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RESUMEN 

Se estudió la capacidad para metabolizar progestágenos y 
andrógenos de diferentes poblaciones celulares del ovario de 
pollo recién nacido. Asimismo, se observó si existia alguna co
rrelación entre las caracteristicas morfológicas y las capaci
dades esteroidogénicas de dichas poblaciones celulares. Las cé
lulas se obtuvieron disgregando con tripsina durante 30 mi~utos 
el ovario funcional (izquierdo) y la separación de las pobla
ciones celulares se efectuó por medio de dos gradientes subse
cuentes de metrizamida (0-15%). Posteriormente, las fracciones 
celulares aisladas por este procedimiento se procesaron para 
microscopia electrónica o fueron estudiadas en su capacidad pa
ra metabolizar los siguientes esteroides tritiados: pregnenolo
na, progesterona, dehidroepiandrosterona, androstendiona y tes
tosterona. Los metabolitos obtenidos, sirvieron como indicado
res de la presencia de cada uno de los diferentes complejos 
enzimáticos involucrados en la transformación desde progestá
genos hasta estrógenos, en cada una de las poblaciones celula
res. Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionaron 
evidencias de que en el ovario de pollo recién nacido: 1) Las 
células Fracción 1 [densidad (d)= 1.026 gr/ml), identificadas 
como células esteroidogénicas tipicas por su ultraestructura, 
presentaban actividad de las enzimas 3~-hidroxiesteroide des
hidrogenasa/ ll,·t isomerasa y C17-?0 liasa, siendo capaces de 
transformar progestágenos hasta andrógenos. 2) Las células ger
minales de la P? (d~ 1.048 g/mi), que en su mayoria se encon
traban en estadio de ovocitos primarios, probablemente no par
ticipen de manera significativd en la esteroidogénesis ovárica. 
:J) [,as fracciones FJ (d= 1.059 gr/ml) y F4 (d= 1.071 gr/ml) 
eran poblaciones mixtas, constituidas a su vez por tres sub
poblaciones celulares, identificadas por sus caracteristicas 
ultraestructurales como células poco diferenciadas, pregranulo
sas y f ibroblastos. Ambas fracciones celulares presentaron 
actividad de 5U-reductasa y de aromatasa, mientras que la acti
vidad de 17U-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17a-HSD), se 
localizó principalmente en FJ, sugiriendo, que dentro de las 
células poco diferenciadas existen dos subpoblaciones, una de 
las cuales exhibe la actividad de 17a-lISD, mientras que la otra 
presenta actividad de aromatasa y de 5a-reductasa. Los resulta
dos obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que, en el 
ovario de pollo recién nacido, existen por lo menos dos o pro
bablemente tres subpoblaciones celulares con distintas capaci
dades metabólicas, involucradas en la esteroidogénesis. 
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INTRODUCCION 

Una de las funciones más importantes del ovario y del testí

"U I (), además de la formac ión de gametos, es la producc ión de hormo

na,; sexuales. Estas a su vez, juegan un papel fundamental en la di

(erpnciación y maduración de los gametos, el desarrollo del aparato 

reprodllctor y el establecimiento de los caracteres sexuales secun

darios. 

En el ovario, los folículos son las principales unidades fun

cionales. Cada uno de ellos proporciona un sistema de apoyo para 

que el ovoc i to pueda alcanzar la madurez, de ta 1 manera que al 

unirse con el espermatozoide, genere un embrión capaz de desarro-

11¡lrse en su totalidad, conduciendo al nacimiento de un producto 

norma I . 

(,as cólulas somáticas del folículo contribuyen de diferente 

forma en la función folicular. En primer témino, le proporcionan al 

ovocito las sustancias nutritivas necesarias para su crecimiento. 

1'0Hter i ormente, controlan la maduración del mismo, preparándolo 

para la ovulación o participando en el proceso de atresia y des

trucción del ovocito, mediante cambios en el microambiente interno 

del follculo, mediados en gran parte por productos de secreción de 

la,; cólul<l'~ foliculares. 

1.0:; productos de r;ecreción del folícuJ.o más conocidos y meJor 

C¡II",¡cte¡" i z,¡do,; son I as hormonas estero ides, Estas moléculas pueden 

(un" i Ollolr ':umo hormonas en el sentido "clásico", siendo transporta

dd" por medio de la circulación a diferentes tej idos y órganos 
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blanco, que forman parte no solo del aparato reproductor, sino 

también del sistema nerVlOSO central. el sistema músculo esquelé

tico, el sistema cardiovascular y el sistema inmune, asi como el 

h1gado o los tejidos adiposo y cutáneo (Gore-Langton y Armstrong, 

1988) . 

Por otra parte, los esteroides ováricos también pueden actuar 

localmente dentro de los foliculos que los sintetizan, corno modula

dores parácrinos en las células adyacentes o corno agentes autócri

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

LAS HORMONAS OVARICAB. 

Estructura quimica. 

l~ estructura común de todas las hormonas estero id es es la del 

núcleo qu!mico básico del ciclopentanoperhidrofenantreno o núcleo 

esteroide. Este es un hidrocarburo ciclico constituido por 17 

átomos de carbono, dispuestos en 3 anillos de seis átomos de car

bono totalmente saturados (perhidrofenantreno), que se denominan 

A,B y e y, un anillo de 5 átomos de ;arbono (ciclopentano), que 

corresponde al anillo D. Pueden agregarse carbonos adicionales en 

las po!;iciones 10 y 11 o corno una cadena lateral, unida al carbono 

1'1 (Fig. 1) (Gri'lnner, 1992). 

'(',lnto las hormonas esteroideas, como sus precursores y meta

bolitos difieren en el número y tipo de grupos sustituibles, en el 

número y localización de las dobles ligaduras y en la configuración 

estereoquimica. 

Los carbonos asimétricos, permiten el estereoisomerismo. Los 
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Figura l. Caracterlsticas estructurales de las hormonas esteroi
{jcas. Estructura qulmica del ciclopentanoperhidrofenantreno, nQ
clco básico de las hormonas esteroides, constituido por 17 carbo
no:; que forman 4 ani 110s des ignados de la A a la D. Se señalan las 
posiciones de los carbonos asimétricos (Modificada de la referencia 19). 
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Figura 2. Estereoisomeria de los carbonos 3 y 5 en el ciclo
pentanoperhidrofenantreno. A) sustituyente situado por encima del 
plano (#) o proyectado por debajo del plano (a). B) si el átomo de 
hidr6geno del C5 se encuentra orientado en a, los anillos A y B se 
fusionan en una conformación trans¡ mientras que si está orientado 
en #, origina una conformación cis (Modificada de la referencia 66) • 
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grupos metilo angulares (C19 y Cle) en las poslclones 10 y 13, se 

proyectan hacia el frente del sistema de anillos y se utilizan corno 

punto de referencia. Cuando los sustituyentes están situados por 

encima del plano, se dice que están orientados en beta (3) y se 

indican con un trazo continuo. Por el contrario, Sl se proyectan 

por debajo del plano, se dice que están orientados en alfa (a) y se 

representan con un trazo discontinuo o lineas punteadas (Fig. 2). 

El átomo de hidrógeno unido al es también puede estar orien

tado en a o 3. En el primer caso, los anillos se fusionan en una 

conformación trans, mientras que una orientación 3 origina una con

formación cis (fig. 2). 

La posición de los dobles enlaces se designa mediante el 

número del carbono que los antecede (ej. ~5 y ~4). 

Todos los esteroides ováricos pueden considerarse corno 

derivados quimicos de alguno de los siguientes hidrocarburos bá

sicos: a) colestano (en), constituido por 27 átomos de carbono, a 

cuya estructura quimica básica pertenece el colesterol, que es la 

molécula precursora de las hormonas esteroides; b) el pregnano 

(en), formado por 21 átomos de carbono, caracteristico de las 

hormonas esteroides con actividad progestacional; el androstano 

(e,,), que contiene 19 átomos de carbono y constituye la estructura 

quimica básica de las hormonas esteroides con actividad al~rogé

nica; y d) el estrano (e,,), cuya estructura quimica corresponde a 

los esteroides con actividad estrogénica (Fig. J) (Loza y cols., 

198[3). 
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Clasificación Biológica. 

Los esteroides ováricos también se clasifican de acuerdo a su 

función biológica primordial en: progestinas, andrógenos y estró

gonos. 

Proqestinas. 

La progestina más importante que produce el folículo es la 

pregnenolona (JB-hidroxi-5-pregnen-20-ona), debido a que juega un 

papel clave como precursor de todas las hormonas esteroides y el 

metaboli to e ll mas abundante es la progesterona (4-pregnen-3, 20-

diona), que es un intermediario biosintético producido por el folí

culo en todos los estad íos de crecimiento y desarrollo y como pro

ducto final de secreción en los períodos peri- y postovulatorios. 

Por otra parto, la progesterona es la hormona responsable de la 

preparación morfofuncional del endometrio para la nidación del hue

vo fertilizado, el mantenimiento de la gestación y el desarrollo 

alveolar de la glándula mamaria en los mamíferos. Además, en forma 

conjunta con los estrógenos modula un número importante de efectos 

primordiales en el sistema nervioso central y en órganos perifé

ricos durante la vida reproductiva (Gore-Langton y Armstrong, 

1988) . 

Andrógenos. 

