MITOCONDRIAS CITOSOL RETICULOC ENDOPLASMICO
3
Colesierol Preg diol 20@ - OH- Progesterona
1 2
Preg {una —toPr | Progesterona
4 4
17 @-0OH-Pr b 17 a@-0H- Progesterena
5 5
[
Dehidroepiondrosterona Andr di
] 6
Andros diol Teslosterona
7
Eslradiol
1) P-450scc
2) 20a-0HSD
348 3[-0HSD

4) 17a- Hidroxileso
5) Cyy.ppilasa
6) 17 B-0OHSD

7) Aromataso

ciTosoL

2, 20c-0H-Prog

Figura 7. Localizacién subcelular de la sintesis de los esteroides gonadales.

(Tomada de:Brodie, A.M.H., 1983},
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observd secrecidn de estas hormoﬁas al efectuar transplantes
de diferentes tipos celulares combinados, por ejemplo,
células de la granulosa con células ldteas e intersticiales
con células de la teca interpa. En base a esto Falck
cnncluyé que la produccién de estrdgencs en el ovario,
depende de la accidn conjunta de dos sistemas celulares.

En 1962 Short, R.V., al cuantificar los esteroides
presentes en el l{quido folicular y el cuerpo ldteo del
ovario de la vyegua, planted una doble teorfa celular, al
concluir que las células de la teca interna san responsables
de la produc:idn de estrdgenos, mientras gque las células de
la granulosa luteinizadas elaboran principalmente
progesterona.

Posteriormente en 1966, Ryan, K.J. y Petro, 2.,
realizaron experimentos "in vitra", cultivando por separada
células de la teca y de la granulosa de foliculos ovaricos
humanos, tanto con pregnenolona-7-"H como con progesterona
4-14C, encontrando como principales metabolitos:
progesterona, 17-hidroxiprogesterona vy estrona en los
cultivos de la granulosa Y progesterona, 17-
hidroxiprogesterona, androstenediona vy estradiol en los
cultivos de las celulas tecales. Tanbien observaron que 1la
transfarmacidn de pregnenolona & praogesterona era mucho
mayor (&60%) en las células de la granulosa que en las
células de la teca (2.5%). Y al calcular la relacidn SH/14C

para cada metabolito, los resultados sugirieron que la via



vg:egteroi.dogé’niéa pr_ef‘é!"er‘lt_e En las cel'ivL;ias‘s, ’fécéleég%a ‘la E dev
)r‘mgdﬂ,‘ e g 5T 1y AT R .

' Por atra parte 'Bje;'sing, L. (192;75 ‘ al tl;abajar' con
Co:glulaa de 1la granulosa, aisladaé de folfculos inmaduros de
piwocrcing, observd que estas células solo tenfan la capacidad
diflen trans+ ormar pregnenolona en progesterona y 20a -
h:ai idroriprogesterona. Pero si eran incubadas en presencia de
aranmdrostenediona vy testosterona, habia prnduccic‘n de
er=sstrdgenos , lo cual indic.aba que contaban con las enzimas
neaescesirias para aromatizar androgenos a estrdgenos.

En este trabajo, el autor también sugiere que en el
feo :mI{culo ovarica, andrdgenos precursores como la
asannirostenediona, son elaborados por las células de la teca
is naterna y transferidos, a través de la membrana basal del
fv policulo, a las células de la granulosa para gque estas
re-eaaliten 1 a transformacidn a testosterona; mientras que 1la
anar ~gnatizacidn a estro’qenns {principalmente 1178 ~estradiol)
prawede ser  efectuada por ambos tipos celulares.

Sin embargo en 1976, Erickson, F.E. y Ryan, J.K., al
re eanlizar estudios para medir la secrecidn de testosterona
posoor lateca y la granulosa de foliculos ovdricos de coneja
asadtulta en estro, encontraron que al cultivarlas por separado
te oon LHFSH o BuzcAMP, las células de la teca produc{ an
re-easppectivamente 6C¢ y 10 veces mas testosterona que las de la
gwyr —antlosa , sugiriendo que 1a teca es la principal fuente de
te .emstosterona en el foliculo preovul atorio de coneja. De modo

sz-iunilar, Fortune, J.E. et_al (1977) al incubar aisladamente
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"células de la teca y de la granulosa de foliculos de‘rata én
proestro, en presencia o.ausencia de LH y/o FSH, - ubservé?on’
que las primeras secretan andrégenas en ausgnéiar_ de
gonadotropina endgena y que la produccidn de estos aumenta
de 9 a 17 veces mas al administrar LH; mientras que en’ las
células de la granulosa no se detectd formacidn de
andrégenos en ningln caso. Esto los llevd a proponer gue "in
vivo" la teca, bajo la influencia de LH, podria ser la
fuente principal de andrdégenos aromatizables para la
s{ntesis de estradiol en el foliculo.

Otros autores como Dorrington, H.J. et al ((1975),
detectaron en células de la grapulosa de folfculos de ratas
inmaduras e hipofisectomizadas, produccién de 178-Estradiol,
al incubar en presencia de testosterona y FSH, planteando
que probablemente las células de la teca, bajo la influencia
de LH secreten andrdgenos, los cuales son transportados a
las células de 1la granulosa para su aromatizacidn bajo la
influencia de FSH.

