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RESUMEN 

LEYVA ISLAS, VICTOR HIPOLJTO. Metabolismo de esteroldes en las células de 

la teca y células de la granulosa del foliculo ovárico de porcino (bajo la 

dirección de: Marco Antonio Juárez Oropeza, Enrique Pedernera Asteglano y 

Luis Alberto Zarco Quintero). 

En el folículo ovárico de varías especies, la producción de estrógenos 

es efectuada por la acción coordinada de teca y granulosa, a este hecho se 

le conoce como 11 la teoría de las dos células-dos gonadotropinas para la 

producción de estrógenos". En el porcino, no ha sido posible establecer 

claramente la participación de las poblaciones foliculares en la slntesis 

de estrógenos. El objetivo del presente trabajo fue establecer las 

capac ldades esteroidogén icas de ambos t lpos celulares mediante e 1 

metabo 1 ismo de la pregneno lona, deh idroepiandrosterona, androstendíona y 

testosterona, tritiomarcadas 1 incubadas con y sin hCG y/o xantinas, durante 

60 ó 120 minutos. La separación de los esteroldes producidos se realizó por 

cromatografía en capa delgada. Los resultados del metabolismo de los pre­

cursores en las células de la teca mostraron mayor síntesis de progesterona, 

dehidroepiandrosterona, androstendiona y, poco estradiol y estrona, mientras 

que las células de la granulosa sintetizaron principalmente androstendiona, 

estrena, estradiol, esteroides sulfatados y andrógenos 5a-reducldos. Oe los 

resultados anteriores se concluye que en células de la teca se localizan 

preferentemente las actividades enzimáticas de la 3B-h idrox iesteroide 

deshidrogenasa/5-4 isomerasa, J7a-hidroxilasa, y en menor grado 17B­

hidroxiesteroide deshidrogenasa y aromatasa. En células de granulosa se 

observó actividad de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/5-4 isomerasa, 

17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, aromatasa, 5a-reductasa, y posible­

mente una sulfotransferasa. La conclusión final que se obtiene es que la 

teoria bicelular no es tot>lmente aplicable para el porcino ya que la teca 

produce también estrógenos, aunque en menor proporción. 
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INTRODUCCION 

Los ovarios son los órganos encargados de la actividad 

reproductiva de las hembras, en los mamíferos éstos son órganos 

pares que llevan a cabo funciones endócrinas y exócrinas. Las 

primeras incluyen la producción de estrógenos y progesterona, 

mientras que las segundas están relacionadas con la formación 

de los gametos femeninos (3,12). 

Para llevar a cabo dichas funciones, 

participación coordinada de todas 

el ovario requiere la 

sus células, mediante 

mecanismos que aún no son completamente entendidos; por tal 

motivo, antes de describir el metabolismo de esteroides en el 

foliculo ovárico del porcino, se presenta una breve descripción 

morfológica del ovario, incluyendo aspectos embriológicos, 

histológicos y del desarrollo folicular. 

origen embrionario 

En los animales vertebrados el ovario se origina a partir 

de la placa del mesodermo, en las denominadas crestas 

genitales, de donde se originan las células somáticas del 

estroma ovárico y las células foliculares del ovario adulto. 

Las células de la granulosa derivan principalmente de las 

células de la red intraovárica, y las células de la teca 

aparentemente se diferencian de las células mesenquimales en el 

estroma ovárico, ya que la capa de la teca no esta presente en 

los folículos primarios, pero se forma a medida que el folículo 

crece y madura (2,12). 



crece y madura (2,12). 

Las células germinales primordiales son las que darán origen al 

gameto femenino (ovocito). Es posible que su origen anteceda 

la formación de las hojas embrionarias (2,25). 

organización histológica del ovario adulto 

El ovario está cubierto por un epitelio de superficie que 

es modificación de la capa peritoneal visceral y que se 

continua con el rnesovario. 

Los ovarios consisten de dos zonas distintas; una corteza 

externa o zona parenquimatosa y la médula interna o zona 

vascular (3,25). 

En el caso de los ovarios de porcino, la corteza presenta 

comúnmente abundantes prominencias redondeadas de diferentes 

tamaños (las proyecciones de los folículos y cuerpos lúteos) 

que dan al órgano una apariencia lobulada irregular (15,25). 

La corteza contiene numerosos foliculos en diferentes estados 

de desarrollo, cuerpos lúteos, asi como células intersticitilcs 

y elementos estromales. Aunque las fibras del tejido conjuntivo 

de la túnica albugínea se continúan con las del tejido 

estromal, el tejido conjuntivo debe considerarse como un 

tejido especializado, donde se encuentran diferentes células 

típicas, tejido conjuntivo areolar y fibroblastos agregados. 

Estos pueden ser paralelos a la superficie y estar dispuestos 

alrededor de los folículos o de vasos sanguíneos con los que 

están relacionados. r~os f ibroblastos de esta región no son 

comunes, ya que se convierten con facilidad en macrófagos, y 



vaina folicular en relación con los folículos en desarrollo. En 

este último caso tienen funciones secretoras y nutricionales. 

Estas células epitelioides se vuelven a convertir con facilidad 

en fibroblastos del estroma (3,15,25). 

La médula se caracteriza por poseer grandes vasos sanguíneos, 

linfáticos, nervios y algunos restos embrionarios. se trata de 

un tejido conjuntivo areolar con fibras elásticas y 

reticulares. Los constitutivos medulares se continúan con las 

uniones mesováricas. Los restos embrionarios son parte de la 

red ovárica, que son cordones sólidos y cortos de células 

epiteliales (3,15,25). 

El Foliculo ovárico 

Los folículos son la unidad funcional del ovario.- La función 

de cada folículo consiste en proveer el soporte necesario para 

que la célula germinal femenina u ovoci to alcance su máximo 

potencial, para que de unirse con una célula germinal masculina 

sea capaz de producir un embrión que se desarrollará hasta el 

nacimiento de un nuevo individuo (12,15). 

Otra función importante del folículo es la producción de 

hormonas que están relacionadas estrechamente con el proceso 

reproductiva. Estas funcionan como hormonas en el sentido 

clásico, siendo transportadas del lugar donde se sintetizan, 

que vía circulación sanguínea van a actuar sobre una amplia 

variedad de "órganos blanco", no solo comprendiendo al sistema 

reproductor, sino también otros órganos y sistemas incluyendo 

el sistema nervioso central, sistema músculo-esquelético, el 
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sistema cardiovascular, hígado, tejidos adiposo y cutáneo 

(12,25). 

Además de su acción sobre órganos lejanos del ovario, los 

asteroides producidos por las células foliculares también 

actUan localmente dentro de los folículos en donde son 

producidos, actuando asi como agentes 11 parácrinos 11 o 

11 autócrinos 0 , actuando sobre o dentro de las células que los 

están produciendo, respectivamente (12). 

Qesarrollo folicular.- La clasificación de los estadios de 

desarrollo folicular se realiza con base en la morfología del 

ovocito, tamaño folicular, número y organización de células de 

la granulosa y teca foliculares (12). Aunque existen diferentes 

formas de clasificar el desarrollo folicular dependiendo de la 

especie animal de que se trate, aqui se presenta una 

descripción general, que es válida para el porcino y otras 

especies animales, figura l. 

- ~os primordiales: los ovocitos se encuentran en 

la profase de la meiosis y están rodeados por una 

capa de células pregranulosas planas. Estos 

constituyen la reserva de folículos en reposo que 

progresivamente son activados durante la etapa 

reproductiva, transformándose continuamente en 

foliculos primarios (3,14,15). 

- Folículos primarios: el ovocito esta rodeado por una 

sola capa de células granulosas cuboidales (las 
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descendientes de las células pregranulosas). Aquí es 

donde se inicia el crecimiento folicular que pueden 

culminar en la ovulación, o más frecuentemente en 

atresia en cualquier estadio de su desarrollo 

posterior (3,15). 

- Folículos secundarios: la capa única de células 

granulosas se vuelve multilaminar y está separada del 

ovocito por un material amorfo FAS-positivo, llamado 

"zona pelt1cida 11 , que en realidad es una lámina basal 

muy gruesa. Las células del estroma se diferencian en 

dos capas: la teca folicular interna y la teca 

folicular ex.terna. Las células tecales están 

separadas de las células de la granulosa por una 

membrana basal, llamada membrana cristalina. La teca 

folicular interna consiste de células epitelioides 

grandes y una extensa red vascular. La teca folicular 

externa esta constituida principalmente por una capa 

de células fibroblásticas (3,14,15). 

- Poli culos terciarios: el desarrollo del folículo 

terciario ocurre en dos fases, durante la primera, el 

crecimiento del folículo y del ovocito están lineal 

y positivamente correlacionados. La segunda fase se 

inicia poco antes de la formación de la cavidad 

antral, caracterizada por una intensa actividad 

mitótica de células de la teca y de la granulosa. En 

este período se forman unas fisuras intercelulares 
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que confluyen progresivamente para formar el antro 

folicular, teniendo lugar el continuo crecimiento del 

foliculo tanto por la actividad mitótica celular como 

por el creciente volumen de liquido folicular ( 3, 14). 

Dependiendo de su actividad esteroidogénica, algunos 

foliculos terciarios continúan su desarrollo hacia 

foliculos 11 preovulatorios" mientras que algunos otros 

permanecen como "no preovulatorios 11 • 

Independientemente del desarrollo del foliculo, éste 

contiene aún un ovocito primario permaneciendo en la 

primera profase meiótica (3). 

Generalmente es aceptado que los foliculos antrales 

y especialmente, al empezar a formarse los foliculos 

preovulator ios, son la fuente más importante de 

asteroides ováricos durante el ciclo estral (14). 

- El Folfculo maduro: es una estructura muy grande, la 

cual sobresale de la superficie ovárica y se extiende 

hasta la profundidad de la corteza. El antro es 

grande y su pared adelgazada consiste de los 

componentes celulares 

mencionados (3). 

e intercelulares antes 

- ovulación: la ovulación consiste en la ruptura del 

foliculo y la liberación del ovocito. En tanto que el 

mecanismo preciso de la ovulación no se ha 

determinado, se produce una lesión de la 

folicular debido a la hidrólisis enzimática 

pared 

del 
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tejido conjuntivo por una colagenasa estimulada por 

LH. La presión intrafol icular del liquido no se 

relaciona con el proceso ovulatorio (3,15). 

- Atresia Folicular: la atresia folicular es un 

fenómeno universal, caracterfstico de los vertebrados 

mamíferos y no mamíferos. En estos últimos los 

folículos son obliterados por la actividad fagocítica 

de la granulosa, la cual degenera. En el caso de los 

mamíferos, los cambios morfológicos son ~ás sutiles 

(14). 