Los principales andrógenos sintetizados en el ovario, son la 

dehidroepiandrosterona (JB-hidroxi-5-androsten-17-ona), la androB

tendiona (4-androsten-J,17-diona) y la testosterona (17B-hidroxi-4-

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

la síntesis de estrógenos. También se han identificado algunos es-

7 



teroideH e ,,/ no aromatizables, formados por la saturación del anillo 

A del núcleo esteroide, entre los que se encuentran los andr6genos 

ováricos 5a-reducidos como la 5a-dihidrotestosterona, la 5a

androstan-), 17-diona, la androsterona y la epiandrosterona, así 

como el 5a-androstan-3a,178-diol y su epímero 38. Además, se ha 

reportado la síntesis de andr6genos 58-reducidos en el ovario del 

hámster (Tsuji y cols., 1982) y de varias especies de aves 

(Sugimoto y cols. 1990). 

Estróqenos. 

La estrona y el 178-estradiol producidos por el folículo ová

rico, son los estr6genos más importantes desde el punto de vista 

fisio16gico. Sus nombres triviales reflejan el papel que juegan en 

la inducci6n de la receptividad sexual (estro) en las hembras de 

los mamlferos y son los responsables de la expresión del fenotipo 

fe~enino en la etapa pospuberal al estimular el desarrollo de las 

esl;ructuras sexuales secundarias. Además, en forma conjunta con la 

prcgesterona, aseguran la función gametogénica del ovario, lo cual 

les confiere un papel esencial en la función reproductora. El 178-

estradiol es el más activo de todos ),s esteroides producidos en el 

ovario y, en la mayoría de los ensayos biológicos, es diez veces 

más potente que la estrona (Gore-Langton y Armstrong, 1988; Loza y 

cols., 1988). 

SINTESIS y METABOLISMO DE LAS HORMOl\'AS ESTEROIDES. 

La síntesis de las hormonas esteroides se inicia a partir del 

colesterol. Las células ov6ric3~, involucradas en esta función, 
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pueden obtener este precursor de tres fuentes importantes: a) el 

colesterol transportado por la sangre en forma de lipoproteinas 

circulantes; b) el colesterol almacenado dentro de la célula ová-

rica en su forma libre, como constituyente de las membranas celula-

res o proveniente de la hidrólisis de los ésteres de colesterol 

almacenados en gotas lipidicas dentro de la cé1.ula y, e) el coles-

terol sintetizado de novo a partir de acetato via mevalonato. El 

grado de participación de cada una de las fuentes de colesterol en 

la esteroidogénesis ovárica varia con la especie animal y con el 

tipo de célula involucrada. 

Biosintssis de progestinas. 
Ruptura de la caden~ lateral del colesterol. 

Las hormonas estero ideas tienen como máximo 21 átomos de car-

bono, mientras que el colesterol tiene 27, por lo que la primera 

etapa en la sintesis de estas hormonas es la ruptura del enlace co-

valente entre las posiciones C20 y C22 del colesterol, por medie de 

tres monooxigenaciones sucesivas, con la consecuente formación de 

pregnenolona (compuesto de 21 átomos de carbono) y un fragmento de 

seis átomos de carbono, el aldehido isocaproico. 

El complejo multienzimático que cataliza esta reac.:ción se 

localiza en la cara interior de la membrana interna mitocondrial y 

consta de tres componentes: el citocromo P450scc (side-chain 

cleavage), que es una oxigenasa terminal (aceptora de electrones), 

una flavoproteina dependiente de NADPH y la ferrosulfoproteína 

luteodoxina, que sirve para transportar un electrón entre los otros 
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Figura 4. Via de sintesis de la pregnenolona, a partir del coles
terol sintetizado de novo o derivado de fuentes existentes. Se 
ilustra el mecanismo de ruptura de la cadena lateral del coleste
rol, en la mitocondria, por medio de tres monooxigenaciones suce
sivas, catalizadas por el complejo multienzimático del citocromo 
P450scc (Modificada. de la referencia 18) . 
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dos componentes. Este sistema enzimAtico requiere de NADPH, oxigeno 

y colesterol para que se pueda llevar a cabo la reacción (Fig. 4). 

La ruptura de la cadena lateral del colesterol es un paso 

limitante para la formación de pregnenolona y, por lo tanto, de las 

hormonas esteroides. En el ovario y en el testiculo, es activado 

por la acción de la hormona luteinizante (Gore-Langton y Armstrong, 

1988) . 

3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa/4~ Isomerasa (3B-HSD). 

La conversión de pregnenolona en progesterona se efectúa me-

diante una reacción catalizada por la 3B-HSD, cuya actividad se 

localiza en la fracción microsomal. Este complejo enzimAtico pre-

senta dos actividades cataliticas principales (deshidrogenasa e 

isomerasa) que. en conjunto, son las responsables de la transfor-

mación de los esteroides 3B-hidroxi-5-ene en 3-oxo-4-ene. Además, 

utiliza NAD+ como aceptor de electrones y la reacción es esencial-

mente irreversible en condiciones fisiológicas (Fig. 5). 

Biosíntesis de Andrógenos. 
Ruptura de la cadena lateral de los esteroides e 21 • 

Los tejidos endócrinos que sintetizan andrógenos, utilizan 

tanto a la pregnenolona como a la progesterona como precursores 

para la formación de androstendiona y testosterona, que son los 

andrógenos más importantes. La escisión de la cadena lateral de los 

esteroides C21r es el paso limitante de la velocidad de sintesis de 

los andrógenos (C I9 ). Este proceso bioquimico estA catalizado por 
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y ~') para la slntesis de estrógenos en el ovario . 
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el complejo enzimático 17a-hidroxilasa/ C17-C20 liasa que contiene 

citocromo P-450"17' requiere NADPH y oxígeno molecular para su fun-

ción y :Ie localiza en las membranas de reticulo endoplásmico liso. 

l,a hidroxilación del carbono 17 de la pregnenolona o de la proges-

terona es el primer paso para la ruptura de la cadena lateral y es 

catalizado por la 17a-hidroxilasa, dando lugar a la formnción de 

17a-hidroxipregnenolona o 17a-hidroxiprogesterona respectivalnente. 

La ruptura de la unión entre los átomos de carbono 17 y 20 se 

efectúa posteriormente por la acción de la C17-C20 liasa (Fig. 5). 

l,a biosintesis de andrógenos puede efectuarse por doS vias 

alternativas: la via de los 6 5
, cuando el sustrato utilizado es la 

pregnenolona o la via de los 6 4 en el caso de que la progesterona 

se utilice corno precursor. Los productos resultantes serán la de-

hidroepiandrosterona o la androstenediona respectivamente y el pre-

dominio de una de estas vías depende de la especie. 

Metabolismo reductor de los Esteroides ováricos. 
17B-hidroxiesteroide deshidroqenasa (17B-HSD). 

La 17B-HSD también cataliza la interconversión de los esteroi-

des 17-hidroxi y 17-oxo y se han encontrado varias isoenzimas con 

especi f lc idad por los andrógenos o los estrógenos (Hanukog1u, 

19Q1). Esta enzima, se encuentra presente en los microsomas de di-

versos tejidos esteroidogénicos incluyendo al folículo y requiere 

de NAD(H) o NADP(H) como cofactor. La reacción puede ser reversible 

y la dirección de la misma depende de la disponibilidad de sustrato 

y de cofactor. La formación de testosterona puede llevarse a cabo 
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.¡ire,:tamcntc a partir de la androstendiona (via de los ó') por la 

reducción del grupo cetónico del el7 de esta última, en una reac-

ción catalizada por la 17B-HSD. En el caso de que la sintesis de 

testosterona se efectúe por la via de los Al, la DHEA puede trans-

formarse en androstendiona o ser reducida a androstenediol por 

acci6n de la 17B-HSD. Este último es convertido después en testos-

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

vías para la 5a- y ~fi-Reducción en el metabolismo de Progestinas y 
Andr6genos. 

La reducción enzimática de los esteroides 4-ene-3-oxo, de la 

clase de las progestinas y de los andrógenos, se lleva a cabo en 

los tejidos ováricos de gran cantidad de especies. Las enzimas que 

catalizan este tipo de reacción son estereoespecíficas para la po-

sici6n 5a o 5B y utilizan NADPH como cofactor. Existen reportes que 

indican que después de la reducción en la posición C5, se lleva a 

cabo la reducción del grupo 3-oxo, sugiriendo que esta última 

reacción se encuentra asociada al complejo 38-HSD, aunque también 

se ha mencionado que la 3a-HSD cataliza este paso enzimático. En la 

mayor parte de de los sistemas ováricos de mamiferos que se han es-

tudiado, la reductasa es especifica para la configuración 5a (Gore-

Langton y Armstrong, 1988), aunque en preparaciones de ovario de 

hámster se han identificado productos 58-reducidos (Tsuji y cols., 

1982). En las aves, la reductasa que presenta una actividad impor-

tante es la específica para la configuración 5B, y se ha localizado 

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

poI lo (Furr y Pope, 1970; Imataka, 1989). 

Aromatización de Andrógenos. 

La última etapa en la esteroidogénesis ovárica es la síntesis 

de estrógenos a partir de andrógenos por medio de una secuencia de 

reacciones enzimAticas conocida mas comúnmente como proceso de aro

matización. Durante este proceso, la androstendiona y la testoste

rona son transformadas en estrona y 17B-estradiol respectivamente, 

por medio de la aromatasa, que se localiza en las membranas del 

reticulo endoplAsmico liso de varios tipos de células ováricas. 

Este complejo enzimático, es una oxidasa de función mixta que con

tiene citocromo P-450,,,,,,, y cataliza una serie de reacciones que 

conducen a la remoción del grupo metilo C19, seguido por la trans

formación del anillo "A" de los andrógenos en un anillo fen61ico o 

aromAtico caracteristico de los estrógenos. La reacción requiere de 

NADPII y J moles de 02 para llevarse a cabo (Fig. 6). 