Tambidn resultan interesantes los experimentos
disenados por Makris, A, y Ryan, K.J. (1975, con @1 objeto
de estudiar las capacidades esteroidogénicas del ovario de
hdmster on proestro, para 1o cual, cultivaron células de la
leca y de la granulosa aisladamente © en conjunto, midiendo
por radioinmunoandlisis la produccién de progesterona,
androstenediona, testosterona, estrona vy estradiol en cada
caso. En base a los resultados obtenidos,; los  autores

: . .
reportan gue "ip vitro", tanto las celulas de la teca como
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las ‘de la granulosa, secrétan, graﬁde§ cantidadgs de
progesterona, mientras qﬁe la aCumuXa;idn'de'éndfégéhus"es
mayor en el medic de cultivo correspondiente a iqs celulas
tecales. Ademas, - observan un efecto siné?gicn entre las
células de la granulosa vy de 1la teca, al cultivarlas en
conjunto, que tiene como consecuencia la maxima sintesis de
estrébenas.

Posteriormente en 1984, Takahashi, H. et al.,
trabajaron con avarios dé ratas inmaduras, tratadas con
gonadotropina sérica de yeguas preifadas (PMSG), con el
objeto de observar la produccidn enddgena de progesterona,
andrdgenos Y estrégenos en células de la teca y de 1la
granulosa incubadas por separado y en conjunto, asi como 1la
pared folicular intacta. De esta manera demostraron que en
esta dltima hab{a una mayor acumulacidén de estrégenos y
andrﬁgenos en comparacién con las demés, infiriendo que esto
puede deberse a la existencia de efectos dependientes de 1la
estructura, capaces de aumentar la acumulacién de andrdgenos
en la pared folicular, lo cual aportaria mas sustratos para
la aromatizacion a estrégenns.

Experimentos mas recientes, realizados por Liu, Y.X y
Hsueh, A.J.W. (1984) con folfculos ovdricos Ade ratag
inmaduras sensibilizadas con PMSG, los llevaron a concluir
que las interacciones sinérgicas entre las células de la
granulosa vy la teca son importantes para lograr el max i mo
efecto biosintético de estrégenus en 1 ovario y sugirieron

ademis que la progesterona producida por las células de la



de; la granulnsa.

Es as{ ~como ’multzples n estigadares Han 'hechd

lmportantes apcrtac:anes en tornu a la teor:a bxcelular para
la sintesis de estrogenos, que ahora es ampllamente aceptada
y que plantea una accidn conjunta entre las‘das pablaciones

celulares del folfculo ovéri:o"y;,' las . hormonas. hipo-

fisiarias, para que se lleve a cabo.:la.sintesis de estrd-

genos.
Esteroidogenesis fetal. S =

La funcidn enddcrina del testiculo fetal ‘ha sido
ampliamente estudiada, debido al papel preponderante que
esta juega en la determinacidn de las caracteristicas
fenut{picas masculinas durante el desarrollo embrionario.

De este modo ha quedado establecido gue el testiculo
fetal elabora sustancias que con  fundamentales en el
desarrollo del fenotipo masculino: 1) 1la hormona anti-
millerinana (AMH), que s producida por las células de
Sertoliy no se ha podido purificar totalmente vy es

responsable de la regresidn de los conductos de Miiller

(Josso, N. gt_al., 1977) vy 2) la testosterona, gue induce 1a 7

virilizacidn de los conductos de Wolff y sirve camno
precursor para la formacidn de dihidrotestosterona, el

esteroide intracelular responcable de la masculinizacidn del
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seno urogenital y los genitales externos (Goldstein, J.L.?gg‘
al., 1975). '
En el caso de los mam{feros, se ha detectadb praduc:ién
de testosterona en el momento de la diferenciacidn sexual en
testfculos fetales de diversas especies, entre los que se

incluyen: humano (Bloch, E., 1964) (Reyes, F.l. et _al.,

1973}, rata (Noumura, T. et al., 1946&), armadillo, perro

(Bloch, E., 1947) conejillo de indias (Bloch, E., 1%47)

(Sholl, 5. et al., 1978) f cerdos (Raeside, J.I., 1985).

Son de particular interes los estudios de Jost (1953),
el cual, al trabajar con fetos castrados del sexo femenino y
masculino, observd que las primeros presentaban un
desarrollo normal, mientras que en los dltimos habfa una
regresién de los conductos de Wolff, con la consecuente
persistencia de los ctonductos de Miller vy la aparicién de
estructuras genitales femeninas. En base a los resultados
obtenidos, Jost concluye gue la funcidn enddcrina del ovario
fetal no es esencial para o1 establecimiento de lasg
caracteristicas fenotipicas femeninas.

Por otra parte, al trabajar con ovarios fetales
humanos, Blaoch, E. (1964) reporta que estos son
relativamente inactivos en lo que se refiere al metabolismo
de la progesterona y Reyes, F.I. et al. (1973} practicamente
no detectaron estradiol o en los casos en que lo hicieron,
fue splo en cantidades minimas.

Sin embargo, estudios realizados por George, F.W. vy

Wilson, J.D. (1978), demostraron que las génadas femeninas
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de fetos . humanos de 3.1 a 20 cm de longitud
coronilla-rabadilla (C-R), eran capaces de sintetizar 178 -
Estradiol al ser incubadas con testosterona E1,2;6,7-°HJ o
andrastenediona {1,2,6,7-H], Estos resultados los lievarun
a concluir que, en este caso, la capacidad del ovario fetal
para sintetizar estrégenos se desarrolla antes de la
diferenciacidn histoldgica del tejido gonadal y, mds o
menos, al mismo tiempo en que el testiculo fetal empieza a
producir testosteraona.