Debido a la dificultad que representa identificar 

cuando se inicia la atresia, algunos investigadores 

han propuesto criterios para definir su inicio. Uno 

de éstos sería la presencia de una o dos células 

granulosas picnóticas en un corte transversal del 

folículo. Otro criterio consiste en la presencia de 

5% de células granulosas picnóticas en el corte 

transversal del foliculo. También es posible hacer la 

diferenciación entre foliculos sanos y atrésicos 

basados principalmente en la vasculari2ación de la 

teca, la integridad de la membrana granulosa y en la 

translucidez del foliculo (14). 

No todos los folículos en desarrollo terminan en 

ovulación, muchos sufren una atresia folicular. Esta 

puede presentarse en cualquier punto del desarrollo 

folicular (J,15). Durante el estadio de folículo 

primordial la disolución del huevo y la pregranulosa 



no dejan señales de cicatrización, 

desintegran. 

solo se 

En los estadios más avanzados del desarrollo 

folicular se produce una deformación quística seguida 

por la formación de una cicatriz, el cuerpo atrésico 

( 3). 

Los procesos degenerativos empiezan desde el ovocito 

hacia la periferia. El ovocito se licua, en tanto que 

la zona pelúcida se engruesa y repliega, las células 

de la membrana se deforman provocando que las paredes 

del folículo se colapsen, acompañado por una invasión 

de tejido conjuntivo y vascular del antro folicular. 

La membrana cristalina se engruesa y las células de 

la teca folicular interna pueden sufrir hipertrofia 

y cambios parecidos a las células lutefnicas de la 

teca (detalles en cuerpo lúteo). En este estadio el 

folículo atrésico puede considerarse como una 

glándula temporal. Las células foliculares se 

disponen en cordones alrededor del huevo en 

degeneración. La actividad fagocitaría de los 

histiocitos asociados y la actividad fibrolitica de 

los fibroblastos completan la transición del cuerpo 

atrésico (3,14). 

- Cuerpo lúteo: después de la ruptura de la pared 

ova.rica y los elementos murales que componen al 

folículo, el huevo es expulsado hacia el oviducto. 

Las porciones restantes del folículo no se degeneran 
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sino que sufren cambios pronunciados que conducen a 

la formación del cuerpo lúteo. Las paredes 

foliculares se colapsan y las células de la granulosa 

se protruyen hacia el lumen residual. La hemorragia 

que acompaña la ovulación, ill cabo de un tiempo 

coagula y la estructura de transición se conoce como 

cuerpo hemorrágico. Las células de la granulosa 

proliferan, se hipertrofian y se transforman en 

células luteinicas de la granulosa. En la cerda y la 

oveja no se acumula el pigmento lipídico amarillo 

conocido como lutefna, la acumulación de otros 

lf pidos marca el cambio de la membrana granulosa a 

células lute!nicas. Ln invasión de esta región por 

células estromales y vasos sanguíneos elimina el 

coágulo que es sustituido por fibras r.eticulares que 

convierten el área en una glándula muy vascularizada 

(3 ,25). 

Las células de la teca folicular interna se 

convierten también en células productoras de lipidos, 

células lutefnicas de la teca. Estas células son más 

pequeñas que las de la granulosa y se encuentran 

dispersas en forma periférica o en paquetes septales 

interrelacionados con otro tipo de células 

predominantes. El proceso por el cual la granulosa y 

las células tecales se convierten en células 

luteinicas se denomina luteinización. La hipertrofia 

e hiperplasia son factores necesarios para el 

proceso. Ya sea que la luteina esté presente o no, la 
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estructura resultante se conoce como cuerpo lúteo o 

cuerpo amarillo (J,15). 

El destino del cuerpo lúteo depende de si hay 

fertilización o no la hay. En case de no haberla, el 

cuerpo lúteo poco a poco es reemplazado por tejido 

conjuntivo convirtiéndose en cuerpo blanco (corpus 

albicans) o cuerpo fibroso (3). 

Si ocurrió la fertilización, el cuerpo lúteo se 

mantiene activo durante la gestación por un periodo 

variable. En algunas especies el cuerpo lúteo es 

necesario en toda la gestación, incluido el porcino 

(15), en otras puede eliminarse en diferentes tiempos 

sin provocar daños en el útero g>ávido (J). 

Panorama del Metabolismo de Esteroides en el ovario 

Células esteroidogénii;ª§..- Los principales tipos celulares 

involucrados en la esteroidogénesis folicular son básicamente 

dos: 

A). - Las células con respuesta secretora a la hormona 

luteinizante (LH), que comprenden las células de la 

teca interna de la pared folicular y las células 

intersticiales del estroma ovárico (12). Las células 

tecales de la cerda no sobreviven como células 

intersticiales (14). 
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Teca ex terna 

Teca interna 

Membrana 

~!~~~oi11a ~!q~~~ª r&Ylcu~~~r 1ivá~~¿ºs~ueNr5º ~~ioºr;~ª~ª.lo a~ 
células prefoliculares. z¡Folículo primario. l) a 5) Folículos 
en maduración. 6) /;olícu o maduro. 7)Foliculo roto. BlCuerpo 
amarillo. 9) Corpus albicans. En el' recuadro se puede o&servar 
(Jg)~liculo maduro con sus diferentes capas. Tomado de Leeson 
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B) .- Las células que responden a la hormona foliculo 

estimulante (FSH), que consisten exclusi~1amente de 

las células de la capa granulosa, las cuales solo 

después de la maduración folicular adquieren la 

capacidad de respuesta a la hormona luteinizante. 

La producción de hormonas esteroides es una de las funciones 

que realiza el folículo ovárico. Los esteroides foliculares 

pueden tener efectos endócrinos o sistémicos, locales o 

parácrinos y autócrinos y tienen importantes funciones 

relacionadas con la reproducción, por ejemplo, actúan en los 

centros cerebrales que controlan el comportamiento sexual para 

hacer que las hembras estén dispuestas para el apareamiento a 

la vez que ocurre la maduración del folículo y la liberación 

del ovocito (12,15,25), 

Clases de Hormonas Esteroides Foliculares.- Las hormonas 

esteroides foliculares pueden ser clasificadas por su 

estructura química o por sus principales acciones fisiológicas 

(12). 

- Clasificación química: se basa en que las hormonas 

esteroides son derivados de una molécula compleja 

formada por tres anillos ciclohexano (A,B,y e) y un 

anillo ciclopentano (D), a este molécula anillada se 

la conoce como ºnúcleo ciclopentano 

perhidrofenantreno 11 o núcleo de los esteroides, al 

cual se unen componentes adicionales que varían de 

acuerdo al asteroide que se trate. Los asteroides 



ováricos están relacionados entre si y pueden 

considerarse derivados de alguno de fos siguientes 

compuestos (12) i colestan (C,, ) , pregnan (C,,), 

androstan ( C19 ) y estran ( C11 ) , figura 2. 

- ~asificación biológica: los esteroides ováricos 

también pueden ser clasificados con base en su 

principal función biológica, formando tres grupos, el 

de las progestinas, los andrógenos y los estrógenos, 

que están representados por compuestos procedentes de 

las series C11-( pregnan) , c 1,- ( andr.ostnn) y C11 -

(estran), respectivamente (12). 

Colestaf (Cz7l 

& 
Pregnan (c21 ) 

FIGURA 2. Estructuras básicas' de las. serie.s Preg~an, Androstan 
y Estran, utilizadas en la cla51ffcac1ón qu1mfca de los 
esteroides. Tomado de Gore-Langlon· ( 12) 
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Precursor de los asteroides. - Los esteroides foliculares se 

producen 

posibles 

a partir del colesterol obtenido de una de tres 

fuentes: 

directamente de la 

(a) colesterol preformado, tomada 

sangre, a partir de lipoproteinas 

circulantes; (b) colesterol preformado, almacenado como 

colesterol libre, como un constituyente de las membranas 

celulares, o liberado de ésteres de colesterol almacenados 

dentro de gotas de lipidos en el citoplasma' y (e) colesterol 

sintetizado de novo en la célula ovárica a partir del acetato 

derivado del metabolismo de carbohidratos, grasas o proteínas 

dentro de la célula (12). 

Progestinas.- Las principales progestinas son dos. Una es la 

pregnenolona, que es la más importante progestina producida por 

el folículo ovárico debido a que es el precursor de todas las 

demás hormonas esteroides. La segunda, es la progesterona que 

es la más abundante progestina producida por el folículo 

ovárico, ésta es secretada por los folículos como un 

intermediario biosintético en todas sus etapas de crecimiento 

y desarrollo y también como un producto final en los periodos 

pre y postovulatorio. La principal función de la progestinas es 

la de mantener la gestación. Otros esteroides c;1 - de origen 

folicular incluyen 170:-hidroxiprogesterona, (que es el 

precursor inmediato de los andrógenos aromatizables) , 20a­

dihidroprogesterona y los 17a-, 2oa-, y 17a-, 20B-pregnandioles 

( 12). 
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Andrógenos.- En el macho estos esteroides son los responsables 

de los caracteres sexuales secundarios, entre otras funciones. 

La identificación de androstenediona y testosterona en el 

liquido folicular, seguido por la demostración de síntesis de 

estos compuestos a partir de precursores radiomarcados, 

establecieron que las células foliculares son una fuente 

significativa de andrógenos ováricos y que éstos son los 

precursores inmediatos de los estrógenos, el 17B-estradiol y 

la estrena (12). 

Estrógenos.- Fisiológicamente los estrógenos 178-eGtradiol y 

estrena son los más importantes esteroides foliculares, ya que 

además de inducir la receptividad sexual en la hembra de 

mamífero tiene otras importantes funciones sobre su fisiología 

reproductiva (12). 

Enzimas esteroidogénicas y patrones de biosíntesis.- Mucho de 

nuestro actual conocimiento sobre la síntesis de los esteroides 

se ha generado de investigaciones en tejidos diferentes del 

ovario. En particular, estudios con corteza adrenal, testículo 

y placenta humana han contribuido al entendimiento de las 

enzimas esteroidogénicas y sus mecanismos de control. La 

evidencia disponible indica un alto grado de similitud entre 

los procesos que son comunes a los diferentes tejidos 

esteroidogénicos, incluyendo al folículo ovárico (12), figura 

3. 
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FIGURA 3. Vias de biosintesis de las hormonas esteroides por las 
células foliculares. tas flechas marcan el sentido de conversión 
del substrato en el producto por la enzima indicada en el área 
sombreada. Modificado de Hanukoglu (17) 

Citocromo P450scc (side-chain cleavage, P450scc) .- Este sistema 

enzimático cataliza e1 primer pa!:O y Cl limitante en la 

· biosintesis de las hormonas esteraides, ya que convierte el 

colesterol a pregnenolona en tres oxidaciones sucesivas 

(hidro><ilaciones al C22, seguido por el C20, y finalmente 

separación de la cadena lateral entre C20 y C22). Los 

intermediarios hidroxilados de.l colesterol se encuentran unidos 

muy fuertemente a la enzima y no muestran una disociación 

significativa~ En contraste, el pro~ucto final, la pregnenolona 

tiene una constante de disociación de 40 a 600 veces mayor que 
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sus intermediarios, facilitando su liberación de la enzima 

( 12' 17). 