El 17B-estradiol y la estrona son los dos estrógenos sinte

tizados más activamente por la gónada femenina durante el periodo 

de desarrollo folicular. A nivel ovárico existe una interconversión 

entre ambos estrógenos, aunque con predominio hacia el 17B-estra

diol. Estas reacciones de oxidorreducci6n son catalizadas por la 

17B-IlSD (I·"ig. 5). 
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Figura 6. Biotransformación de andrógenos en estrógenos. Se ilus
tra la secuencia de reacciones propuesta para la aromatización de 
androstendiona y testosterona, asi como las reacciones catalizadas 
por la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 
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MORFOGENESIS DEL OVARIO EN LAS AVES. 

El desarrollo de las gónadas de los vertebrados se inicia con 

la formación del epitelio germinal, el cual se observa como un en

gronamiento bilaterdl del epitelio cel6mico, que se localiza en el 

área ventral del mesonefros en desarrollo. La proliferación de las 

células germinales y somáticas es lo que lleva a la formación de 

los primordios gonadales, que son idénticos en ambos sexos. De esta 

manera queda establecida la g6nada indiferenciada, constituida por 

las células germinales primordiales (CGPs) y las células somáticas. 

En el caso de las aves, las CGPs se originan en el endoblasto 

extraembrionario en la parte anterior al embrión y son transporta

das hasta la cresta urogenital por medio del torrente circulatorio 

y por movimientos ameboideos (Hardisty, 1978). 

En lo que se refiere al origen de las células somáticas se han 

planteado diferentes hipótesis. De acuerdo con un gran número de 

autores, los cordones sexuales primitivos se originan del epitelio 

germinal (En: Carlon y stahl, 1985). otros autores, sostienen tam

bién el origen epitelial de las células somáticas, interpretando el 

establecimiento de una g6nada indiferenciada como el resultado de 

dos proliferaciones consecutivas del epitelio celómico, la primera 

daría origen a la médula y la segunda a la corteza (En: Merchant

Larios, 1978). 

En contraste con lo anterior, witschi (1956) sostiene que en 

la etapa de desarrollo de 20 a 27 somitas, parte del blastema meso

néfrico que no participa en la formación de los túbulos y los cor

púsculos renales, proporciona las células para la formación de la 
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corteza suprarrenal y la médula ovárica. Apoyan también esta hipó

tesis estudios más recientes realizados en embriones de pollo, que 

llevan a la conclusión de que la médula gonadal se origina del 

blastema mesonéfrico (Carlon, y cols., 1983; Carlon y Stahl, 1985). 

Por otra parte Merchant-Larios sostiene que los componentes 

somáticos de 1 a gónada se or iginan de un "blastema gonadal" formado 

por la condensación del mesénquima y las células del epitelio celó

mico (Merchant-Larios, 1978, 1984). 

Una vez que las CGPs han alcanzado el brote gonadal, entran en 

una etapa de intensa multiplicación, que coincide cronológicamente 

con la proliferación de las células mesenquimatosas y del epitelio 

ce16mico, originándose asi el llamado "blastema gonadal", que se 

sitúa en la región ventral del mesonefros. 

A partir del momento en el que la gónada indiferenciada ha 

quedado establecida, el blastema gonadal tiende a organizarse en 

dos tipos de tejidos: 1) El tejido que contiene las CGPs, rodeadas 

por las células somáticas precursoras de las células de Sertoli o 

de las células de la capa granulosa y 2) el tejido estromático que 

dará origen al tejido conectivo, a los vasos sanguíneos y al tejido 

intersticial esteroidogénico, el cual estará representado por las 

células de Leydig o por las células de la teca interna y la glán

dula intersticial (Kofman-Alfaro y cols., 1982 y Merchant-Lürios, 

1984) • 

En las aves es caracteristico el establecimiento de una asi-

metría gonadal en las hembras con un desarrollo unilateral del 

ovario y del oviducto (Gilbert, 1979). 
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El ovario derecho crece lentamente desde el octavo hasta el 

décimo dia de desarrollo embrionario, sufriendo posteriormente una 

regresión hasta que presenta un aspecto rudimentario en el dia 15 

y deja de ser funcional al nacimiento (Brode, 1928). En cambio, el 

ovario izquierdo experimenta un crecimiento del tejido epitelial, 

acompa~ado por un incremento del estroma y de la vascularización, 

hasta que St' forma un ovario con dos regiones topográficas bien 

del inidas, la corteza y la médula. La corteza ovárica muestra cor

dones corticales constituidos por ovogonias y/o ovocitos (a los 10 

dias) y células prefoliculares, que se caracterizan por presentar 

estructuras denominadas "lining bodies". Mientras tanto, en la mé

dula se desarrollan gran cantidad de cordones de células secretoras 

de esteroides, asi como un sistema lacunar característico de la gó

nada femenina (Carlon y Erickson, 1978; Carlon y Stahl, 1985). 

Al nacimiento, la corteza ovárica está constituida por las 

células germinales, entre las cuales aún se reconocen algunas ovo

gonias aunque la mayoría se encuentra en el estadio de ovocitos 

primarios, que se observan en forma aislada u organizados en con

glomerados o nidos. Entre los ovocitos se localizan las células 

pre(oliculilres que van rodeándolos poco a poco hasta constituir la 

capa de la granulosa en el adulto (González del Pliego, 1991). 

Al mismo tiempo, la médula ovárica está constituida por cor

dones celulares rodeados por una lámina basal y un sistema lacunar 

delimitado por células epiteliales. De acuerdo con su ultraestruc

tura se han identificado dos tipos celulares importantes: 1) cé

lulas esteroidogénicds típicas que pueden estar agrupadas consti-
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tuyendo cordones de tamaño variable y forma irregular o aisladas 

como células intersticiales y, 2) células poco diferenciadas que se 

encuentran formando nidos o cordones pequeños. Las células esteroi

dogénlcas se caracterizan por presentar mitocondrias con crestas 

tubulares, numerosas cisternas de retículo endoplásmico liso y gran 

cantidad de gotas lipidicas en su citoplasma. Además se encuentran 

rodeadas por una lámina basal discontinua, que puede ser reemplaza

da por fibras de colágena y prolongaciones de fibroblastos que de

limitan los cordones celulares. Las células poco diferenciadas con

tienen un núcleo esférico u ovoide con un nucleolo prominente y 

presentan un citoplasma escaso y pocos organelos, representados 

principalmente por polirribosomas y cisternas de reticulo endoplás

mico rugoso (RER). Los cordones constituidos por estas células, se 

encuentran rodeados siempre por una lámina basal bien definida. 

otra estructura epitelial importante que se observa en la mé

dula ovárica, está constituida por las células que delimitan los 

canales lacunares. Las caracteristicas ultraestructurales de estas 

células son muy similares a las observadas en las células poco di

ferenciadas. 

Las estructuras epiteliales no se encuentran distribuidas 

unIformemente en la médula ovárica. En la médula yuxtacortical se 

localizan cordones de células poco diferenciadas, islotes pequeños 

de células esteroidogénicas y algunos canales lacunares, mientras 

que en la médula profunda no se observan los islotes de células po

co diferenciadas y se advierten en mayor número los cordones de las 

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

PANORAMA GENERAL DE LA ESTEROIDOGENESIS OVARICA EN LAS AVES. 

Ovario Adulto. 

Al igual que en los mamiferos y en otras especies de aves, en 

el ovario de la gallina doméstica se producen tres tipos principa

les de hormonas sexuales: estr6genos, andrógenos y progestágenos, 

siendo la fuente principal de estos esteroides las células de la 

granulosa y de la teca de los foliculos ováricos. 

El ovario de la gallina adulta está constituído por foliculos 

de diferente tamaño, siendo los más pequeños de color blanco, con 

un diámetro de entre 2 y 5 mm. A partir de los 6 mm el crecimiento 

es muy rápido, su color se torna amarillento y se clasifican como 

follculos preovulatorios F6 a F1 en orden creciente de tamaño. En 

las aves, la ovulaci6n se presenta cada 25 horas y F1 es el folí

culo de mayor tamaño (35 mm de diámetro) y el mas próximo a o'rular 

(Gilbert, 1979). 

En los folículos preovulatorios las capas de la granulosa y ue 

la teca presentan una acción conjunta para la síntesis de hormonas 

esteroides, en la que las células de la granulosa producen princi

palmente progestinas, mientras que las células de la teca, son las 

fuentes principales de andrógenos y estrógeno s (Huang y Nalbandov, 

1979; Huang y cols., 1979; Bahr, y cols., 1983; Etches y cols., 

1984). En este sentido, Huang y cols. (1979), basándose en sus ob

servaciones, postularon una teoría bicelular para la síntesis de 

hormonas esteroides sexuales en la gallina de postura, similar a la 
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formulada en el ovario de mamíferos (En: Gore-Langton y Armstrong, 

1988) . 

En el modelo propuesto para aves, se sugiere que las células 

de la granulosa de los folículos preovulatorios Fl, F2 Y F3, sin

tetizan progesterona, la cual difunde hacia las células de la teca 

en donde son metabolizadas a andr6genos y estr6genos. Además plan

tean que, conforme los folículos maduran, la actividad de las enzi

mas esteroidogénicas disminuye en las células tecales, mientras que 

se incrementa en las células de la granulosa. 

Posteriormente, Porter y cols. (1989), realizaron estudios 

sobre el papel de las células de la granulosa, la teca interna y la 

teca externa en folículos preovulatorios (Fl y F5) del ovario de 

pavo. Los resultados obtenidos en estos trabajos, los llevaron a 

proponer un modelo tricelular para la esteroidogénesis en el ovario 

de aves, en el cual la progesterona sintetizada por las células de 

la granulosa es utilizada por las células de la teca interna para 

producir andr6genos, los cuales son metabolizados a estr6genos por 

la teca externa. 