Mis adelante, Sholl, S.A. et _al (1978) observaron
sintesis de androstenediona, al incubar ovarios fetales de
conejillos de indias en presencia de acetato-14C, as{ como
transformacidn de androstenediona [1,2-3H] y (1-2H] en agua
tritiada, estrona~®4 y estradiol-SH, en donde estos dos
Yltimos metabolitos (Estré§2nns), representaban del 16%Z al
23% de la radioactividad total.

Otros autores como Weninger, J.P. gt al (1984) al
trabajar con ovarios de embriones de ratas de 19 a 20 dias
de QEEtaci6n, utilizando como precursores testosterona-SH vy
progesterona—>H, detectaron cantidades medibles de estrona.
¥ Picon, R, et al. (1985 Al realizar experimentos "in
vitro”" con gdnadas femeninas de embriones y neonatos de
rata, para medir la conversidén de andrdgenos a estrégenos,
demostraron que ésta se efect(ia en ambos casos, concluyendo
ademds que la actividad de la aromatasa permite diferenciar

4 : .
a las gonadas femeninas de las masculinas adn en etapas
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anteriores al inicio de ia pruduccién de testosterona en los
testiculos fetales de esta especie de mam{feros.

La esteroidogénesis ovdrica fetal tambidn ha sido
extensamente estudiada en conejo por diversos investigadores
entre los cuales destacan Milewich, L. et _al. (1977}, que
detectan sintesis de estradiol en ovarios de embriones de
conejo de 18 dfas de gestacidn, alcanzando ripidamente un
nivel de & pg/h/mg de proteina hacia el dfa 19. En funcion
de estos datos infieren qqe el ovario fetal de conejo tiene
la capacidad enzimdtica para transformar esterovides C19 a
Ci8 y que esta es adguirida por las qénadas fetales
femeninas al mismo tiempo gque el test{culo fetal de conein
puede sintetizar testosterona a partir de pregnenclona.
George, F. et _al (1978), al realizar estudios para comparar
la esteroidogénesis ovdrica y testicular en embriones de
conejo en el momento de la diferenciacidn sexual, obtiepen
resul tados similares.

George, F. y Wilson, J.D. (1980) al llevar a cabo
experimentos “in vive" e "in vitro" para detectar 1la
sintesis y secrecidn de estradiol en ovario fetal de conejo
y para determinar la actividad de la 38 ~hidroxiesteroide
deshidrogenasa I Sadmiad isomerasa, concluyen que la
diferenciacidn enddcrina del ovario fetal de conejo, asi
como del testiculo, ocurre al mismo tiempo en lac gdnadas en
cultive, que "in vivo", por lo que sugieren que dicha
diferenciacidn, en este caso, es inherente a las gdnadas ¥y

no es controlada por factores externos.
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Shemesh, M. et al (1978), trabajando con ovarios

fetales de bovino de 32 a 35 dias (1.8'a 2.5 cm de long.
C-R) y de 36 a 85 dias de gestacidn (2.6 a 12.4 cﬁ de long.
C-R), abservaron produccién de progesterona y pros-—
taglandinas E y F en todos los casos estudiados y de 178 -
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. Ademés, al adicionar a
los cultivos LH, encontraron que la secrecidn de estradiol
aumentaba Gnicamente en ovarios de fetos de 3.3 a 4.1 cm  de
long. C-R. Estos resultados comparados con los dbtenidms al
trabajar con testiculos fetales en las mismas condiciones,
les permitieron demostrar que la produccién de testosterona
en test{culos y de 178 -estradiol en ovarios fetales de
bovino, se inicia mds o menos al mismo tiempo en que estas
génadas empiezan a diferenciarse morfoldgicamente (42-48
dias de gestacién, 3.3 a 4.1 cm long. C-R).
vCabe hacer notar que en la maynr{a de los trabajos
mencionados anteriormente la diferenciacidn funcional de las
gdnadas fetales femeninas se inicia mds o menos al mismo
tiempo o en ocasiones hasta un poco antes que la
diferenciacidn mor{olégi:a. Esta observacidn ha llevado a
varios invesktigadores a la conclusidn  de que, si bien es
cierto que la esterpidogénesis ovarica en etapas fetales no
es indispensable para el establecimiento del fenotipo
femenino, pudiera jugar un papel importante en la

. e .
diferenciacidn sexual de la gonadas.
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Objetiva.

El hecho de saber que en el ovario - adulto hay
poblaciones con capacidades esteroidogénicas diversas, como
lo expresa 1la téor{a bicelular, nos 11evd a plantear 1la
posibilidad de que esta diferenciacidn se iniciara desde
etapas fetales.

Por otra parte, tomo la sintesis de 178-estradiol se ha
observado en el momento en que las génadas fetales empiezan
a mostrar una diferenciacidn morfoldgica, se considerd
interesante come punto de partida, caracterizar la
esteroidngénesis en ia corteza vy en la médul a ovéricas, ya
que son componentes que de una manera natural, juegan un
papel importante en la diferenciacidn sexual de las génadas.

En base a lo anterior, el objetivo del presente trabaio
es: detectar si existen en el ovario fetal de bovino,
poblaciones celulares con distintas capacidades
esterpidogénicas en el momento de la diferenciacidn gonadal.
Para esto, se estudiaron en corteza y médula por separado,
la actividad de la aromatasa y de 1la 3 g-hidroriesteroide
deshidrogenasa 4%-° jsomerasa y su posible localizacién,
observando si ambos parémetras variaban a lo largn de 1la

diferenciacidn de las génadas sexuales femeninas de bovingo.
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MATERIAL Y METODOS.
MATERIAL

Reactivos.