El sistema enzimático que cataliza esta reacción está 

localizado en la membrana interna de la mitocondria. Se trata 

de un complejo enzimático formado por tres componentes: el 

citocromo P450scc (separador de la cadena lateral) que es una 

oxigenasa terminal (aceptar de electrón), una flavaproteina que 

contiene un dinucleótido de flavina y adenina y, la heme-

proteína que contiene azufre ( luteodoxina o adrenodoxina en 

células lute1nicas o adrenales, respectivamente) cuya función 

consiste en introducir un electrón entre los otros dos 

componentes. La reaccióO utiliza nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) generado dentro de la mitocondria 

por intermediarios del ciclo de oxidación de Krebs o a partir 

de ácidos grasos. Se utilizan tres moles de (NADPH) y 3 de 

oxigeno por cada mol de colesterol que se somete a la 

separación de la cadena lateral (12,17), figura 4. 

FIGURA 4. Reacción catalizada por h enzima P450scc. 
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Ln prcsencin. del· ci.toci::omo ·P450s"cc se loC?aliza en 'las tres 

r.onu~ .etc la co~t"eZ:a:, adi::e.~ar~·: er,1 ·~as :~élul-as, ·ele ;L~ydig del 

tc5tj.culo, :·:y·_ cn:i .. ':l-~<<t·~·~~··:~-?lin·i:~~na ! ·ae1 foli~ula.:·-o~·ári,co, su 

pres;incia. ieí; Ciá' :;i,;p'~'.{Jra~~fosa depende dé la etapa.· de 
'}¡':· ·:.;><;;;..·'.~IJ··-,:;.,.,_ ..... 

crocilliientii del(fc'1;~cup:í :i~r~;,v~:Úít~rio) (17), 
''-.'.~'.( .':.~_'._:[~//·;/;/·;. ". 

. - . :-:~~. < '":!:·..::,.·· :\' '-. 

3B:.:.1,idroxI.e"St;;r6i'ci~;¿¡¡,;~hldrog~nasa/5-4 isomerasa ( 38-USD) .- So 

la JB-
. .. ., ~-· .. ··.:;.;·.:_,_---~.'- '. . 

hi~ro~i~s~ero~de deshidrogenasa/5-4 isomerasa. La actividad de 

estos· .d°~s enzimas en los tejidos esteroidogénicos de los 

tnamiferos, incluyendo el ovario, no han sido separadas y parece 

qua trabajan fisiológicamente como una sola entidad (12,17). 

Esta enzima tiene dos actividades catalíticas principales, 

convertir los asteroides 3B-hidroxi- en 3-ceto- y la posición 

5-ene hacia 4-ene. Esta enzima puede usar como substratos, 

pregnenolona, 17-0H-pregnenolona o dehi.droepiandrosterona 

(DHEA) para transformarlos en progesterona, 17-0H-progesterona 

o androstcnediona, respectivamente (12,17), figura 5. 

HO~O 
o 

&º" HO~ HO 

rrcgncnoton;a 17-0lt·rrc~ncnolona DHEA 

)fo· 1 'Fo 
j 

6 
~-·OH 

o~ o o 
l,n1gc~tcro11J 17-0H·Prugcstcrtina /\ntlro~tcndion:a 

r:TGtJIU\ ~- Reacciones ca tal izadas por la enzima 3íl-llSO. 
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Estudios inmunohistoquimicos han revelado que la JB-HSD se 

localiza en las mismas células esteroidogénicas que la P450scc, 

en las tres zonas de la corteza adrenal, en las células 

intersticiales de Leydig y en la teca interna del foliculo 

ovárico (12,17). 

Estudios realizados in vitro en células foliculares del porcino 

reportan que en células granulosas estimuladas con 

gonadotropinas existe producción de progesterona y que las 

células de la teca estimuladas con LH también producen 

progesterona, aunque en estas últimas su producción es 

substancialmente menor bajo todas las condiciones ensayadas 

(7' 14' 26). 

Citocromo P450 17a-hidroxilasa (P450cl7) .- Esta enzima cataliza 

dos importantes reacciones sobre los esteroides ~1 o 

progestinas: a) la 17a-hidroxilación y, b) la separación de la 

cadena lateral entre Cl7 y c20. Mientras que la 17a­

hidroxilación es un paso que se requiere para la biosíntesis 

del cortisol, ambos pasos son esenciales para la síntesis de 

los andrógenos aromatizables C19 dehidroepiandrosterona y 

androstenediona (17), figura 6. 

Los análisis inmunohistoquimicos muestran que el ci tocromo 

P450cl7 se encuentra en las zonas fasciculada y reticular pero 

no en la zona glomerular de la glándula adrenal porcina (17). 
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17·0H·Pruge~1~ron:i. AnJrufü~ndiona 

FIGURA 6. Reacción .. catalizada por la enzima P450c17. 

En el ovario, el citocromo P450c17 se encuentra en las células 

de la teca interna del folículo. Por lo tanto, las células de 

la teca interna pueden sintetizar andrógenos, mientras que las 

células de la granulosa que producen los estrógenos s011 

dependientes del precursor andrógeno proporcionado por la teca 

~nterna. Este proceso se conoce como la hipótesis de las dos 

células para la producción folicular de estrógenos (S,17,24). 

En el porcino, el principal andrógeno producido por la teca 

interna e5 la androstenediona, que después se transfiere a la 

granulosa donde es convertida a testosterona para ser 

aromatizada a estradiol (7,10). 

Aromatasa (Pfl.50aron) .- La enzima P450arom cataliza la 

conversión de testosterona y andr0:stendiona en 17B-estradiol y 

estronw, rcfipoctivamente, figura 7. 



.~" º~· 
Androstcntliona · 

22 

HO~ 

HO~ 
Estrac,liol 

FIGURA 7. Reacción catalizada por la enzima P450arom. 

Modificado de Gore-Langton ( 12). 

En e,l ovario, la aromatasa está expresada en las células de la 

granulosa que son el sitio de mayor producción de estrógenos en 

las hembras, aunque también se encuentra ligeramente expresada 

en tejidos diferentes de las gónadas como son: los adipocitos, 

el pezón, sistema nervioso central, piel y placenta (17). 

En el foliculo de porcino se ha detectado la actividad de 

aromatasa en las células de la teca y de la granulosa, ya que 

se ha reportado la producción de 176-estradiol, como estrógeno 

principal, en ambos tipos óe células (7,10,26). 

1713-hidroxiesteroide deshidrogenasa ( 1713-IlSI:) .- Esta enzima 

tnn1bién Se conoce como 17-ceto esteroidc reductasa. Cataliza la 
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conversión reversible de lcis grupos 17-ceto- y los 178-

hidroxi- de los andrógenos y estrógenos, incluyendo DHEA, s­

androst-3, l 7-diol, androstened~~n~! testosterona, estrena y 

178-estradiol. La dirección,de'ésta reacción es dependiente del 

substrato y del cofactor ( 17 i, : figu,ra· a . 

. fi 
- Androslcndlon:i 

lf ~ 
o~ 

Tcstostcro/13 

FIGURA 8. Reacción catal izada por la 17B-flSD. 

se han realizado estudios inmunohistoquimicos utilizando 

anti~uerpos contra la 17B-HSO testicular que han ubicado esta 

enzima en la teca interna del folículo ovárico de la rata sin 

localizarse en la capa granulosa ni en el cuerpo lúteo. En el 

testículo se hu localizado en las celulas intersticiales de 

Leydig (17). 
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JUSTIFICACION 

Se ha demostrado en di versas especies (rata, bovino, 

ovino) que la producción de estrógenos en el folículo ovárico 

es una tarea realizada por la cooperación de dos poblaciones 

celulares. Las células de la teca sintetizan los andrógenos, 

los que posteriormente son aromatizados por las células de la 

granulosa ( 4, 9, 21) . En otras especies, como el porcino y el 

humano, se ha observado producción de estrógenos en la teca 

folicular (26,29), lo que no concuerdan con la teor!a clásica 

bicelular (B,24), como se ha documentado anteriormente. 

Muchos estudios in vivo e in vitro se han realizado para 

determinar la esteroidogénesis folicular en el porcino 

introduciendo variables como son animales sin tratamiento 

previo (5), estímulo hormonal por diferentes lapsos de tiempo 

previo a la obtención de las gónadas (1,7) y recientemente la 

estimulación in vitro con diferentes factores de crecimiento 

(5), en los cuales la detección de los esteroides producidos se 

ha realizado invariablemente por el método de 

radioinmunoanálisis (RIA) ( 1, 7 ,9 ,24 ,26 ,JO). Este método permite 

detectar cantidades pequeñas de asteroides por medio de 

anticuerpos con alta especificidad para cada uno de los 

metabolitos esperados. 

Los estudios sobre el metabolismo de asteroides y su detección 

por el método de cromatografía en capa delgada son escasos. 

La información generada por la gran cantidad de investigaciones 

realizadas sobre la síntesis de hormonas esteroides por el 
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folículo ovárico del porcino es variada y en ocasiones 

contradictoria, tal como es la estimulación con gonadotropina 

coriónica humana (hCG) cuya actividad biológica es muy similar 

a la de la hormona luteinizante (LH), es decir estimular el 

crecimiento y maduración folicular, sin embargo algunos 

trabajas reportan que ésta tiene un efecto inhibitorio sobre la 

producción de estrógenos por parte de las células de la capa 

granulosa (l,7). 

OBJETIVOS 

~= 

El presente trabajo se propone estudiar el metabolismo de 

asteroides exógenos en las células de la teca y de la granulosa 

del folículo ovárico del porcino. 

Partigulares: 

1.- Establecer si existen diferencias entre las células 

de la teca y de la granulosa en relación al 

metabolismo de asteroides exógenos radiomarcados. 
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2.- Identificar en que tipo de célula se lleva a cabo la 

s!ntesis de andrógenos, a partir de progestinas. 