Por otra parte, Pedernera y cols. (1989) y Velázquez y cols. 

(1991) obtuvieron resultados similares al estudiar la actividad 

esteroidogénica en células de la teca de folículos preovulatorios 

(F), F4 Y F5) de gallina. utilizando métodos mecánico-enzimáticos 

y gradientes de densidad, lograron aislar dos subpoblaciones celu

lares de la teca: una de ellas, proveniente de la teca interna, que 

contenía células esteroidogénicas con inclusiones lipídicas en el 

ci toplasma secretoras de testosterona i y otra consti tuída por 
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células epiteliales poco diferenciadas aisladas de la teca externa 

que producian estradiol. 

Do manera similar, Nitta y cols. (1991) al cuantificar la 

produccl6n de eoteroides en células aisladas de la teca interna y 

externa de foliculos preovulatorios (F1, F3 Y F5) del ovario de 

gallina, además de corroborar los resultados de Pedernera (1989) y 

Velázquez (1991), localizaron por inmunocitoquimica, la presencia 

del citocromo P450scc, la l7a-hidroxilasa y la aromatasa en las ca

pas tecales; con base en los resultados obtenidos proponen una 

"teoria mUlticelular", en la cual sugieren que: a) las células in

tersticiales de la teca interna producen progestinas y andrógenos, 

b) los fibroblastos de la teca externa pueden funcionar como un si

tio adicional para la conversión de progestinas a andrógenos y cl 

las células de la teca externa, que contienen aromatasa, requieren 

andr6genos para producir estrógenos. 

Los trabajos mencionados hasta ahora aportan evidencias de la 

función esteroidogénica en los foliculos preovulatorios de mayor 

tamafio. Sin embargo, el interés por conocer la relación existente 

entre dicha función y la maduración de los foliculos, ha generado 

nuevas investigaciones efectuadas en foliculos más pequefios. En 

este sentido Tilly y cols. (1991), examinaron las capacidades 

esteroidogénicas en células de la granulosa y/o de la teca, ais

ladas de foliculos ováricos de gallina de 6-8 mm y 9-12 mm de 

diámetro, asi como la interacción cooperativa entre los dos tipos 

celulares para la producción de progesterona, androstendiona y 

estradiol. Apoyándose en los resultados obtenidos, ellos proponen 
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que en los folículos ováricos de ~8 mm de la gallina doméstica, las 

células de la teca son la fuente principal para la producción de 

esteroides el!' el' y el,' hasta que las células de la granulosa se 

transforman funcionalmente en esteroidogénicas. Además sugieren que 

in vivo, la competencia esteroidogénica de las células de la granu

losa ocurre durante la transición de los folículos de 6-8 a 9-12 mm 

de diámetro, probablemente bajo el estímulo de la hormona folículo 

estimulante (FSH). 

Más recientemente, Nitta y cols. (1993) estudiaron, por in

munocitoquímica, la localización de la enzima 38-HSD en folículos 

pequeños (1-10 mm de diámetro), preovulatorios (Fl, F3 Y F5) Y 

postovulatorios del ovario de gallina. Basándose en los resultados 

obtenidos, ellos sugieren que, 1) en los folículos pequeños la capa 

tecal puede transformar pregnenolona en progesterona y/o dehidro

epiandrosterona en androstendiona, mientras que la capa granulosa 

no tiene esta capacidad, 2) en los folículos preovulatorios, tanto 

las tecas como la granulosa producen progesterona y/o androsten

diona, 3) conforme el folículo preovulatorio madura, la capa granu

losa se vuelve esteroidogénicamente más activa para la producción 

de progesterona, mientras que la capa tecal pierde su actividad es

teroidogénica, 4) la capa granulosa conserva su capacidad esteroi

dogénica después de la ovulación; y concluyen que durante la madu

ración folicular, hay un corrimiento en la localización de la 38-

HSD, de la capa tecal de los folículos pequeños a la capa granulo

sa de los folículos preovulatorios y postovulatorios. 
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Ovario Prefo1icu1ar. 

El ovario de las aves es capaz de producir hormonas esteroides 

dpudc etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. En el ovario 

de pollo se ha cuantificado la síntesis de esteroides sexuales, por 

medio de radioinmunoanálisis (RIA), desde el sexto o séptimo día de 

incubación (Guichard y cols., 1977a; Guichard y cols., 1977b, 1979; 

Tanabe y cols., 1986; Weniger y Chouraqui, 1988), observando que 

los principales esteroides sintetizados son la estrona y el 178-

estradiol. TambiAn, se ha encontrado que los niveles plasmáticos de 

estos esteroides aumentan durante el desarrollo embrionario (Woods 

y Brazzill, 1981; Woods y cols., 1982 y Tanabe y cols., 1979,1986) 

y hay evidencias de su secreción al medio, en cultivo de órganos 

(Guichard y cols., 1977b, 1979; Teng y cols., 1982; Weniger y 

Chouraqui, 1988) y de células aisladas (Teng y Teng, 1979). Además, 

estudios realizados tanto in vivo como in vitro en ovarios de pollo 

de 8 a 18 días de incubación, muestran que estos son capaces de 

responder al estímulo de la hormona luteinizante (LH) o de la gona

dotropina coriónica humana (hCG), incrementando la secreción de 

hormonas esteroides (Haffen y cols., 1971; Teng y Teng, 1977, 1979; 

Guichard y cols., 1979; Woods y cols., 1981; Teng y cols., 1982; 

González y cols., 1987; Weniger y Chouraqui, 1988; Weniger y cols, 

1989) . 

Por otra parte, utilizando precursores radioactivos de las 

hormonas sexuales, se ha demostrado que el ovario de pollo es capaz 

de metabolizar estos precursores desde etapas muy tempranas del de

sarrollo (8 a 18 días de incubación), evidenciando la presencia de 
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las enzimas involucradas en las diferentes vías esteroidogénicas 

(Haffen y Cedard, 1968; Haffen, y col s ., 1971; Weniger y Zeis, 

l c),!1; Ci1lli y \~¡wl1('rmi\nn, 1972, 1971; Guichard y cols., 1973, 

19·17b, 1979). lmataka y cols. (1989), ampliaron esta información, 

explorando la transformación desde pregnenolona hasta 17B-estra

diol, para proponer un esquema de las vías metabólicas implicadas 

en la esteroidogénesis ovárica en el pollo de 15 dias de desarrollo 

embrionario. Asimismo, al medir la actividad de varias enzimas 

esteroidogénicas en gónadas de embriones de pollo de 9 a 15 días de 

incubación, concluyeron que probablemente la 17a-hidroxilasa, la 

C17-20 liasa y la aromatasa sean las enzimas responsables de regu

lar la diferenciación sexual en las gónadas del pollo durante la 

embriogénesis (Imataka, y cols., 1988). 

La producción de esteroides en el ovario de pollo también ha 

sido detectada por métodos histoquímicos desde el octavo día de 

desarrollo embrionario hasta el nacimiento y las primeras etapas 

postnatales. En este sentido, existen varios trabajos que aportan 

evidencias de la presencia de lípidos y colesterol (Narbaitz y 

Sabatini, 1963) y de la enzima 3B-HSD (Narbaitz y Kolodny, 1964; 

Scheib y Haffen, 1967; Narbaitz y De RObertis, 1968, 1970) en los 

cordones de células, con características ultraestructurales propias 

de las células esteroidogénicas (Narbaitz y Adler, 1966; Jordanov 

y cols., 1978). 

Al final del desarrollo embrionario, las células productoras 

de esteroides son abundantes y al nacimiento, representan alrede

dor del 18% de la médula del ovario de pollo (González Morán y 
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cols., 1985). Además, hay evidencias de que el ovarlO de pollo 

recién nacido secreta 17B-estradiol, progesterona y testosterona 

(Tanabe y cols., 1979) y, estudios realizados in vitro, muestran 

que es capaz de metabolizar la progesterona, siendo el principal 

metabolito encontrado la 5B-pregnandiona (Marrone, 1986). 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La posibilidad de aislar diferentes poblaciones celulares ha 

permitido nuevos avances en la comprensión de las capacidades este

roidogénicas del ovario adulto, tanto en mamiferos como en aves. 

Esto ha ocasionado, en lo referente al grupo de las aves, que los 

modelos que pretenden explicar cual es la participación de los com

ponentes celulares del ovario en la esteroidogénesis, sustentados 

en observaciones experimentales, se hayan ido modificando desde el 

modelo bicelular (Huang y Nalbandov, 1979) transformado en el mo

delo tricelular para la producción de esteroides (Porter y cols., 

1989), hasta el planteamiento de la existencia de varias subpobla

ciones celulares con diferentes capacidades esteroidogénicas en la 

capa tecal (Nitta y cols., 1991). 

Por otra parte, se sabe que la función esteroidogénica del 

ovario en el pollo se inicia desde etapas muy tempranas del de

sarrollo embrionario (Weniger y Zeis, 1971¡ Galli y Wasserman, 

197J¡ Guichard y cols.,197J) y continúa hasta el nacimiento (Tanabe 

y cols, 1979). Además, se ha detectado en la médula ovárica, la 

presencia de células con actividad esteroidogénica durante el de

sarrollo embrionario y en etapas postnatales (Narbaitz y Kolodny, 
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1964; Narbaitz y AdIer, 1966; Scheib y Haffen, 1967; Narbaitz y De 

Robertis, 1968, 1970; Haffen y cols., 1971; Jordanov y cols., 1978; 

González Morán y cols., 1985). Sin embargo, el aislamiento de 

diferentes poblaciones celulares y su participación en la este

roidogénesis ha sido menos estudiada en el ovario prefolicular. 