Se utilizo como medieo de cultivo el Eagle .modificado
por Dulbecca (DMEM) que, al igual gue la tripsina se obtuvo
de Grand Island Biological L£o. {(Grand Island N.Y.). E1 inhi-
bidor de tripsina, la albldmina sérica bovina v los estdnda~-
res de testosterona, 4-androsten-3,17-diona, Se-androstero-
na, Sa ~dihidrotestosterona, dehidroepiandrosterona, estra-—
dicl, estrona. pregenenolona, 17a-hidroxipreonenolona, pro-—
gesterona. 17a-hidroxiprogesterona v 20 a -hidroxiprogestero—
na. fueron obtenidos en Sigma Chemical Co. (St. Louis Mo.).

Para la cromatoorafia en placa fina, se emplearon cro-
matofolios Al de Silica ael G~60 con indicadar fluorescente
F-254 de 20 X 20 cm. (Merck., México) vy para la cromataografia
en columna. Sephadex |H-20, adauirido en Pharmacia Fine
Chemicals (Uppsala, Sweden).

La testosterona [1,2,6.7-3H] (3.9 Ci/mmol) v la
preanenolona [7-SH1 (17.7 Ci/mmol) . fueron obtenidas de New
£ngland Nuclear (Doston. Ma.) v se& purificaron &n places
preparativas de silica gel G-60 sin indicador fluorescente

de 20 X 20 cm (Merclk, Mexico).

Material bioloagico.
Se trabaio con ovarins de fetos de bovipo tipo cebd
(Vas indicus). gue fueron obtenidos en el rastro de Ferreria

de la Direccidn General Ue Abasto del D. F.
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METODOS.
Obtencidn de Gdnadas.

En diferentes fechas, se colectaron ovarios de fetos de
bovino de 4 a 10 cm de lengitud corenilla-rabadilla (C-R),
que correspund{an a una edad aproximada de 47 a 75 dias de
gestacidn.

Los fetos se obtuvieron innmediatamente después del
sacrificio y se seleccionaron las hembras, determinando el
sexo por sus caracteristicas morfoldgicas externas. Las
gdnadas se disecaron ahi mismo, sumergiéndolas inmediata-—
mente en medio de cultivo Dulbecco-albiémina al 1%y se
mantuvieron de 2 a 4 horas a temperatura ambiente , hasta

iniciar la disgregacién celular.
Disqregacién de las poblaciones celulares.

Se separd corteza de médula en cada par de ovarios
utilizando agujas de diseccién, con el objeto de disgregar
las células. Cada muestra de tejido se incubd por separado
en una solucidn de tripsina al 0.25% libre de Ca y Mg, en un
agitador metabdlico Dubnoff a 38°C durante 10 minutos. Pos~
teriormente, cada una de estas poblaciones se pasé a tubos
de centr{fuga, filtrando previamente con una tela de nylon
para guitar la parte fibrosa. Se agregd inhibidor de trip-
sina al 1% disuelto en Dulbecco y se centrifugaron las mues-—
tras durante 10 minutos a 120 rpm, repitiendo el procedi-

miento dos veces.



Finalmente se resgspenaié'ef'botén enlnglbgﬁcafglbﬁmina
al. 1% y se tomd una alicuota de 10 pl bara'célculér’él nlme—
ro de células por ml de medio, utilizando ﬁara esto una . ca-
mara cuenta gldbulos. Se agregd también azul de tripano con
el objeto de calcular la mortalidad celular, que fue de un

5-10 % aproximadamente.
gintesis de Estrdgenos (Actividad de la Aromatasa)l.

Se tomaron 100 ul de la suspensidn celular de corteza y
médul a respectivamente y se incubaron por separado con %00
M1 de medic (Dulbecco-albdmina) y 10 pl de T 1,2,6,7-3H]
{sustrato bajo, 190-250 fmol, sustrato medio, 300-317 fmol y
sustrato alto, 400 fmol) cada una, durante una hora a 37 °C
en bafo con agitacidn. También se prepard un blance con 1000
1 de medio de incubaci én y 10 pl de testosterona tritiada.

Se did fin a la incubacidn con 10 ml de éter etflico en
fr{n, Yy se realizaron 3T extracciones con 30 volimenes del
mismo en total, evaporﬁndose a sequedad. El extracto etéreo
se resuspendid en 100 nl de etanol, de los cuales se tomaron
40 pl para proceder al  aislamiento e identificacidn de los
productos de biotransformacidn de la testosterona mediante
cromatograftia en placa fina.

Con cada alfcuota de la muestra y por separado se
aplicaron los siguientes estandares: Testosterona (7Y, De-
hidroepiandrostercna  (DHER), Androstenedicona ( A9, An-
drosterona (a-ona), Dihidrotestosteruna (BHT), 178 -estra-

diol (£2) y Estrona (L1).



La cromatograffa "_-'.e:,‘ ;lél.'f-éri'u‘l‘}a : er"llLu_w‘ 's;‘i-;t,en-a de
s0l ventes de Diclorometéno/Acefatq“c!‘e": Etilo, "H:Ej’-‘(v/v).‘- lLa
placa fué  revelada primernb ¢:an luyz ultravinlei‘.a y . poste-
riormente con acido sulfdrico al 80 %Z (acuoso) dnicamentie en
la = ona ocupada por los estindares.

Después de identificar los esteroides seporedos, se
tortd 1a platra y las fracclones obtenidas se sumergieron en
Sml de lx'qui.do de centelleo, para contar 1la cantidad de
radi oactividad existente en cada una de ellas.