J.- Identificar en que tipo de célula se lleva a cabo la 

síntesis de estrógenos, a partir de testosterona y 

androstendiona. 

4.- Estimar la distribución celular de las enzimas: 17a­

hidroxilasa, 178-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 38-

hidroxiesteroide deshidrogenasa/5,4-ísomerasa y 

aroma tasa, en el foliculo preovulatorio del ovario de 

porcino. 

5. - Observar si existen cambios en la actividad de las 

enzimas descritas anteriormente, durante el 

desarrollo del folículo preovulatorio. 

HIPOTESIS 

La técnica de seguimiento isotópico o metabolismo de 

esteroides radiomarcados permitirá aumentar la sensibilidad en 

la detección de las enzimas de la vfa esteroidoqénica y 

proporcionará un panorama más amplio sobre las vías 

esteroidogénicas, particulares a cada tipo de célula folicular. 
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MATERIAL 'i METODOS 

Obtención de las gónadas.- Los ovarios se obtuvieron de cerdas 

de aprox:imadamente 100 Kg de peso corporal, inmediatamente 

después de su sacrificio en el rastro de Villa Milpa Alta, 

D.F., y fueron transportados en Solución Salina Balanceada 

libre de ca11 y Mg1', (SSB; 0.154 M NaCl, 1.5 rnM KH2PO.., 2.7 mM 

KCl, 8 mM Na2HP00 con rojo fenal como indicador de pH) en 

hielo, hasta el laboratorio para su procesamiento (23,31), 

pisegción de folículos.- Los folículos fueron disecados bajo 

observación con un microscopio estereoscópico y clasificados en 

folículos atrésicos y fol1culos no atrésicos o en desarrollo, 

por el método macroscópico descrito por Moer (22). Para este 

modelo experimental solo se trabajó con foliculos 

preovulatorios no atrésicos y se formaron grupos de 2 a 4 

foliculos por tamaño: 4, s, 6, y e mm de diámetro. No siempre 

los folículos procedieron del mismo ovario. 

Separación de las capas foliculares.- Para separar las capas de 

la granulosa y de la teca interna se destinaron tres cajas de 

Petri para cada tamaño folicular, las cuales contenían 

previamente medio SSB. En la primera se cortó el folículo por 

la mitad para eliminar el liquido folicular; en la segunda cada 

mitad folicular fue evertida y por raspado suave de la pared 

interna del folículo con el filo de unas tijeras de disección 
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fue separada la capa granulosa; en la tercera, la teca interna 

se obtuvo por el mismo procedimiento de raspado. Se estimó que 

con esta técnica la contaminación de un tipo celular con el 

otro fue inferior al 10%, por'lo que los resultados pueden ser 

mínimamente afectados (7,11). 

con el fin de concentrar las células de la capa granulosa, el 

medio en que estaban contenidas fue centrifugado a 800 rpm 

durante 10 minutos, al cabo de los cuales se decantó el liquido 

sobrenadante, y el botón celular se resuspendió en 500 µ1 de 

medio de cultivo. 

En los experimentos 1, 2, 3 y 4 se trabajó con las dos tecas 

foliculares, mientras que en los experimentos 5 y 6 solo se 

trabajó con la teca interna. 

DisgregacJ 60 de las células. - Para realizar la separación 

celular, las capas granulosa y tecal fueron puestas en matraces 

de 25 ml de capacidad a los que previamente se habían aplicado 

5 ml de tripsina (Grand Island Biological Co. Grand Island, NY) 

a la concentración de 0.15 % en medio SSB, para llevar a cabo 

la digestión enzimática a una temperatura de J7ºC en un 

incubador Dubnoff con rotación de 90 rpm, durante 5 y l.5 

minutos respectivamente, durante este tiempo los tejidos en 

tripsinización se pipetearon suavemente para facilitar la 

acción enzimática (23). 

Al cumplirse el periodo asignado para la digestión enzimática, 

y por observación del medio de cultivo en que se incubaron los 

tejidos, el cual mostraba un aspecto turbio, se procedió a 
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aplicar 5 ml de inhibidor de tripsina (Sigma Chemical Co.; st. 

Louis, MO) al 0.3 % en medio SSB para detener la digestión 

enzimática (23,31). 

Para separar el tejido conjuntivo de las células foliculares, 

el medio en que estaban contenidas se pasó a través de un 

cedazo de nylon y se centrifugó a aoo rpm x 10 min. Se decantó 

el liquido sobrenadante, se resuspendió el botón celular en 5 

ml de medio de cultivo nuevo, se centrifugó por segunda ocasión 

para lavar las células. El botón celular se resuspendió en 500 

µl de medio Dulbecco-Albúmina bovina al 0.1% (Grand Island 

Biological ca. Grand Island, NY) y se procedió a establecer la 

cantidad de células contenidas en el medio de cultivo (23,31). 

conteo celular.- En un tubo de ensayo se aplicaron 20 µl de 

medio Dulbecco más 80 µl del colorante azul de tripán y 20 µl 

de la suspensión celular; se mezclaron por pipeteo suave, y se 

tomaron 20 µl de la mezcla final que se aplicaron en las 

cámaras del hematoci t6metro. Se lleva al microscopio para 

realizar el conteo de las células contenidas en el medio de 

cultivo oulbecco. La viabilidad de las células se estableció 

por el método de exclusión del aztll de tripán ( 27). 

como control de la correcta separación de las capas tecal y 

granulosa, se procesaron para histología muestras de pared 

folicular intacta y muestras de pared folicular después de 

haberle separado la capa de la granulosa. 

Mtl.filLQl..i..filn.Q de Esteroides.- Las suspensiones de células viables 
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(equivalente a 5 x 10' cels.) fueron incubadas en viales (Liquid 

scintillation vials; Wheaton scientific Millville, NJ) de 20 ml 

de capacidad que contenian medio de cultivo Dulbecco-Albümina 

bovina en presencia de 1 mg/ml de hCG (excepto en una muestra 

de granulosa de 6mm de diámetro (G6 ) del experimento 5 y una 

muestra de granulosa de 4mm de diámetro (G4 ) en el experimento 

6) y Xantinas 0.1% (excepto en los experimentos 2, 3, 4 v 5) en 

un volumen final de 1000 µl. 

Para estudiar el metabolismo de asteroides, a cada cultiva 

celular se aplicó o .1 µci de cualquiera de los siguientes 

precursores radiomarcados, en un volumen de 10 µl de etanol 

absoluto (Merck; México, DF): 

- pregnenolona, [ 7-'H(N) ]-Pregnenolone ( 25. o Ci/mmol). 

- dehidroepiandrosterona, [1,2-'H(N)]-dehidroepian-

drosterone (58.6 Ci/mmol). 

- androstendiona, [ 1, 2,6, ?'H (N) ]-androstenedione (93. O 

Ci/mmol)). 

- testosterona, 

Ci/mmol). 

[l,2,6,7-1H(N)]-testosterone (93.9 

Todos los asteroides radiactivos fueron adquiridos de New 

England Nuclear (Boston, MA). 

En total se realizaran 6 experimentos: en los experimentos 1,2 

y 3 se aplicaron los precursores dehidroepiandrosterona y 

androstendiona, en tanto que en los experimentos 4 y 6 se 

aplicó pregnenolona y testosterona, mientras que en el 

experimento 5 se aplicaron pregnenolona, dehidroepiandroste-
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rona y testosterona. 

La incubación se realizó bajo una atmósfera de aire:co, (95:5%), 

a 37ºC durante 60 minutos, (excepto dos muestras de granulosa 

de foliculos de 6 mm de diámetro, en el experimento 6 (G6), qu0 

se incubó por 120 min). Al término del tiempo de incubación se 

aplicó al cultivo 10 ml de éter etílico, para detener el 

metabolismo. 

Extracción de los esteroides.- Las muestras se agitaron en un 

agitador mecánico durante JO segundos y se congelaron a -4.0"C 

hasta su posterior análisis para determinar los esteroides 

producidos. Las muestras congeladas están formadas por dos 

fases bien identificables, la fase congelada o acuosa que se 

encuentra al fondo del vial en estado f isico sólido y de color 

blanco, y la fase no congelada o etérea que se observa como un 

líquido transparente. La fase etérea se decantó en un vial 

previamente identificado y se evaporó a sequedad a 37ªC. A la 

fase acuosa se le aplicó 10 ml de éter etílico, se agitó en un 

agitador mecánico durante 45 segundos, se congeló en acetona 

con hielo seco, enseguida la fase etérea se decantó en el vial 

correspondiente y se congeló por tercera vez para repetir el 

proceso, completando un total de 30 volúmenes (23). 

Separación e identificación de los metabolitos.- En una placa 

de silicagel para cromatografia en capa fina, (Cromatofolios AL 

de silicagel 60Fu4 para cromatograf ia en capa fina 20 x 20 cm. 

y espesor de capa de o. 2 mm. , Merck, México) se realizó un 
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rallado para formar 12 carriles de 1. 5 cm y dos márgenes 

laterales de 1 cm., perpendicular a esto se trazó una línea a 

2.s cm. de un borde, lo que fue el punto de aplicación, y se 

trazó otra linea a 2.0 cm. del borde contrario, que fue el 

frente del solvente. 

Los estándares auténticos de asteroides se aplicaron en los dos 

primeros y los dos últimos carriles de la placa de silicagel, 

en una cantidad aproximada de 2-10 µg disueltos en etanol 

absoluto. Los estándares utilizados fueron: Pregnenolona (P,), 

17a-hidroxi-pregnenolona (170H-P,), progesterona (P4 ), 17a­

hidroxi-progesterona {170H-P,), 2oa-dihidro-progesterona (20a­

DHP), dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona {A,), 

testosterona ( T) , l 7B-estradiol (E,), es trona (E,) , Sa­

androstan-Ja-ol-17-one, Sa-androstan-JB-ol-17-one (38-ol-17-

ona-SaA), Sa-androstan-Ja-178-diol, sa-androstan-38,178-diol 

(38,178-Sa-Adiol), 58-androstan-178-ol-3-one, 5B-androstan-3a-

17B-diol, 5-androsten-JB,17B-diol y sulfato de dehidro­

epiandrostcrona (DJIEA-S), los cuales fueron obtenidos de 

steraloids, Inc. (Wilton, NH). Los estándares se sembraron con 

tubos capilares de vidrio en la linea de aplicación. En los 

carriles centrales (3-10), previo a la aplicación de la muestra 

radiactiva, se incluyeron cada uno de los estándares auténticos 

en el mismo punto de aplicación, para que funcionaran como 

acarreadores. 

cuando se estudió el metabolismo de andrógenos ( DHEA, T y A,) 

se utilizaron los siguientes estándares auténticos: DHEA, DHEA­

S, l\~, T, E1 y E,, as:í como los andrógenos Sa- y SB-reducidos. 
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En el caso del metabolismo de la pregnenolona se incluyeron los 

estándares P,, P., 17a:-OH-P,, 17a:-OH-P., 20a:-DHP, A41 T y E1• 

El criterio para determinar que estándares auténticos se 

aplicaron en cada experimento se estableció por los metabolitos 

esperados a partir de los precursores radiomarcados. 