El uso de gradientes de densidad ha sido utilizado con éxito 

para separar células esteroidogénicas del ovario de pollo en etapas 

embrionarias (Teng y Teng, 1979). Más recientemente, Pedernera y 

cols. (1988), utilizando un gradiente de densidad de metrizamida, 

lograron separar dos poblaciones celulares, una de ellas, consti

tuida por células esteroidogénicas tipicas que secretan testoste

rona y otra enriquecida en células relativamente indiferenciadas, 

secretoras de 17B-estradiol. 

No obstante, es importante explorar más a fondo la función 

esteroidogénica en el ovario prefolicular, para comprender mejor 

los mecanismos de regulación enzimática que conducen al estable

cimiento de la función endócrina en el ovario adulto. Por este 

motivo, con el propósito de obtener una mejor caracterización de 

las capacidades metabólicas del ovario prefolicular, utilizando 

como modelo experimental al ovario de pollo recién nacido, el 

presente trabajo pretende alcanzar los objetivos descritos a 

continuación. 
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OBJETIVOS. 

General. 

Caracterizar las capacidades esteroidogénicas 

de distintas poblaciones celulares presentes en 

el ovario de pollo recién nacido. 

Espeoífioos. 

1) Aislar 

pollo 

poblaciones celulares 

al nacimiento con un 

del 

alto 

ovario de 

grado de 

pureza, por medio del uso de gradientes de 

densidad. 

2) Identificar la presencia de las enzimas invo

lucradas en la biosintesis de esteroides desde 

pregnenolona hasta 17B-estradiol en las pobla

ciones celulares aisladas. 

J) Establecer la relación existente entre la es

tructura morfológica y la función esteroidogé

nica en las poblaciones celulares obtenidas. 
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MATERIAL. 

RClllotivos. 

MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM) y tripsina obtenidos de Grand Island Biological Co. (Grand 

Island, NY)¡ inhibidor de tripsina, albúmina sérica bovina (BSA), 

l-metil-J-isobutil xantina (MIX), metrizamida y gonadotropina 

cori6nica humana (hCG), adquiridas de Sigma Chemical Co. (st. Louis 

MO). La pregnenolona, 17a-hidroxipregnenolona, progesterona, 5B

pregnan-J,20-diona, 17a-hidroxiprogesterona, dehidroepiandrostero

na, 6. androsten-J,17-diona, 5B-androstan-J,17-diona, testosterona, 

estrona y 17B-estradiol se obtuvieron de Steraloids (Wilton, NH). 

La cromatografía en placa fina, se realizó en cromatofolios Al 

de silica gel G-60 con indicador fluorescente F254 (Merck, México). 

La purificación de los precursores tritiados se efectuó en cromato

placas de silica gel 60 sin indicador fluorescente. 

La (7-JlI(N)]- pregnenolona (2J.5 Ci/mmol), [l,2,6,7-JH(N)]

progesterona (94.1 ci/mmol), (1,2,6, 7-JH (N) ]-dehidroepiandrosterona 

(89.8 ci/mmol), [1,2,6,7-3H(N)-androst-4-en-3,17-diona (93.0 

Ci/mmol) y (l,2,6,7-3H(N)]-testosterona (93.9 Ci/mmol), se com

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

Material Biológico. 

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

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

posteriores a la eclosión. 

METODOB. 

Obtonción de las Poblaciones Celulares. 

En todos los casos se disecó el ovario izquierdo y se lavó dos 

veces en solución salina balanceada libre de Cal + y Mg1+, para elimi

nar la sangre acumulada en el tejido. Enseguida se realizó una di

sociación mecánico-enzimática utilizando una solución salina balan

ceada libre de Ca l + y MgI+ con tripsina al 0.25%, a 37°C y agitación 

constante (90 ciclos/min) durante 30 minutos. Las células obtenidas 

después de la disgregación fueron tratadas con inhibidor de tripsi

na al 0.5% en medio DMEM y posteriormente, se lavaron dos veces en 

medio DMEM con BSA al 0.1%. 

La suspensión celular resultante se aplicó a un gradiente 

continuo de metrizamida (0-15%), centrifugándose a 2000 x g durante 

20 minutos. Después de este procedimiento se colectaron desde la 

parte superior del gradiente, 4 fracciones celulares (F1, F2, F3 Y 

F4), las cuales se sometieron a un lavado con 10 mI de DMEM con BSA 

al 0.1% y se resuspendieron en 0.4 mI de medio cada una. Las frac

ciones denominadas como F2, F3 Y F4 se aplicaron, por separado, en 

un segundo gradiente de metrizamida (0-15%) para obtener poblacio

nes celulares con mayor pureza, las cuales se colectaron y se lava

ron de la manera descrita anteriormente. 

Finalmente, se obtuvieron cuatro poblaciones celulares con una 

pureza de z 96% cada una, las cuales se designaron como FI 
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(densidad (d)= 1.026 g/mll, F2 (d= 1.048 g/ml), FJ (d= 1.059 g/ml) 

y F4 (d= 1.071 g/ml). El número de células fue determinado en un 

hemocit6metro y la viabilidad celular por la prueba de exclusión de 

azul de tripan (Tennant, 1964). 

Estudios u1traestructura1es. 

Cada una de las fracciones celulares obtenidas después del uso 

de gradientes de metrizamida, fueron fijadas con glutaraldehido al 

2% en amortiguador de cacodilatos 0.15M a un pH de 7.4 durante dos 

horas a temperatura ambiente. Después de un lavado con amortigua

dor, se postfijaron con tetróxido de osmio al 1% en amortiguador de 

cacodilatos por un lapso de 45 minutos a temperatura ambiente y se 

deshidrataron, para ser incluidos finalmente en resina epóxica 

Poly/Bed (Poliscience). En algunos casos se agregó rojo de rutenio 

al 0.025% durante la postfijación. Tanto los cortes semifinos como 

los finos se obtuvieron en un ultramicrótomo Reichert¡ los primeros 

se ti~eron con azul de toluidina y los segundos fueron contrastados 

con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las observaciones se 

realizaron en un microscopio electrónico Zeiss EM9-S2. 

Metabolismo de precursores marcados con tritio. 

Para evaluar las capacidades esteroidogénicas de cada pobla

ción celular se utilizaron los siguientes precursores radioactivos: 

pregnenolona, progesterona, dehidroepiandrosterona, androstendiona 

y testosterona tritiadas. 

Se tomaron alicuotas de cada una de las poblaciones celulares 
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(2XI0' células) y se incubaron por separado en 1 mI de medio DMEM 

con USA al 0.1%, 0.1 mM de MIX, 1.0 UI de hCG y 0.01 mI de cada uno 

de los precursores radioactivos como sustrato. La incubación se 

llevó a cabo a 37°C en un baño con agitación (90 ciclos/min), du

rante 15 minutos o una hora, a la cual se dio fin agregando 10 mI 

de eter etílico frío y se realizaron tres extracciones con 30 volú

menes del mismo en total, evaporándose a sequedad, bajo corriente 

de nitrógeno. El extracto etéreo se resuspendió en 0.1 mI de etanol 

absoluto y se tomaron alícuotas de 0.05 mI para proceder al aisla

miento e identificación de los productos de biotransformación de 

los precursores, mediante cromatografía en placa fina. 

Con cada alícuota de la muestra y por separado se aplicaron 

0.5- 1.0 ~g de cada uno de los estándares de esteroides utilizados. 

La cromatografía en placa fina se desarrolló en dos sistemas de 

solventes en cada caso. La placa fue revelada primero con luz 

ultravioleta y posteriormente con ácido sulfúrico al 10% en solu

ción acuosa, únicamente en la zona ocupada por los estándares. 

Después de identificar los esteroides separados, se cortó la 

placa y cada una de las fracciones obtenidas se sumergió en 5 mI de 

liquido de centelleo para contar la cantidad de radioactividad 

existente en cada una de ellas, en un contador de centelleo Beckman 

LS6000. La recuperación de la radioactividad fue estimada comparan

do la diferencia existente entre las cpm iniciales y las cpm fina

les (Juárez-Oropeza y cols., 1993). 

Por último, se calcularon los porcentajes de transformación de 

cada sustrato hacia sus metabolitos. 
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Metabolismo de Pregnenolona y progesterona. 

Cada muestra de las poblaciones de células ováricas aisladas, 

fue incubada por separado con 0.12 ~ci de [7-3H(N))-pregnenolona o 

[1,2,6, 7- ' H (N) ) -progesterona durante 15 minutos. Los estándares uti-

1izados como acarreadores y para la identificación de los metaboli

tos fueron: pregnenolona (PI)' l7a-hidroxipregnenolona (17a-OHPs), 

progesterona (P4), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP4), 5B-pregnan-

3,20-diona, dehidroepiandrosterona (DHEA) yandrostendiona (Á4). La 

separaci6n de los metabolitos de cada precursor se realizó por 

medio de dos procedimientos cromatográficos distintos, utilizando 

como sistema de solventes una mezcla de éter isopropílico, hexano 

y ácido acético [70:30:2 (v/v/v)) y otra de cloroformo y acetona 

[9:1 (v/v)). 

Metabolismo de Dehidroepiandrosterona. 