Por dltimo, se caleuwlaron las porcentajes de trans-

formacidn de la testosterona hacia sus metahnlitos.
Identificacidn de los metabolitos de la Pregnenolona.

El procedimiento utilizado para la obtencidén de las gd-
nadas, la separacidn de corteza y médula y la disgregacidn
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 corteza
y mé&dula, se tomaron 100 pl de cada una, incubandolas por
separado con 900 pl de medio de cultivo, y 5 pl de Pregne-
nol na [7-H] (&1 000 cpm.), en bafo con agitacidn a 38 °C,
dur- ante una hora, asi como el blanco, que fud preparado  eon
1000 nl de medio de cultivo y 5 ul de pregnenclona tritiada.

Se concluy6 la incubacidn con 10 ml de éter etilico en
trio y se  efectuaron 3 estracciones con 30 voldmenes del
nsmo en total, evapor':(ndose & sequedad. La fase urgénica 5

resuspendid en 100 ul de etanol.
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La pregnenolona y sus metabolitus'sé~5ébak;fon ﬁriméru,
por cromatografia en columna.y después, ﬁor ﬁrométngraffa en
placa fina.

Cromatografia en columna.- Se tomo una alfcuota de 40
1 de cada muestra y el blanco, agregdndose los siguientes
esténdares, para que sirvieran de acarreadores: Pregnenolona
{(P5), Progesterona (P4), 17a-hidroxipregnenoclona (17a -0OH
P5), 17a-hidroxiprogesterona (174-0H P4), 20e-hidroxiproges—
terona (20c-0H P4), Androstenediona (8%), Testosterona (T),
Dehidroepiandrosterona (DHEA), 178-Estradiol (E2) y Estrona
(E1).

Los 40 ul  de las muestras problema con la mezcla de
esténdares, se corrieron en una columna de 7.5 cm de largo
por 0.5 cm de didmetro, utilizando un sistema de solventes
de Renceno/Metanol 9:1 y se colectaron 20 {racciones a
intervalos de dos minutos cada una.

Cromatogtrafia en placa fina.- Las fracciones obtenidas
por el procedimiento anterior se resuspendieron en S o &
gotas de Benceno/Metanol 9:1 y se aplicaron en su totalidad,
asi como, por separado, los estdndares mencionados anterior-—
mente.

La cromatografia se corrid en un sistema de solventes
de Diclorometano/Acetato de Etilo 8:2, despuds de 1o cual la
placa se reveld, primero con luz ultravioleta y despuds con
dcido sulfdrico al S0% {acuosn), solamente en la regidn en
la que se aplicaron los estandares. Se prucedié a cortar 1la

placa, agregandoc § ml de lfquido de centelleo a cada



»Fratcién‘para contéf la cantidad de radioacti idad existente
‘en cada una de ellas;.
Pdr' Wltimo, se calcularon los ‘hurcentajes de

transformacidn de la Pregnenclona hacia sus metabolitos.

Histoquimica. Deteccidn de la 3g-hidroxiesteroide deshidro-

genasa A ®~“Isomerasa.

tas gdnadas sé nbtuvieron del mismo modo que en los
otros experimentos y se calncarun en cdpsulas de polietileno
que contenfan hexano, las cuales fueron sumergidas en
acetona y hielo seco, de manera que las muestras quedaran
congeladas. Se almacenaran dura&te tres dias a -20°C, para
efectuar despuds cortes transversales de 1S5 pm de espesor
con un cridstato American Optical, manteniendo la misma
temperatura.

Los cortes se colectaron en portaocbjetos tratados con
gelatina, se dejaron secar unos minutos y se incubaron a 37
°C durante 3 boras en el siguiente medio: 20 ml de Buffer
(Tris 0.1 M, pH 7.4), 10 mg de azul de tetrazolio, 20 mg de
NAD y 2 mg de dehidroepiandrosterona disuelta previamente
en dimetil formamida. Los controles se sometieron al mismo
procedimiento en un medio carente de sustrato.

Después de la incubacidn, los cortes se lavaron en
amortiguador de Tris, se fijaron en formol amortiguado sl
107 y se montaron en qlicerol, procediendo finalmente a su
observacidn en un fotomicroscopio (Polyvar) para ser

fotografiados.
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RESULTADDS.

Se utilizd como parédmetro de la edad gestacional de los
embriones empleados, la longitud de coronilla a rabadilla
(long. C-R), expresada en cent{metros, como lo muestra 1la

figura 8.

sf{ntesis de 17g-Estradiol (Actividad de Aromatasa).

Para poder comparar los resultados entre s{, se corri-
gieron los porcentajes de transformacién en femtomoles de
estradiol producidas por un milldn de células en una hora
(fmol E2/ 10* cels/ h) vy se graficaron contra long. C-R,
cansiderando por separado las génadas que se habian culti-
vado con un sustrato inicial alto (400 fmol), medio (300-
317 fmol) o bajo (190-250 fmol) respectivamente.

Se tomd comp fndice de la actividad de aromatasa la
sintesis de 178-~estradiol a partir de testosterona [1,2,6,7,
SHl, ya que, bajo las condiciones utilizadas, la transfor-
macién de esta a otros metabolitos se efectuaba en cantida-
des despreciables, siendo el producto principal 178 ~estra-
diol.