Los esteroides contenidos en el extracto etéreo se 

resuspendieron en 100 µl de etanol absoluto y se aplicaron 50 

µl de cada muestra en uno de los carriles centrales (3-10) de 

la placa de silicagel, acelerando el secado con una corriente 

suave de gas nitrógeno, que a la vez evita que los esteroides 

sufran oxidación. Una vez que se han aplicado las e muestras en 

cada placa, se preparó la cámara para crornatografia (Gelman, 

modelo 51325-1) con el sistema de solventes diclorometano: 

acetato de etilo (80:20, v/v) (solventes de grado analítico, 

Merck) , la placa se colocó dentro de la cámara, y se selló 

herméticamente. En éste momento empezó a correr la 

cromatografía, la cual terminó cuando la migración de la mezcla 

de solventes tocó la linea colocada a 2 cm. del borde ~upcrior. 

La placa se sacó de la cámara de cromatografía, se dejó secar 

y se observó bajo una lámpara de luz ultravioleta, donde se 

localizaron los esteroides visibles a este tipo de luz, (e.g., 

androstenediona ++++, testosterona+++, 20aDHP+, 17a-oH-P,+ Ei+ 

y E1+), los que se marcaron con un lápiz de punta suave. 

Posteriormente se cortó el área de los carriles que contiene 

sólo a los esteroides auténticos (1, 2 y 11, 12) y se rociaron 

con la mezcla ácido sulfúrico:agua (1:1, v/v), se colocaron en 

una blatina caliente a lOOQC para revelar las áreas dcnti.e 
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migraron los estándares auténticos que no son visibles a la luz 

ultravioleta, y se revelaron como manchas de distintos colores, 

a diferentes niveles de migración mismos que ayudan a 

determinar de que esteroide se trata. También se hacen visibles 

los esteroides marcados con la ayuda de la luz ultravioleta. 

Se alinearon las trozos de la placa en los sitios de donde 

fueron cortados y se efectuó un rallado que ubica la migración 

de los estándares auténticos, formándose un cuadriculado con 

los carriles marcados previamente. Cada carril quedó dividido 

en 12-14 fracciones. 

Cada carril fue separado del resto de la placa y cortado en 

rectángulos que contenían a los esteroides separados. Cada 

fracción se colocó dentro de un vial en el orden en que fueron 

cortados. Se aplicó 5 rnl de liquido de centelleo (Dirnetil-POPOP 

0.02 % , PPO 0.4 % , Tolueno:Tritón x-100 (2:1, v/v); Sigma, 

st. Louis, MO) a cada vial, se le identificó en la tapa, y se 

colocó en un espectrofotómetro de centelleo liquido (Beckman 

LS6000) , que estableció cuanta radiacti vido.d se encontró en 

cada fracción del carril contenido. El parámetro utilizado para 

determinar la radiactividad en este experimento fue el de 

cuentas por minuto (cpm). 

Se efectuó una suma de las radiaciones emanadas de un solo 

carril y se determinó que porcentaje correspondió a cada 

fracción. Debido a que la rr.ayoria de las muestras se realizó 

por duplicado, se obtuvo un promedio entre las dos muestras, al 

que se le restó el resultado de una muestra "blanco" que 

,~,..., , la solo med~o de cultivo más el esteroide radiomarcado, 
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con la finalidad de descartar la posible desintegración 

espontanea del esteroide radiomarcado durante la incubación. 
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RESULTADOS 

Metabolismo de la pregnenolona 

Los principales rnetaboli tos de la pregnenolona fueron 

progesterona y testosterona, aunque también se detectaron 

pequeñas cantidades de DHEh, A4, l70H-P5, y un metabolito 

desconocido, que migra de manera similar a la forma sulfatada 

de DHEA (DHEA-S), es decir, en el punto de aplicación, cuadro 

l. 

Células de la Granulosa 

La pregnenolona fue escasamente metabolizada por las células de 

la granulosa de todos los tamaños foliculares. Aunque hubo 

transformación hacia 17-0H-pregenenolona, progesterona, 

dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona (A4), y el 

compuesto similar a DHEA-S, ninguno de éstos se acumuló en más 

del 2%, Cuadro l. 

Células de la Teca 

El metabolismo de la pregnenolona fue más activo en las células 

de la teca en comparación con las células de la granulosa, 

cuadro l. 

Uno de los principales metabolitos, la progesterona, fue 

acumulado por las células de la teca de todos los tamai'los 

foliculares. 

Se detectó la presencia de 170H-P5 en casi todos los folículos, 

sin encontrarso relación entre su acumulación con el tamaño 
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folicular. 

En algunos foliculos se detectaron menores cantidades de DHEA 

y A4, 

CUADRO L Metabolismo de pregnenolona por células de la 
granulosa y células de la teca de foliculos de diferentes 
tamaños. 

#exp T.cel. #cels. p.apl. 170HP5 

6 

6 

6 

4 

CG4 

CG4 

CG4 

CGS 

CG6 

CG6 

CG6 

CG8 

CT4 

CT4 

CT4 

CTS 

CT6 

CT6 

CT6 

CT8 

561 

546 

491 

504 

546 

507 

606 

584 

504 

435 

260 

511 

511 

360 

150 

504 

0.03 

0.21 

0.33 

0.31 

o.os 

J.27 

3.93 

0.52 

J.07 

J.33 

4.00 

0.34 

4.13 

0.03 

0.14 

0.62 

0.02 

1.01 

1.98 

s.os 

6. 57 

10.84 

2.49 

J.88 

6.82 

DHEA 

o. 73 

0.17 

0.48 1.05 

15.13 1.69 

19.60 

0.88 

3.59 

PS 

92.00 

94.55 

95.03 

94.10 

93.39 

90.12 

92.50 

91.24 

47 .22 

46.20 

70.59 

65.66 

A4 P4 

0.64 

0.99 

0.04 0.53 

1.54 

0.04 

0.23 

12.04 

17 .56 

2.14 55.53 

3.78 17.21 

7.30 10.10 

13.90 

8.62 

2.87 15.30 

9.os s.12 54.15 

O. !O 88.21 4.16 

11.79 10.32 32.53 11.17 12.20 

Donde "CG 11
, células de la granulosa; 11 CT", células de la teca. El número 

adyacente a "CG" y"CT" es el tamaño folicular (en nun); #exJJ., número de 
experimento; T.cel., tipo celular\ #cel., número de células \x !OOOf; 

~¡,;~Jslert~~;to D~fA, ap ~~~,~~~~~ianJ~~;~eron~;a-h~g~oxipf~~~~~~f og~~; A4: 
androstendiona; P4, pro9esterona. 
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que aumentaron conforme el folículo fue de mayor tamaño. 

Otro de los metabolitos que se observó en mayores cantidades 

fue la testosterona, con mayor acumulación en los folículos de 

4 mm de diámetro en relación con los de 6 y 8 mm. 

También se detectó el metabolito desconocido que migra similar 

a DHEA-S, sin encontrarse relación entre la acumulación de éste 

y el tamaño folicular. 

Metabolismo de la dehidroepiandrosterona 

En todos los folículos analizados los principales 

metabolitos de la dehidroepiandrosterona (DHEA) fueron: A4, T, 

33, l 7B-5<k-Adial, E2 y E1 , cuadro 2. 

Células de la Granulosa 

En estas células, independientemente del tamaño folicular, el 

principal metabolito de la DHEA fue la testosterona. Aunque no 

se observó relación entre su acumulación con el tamaño 

folicular, su producción fue mayor en los cultlvos que fueron 

adicionados con xantinas. En algunos cultivos se sintetizó el 

metabolito 3B,17B-5a-Adiol, sin encontrarse relación alguna 

entre su producción con el tamaño folicular. otro de los 

metabolitos observados fue A4, siendo su acumulación máxima en 

las células de la granulosa procedentes de folículos de a mm 

incubadas en ausencia de xantinas. 

La detección de pequeñas cantidades de estradiol en algunos 

experimentos fue mayor cuando las xantinas estuvieron presentes 
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en el medio de cultivo. La producción de estrena fue escasa y 

sólo se observó en dos experimentos. 

Por otro lado, se detectaron cantidades variables del 

metabolito que migra similar a DHEA-S, cuadro 2. 

Células de la Teca 

El principal metabolito de la dehidroepiandrosterona en las 

células de la teca fue la androstendiona, con una producción 

inversa al tamaño folicular. 

Otro metabolito presente en porcentajes variables fue la 

testosterona, que se incrementó ligeramente en los cultivos 

adicionados con xantinas. 

Los estrógenos, 178-estradiol y estrena, se detectaron en 

algunos experimentos. La mayor acumulación de éstos se observó 

en los Cultivos de Brnm. que fueron adicionados con xantinas. 

El metabolito 3B,178-5a-Adiol fue detectable en solo 

experimentos. En tanto que el metabolito similar a DHEA-S se 

presentó en cantidades variables, pero principalmente en las 

tecas de folículos grandes incubados en presencia de xantinas, 

Cuadro 2. 
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cuadro 2. Metabolismo de dehidroepiandrosterona por células de 
la teca y células de la granulosa de folículos de diferentes 
tamaños. 

---- ------------------- ------------------------ ---- -- ----- -- ------ -- --- -- ---
3B, 17B-

#exp. T.cel. #cel. p .ap l. 5Q-Adiol T OHEA E2 A4 El 

--- -------------------- --- -- ------------------- ---- -------- --------- ------ --
CG4 448 1.08 27 .83 60.17 0.42 

CG4 478 0.55 14.68 8.98 69.49 0.38 0.11 

CG4 498 2.35 2.67 22.40 62.01 0.44 

CG4 524 14.14 10.47 69.48 

CG6 516 4.06 2.88 83.30 

CG6 593 5.76 19.28 46.26 2.15 16.98 

CG6 507 6.60 12.49 66.42 0.11 

CG8 504 1.10 26.26 54.41 7.95 1.36 

CG8 512 10.01 0.60 1.44 21.33 0.45 50.93 1.34 

--- -- --- --------- ------ ------- ------ -- -- ---- -- -----------------------------
CT4 444 4.31 2.32 2.25 84.59 0.39 

CT4 475 2.01 0.26 0.86 6.58 82.84 0.19 

CT4 188 3. 73 0.81 19.53 0.52 67 .57 

CT6 520 1.45 0.32 0.40 20.22 67 .69 

CT6 180 1.83 2.03 37 .21 3.87 46.15 

CTB 528 30.88 7 .07 3.83 5.68 24 .54 8.37 

CTB 134 0.68 0.23 9.40 74.59 
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Metabolismo de la androstendiona 

Los principales metabolitos de la androstendiona fueron: 

testosterona (T), 17B-estradiol (E2), estrena (El), JB,17B-5a­

Adiol, y el compuesto desconocido, similar a DHEA-S, cuadro J. 