Se tomaron alícuotas de las diferentes fracciones celulares y 

se incubaron individualmente con 0.12 ~Ci de [1,2,6,7-3H(N))

dehidroepiandrosterona durante 15 minutos. Los metabolitos se iden

tificaron utilizando Á4' 58-androstandiona (58-diana) y testosterona 

(T) como estándares. Los sistemas de solventes utilizados para de

sarrollar las cromatografías en placa fina fueron: dicloro~etano: 

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

Metabolismo de Androstendiona y Testosterona. 

Las muestras de cada una de las poblaciones de células ová

ricas se incubaron Cl"l 0.12 ~Ci de [l,2,6,7-'H(N)j-androstendiona 
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y (l,2,6,7-3H(N»)-testosterona, por separado, durante 15 o 60 minu

tos. Los metabolitos se aislaron por medio de dos procedimientos 

cr(lmatográficoo, utilizando los sistemas de solventes descritos en 

el apartado anterior. Los estándares utilizados para la identifica

ción de los metabolitos de ambos precursores fueron: Á4 , 58-diona, 

T, estrona (E,) Y 178-estradiol (E2). 

En todos los casos los resultados se expresaron como el por

centaje de transformación del sustrato hacia cada uno de los meta

bolitos aislados. Estos porcentajes no se corrigieron debido a que 

la recuperaci6n de la radioactividad de cada precursor fue mayor 

del 85% (Juárez-Oropeza y co1s., 1993). 

An61isis Estadistico. 

Los resultados se analizaron estadisticamente por medio de 

Análisis de Varianza y la prueba de Tukey, utilizando el paquete 

estadistico SAS (SAS Institute, Cary, N.C., 1985). 
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REBUL'!'l\..DOB 

Dospués de la soparaci6n de las células ováricas con dos 

gradientes ~ontinuos de metrizamida, se obtuvieron cuatro frac

ciones que contenían tres poblaciones celulares morfo16gicamente 

distintas, con una pureza superior al 95% cada una (Fig. 7). La 

fracci6n 1 ((F1) densidad (d)= 1.026 g/mI) contenía células tí

picamente esteroidogénicas de aproximadamente 15 m~ de diámetro, 

con gran cantidad de gotas lipídicas en el citoplasma (Fig. 8A). La 

fracci6n 2 ((F2) d= 1.048 g/mI) estaba constituída por ovocitos 

primarios, con un diámetro de 20 a 25 m~, de forma ovoide, con nú

cleo excéntrico y un cuerpo de Balbiani yuxtanuclear (Fig.8B). Las 

fracciones 3 y 4 ((F3) d= 1.059; (F4) d= 1.071 g/mI) estaban inte

gradas por células somáticas poco diferenciadas, de 8 a 15 m~ de 

diámetro, la mayor parte de las cuales carecía de inclusiones lipi

dicas en el citoplasma o las presentaban en escaso número. Algunas 

de estas células eran de mayor tamaño (13-15 m~) y presentaban una 

superficie irregular, distinguiéndose de otras más pequeñas (± 8 

m~) con superficie lisa (Figs. 8e y 8D). 

Características Ultraestructura1es de las Fracciones Celulares. 

Las células esteroidogénicas de la fracción 1 eran células 

bien diferenciadas, que contenían un núcleo con poca heterocromati

na y se caracterizaban por la presencia de mitocondrias grandes, 

lobuladas y con crestas tubulares, numerosas cisternas de retículo 

endoplásmico liso (REL) y abundantes inclusiones lipidicas en el 
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Poblaciones Celulares del 
Ovario de Pollo Recién Nacido 

% Células 
100 - -,-- -

60: 
¡ 

40, 

~-: c. esteroidogénicas 

Primer gradiente (0-15%) 
Segundo gradiente (0-15%) 

Fracción celular 

l~\?l c. poco di!. 
r---
L_--, C. germinales 

1.06 

Figura 7. Pureza de las pobJaciones celulares obtenidas en cuatro 
fracciones (1-4) después del segundo gradiente continuo de metriza
mida. Las células se clasific2ron, con base en su morfologia, en: 
esteroidogénicas típicas, poco diferenciadas y germinales. 

Figura 8. Cortes de 1 pm de espesor, teñidos con azul de toluidina, 
correspondientes a las diferentes fracciones celulares del ovario de 
pollo recién nacido, aisladas por medio de gradientes de metrizamida 
(0-15%). 
A) Células esteroidogénicas típicas de la fracción 1, en cuyo cito

plasma se distinguen gran cantidad de gotas lipidicas. X 984 
B) Ovocitos Primarios de la fracción 2, que presentan un núcleo ca

racterístico en Profase 1 de la meiosis. X 984 
C) Células somáticas poco diferenciadas aisladas en la fracción 3 

(d = 1.059 grjml], contaminada con algunas ovogonias ('). X 984 
D) Células somáticas poco diferenciadas correspondientes a la frac

ción 4 (d = 1.071 mgjml). X 984 
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citoplasma (Fig. 9A). 

La fracción 2 estaba integrada por células germinales que en 

su mayoría se encontraban en estadío de ovocitos primarios, los 

cuales se distinguían por la presencia de un núcleo en profase 1 de 

la meiosis, principalmente en etapa de paquíteno, en donde se ob

servaban claramente los complejos sinaptonémicos. En el citoplasma 

era evidente el cuerpo de Balbiani. (Fig. 9C). 

En las fracciones J y 4 se identificaron 3 subpoblaciones 

celulares ultraestructuralmente distintas: 1) células pregranulo

sas, 2) células poco diferenciadas y 3) fibroblastos. 

1) Las células pregranulosas contenían un núcleo grande con 

poca heterocromatina y uno o más nucleolos; en el citoplasma se 

podían observar mitocondrias, algunas cisternas de retículo 

endoplásmico rugoso (RER) , polirribosomas y complejo de Golgi. 

Estas células se podían reconocer por la presencia de estructuras 

características en el plasmalema, denominadas "1ining bodies" 

(Rahil y Narbaitz, 1972; Carlon y Erickson, 1978) o transosomas 

(Kovács y cols., 1992) (Fig. 9D). 

2) Las células poco diferenciadas presentaban un núcleo grande 

con uno o más nucleolos, su citoplasma en ocasiones era escaso y 

contenía abundantes polirribosomas, algunas cisternas de retículo 

endoplásmico rugoso (RER) y algunas mitocondrias con crestas trans

versales (Fig. 98). 

J) Los fibroblastos se caracterizaban por poseer un núcleo que 

presentaba un borde denso de heterocromatina en la periferia, su 

citoplasma era escaso, con múltiples prolongaciones digitiformes y 
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Figura 9. Micrografías electrónicas que muestran la ultraestructura de las cé
lulaa ováricas de pollo recién nacido aisladas en las diferentes fracciones (Fl 
a F4), después del uso de gradientes de metrizamida. 
A) Célula esteroidogénica típica (Fl), en cuyo citoplasma se distinguen con 

claridad, mitocondrias grandes, lobuladas, con crestas tubulares (M) y 
numerosas inclusiones lipídicas (L), características de las células este
roidogénicas bien diferenciadas. X 14,400 

B) Célula poco diferenciada (F4) con mitocondrias (M) escasas y abundantes 
polirribosomas (p) en el citoplasma. Núcleo (N). Cilio (t) cortado oblicua
mente. X 14,400 

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

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

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

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

Motabolismo de praqnenolona. 

Las células que presentaron mayor actividad metabólica, al ser 

incubadas con este precursor fueron las esteroidogénicas tipicas, 

contenidas en la fracción 1. Los principales metabolitos producidos 

por estas células después de 15 minutos de incubación fueron; 

androstendiona (A.; 44.3%), 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP.; 

13.3%) y Progesterona (P4 ; 10.6%). También se detectaron otros 

metabol itas como dehidroepiandrosterona (DHEA) y 1 7a-hidroxi

pregnenolona (17a-OHPl ), aunque en menor cantidad (5.2% Y 3.4% 

respectivamente) (Tabla 1). 

Las otras fracciones celulares mostraron una actividad metabó

lica minima. Las células somáticas de las fracciones 3 y 4 acumula

ron menos del 3.5% de progesterona y cantidades inferiores al 1.5% 

de los demás metabolitos. Los ovocitos correspondientes a la frac

ción 2 exhibieron una transformación inferior al 1.3% (Tabla 1). 

Los porcentajes de transformación de la P, en los metabolitos 

detectados en F1 fueron significativamente mayores (P <0.05) en 

relación con los encontrados en F2, F3 Y F4. 

Metabolismo de proqesterona. 

Los resultados que se ilustran en la tabla 1, indican que las 

células esteroidogénicas tipicas (F1) incubadas en presencia de 

progesterona durante 15 minutos, metabolizaron este sustrato a ~4 
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TABLA 1 
METABOLISMO DE PREGNENOLONA, PROGESTERONA y DEHIDROEPIANDROSTERONA 

EN DIFERENTES POBLACIONES CELULARES DE OVARIO DE POLLO RECIEN NACIDO. 