De acuerdo con l1os datos oblenidus, tanto corteza como
médula son capaces de aromatizar testosterona a estradiol vy
no hay diferencias significativas entre las dos regiones,
considerande los datos en conjunto, aunque en corteza la
actividad de dicho complejo enzimdtico parece aumentar al

adicionar mas sustrato (fig. 9).
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Figura 8. Correlacidn entre la edad gestacional de los embriones y la
longi tud coronilla-rabadilla.
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Figura 9, Sintesis de 17g-estradiol en suspensiones celulares de
corteza (o) y médula (o) de ovarios de fetos de bovino
de distintas edades gestacionales. Se incubaron durante
una hora en medio Dulbecco-alblmina con diferentes con-
centraciones de testosterona [1.,2,6,7-3H] (sustrato al-
to, medio y bajo). Los resultados se expresan en fmol.
de estradiol, por mi116n de células, por hora.
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También podemos observar gque hay una mayor ﬁrnducéiéﬂ'v
de 178 -estradiol (mayor actividad de aromatasa), tanto' en
corteza como en médula de ovarios de embriones de 4 a 5 vém;v
de long. C~R y que esta va decayendo en las dos ;eginnés eﬁ,
ovarios de embriones de 6 a 7 ¢m de long. C-R en adelante

(fig. 9.

Productos de biotransformacidn de la Pregnenolona [7-3H1.

Cuando los ovarios se incubaron en presencia de - preg— "= -

nenolona ([7-®Hl, los principales metabolitos dete;fados
fueron los siguientes: . L
Andrdgenos (C19): dehidroepiandrosterona (DHEA) , an-
drostenediona (4*) y testosterona (T). ‘
Progestégenns (C21}): progesterona (P4) , 20 a ~hidroxi-
proyesterona (20a0HP4), 17a-hidroxiprogesterona (17q0HP4) y
17a-hidroxipregnenolona (17q0HPS).
Estrdgenos (Ci8): estrona (E1).
Los porcentajes de transformacidn hacia estos productos
en los diversos casos estudiados se ilustran en la tabla 1.
La 200HP4 vy la l7uDHP4 s&@ consideraron en conjuntno,
debido a que no fue posible separarlas por los métodos cro-
matogré?icus utilizadns, ademds de que las cantidades produ-—
cidas eran minimas.
En lo referente a los estrégenos, solamente se detec—

taron pequehas cantidades de estrona.
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TABLA |, TRANSFORMACION DE LA PREGNENOLONA 7-3H EH SUS DIFERENIES
NETABOLITOS.

ENBRION 4 ca. C-R ENBRION & cs, C-R
ESTERDIOE CORTEZA @ KEDULA ¢ CORTEIA @ MEDULA @
PS5 REMANENTE  52.90 3.0 4,30 98.23
DHER 10,45 8.30 2!-78 15.18
19 M bR/ 1,90 5.1 5,30
T 3.8l 4.3 10.87 2.80
o4 6,20 13.30 4,45 10.10
20004 0,73 1.54 Ln 1,26
C-21  17a0HP4 ¢
100HP5 n.d 4.60 9.35 5.20
¢-18 £ 0.23 0.03 0.91 1.40

¢ Los valores representan los oorcentaies de transformacidn.
+ Los valores de 2000HP4 incluven a los de IMOHP4,

Los porcentajes de recuperacidn de la radiocactividad
inicial para 1los ensayos con pregnenolona v testosterona

fueron prdacticamente del 100%.

Actividad de la enzima A®"* Isomerasa, 38 -Hidroxiesteroide

deshidrogenasa (A®—4, 3B8-0HSDH).

FPara realizar esta parte del trabaio Gnicamente se
obtuvieron ovarios de embriones de 4 v 6 cm de lono. C-R.

En el bicensavo se utilizd como {ndice de la actividad
de la enzima 1a reolacidn entre Ins princioales metabolitos
de la preanenolona resultantes de la via de los A9 (oro-~
nesterona. androstenediona v testosterona) v los de la via
de los A® (dehidroeoiandrosterona), con el objeto de ob-
servar como se comportaban la cortesa v la médula de los

ovarios empleados. en este aspecto.
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TASLA 2. INDICE DE ACTIVIDAD OE LA ENIINA
AS-4 - 3B-CHSDH.

LONG. C-R { P4 ¢ A8 [ DHER)
{ea) CORTEIA  MEDWLA
4 0.90 1.80

[ 0.42 1.02

Comp se muestra en l'a tabla 2, la actividad de la en-
Zima AT, 3B-0HSDH se detectd tanto en corteza como en
médula, siendo mayor en esta Mltima tanto en los ovarios de
embriones de 4 cm, como e 1os de & cm. Estos resultados se
vieron confirmados con los obtenidos al efectuar la reaccidn
histoquimica, ya aque esta se localiza principalmente en 1la

médula subcortical, como se observa en la figura 10.



-y

Figura 10. Reaccién histoquimica de la 4" ', 3B-OHSDH, en un
corte por congelacidn de ovario de feto de bovino de 6 cm (C-R).
Se observa la precipitacion de grdanulos de formazén en el cito-
plasma de las células de la médula subcortical{t).

i
,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En principio decidimos estudiar la actividad de 1la
aromatasa, debido a que este complejo enzimdatico es el
responsable del metabolismo de los andrdgenos a estrdgenos,
siendo el 178-estradiol el producto final mas importante de
la via esteroidogénica en las génadas femeninas. Por lo  an-—
terior, tomamos como {ndice de actividad de la aromatasa el
porcentaje de transformacidn de testosterona tritiada a 178-
estradiol.

Debido a que la cantidad de estradiol producida por el
avario fetal es muy pequefa, decidimos utilizar el método de
seguimiento isutépico, puesto que es sumamente sensible.
Esto nos permitié detectar cantidades del orden de femtaomo-
les en cada ensayo, a pesar de haber aplicado el sustrato en
concentraciones muy bajas (190 a 400 fmol).