Células de 1a Granulosa 

La producción de estrógenos por células de la granulosa de 

foliculos de 4 mm de diámetro fue mayor cuando se incubaron en 

presencia de xantinas (exp. 1), en contraste a la observada en 

ausencia de xantinas (exp. 2 y 3). Sin embargo, la acumulación 

de T no pareció afectarse de manera importante por la presencia 

de xantinas, pero si aumento la acumulación del rnetaboli to 

similar a DHEA-S. Por otra parte, en presencia de xantinas no 

se produjo el 3B,178-5a-Adiol, independientemente del tamaño 

folicular analizado y del tipo celular. 

En folículos de a mm de diámetro, las células de la granulosa 

mostraron una mayor acumulación del compuesto similar a DHEA-S 

y de estrógcnos, cuando se incubaron en presencia de xantinas, 

en comparación con los folículos de 4 mm. 

En casi todos los folículos analizados se detectó la 

presencia del metabolito sa-Androstan-JB-ol-17-ona (JB-ol-17-

ona-SaA), sin observarse relación alguna con la presencia de 

xantinas o con el tamafto folicular. 
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cuadro 3. Metabolismo de androstendiona por células de la teca 
y células de la granulosa de foliculos de diferentes tamaños. 

3B,17Bc · ::::3~-:'~l--17-ona 
#exp. T.cel. #cel. p.apl. Sa-Adiol.' .:'f.< :sci:A E2 A4 El 

. ,· :. · .. · .. ·._ ''. ._·:. ~ ·: :·.=:.;'. ·. :.'.: 
---- ------- --- --- ------- ------------ -------- -------------------------------

CG4 448 16.37 ,. \ ··. i:13v:'i:34 _10~ 17 59.81 2. 25 

CG4 478 11.10 0.44 ·'' Í:l9;\.Ó~81 1.93 70.87 1.10 

CG4 498 19.10 2.85 .1':58 ·;.• 5;39. 70.92 0.94 

CG6 516 1.87 o.o9 : 0;24'. .'\'. -- 87 .11 0.86 

CG6 593 9.42 4.67 :1.14 ·3.03 2.02 66.92 1.59 

CG8 504 31.50 2.61 . 0.98 21.55 21.88 8.68 

CG8 512 1.94 1.74 0;74 2.26 83.89 0.33 

---- ----- ------- -- ---- --- ------------ ------- ----.... ------------- --.. ---------
CT4 444 4.31 0.54 1.42 84.93 0.86 