SUSTRATO/ PORCENTAJE DE TRANSFORMACION 
Metabolitos 

Fl F2 F3 F4 

PREGNENOLONA 
17aOHPs 3.4 ± 0.6,0. 0.8 ± 0.2 BC 0.4 ± 0.1 c 1.33 ± 0.3 6 

DHEA 5.2 ± 1.5A 1.0 ± 0.56 l. O ± 0.58 1.43 ± 0.4 9 

progesterona 10.6 ± 5.0A 1.2 ± 0.4 6 3.3 ± l. 3B 2.18 ± 0.2 6 

17aOHP. 13.3 ± 2. 6A 0.3 ± O.lB 0.2 ± O.lB 0.46 ± 0.2 8 

Androstendiona 44.3 ± 6.9,0. 0.9 ± O. 3B 0.3 ± O .1B 1614 ± 0.3 8 

Ps residual 12.5 ± 3.0 86.8 ± 1.2 88.2 ± 1.3 85.50 ± 1.3 

PROGESTERONA 
17aOHP. 16.2 ± 2.8" 1.6 ± 0.6" 1.2 ± 0.4c 1.7 ± 0.4" 
Androstendiona 27.9 ± 10. O" < 0.1 B N. D." < O. lB 
5B-Pregnandiona 0.9 ± 0.3c 2.3 ± 0.3c 16.0 ± 4.8 B 18.4 ± 2.3" 
p. residual 59.8 ± 5.7 90.5 ± 0.3 81.4 ± 0.1 73.5 ± 1.7 

DHEA 
Androstendiona 75.0 ± 2.8'\ 4.9 ± 1.18 4.0 ± 1.1B 4.3 ± 0.7" 
DHEA residual 20.0 ± 2.9 91.4 ± 2.3 91.7 ± 1.0 90.0 ± 2.0 

poblaciones celulares: Fl (células esteroidogénicas típicas), F2 (ovocitos I), F3 Y F4 (células 
somáticas poco diferenciadas). 
Tiempo de incubaci6n: 15 minutos. 
Los valores representan la media ± ES; n= 6. 
A,B,C valores estadísticamente díferentes (p < 0.05) entre las distíntas poblaciones celulares, 
para un mism~ metabolito. 



(27.9%) Y 17a-OHP, (16.2%), a diferencia de las células somáticas 

(FJ y F4) que acumularon menos del 1.8% de estos metabolitos (p 

<0.05). En cambio la 5B-pregnandiona fue el principal metabolito 

producido por las fracciones 3 (16.0%) Y 4 (18.4%), en contraposi

ción a Fl (0.9%) y F2 (2.3%) (P <0.05). 

Metabolismo de Dehidroepiandrosterona. 

Cuando se utilizó DHEA como sustrato, el único metabolito ais

lado en todas las fracciones celulares después de 15 minutos de in

cubación fue la androstendiona. Sin embargo, las células de la 

fracción 1 fueron las que acumularon este andrógeno en mayor canti

dad (75%), mostrando una diferencia estadísticamente significativa 

(p <0.05) en relación con los porcentajes de transformación obser

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

Metabolismo de Androstendiona. 

Al incubar cada una de las fracciones celulares en presencia 

de Ó4 durante 15 o 60 minutos, solamente las células somáticas (F3 

y F4), fueron capaces de transformarla en 58-androstandiona (58-

diona). Además, el porcentaje de transformación hacia este metabo

lito después de 60 minutos de incubación fue del doble o el tri

ple, tanto en la F3 (18.4%) como en la F4 (17%), con respecto al 

observado al cabo de 15 minutos (7.5% y 5.4% respectivamente (Tabla 

2). La actividad metabólica de las células esteroidogénicas típicas 

(FI) y de los ovocitos primarios (F2) fue inferior al 2%, indepen

dientemente del tiempo de incubación utilizado (P <0.05). Cuando la 
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TABLA 2 
METABOLISMO DE ANDROSTENDIONA y TESTOSTERONA EN DIFERENTES 

POBLACIONES DE OVARIO DE POLLO RECIEN NACIDO. 

S"CSTRATO/ PORCENTAJE DE TRANSFORMACION 
Metabolitos 

Fl F2 F3 F4 

ANDROSTENDIONA·' 
5B-diona 0.8 ± O.le 0.9 ± 0.3 e 7.5 ± 0.8" 5.4 ± 0.02" 
Estrona < O .1e < o. le 0.5 ± O. 02 8 1.0 ± 0.05A 

Ll.. residual 94.4 ± 1.2 94.6 ± 0.9 87.2 ± 1.3 87.1 ± 0.1 

ANDROSTENDIONA "b 

58-diona 0.7 ± 0.8 8 1. 9 ± 0.6" 18.4 ± 2.8" 1 7 . O ± l. 7A 

Estrona 0.1 ± 0.09 c 0.7 ± 0.1 c 2.8 ± l. 1 ¡¡ 9.3 ± 0.8 A 

Estradiol 0.9 ± 0.4 8 0.9 ± 0.3 8 1.3 ± 0.1 8 3. 4 ± O. 5A 

c,. residual 89.3 ± 1.0 90.0 ± 0.03 70.0 ± 5.3 61. O ± 1.6 

TESTOSTERONA 'b 

Androstendiona 0.4 ± 0.2c 0.2 ± O.le 21. O ± 1.4" 5.2 ± 1.2" 
17B-estradiol < 0.1 N.D. 0.6 ± 0.1 1.0 ± 0.3 
T residual 90.8 ± 0.4 90.4 ± 0.2 70.7 ± 1.8 83.6 ± 2.3 

TESTOSTERONA .• , 
Androstendiona 1.6 ± 0.2c < 0.1 c 40.9 :t 5.0A 6.2 ± 0.4 11 

58-diana N.O. < 0.1 e 9.8 ± 3.7 A 1.9 ± 0.6" 
17B-estradiol < 0.1 e < 0.1 e 2. 2 ± 0.1" 2.9 ± 0.8" 
T residual 87.2 ± 0.7 88.8 ± 0.5 37.7 ± 5.7 76.5 ± 1 ' . ~ 

Poblaciones celulares: Fl (células esteroidogénicas tipicas) I F2 (ovecitos I), F3 }' F4 (célr.,dr1s 
somácicas poco d¡ferenc~adas). 
Tiempo de incubación: 15 m~nutos~ y 60 minutos-
Los valores representan la media ± ES; °n = 6 Y bn :;;: 4. 
A,B,C Valores estadísticamente difp.rentes (p < 0.05) entre las distintas poblaciones celul ares, 
para cada metabolito. 



incubación se efectuó por 60 minutos, las células somáticas de las 

fracciones 3 y 4 sintetizaron estrona (2.8% y 9.3%) Y 17B-estradiol 

(l.H Y "l.4%) ('I'ilblil2). 

Metabolismo de Testosterona. 

Las células somáticas poco diferenciadas, F3 y F4, metaboli

zaron primordialmente la testosterona en androstendiona (Tabla 2). 

Los porcentajes de transformación hacia este metabolito en la frac

ción J, después de un tiempo de incubación de 15 min (21%) y de 60 

minutos (40.9%), mostraron diferencias significativas (p <0.05) en 

relación con los observados cuando las células de la fracción 4 se 

incubaron durante 15 (5.2%) Y 60 min (6.2%). La cantidad acumulada 

de androstendiona en las células de la fracción 3 después de 60 mi

nutos de incubación fue del doble (40.9%) en comparación con la 

observada al cabo de 15 minutos de incubación (21%). También se 

aislaron 5B-androstandiona y 17B-estradiol en las células de F3 y 

F4, cuando la incubación se efectuó durante 60 mino El porcentaje 

de transformación hacia 5B-androstandiona fue mayor en las células 

de la fracción 3 (9.8%) que en las de la fracción 4 (1.9%); mien

tras que la cantidad de testosterona metabolizada a 17B-estradiol 

fue del 2.2% en F3 y del 2.9% en F4 (Tabla 2). Las células esteroi

dogénicas tipicas (F1) y los ovocitos primarios (F2), presentaron 

una actividad metabólica menor al 1. 6%, independientemente del 

tiempo de incubación (Tabla 2). 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 

Nuestros resultados demuestran que el ovario de pollo recién 

nacido presenta varias poblaciones de células esteroidogénicas, cu

yas diferencias residen no solo en su morfologia, sino también en 

la presencia de distintas capacidades para metabolizar esteroides 

radioactivos exógenos. 

La separación de poblaciones celulares por medio de gradientes 

de metrizamida se ha utilizado con éxito para aislar células de 

Leydig de testlculos de rata (Conn y cOls., 1977; payne y cols., 

1980), células productoras de esteroides del ovario de embrión de 

pollo (Teng y Teng, 1979) y células que secretan testosterona pro

venientes del ovario de pollo recién nacido (Pedernera, y cols., 

1988). En el presente trabajo, el uso de dos gradientes subsecuen

tes de metrizamida, nos ha permitido separar tres poblaciones celu

lares, morfológicamente diferentes con una pureza de alrededor del 

96%: 1) células esteroidogénicas tlpicas (d= 1.026 g/ml), 2) ovoci

tos primarios (d= 1.048 g/mI), 3) células somáticas poco diferen

ciadas, localizadas en dos zonas distintas del gradiente que 

corresponden a una densidad de 1.059 y 1.071 g/mI respectivamente. 

El hecho de que las poblaciones de células esteroidogénicas 

fueran capaces de metabolizar distintos precursores, aunado a la 

prueba de viabilidad celular, muestran que el procedimiento utili

zado para su aislamiento no afectó su competencia funcional. Apoyan 

lo anterior otros trabajos efectuados con suspensiones celulares 

obtenidas después de la disociación mecánico-enzimática de ovarios 
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de pollo recién nacidos, o aisladas por medio de gradientes de me

trizamida. En estos estudios se observó que las células aisladas 

respondian a la estimulación con gonadotropinas (hCG y FSH) , incre

mentando la secreción de testosterona y l73-estradiol (Teng y Teng, 

1979; Pedernera y cols., 1988), descartándose asi un daño signifi

cativo a los receptores membrana les como consecuencia del método 

empleado. 