Otras metodologfas alternativas ser{an el radioinmuno—
ensayo (RIA) y la formacidn de agua tritiada: sin embargo
no se consideraron, porque el nivel de sensibilidad en ambos
es menor vy en el caso del RIA, los anticuerpos requeridos
para llevarlo a cabo podrian presentar reacciédn cruzada con
aotros estercides. En 1o referente a la formacidn de agua
tritiada, héy otros inconvenientes como son el hecho de ne-—
cesitar una gran cantidad de sustrato, en este casc testos—
terona, en la que ademds la mayor parte del tritio tendria
que estar en posiciones 18 y 2B8.

Con base en los resultados que obtuvimos en el presente

trabajo, consideramos importante hacer notar que tanto en la
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, fa
corteza como en la médula ovdricas. hay

“una_ mavor . produccion

de 17p-estradiol a partir de testosterona trittéda.gni:bvé4 

rios de fetos de 4 a S cm de lona. C-R, qué despuds vé‘ de-
creciendo hasta que en ovarios de fetos de & a 7 cm de loﬁgr
C-R en adelante la transformacidn hacia este producto es
minima en ambas zonas.

Cabe comentar gque Shemesh. en 1978, al trabaiar con
ovarios de fetos de la misma especie, observd un comporta--
miento similar en lo referente a la secrecidén de 178 -estra-
diol, gue se caracteriza por un incremento en la produccién
de dicho esteroide gue alcanza su maximo nivel en ovarios de
fetos de 4.2 a 8 cm de long. C-R, para gue a partir de este
momento decaioa hasta cantidades indetectables. Esto resulta
interesante scbre todo si consideramos que nosotros estamos
cuantificando actividad de aromatasa en corteza v médul a
ovdricas por separado, mientras que Shemesh cultiva oonadas
{nteqras para medir secrecidn de 17B-estradiol por radioin-
munoensavao. Ademés, en ambos casos el aumento en la produc-—
cidn de estradiol coincide con las porimeras etanas de la
diferenciacidn morfnléqica de las génadas.

Lo anterior nos lleva a considerar la posibilidad de
gue el inicio de la sintesis de 17B-estradicl sea un reoui-
sito.para que se desencadenen otros eventos de la diferen—
ciacidn ovdrica v que si bien es ampliamente aceptado aque la
funcidn enddcrina del ovario fetal no es esencial para el

establecimiento del fenotipo femenino (Jost, A.. 1933), sin




gmbargd, pudiera ejercer un eFecia local déﬁffq délepyarin
en: desarrollo. -

' En éste sentido, aunque la funcidn del estr5d101 secre-
‘tado por ovarios de embrivunes en etapas tempranas del desa-
.rrollo no es clara, se piensa que pndrfa ser un  elemento

importante en la transformacidn de las células germinales en
6vugania5 y en la diferenciacidén de las células somiticas
(Shemesh gt_al., 1978). Q bien, cemo sugiere Byskav (1979),
pudiera regular la produccién de la sustancia inhibidora de
la meiosis, inactivando o inhibiendo a esta 61tima, para que
se inicie 1a profase de la primera divisidn meidtica.

Como mencionamos anteriormente, nosotraos hemos conside-
rado la transformacidn de testosterona en 178-estradiol como
indice de actividad de la aromatasa y, en este sentido, los
resultados obtenidos nos llevan a concluir que tanto en la
cagrteza como en la médula, se encuentran poblaciones celu-
lares capaces de aromatizar andrégenus (testosterona) a
Estrégenos (estradiol) y nue a nivel cuantitativo y consi-
derando los datos en conjunto, una regidn no difiere signi-
ficativamente de 1a otra en relacidn a la sintesis de estra-
diol. 8in embargo, cuando se aplica un sustrate inicial  me-
dio (300 a 317 fmel) o bajo (170-2C0 fmol), parnce habur mna
mayor actividad enzimdtica en  midula. Una posible expli-
cacion a cste hecho podria =er que hubiera distintas canti-
dades de testusterona cnddgena en cada regidn, de manera que
al agregar de 190 a 300 fmol de testosterona tritiada, la

: 3 P
actividad especifica de esta sea menor en corteza, tradu-
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cidndose as{ en una menor actividad enzimdtica detectable,
por efecto de dilucidn.

A pesar de que la separacidn entre corteza y médula se
hizo con especial cuidado, no se puede descartar la posibi-
lidad de que tanto en una zona como en otra se encontraran
algunas células de la regidn contraria, aungue estas Gltimas
representar{an una proporcidn tan pequefa, que pensamos no
interfieren significativamente con nuestros resultados.

Hast§ aqui podemos suponer gue, tanto en curtesa como
en médula, hay poblaciones celulares que presentan actividad
de la aromatasa. Sin embargo el determinar si hay wna o va-~
rias estirpes celulares con esta capacidad, as{ como cual es
su ubicacidn dentro del ovario fetal, implicaria elaborar
otros modelos experimentales que, por una parte, nos permi-—
tieran aislar dichas poblaciones para trabajar con ellas
independientemente y por otra, observar su distribucidn en
la génada fetal a 1o largo del desarrollo embrionario.