CT4 475 0.53 0.04 o.os 90.14 1.50 

CT4 188 0.25 0.14 0.99 89.95 0.17 

CT6 260 0.01 0.03 l. 93 86.18 o.so 

CT6 180 0.12 0.44 0.17 0.39 89.81 0.21 

CT8 528 33.14 2.58 0.48 20.40 22.24 s. 71 

CT8 134 0.35 0.11 89.98 0.14 

Donde "CG", células de la granulosai ºCT", células de la teca. El número 

~~~~c~~~~tg· "t~" c{;~'." 1"is o e~e\~,~~~ ~~1\~" 1 ªriú:e"ro<n:J1J; cm~ •• r~mmo~~ 
p.ap~. 1 punfo de aplicaci8n; 3B,17B-~a-Adio1, Sa-androstan-38,176-diol¡· T, 
testosterona· 38-ol-17-ona-Sa-A Sa-androstan-36-ol-17-ona· E2, 76-
estradiol; A~, androstenediona; El¡ estrena. En el experimento i las células 
se incubarón en presenc la de xant nas. 

Células de la Teca 

Las células de la teca de todos los tamaños foliculares 

estudiados mostraron poco metabolismo de androstendiona, cuando 

se incubaron en ausencia de xantinas. Entre los metabolitos 

detectados bajo estas condiciones solamente la estrona Y. 
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ocasionalmente el 178-estradiol se produjeron en mayor 

cantidad, pero en ning~n caso ésta fue superior al 2 %. 

En contraste, las células de la teca que fueron incubadas en 

presencia de xantinas metabolizaron más activamente a la 

androsteridiona, siendo los principales metaboli tos el compuesto 

similar a DHEA-S, 178-estradiol, estrena y testosterona. 

La producción de los estrógenos ( E1 + Ei) fue mayor en las 

células de la granulosa en relación a las células de la teca. 

Metabolismo de la testosterona 

cuando la testosterona fue utilizada corno sustrato, los 

principales metabolitos observados fueron: 3B,17B-sa-Adiol, ~, 

A4, E1 y el compuesto similar a DHEA-S. 

CSlulas de la Granylosa 

Las células de la granulosa mostraron poco metabolismo de la 

testosterona. La producción de metabolito similar a OHEA-S fue 

mayor que la de los demás metabolitos, la cual incrementó en 

relación al tamaño folicular y a la ausencia de hCG, Cuadro 4. 

Células de la 7'eca 

Las células de la teca metabolizaron mínimamente la 

testosterona. Solo en la teca de los folículos de mayor tamaño 

se observó una producción significativa del compuesto similar 

a DHEA-S y menores proporciones de 3B,17B-5a-Adiol y E:i, cuadro 

4. 
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cuadro 4. Metabolismo de testosterona por células de la teca y 
células de la granulosa de folículos de diferentes tamaños. 

"exp. T.cel. "cel. p.apl. 

3B,17B· 

5a-Ad1ol T E2 A4 El 

------------------- -------------------- -- -------------- --- --- -- -- ------ -- -- -
CG4 561 o. 74 91.02 o .15 0.12 

CG4 524 4.98 2.46 84 .16 0.43 o.os 
CG4 507 o. 71 0.09 86.43 0.12 0.25 

CG4' 507 ll.3S O.Sl 73.17 0.8S 0.14 2.37 

CGS S04 6 .23 6.82 77 .os 0.17 0.18 

CG6 S46 3.7S 3.8S 91.0S 0.27 0.42 0.33 

CG6 S07 12.69 2.73 74.66 J.20 0.17 0.36 

CG6' S07 16.30 1.24 71.96 1.67 0.21 0.33 

CG6 606 7 .84 O.S6 78.10 0.67 0.02 0.52 

CG6' 606 9.94 10.11 68.86 1.21 

CG6' 606 20.46 5.69 63.31 2 .89 0.66 

CG8 584 28.72 4.40 57 .16 3.12 0.07 0.08 

--------------------------- ------- ------- --------- ------------ --------------
CT4 504 o .28 91.99 0.07 o.os 
CT6 501 1.69 91.38 0.21 0.25 

CTS 504 12.98 2.87 77.59 J.03 0.33 0.19 

-------------------------- -- ---- ---------------- -- ---- -- --- ------ ------- ----
Donde "CG", células de la granulosa; 'CT'1, células de la teca. E] número 
adyacente a "CG" y"CT" es el tamaño folicular en (mm); #ex~., numero de 
experimento· T. cel., Tigo celular· #col. número de célu as (x !OOOf; 
~-a~l. f punto de aplicaci n; 3B¡l7B-t<>-Ad1o1, 5<>-androstan-3Bfl78-d1ol; , 

s~~e~~nai~~~¡ "1~~,' si ~7~ca~t,ri.~. ºc~n x~~tin:~d;iW;"~·~J.~n~bn xi~t 1n~~t~og~¡¡ 
e incubando por 2 horas 
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DISCUSION 

Obtención de las suspensiones celulares de folículos en 

desarrollo 

Entre los procedimientos disponibles para identificar 

folículos en desarrollo y folículos atresicos, se ha sugerido 

que el método macroscópico descrito por Moer para ovinos (21) 

es aplicable también para diferenciar a los foliculos del 

porcino, con una efectividad del 95% ( 14) • con este 

procedimiento se pudo distinguir a los foliculos preovulatorios 

por la abundante irrigación de la teca interna y por la pared 

folicular transparente, en tanto que los foliculos ntresicos se 

mostraron pálidos y su pared folicular opaca. 

La separación de las capas celulares, teca y granulosa, por el 

procedimiento de raspado, ha sido empleado con efectividad por 

diversos investigadores, (7,11); sin embargo, en el presente 

trabajo e>:istc la posibilidad de contaminación de un tipo 

celular con el otro, lo cual hemos estimado en un 10 % con base 

en sus características microscópicas. Este porcentaje se 

encuentra dentro de los rangos manejados por otros 

investigadores y se considera que no afecta los resultados 

significativamente. 

La viabilidad de las células al término del periodo de 

incubación, evaluada por la exclusión del azul de tripano (27), 

se mantuvo en un rango de 85-90 %, lo cual es apoyado por los 

resultados del metabolismo del precursor radiamarcado hacia 

otros rnetabolitos de la vía esteroidogénica tanto a los 60 como 
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a los 120 minutos de incubación. 

Aunque la extracción de los esteroides con éter et:Clico se 

considera adecuada cuando se realiza con 20 volúmenes, en el 

presente trabajo la extracción se efectuó con 30 volúmenes, 

para asegurar su eficiencia. Sin embargo, cuando se utilizó 

androstendiona o testosterona como sustrato, no se logró una 

completa extracción, permaneciendo aproximadamente un 10% de la 

radiactividad en la fase acuosa. Este fenómeno también ha sido 

observado por algunos investigadores, los que sugieren que se 

trata del ácido androstanoico que, debido a su alta polaridad 

no es posible extraerlo con solventes (11). 

Metabolismo de esteroides exógenos radiomarcados 

La separación e identificación de los metabolitos por el 

método de cromatograf:Ca en capa delgada permitió aumentar el 

número de metabolitos identificados a partir de un precursor 

dado, y también detectar la presencia de metabolitos no 

identificados o desconocidos, en comparación al uso del RIA, 

donde sólo se pueden evaluar los metabolitos para los que se 

tienen anticuerpos. 

La sensibilidad del método utilizado permite detectar 

metabolitos en porcentajes menores al 1% de transformación ( 

i.e., 100 fmol que son diferentes a 1 pmol en el RIA), lo que 

hace al método 10 veces más sensible con base en la alta 

actividad especifica del precursor (sp. act. mCi/mmol). 

La recuperación de la radiactividad aplicada al medio de 

incubación se mantuvo en un rango de 88-95% • 
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Actividad de la eruri.,. 3.6-hidroriesteroide deslúdrogenasa/delta 

5-4 isOllel"tlStl (3.6-USD) 

La presencia de la enzima 38-HSD en las células estudiadas 

fue infer1da por su actividad enzimática al transformar P5 en 

P4 y DHEA en A4. Estudios posteriores podrán mostrar las 

propiedades cinéticas de las enzimas detectadas. 

Con P5 las células de la granulosa mostraron una baja actividad 

de 38-HSD, en tanto que en las células de la teca fue mayor la 

actividad enzimática, la cual varió en proporción inversa con 

el tamaño folicular. 

El hecho de observar mayor actividad de la 38-HSD en las 

células de la teca, apoya la hipótesis de que éste es el sitio 

de producción de los andrógenos aromatizables. Sin embargo, 

estos resultados no concuerdan con los reportados por Evans, 

quién mostró que la mayor acumulación de progesterona se 

realiza en la capa granulosa en relación con la tecal, cuando 

las células fueron incubadas sin substrato exógeno ( 7). La 

discrepancia en estos resultados tal vez esté relacionada con 

el tiempo de incubación empleado en cada trabajo, en el 

presente fue de 1 hora, en tanto que en el de Evans fue de 24 

horas, lo que podría implicar la luteinización in vitro de las 

células granulosas ( 11) o bien, que tenga que ver con la 

maduración in vitro de las células foliculares (16). 

Con DHEA, las células de la granulosa manifestaron mayor 

actividad de 3B-HSD que cuando se utilizó P5 como substrato, 

pero fue menor que la observada en la teca de foliculos de 

todos los tamaños, en donde se acumuló el mayor porcentaje de 
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A4. 

Estos resultados concuerdan con los reportados por Ainsworth 

(1) y por Evans {7) en el sentido de que el principal andrógeno 

producido por el foliculo ovárico porcino es la androstendiona. 

Dado que la expresión enzimática de la JB-HSD a partir de P5 

fue mucho menor en las células de la granulosa que en células 

de la teca y que la actividad enzimática de la JB-HSD a partir 

de DHEA fue menor en las células de la granulosa, se puede 

concluir que esta enzima se encuentra principalmente en las 

células tecales y en menor proporción en las células 

granulosas, por lo menos al principio del cultivo in vitro. 

Por otro lado, la actividad enzimática de la JB-HSD 

aparentemente fue mayor en los folículos de 4 mm que en los de 

B mm lo que podria sugerir una diferencia debida a la madurez 

del foliculo (16). 

El hecho que la actividad enzimática de la JB-HSD fuera mayor 

con la dehidroepiandrosterona que con la pregnenolona puede 

significar que ésta tiene una mayor afinidad por la DHEA, 

aunque también puede deberse a la presencia de isoenzimas con 

diferente especificidad por substrato, lo que permitiría formas 

alternativas de regulación. 

Actividad de la anzillB 17a-h1droxilasa (P450c17) 

Esta enzima cataliza dos importantes reacciones sobre las 

progestinas pregnenolona y progesterona, primero, su 17a­

hidroxilación, y segundo, la separación de la cadena lateral a 

nivel de Cl7-C20, pasos esenciales para la biosíntesis de los 
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dehidroepiandrosterona 

respectivamente (12,17). 

y androstendiona, 

En células de la granulosa se detectó pobre actividad de 

esta enzima. Por el contrario, en las células de la teca se 

detectó la mayor actividad enzimática, con acumulación de 17a­

hidroxi-pregnenolona en casi todas las células procedentes de 

los diferentes tamaños foliculares empleados. También se 

detectaron cantidades variables de dehidroepiandrosterona y de 

androstendiona en algunos experimentos. 

De manera similar, encontramos que la progesterona pasa a 

androstendiona en cantidades variables en algunos experimentos, 

principalmente en las células de la teca. 

En ambos tipos celulares, la detección de dehidroepiandroste­

rona y androstendiona, a partir de pregnenolona, proporciona 

una evidencia indirecta de la acción de esta enzima. No hubo 

relación entre su actividad con el tamaño folicular. 

Evaluados en conjunto, los resultados anteriores pueden ser 

interpretados en el sentido de que la teca es el sitio 

principal de producción de los andrógenos metabolizables ( i. e. , 

mayor actividad de P450cl7 y de 3B-HSD). Y son apoyados por lo 

reportado por Hanukoglu (17) que ubica la presencia del P450cl7 

preferentemente en la teca interna y, específicamente para el 

porcino por lo reportado por Lischinsky (20) que menciona que 

la granulosa es incapaz de sintetizar andrógenos a partir de 

progestinas. 



50 

Actividad de la ensiaa 171}-bdroriesteroide deshidrogenaaa (178-

BSD} 

La enzima 178-HSD también es conocida con l 7ceto-esteroide 

reductasa, cataliza la conversión reversible de los grupos 

17ceto- y 178-0H tanto en los andrógenos metabolizables como en 

los estrógenos (12,17). 

Para detectar la actividad de esta enzima se emplearon los 

sustratos androstendiona y testosterona, aunque desde el empleo 

de la dehidroepiandrosterona se le pudo detectar. 

En células granulosas la presencia de testosterona a partir de 

DHEA fue abundante pero heterogénea en todos los tamaños 

foliculares, siendo caracteristico que los más altos valores se 

encontraran en los cultivos adicionados con xantinas, lo que 

podria indicar una clara presencia de la enzima 176-HSD 

actuando sobre la androstendiona formada. En cambio, cuando la 

androstendiona fue utilizada como substrato, su transformación 

en testosterona fue baja. La acción de la 178-HSD sobre la 

testosterona fue casi indetectable. 

En el compartimiento tecal la detección de testosterona a 

partir de DHEA y de A4 fue mucho menor que en la granulosa y la 

reacción inversa fue apenas detectable. Al porcentaje 

especifico de testosterona detectada, debe sumarse el 

porcentaje de l?B-estradiol producido, ya que éste representa 

el siguiente paso en la v1a esteroidogénica y también uno de 

los sustratos de la 178-HSD. 

Con estas consideraciones, parece que el sentido preferente de 

la 17B-HSD es de androstendiona hacia testosterona y no 

viceversa. 
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La baja actividad detectada de la 178-HSD a partir de la 

androstendiona concuerda con lo reportado por Garrett ( 11), 

quién en cultivos de células de granulosa durante 12 h observó 

una transformación de androstendiona en testosterona en un 

porcentaje de 6.5 %, en tanto que en el presente trabajo, los 

porcentajes fueron menores a 3 y 1 para granulosa y teca, 

respectivamente, en cultivos de 1 y 2 horas. Estos resultados 

coinciden con la hipótesis propuesta por Evans ( 7) en el 

sentido de que la teca folicular del porcino es relativamente 

baja en la actividad de la 178-HSD, pero no en la parte que 

afirma que la granulosa puede convertir rápidamente 

androstendiona en testosterona. 

Actividad de Aro.aal:asa ( P450aro11l) 

La expresión de la actividad de la enzima aromatasa se 

detectó a partir de los precursores androstendiona y 

testosterona, que producen es trona (E1 ) y l 7B-estradiol ( E2), 

respectivamente (12,17). 

En células de la granulosa, la androstendiona se rnetabolizó 

hacia estrena (E1 ), con mayor producción cuando el cultivo se 

realizó en presencia de xantinas, sin mostrar influencia por el 

tamafio folicular. La detección de 178-estradiol (E,) se realizó 

principalmente en las células que se incubaron en presencia de 

xantinas, en cambio, en los cultivos celulares carentes de 

éstas, la detección fue muy baja o no se detectó. Los 

resul tactos anteriores pueden sugerir un papel funcional del 

adenosin-monofosfato cíclico (cAMP) como mensajero secundario 
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en la regulación de la actividad de la 178-HSD. 

En células de la granulosa incubadas con testosterona se 

observó una débil expresión de la enzima aromatasa, con 

producción de E1 y de E1• Estos resultados concuerdan con lo 

reportado por Garrett ( 11) respecto a la baja producción de 

estrógenos, el cual mostró que además de una minima acumulación 

de Eir el principal metabolito encontrado fue la 19-hidroxi­

testosterona ( 11), la cual no pudo ser identificada en el 

presente trabajo. 

En células de la teca folicular. La androstendiona se 

metabolizó en mayor proporción hacia E¡ que hacia E1 , aunque de 

éste \U timo se detectaron pequeñas cantidades en todas los 

experimentos. En los experimentos adicionados con xantinas al 

medio de incubación, la producción de estrógenos por células de 

la teca de los folículos de e mm fue mayor que en las células 

de la teca de 4 mm. 

En los demás experimentos la actividad de aromatasa se mantuvo 

baja o no se detectó. 

En células de la teca incubadas con testosterona, la actividad 

de aromatasa se manifestó por producción de Ei en un experimento 

y por producción de E1 en todos los realizados. 

La actividad de arornatasa se detectó principalmente en cultivos 

celulares de la capa granulosa y en menores cantidades en la 

teca, con mayor acumulación de E1 que de E1 , aunque de éste 

último, en la granulosa y la teca se detectaron cantidades 

pequeñas en todos los experimentos, no asi el caso con el 

estradiol que proporcionó cantidades muy al tas en algunos 
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experimentos, principalmente en los cultivos adicionados con 

xantinas en tanto que en otros experimentos no se detectó. 

La actividad de la enzima aromatasa se manifiesta mejor cuando 

el substrato aromatizable es androstenediona que cuando se 

utiliza testosterona, ya que la cantidad de estrógenos 

producidos por la incubación con A4 es mayor que con T, asi 

mismo, el substrato remanente es menor en el caso de A4 que en 

el de T. De donde se deduce que el substrato pr~ferido por la 

aromatasa en células granulosas es A4. 

La producción de los estrógenos es mayor en los folículos de 

mayor tamaño y con la adición de xantinas al medio de cultivo. 

Estos resultados concuerdan con los reportados por Evans, (7) 

que sin estimulación por gonadotropinas in vivo en cultivos 

celulares de 24 h de duración con y sin adición de 

gonadotropinas al medio de cultivo encontró mayor producción de 

estradiol en granulosa que en teca. También, los resultados que 

reportan Haney and Schomberg (16) al cultivar células de la 

granulosa y de la teca con testosterona como substrato 

aromatizable reportaron mayor producción de estrógenos en 

células granulosas que en células de la teca. En los 

experimentos anteriores también se detectaron cantidades 

crecientes de estrógenos conforme aumenta el tamaño folicular. 

HetaboliBllO recluctivo de los andrógenos 

La reducción enzimática de los andrógenos se presenta en 

el ovario de varias especies~ Las enzimas que catalizan esta 

reducción son estereo-especificas para las posiciones 5a- ó 5B 

y se localizan en el reticulo endoplásmico liso. En algunos 
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sistemas ováricos estudiados, la reductasa es especifica para 

la configuración Sa-, aunque se han identificado metabolitos 

5B-reducidos en ovarios de hámster (12). 

En el presente trabajo se detectaron, en algunos experimentos, 

diferentes cantidades de un metabolito que migra en la misma 

posición del 5a-androstan-3B,17B-diol cuando el precursor 

radiomarcado es la dehidroepiandrosterona, la androstendiona o 

la testosterona, con mayor acumulación en granulosa que en 

teca. 

En presencia de androstendiona, en algunos experimentos, 

también se detectaron diferentes cantidades de un metabolito 

que migra en la zona donde lo hace el estándar auténtico del 

Sa-androstan-38-ol-17-ona con mayor acumulación en células de 

granulosa que en teca. 

En general, los resultados anteriores sugieren un mayor 

metabolismo de los esteroides sa-reducidos en las células de la 

granulosa. 

Estos resultados difieren con los reportados por Garrett (11) 

quién no detectó ningún esteroide 5a- reducido por el método de 

Cromatografia Liquida de Alta Resolución en células de la 

granulosa. La discrepancia entre estos resultados puede deberse 

al diferente período de incubación o al medio de cultivo 

empleado. 

Hetabollto Desconocido 

En el punto de aplicación de la placa para cromatografía 

en capa fina se detectaron cantidades variables de un 

metabolito que migra de manera similar a como lo hace la forma 
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sulfatada de la dehidroepiandrosterona, es decir, no migra del 

punto de aplicación. 

La presencia de esteroides sulfatados en el porcino ya ha sido 

reportada por Lischinsky (20) para los andrógenos en células de 

la granulosa y por Garrett (11) para los estrógenos durante la 

luteinización de estas células. 

En células de la granulosa, en cultivo con pregnenolona, dicho 

metabolito se detectó en cantidades del o. 3% o menores, en 

tanto en células de la teca las cantidades detectadas fueron 

del orden del 0.5 al 4%. 

En los cultivos con dehidroepiandrosterona, en la granulosa, 

los porcentajes de detección de este metaboli to, fueron en 

promedio de 4.62%, mientras que en la teca, el promedio fue de 

6.41%. 

En los cultivos con androstendiona, en células de la granulosa, 

la acumulación promedio del metabolito desconocido fue de 

9.73%, con mayor acumulación cuando el cultivo celular se hizo 

en presencia de xantinas. En la teca la acumulación promedio 

fue de 6.39%. 

En los experimentos con testosterona, en células de la 

granulosa, la acumulación promedio del metabolito desconocido 

fue de 9.0%, en tanto que en la teca fue de 4.42%. 

Cuando los precursores son P5 o DHEA, este metaboli to, que 

probablemente sea un esteroide sulfatado, se produce más en las 

células de la teca que en las de granulosa; sin embargo, los 

porcentajes son relativamente bajos. 

Con los andrógenos androstenediona y testosterona, la 

predominancia del posible esteroide sulfatado se invierte en la 
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granulosa y en la teca y además los porcentajes de acumulación 

aumentan ligeramente. 

Independientemente del precursor empleado para el cultivo 

celular, la adición de xantinas dispara los porcentajes de 

producción de este posible asteroide sulfatado hasta por encima 

del 30% en granulosa y teca de los folículos de a mm de 

diámetro, y en menor porcentaje en folículos de 4 mm. 

Al parecer, la presencia de este posible asteroide sulfatado 

esté relacionado con la actividad de aromatasa, ya que su mayor 

producción se detecta cuando las células se incuban con 

andrógenos aromatizables, y tal vez este metabolito sea un paso 

intermediario en la transformación de andrógenos en estrógenos 

o tal vez se trate de un mecanismo de regulación de los niveles 

de andrógenos (20). 

Para determinar la identidad de este posible asteroide 

sulfatado se deberá realizar la desulfatación ácida, y 

posterior a esto, identificarlo por cromatografía en capa 

delgada. 

Heterogeneidad Folicular 

Los resultados obtenidos con el metabolismo de esteroides 

exógenos radiomarcados mostraron diversidad, entre los 

diferentes experimentos, en los valores absolutos de los 

metabolitos acumulados, a pesar de haber controlado el tipo 

celular utilizado y el tamaño folicular empleado. No obstante, 

se puede apreciar que indistintamente de la variabilidad en los 

porcentajes de transformación, se pueden distinguir patrones de 
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actividad esteroidogénica, lo que significa que solamente varió 

la magnitud de las diferencias esteroidogénicas entre los dos 

tipos celulares estudiados. otros autores también han 

observado, en cerdas, heterogeneidad en la producción de 

esteroides por los foliculos preovulatorios del mismo tamaño e 

incluso provenientes del mismo ovario (lB,32). Hunter propone 

que en las especies con ovulación múltiple, los folículos 

destinados para ovular no se encuentran en el mismo estado de 

maduración en el momento en que son seleccionados para iniciar 

su fase de desarrollo por lo que pueden existir variaciones 

morfológicas y bioquímicas entre los folículos del mismo 

tamaño. 

Dado que en el presente trabajo no se determinó el dfa del 

ciclo ovárico, podria sugerirse que el grado de maduración 

entre los diferentes folículos del mismo tamaño puede ser 

diferente y por lo tanto, explicar parcialmente las diferencias 

en la magnitud de la actividad esteroidogénica. En este 

sentido, se ha propuesto que el tratamiento con suero de yegua 

preñada, seguido por la administración de hCG, puede 

sincronizar la producción de una población de folículos con un 

grado uniforme de desarrollo; sin embargo, los resultados 

obtenidos con este tratamiento aún son contradictorios (32). 
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CONCLUSIONES 

De los resultados anteriores pueden obtenerse las 

siguientes conclusiones. 

1.- El procedimiento para obtener suspensiones celulares 

de teca y granulosa, provenientes de foliculos 

preovulatorios de cerdas fue adecuado, dado que éstas 

mostraron capacidad de metabolizar esteroides 

exógenos de manera similar a lo reportado por otros 

autores. Sin embargo, la heterogeneidad en la 

actividad esteroidogénica observada entre los 

folículos del mismo tamaño se podría uniformar 

sensibilizando previamente a las cerdas con el suero 

de yegua preñada y posteriormente administrandoles 

hCG, como ha sido sugerido previamente. No obstante, 

debe señalarse que los resultados obtenidos no 

reflejarán necesariamente una situación fisiológica. 

2.- El método de seguimiento isotópico, utilizado en el 

presente traba jo, permitió obtener un panorama de las 

posibles vías de síntesis de esteroides en los dos 

tipos celulares empleados, dado que la presencia de 

las enzimas involucradas se manifestó por la 

acumulación de sus productos del metabolismo. De esta 

manera, se pudo ubicar la actividad de las enzimas 

P450c17 y 3B-HSO en las células de la teca, mientras 

que las enzimas 17B-HSD, P450arom, 5a-reductasa y 

posiblemente una sulfotransferasa, en las células de 
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la granulosa (figura 9). Por lo anterior, se puede 

concluir que la síntesis de andrógenos a partir de 

pregnenolona se lleva a cabo en las células de la 

teca, mientras que la síntesis de estrógenos se 

realiza principalmente en las células de la 

granulosa. La contribución por las células de la teca 

para la producción de estrógenos puede ser minima, 

puesto que a igual numero de células, la actividad 

predominó en las células de la granulosa. 

3 .- No fue posible observar diferencias claras en el 

metabolismo de esteroides entre los folículos de 

diferentes tamaños. Lo anterior puede estar 

relacionado con la heterogeneidad en la madurez 

folicular entre folículos del mismo tamaño. 

4.- La presencia de xantinas en el medio de incubación 

incrementó los porcentajes de acumulación de ciertos 

metabolitos, en particular del 17B-estradiol y del 

metabolito sulfatado, lo que podria sugerir un papel 

del cAMP en la regulación de la actividad de la 178-

HSD y de la sulfotransferasa. sin embargo, esta 

hipótesis deberá ser confirmada posteriormente, asi 

como la identidad del esteroide sulfatado y su 

relación con la síntesis de estrógenos. 

El trabajo realizado ha permitido conocer la localización de 

las diferentes enzimas que intervienen en la síntesis de 

esteroides por el folículo ovárico del porcino, además de parte 
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del metabolismo reductivo de los mismos, como son los 5a­

reducidos, asi como la localización de la actividad de 

sulfotransferasa. 

Dado que los resul tactos obtenidos no concuerdan totalmente 

con 11 La teoría de dos células, dos gonadotropinas11 , propuesta 

anteriormente para la sintesis de estrógenos,algunos autores 

proponen la 11 Teor1a de una célula y media" (6) para tratar de 

explicar el comportamiento de la síntesis de esteroides en el 

fol!culo ovárico del porcino, el cual muestra similitudes con 

nuestros resultados, sin embargo se requiere de más estudios. 

Por otro lado se requiere mayor investigación respecto de 

la participación del adenosin monofosfato cíclico (cAMP) como 

segundo mensajero en el caso de las enzimas aromatasa y 

sulfotransferasa y del metabolismo reductivo de los esteroides. 
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TECA -
PS P4 

E1 E2 

figura 9. Modelo propuesto para la síntesis de esteroides y 
localización de las ,diferentes actividades enzimáticas, de 
ac"erdo a los resultados obtenidos. Las flechas indican el 
!>entido de la reacción, el diferente grosor :i.ei1ala el sentido 
preferente de la misma. Donde PS es pregneno lona¡ P4, 
~roge•terona; DHEA¡ dehidroep1androsterona; M¡ androstendiona; 

5~-1~~~~~ Í:ri~~~.\ YB!d ~~f ~º~g_;o ~~ 11 '.~~;~g~;;~ ig,_;andr*1s't~~~3~~~t: 
1 liiº~rJra3:i.H.5Pt'er3oíli·d~i ~~~~ Í d~~1~~~ !~~ ~~?8c1 ff~q)~ª~~ ~r~~~i~~~; 
fl450arom, aroma tasa; SaR, Sa reductasa¡ ST 1 sulfotransferasa 
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