Un aspecto que también nos llamd 1la atencidn en los
ensayos realizados con testosterona tritiada, fue observar
que précticamente no hubiera transformacidn hacia androste-
nediona, a pesar de que &l trabajar con pregnenolona, se
podia concluir que la enzima 17g~-hidroxiesteroide deshidro-—
genasa (178-0HSD) estaba presente en los fetos estudiados.
Pensamns que una pasible.explicacién a este hecho podrfa ser
que el sustrato no fuera suficiente y que hubiera una mayor

afinidad de la aromatasa por la testosterona, favoreciéndose
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as{ la formacidn de estradiol, que es un esﬁerpide_de_ suma
- importancia en el organismo f.ernenino.

Por otra parte, al incubar testiculos fetales de em—
briones de 4 y S cm. de long. C-R en condiciones idénticas
a los ovarios fetales (datos no  inclufidos en los resulta-
dos), el pricipal producto encontrado fue la androstenediona
(4 a5 fmel) vy no as{ el estradiol. Esto concuerda con 1o
reportado por otros investigadores gque han efectuado estu-
dios en torno a la esteroidugénesis en test{culos de embrio-
nes de diversas especies, encontrando que la produccidn de
estradiol en el test{culo fetal, cuando existe es minima o
bien no se detecta (Reyes, F.I. et_al., 1973; Mauleon, P. et

al., 1977; George, F.W. gt__al., 1978; George, F.W. et _al.,

1980 y Shemesh, M. et _al., 1978).

Esto Gltimo podria apoyar la explicacidn anteriormente
expresada, en el sentido de gque si la aromatasa tiene una
mayor afinidad por la testosterona, al no estar presente
esta enzima, © bien hallarse en cantidades fnfimas, camno
suponemos gue ocurre en el testicule fetal; el sustrato en
cuestién (testosterona), gquedaria disponible para ser
transformado por la enzima 178 -0HSD en androstenediona.

Ahora bien, como se hizo mencidén en pérrafos ante~
riores, se empleé también pregnenolona tritiada comb precur-—
sor, con el objeto de tener una visidn mas amplia de las
vias esteroidagénicas y as{ poder definir posteriormente la

metodolog{a adecuada para estudiar mas a fondo la actividad
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y localizacidn de las enzimas implicadas en dichas vias
durante el desarrollo embrionario.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta fase
experimental, observamos que tanto en corteza como en ngdul a
de ovarios fetales de bovino de 4 y & cm. de long. C-R, se
encuentran metabolitos que demuestran 1a presencia de las
principales enzimas involucradas en la esternidagénesis
avédrica y que tanto la via de los A® como la de los A® estdn
activas.

Sin embargo, en 1o referente a los estrdgencs, Unica-
mente se encontrd estrona en cantidades muy pequefis y no
asi estradiol, a pesar de Qque aparentemente la cantidad de
testosterona formada era suficiente como para que se trans-—
formara en este metabolito. Consideramos gue nuestros datos
son insuficientes para explicar este punto, por lo que pen-—
samos que para aclarar esto, seria necesario realizar nuevos
experimentos, utilizando un precursor mds inmediato como,
por ejemplo, la androstenediona.

Con el objeto de analizar tambidn la actividad de 1la
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A“™® Isomerasa ( A%~ °,
3B-0lSDH) , se establecid la relacidn existente entre los
metabolitos de la pregnenolona mas abundantes transformados
por 1a via de 1os 4% y los resultantes de la via de los A®.
Utilizamos esta metodolugfa porque consideramos mas fFactible
de este modo, establecer comparaciones entre Jos casos

ostudiados (ovarios de fetos de 4 v 6 cm. de long. C-R).
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Dentru de los productos de_la vfafdé—_lpsLA; §510> 561;‘
tﬁmaran en cuenta la progesterona yla ;#ﬁdfgétéﬁeéioﬁé,‘po;, 
ser 1os mas abundantes, ya que la 20d:y la !7&7;Hiﬁra@jﬁra_
gesterona se detectaron solo en cantidades auy ﬁéq&eﬁaé Yy no
fue posible separar una de la otrua con los métédos cr;matn—
grificos empleados. En lo referente a los metabolitos de "la
via de 1os A%, solo consideramos a la dehidroepiandros—
terona, pur ser la que se encontrd en  mayar cantidad, a
diferencia de la 17a-hidroyiipregnenolona que, ademds de ser
menos abundante, no se pudo aislar satisfactoriamente de la
testosterona, por lo gque esta ltima tampoco se incluyé
dentro de los productos de la via de los A%,

De acuerdo con nuestros resultados, aunque la actividad
de 1a A~®, 38-0HSDH se detectd tanto en corteza como en
médula, fue mayor en esta dGltima, en una proporcidn de
précticamente 2:1, en los dos casps estudiados. Esto fue
confirmado por histoquimica y en este aspecto nos parece
importante hacer notar que la actividad de dicho complejo
enzimdtico se localiza fundamentalmente en la z2ona  de
transicidn entre corteza vy médula, con predominio en la
segunda, al menos para los ovarios de fetos de 4 y 6 cim. de
long. C-R.

A pesar de las diferencias mencionadas, pensampus que
los datos obtenidos no son suficientes para apoyar alguna
conclusidn en este sentido, por lo qgue haria falta trabajar
etapas gestacionales pousteriores, con el objeto de observar

i bhay variaciones tanto en la actividad de la A%*=®, 38 -~



OHSDH.iéqmq-gh‘f;ﬁ”@bicagién”fdentrc‘del ovario fetal a ‘15
largo. del desarroll D embri on‘abri. 0. Asimi smo, seria importante
utilizar aigdn meﬁabolito‘ mnas inmediato  como - la’
‘ dehidroehiandrn;terona, para estudiar en forma mas directa

la actividad de este complejo enzimdtico.
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