La identificación de las células esteroidogénicas tipicas en 

este trabajo, se efectuó con base en dos criterios: a) uno que toma 

en cuenta sus caracterlsticas ultraestructurales, como son la pre

sencia de mitocondrias con crestas tubulares, abundantes vesiculas 

de REL e inclusiones lipidicas en el citoplasma (Pedernera y cols., 

1988); y b) otro que considera su capacidad para producir 17a-OHP" 

DHEA, P" i7a-OHP, y A, a partir de pregnenolona. La detección de 

estos metabolitos indica la presencia de dos complejos enzimáticos 

distintos: la 17a-hidroxilasa/C17-20 liasa y la 3B-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa/ Ól4 isomerasa (JB-HSD). La presencia del primer 

complejo fue corroborada al incubar estas células con progesterona, 

mientras que la actividad de JB-HSD se constató nuevamente por la 

acumulación de Ó, al utilizar DHEA como precursor. 

Por otra parte, cabe mencionar que la cantidad de pregnenolona 

residual fue menor que la de progesterona y DHEA, indicando asi que 

el metabolismo de pregnenolona fue el más activo (Tabla 1). Esto 

sugiere que, en el ovario de pollo recién nacido, la via de los Ó, 

es la más favorecida, de manera similar a lo que ocurre en el ova

rio de embrión de pollo de 15 dias de incubación, (Imataka y cols., 
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1989), en contraste con lo observado en el ovario de gallina adul

ta, en el que tanto la via de los ¡j,,\ como la de los .15 parecen estar 

involucradas en la sintesis de estrógenos (Nakamura y cols., 1974). 

Considerando los criterios empleados para la identificación de 

las células que hemos aislado en la fracción 1, sugerimos que éstas 

son células esteroidogénicas bien diferenciadas, que corresponde

rian a las descritas por González del Pliego, y cols. (1988) y a 

las observadas en los estudios histoquimicos efectuados por 

Narbaitz y De Robertis (1968), los cuales detectaron grupos de cé

lulas, localizadas en la médula ovárica de pollo recién nacido, que 

contenian gotas de lipidos y colesterol y mostraban reacción posi

tiva para la 3B-HSD. Además, nuestros resultados corroboran los ob

tenidos por Pedernera y cols. (1988), los cuales aislaron una po

blación de células del ovario de pollo recién nacido con caracte

r1sticas ultraestructurales similares, que presentaban actividad de 

la JB-HSD. 

sin embargo, Pedernera y cols. (1988), también reportan que 

estas células son capaces de transformar testosterona en androsten

diana, exhibiendo actividad de la 17B-HSD además de secretar tes

tosterona en el medio. Estos resultados, no concuerdan con los ob

tenidos en este trabajo debido a que nosotros no observamos acti

vidad metabólica al utilizar ~. o T como precursores. Es probable 

que esta discrepancia se deba a diferencias metodológicas en el 

ensayo, como pueden ser el nOmero de células utilizado, 106 Vs. 

2xl0\ en nuestro caso, o el tiempo transcurrido durante la incuba

ción. Pedernera y cols. detienen la incubación después de 2 horas, 
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mientras que en el modelo experimental empleado en este trabajo, 

las células se incubaron durante 15 o 60 minutos. 

Los ovocitos primarios, aislados en la fracción 2 del gradien

te, se identificaron morfo16gicamente por su forma ovoide, su tama

ño (entre 20 y 25 mJl de diámetro), la presencia del cuerpo de 

Balbiani en posici6n yuxtanuclear y núcleo excéntrico en pro fase 1 

de la meiosis, en el que se podía distinguir por microscopia 

electr6nica la presencia de complejos sinaptonémicos, ya que la 

mayoría de ellos se encontraban en etapa de paquíteno (Fig ge). 

Cuando estas células se incubaron en presencia de los diferentes 

precursores tritiados presentaron una actividad metab61ica mínima 

(Tabla 1 y Tabla 2), que consideramos puede deberse a la contamina

ci6n por células con actividad esteroidogénica de las fracciones 

restantes. Por lo tanto, sugerimos que es poco probable la partici

paci6n de esta población celular en la esteroidogénesis ovárica. 

Al analizar por medio de microscopía electrónica las células 

de las fracciones J y 4, se pudieron detectar al menos J subpobla

ciones celulares, tomando en cuenta sus características morfoló

gicas y ultraestructurales: 1) células prefoliculares, identifica

das por presentar estructuras denominadas "lining bodies" (Rahil y 

Narbaitz, 1972; CarIan y Erickson, 1978) o "transosomas" (Kovács y 

cols., 1992) en el plasmalema, 2) células poco diferenciadas, con 

citoplasma escaso, retículo endoplásmico rugoso, numerosos polirri

bosomas y mitocondrias con crestas transversales y, J) fibroblastos 

identificados por su escaso citoplasma con múltiples prolongaciones 

digitiformes y su núcleo con un borde denso de heterocromatina pe-
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riférica (Laws y cols., 1985). La razón para denominar F3 y F4 a 

estas dos fracciones celulares, a pesar de estar constituidas por 

subpoblaciones similares, fue su localización en diferentes zonas 

del gradiente de densidad. 

En lo que se refiere a la actividad metabólica, al incubar las 

células de las fracciones 3 y 4 con androstendiona durante 15 minu

tos, solamente hubo una transformación mlnima a estrona « 1.1%). 

Sin embargo, al ampliar el tiempo de incubación a 60 minutos, ambas 

fracciones fueron capaces de sintetizar estrona, lo cual indica la 

presencia de la aromatasa en las dos fracciones celulares, aunque 

la actividad metabólica fue mayor en F4 con respecto de F3. Al in

cubar estas células con testosterona durante una hora se observó 

transformación hacia 17B-estradiol, lo que confirma la existencia 

de la aromatasa. La razón de ampliar el tiempo de incubación a 60 

minutos con estos precursores, se debió a la baja actividad obser

vada en los experimentos efectuados con incubaciones cortas; los 

resultados obtenidos, corroboraron que para detectar la actividad 

de este complejo enzimático es necesario prolongar la incubación 

hasta 60 minutos. sin embargo es posible que extendiendo la reac

ción por más de 60 minutos se puedan observar porcentajes de trans

formación del precursor más significativos. 

Cuando se utilizó androstendiona como sustrato, otro metabo

lito aislado en cantidades importantes en las fracciones 3 y 4 fue 

la 5B-androstandiona, siendo los porcentajes de transformación 

hacia este producto similares en ambas fracciones, después de 15 o 

60 minutos de incubación (Tabla 2). Estos resultados indican la 

51 



presencia de la enzima 5B-reductasa en las dos fracciones celula

rea, que fue constatada al detectar la formación de 5B-pregnandiona 

cuando BE! utiliz6 progeBterona como precursor. Sin embargo, la 

enzima resultó ser más activa para reducir a los progestágenos que 

a los andrógenos en ambas fracciones, ya que a los 15 minutos de 

incubación, se observaron porcentajes de transformación hacia 58-

pregnandiona similares a los detectados hacia 5B-diona al cabo de 

60 minutos de incubación. Por otra parte, llamó la atención que al 

emplear testosterona como sustrato, la transformación hacia 5B

diona fuera mayor en F3 (9.8%) que en F4 (1.9%), solamente cuando 

la incubación se extendió a una hora. Esto se puede explicar por la 

mayor disponibilidad de androstendiona, tal como lo comentamos más 

adelante. 

Estos resultados concuerdan con los de otros autores que han 

reportado la actividad de la 5B-reductasa en diferentes tejidos de 

aves (Massa y cols., 1977; Steimer y Hutchinson, 1981; Shumacher, 

y cols., 1984; Schumacher y Balthazart 1987; Nakamura y Tanabe, 

1972, 1974; Sugimoto, y cols., 1990), incluyendo a la gónada feme

nina de embrión de pollo (Imataka, y cols 1988, 1989) Y de gallina 

adulta (Furr y pope, 1970). En este trabajo no solo corroboramos la 

presencia de esta enzima en el ovario prefolicular de pollo recién 

nacido, sino que demostramos su localización en las células ovári

cas aisladas en las fracciones 3 y 4. A diferencia de la mayor1a de 

los mamiferos estudiados, en los que la reductasa es especifica pa

ra la configuración 5a (Gore-Langton y Armonstrong, 1988), en las 

aves, la 5B-reductasa es la que presenta una actividad importante 
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en diversos tejidos y órganos. Es probable que en el caso del ova

rio, los metabolitos 58-reducidos jueguen un papel importante en la 

regulación de la slntesis de estrógenos, secuestrando andrógenos 

para impedir su aromatización. Además, se sabe que la 58-dihidro

testosterona y otros metabolitos 58-reducidos incrementan la sln

tesis de ácido 6-amino-levullnico y, por ende de la porfirina y del 

grupo hemo (Inano y cols., 1990). Sin embargo, como lo plantean 

Aragonés y cols. (1991) en el caso de las glándulas esteroidogé

nicas, como el ovario, la formación del grupo hemo probablemente 

contribuye más a la sintesis de citocromo P450 que a la slntesis de 

hemoglobina. 

Aunado a lo anterior, la androstendiona fue el metabolito más 

abundante al incubar a las células de la fraccion 3 durante 15 o 60 

minutos con testosterona, indicando la presencia de la 178-HSD en 

dicha fracción. Sin embargo, el porcentaje de transformación hacia 

androstendiona fue casi del doble después de 60 minutos, lo cual 

sugiere que, bajo nuestras condiciones de trabajo, la 178-HSD em

pieza a alcanzar el equilibrio hacia los 60 minutos de incubación. 

Resultó de particular interés observar que la actividad de esta en

zima predominó notablemente en la fracción 3, a diferencia de la 

58-reductasa y la aromatasa, cuyas actividades se distribuyeron de 

manera más homogénea en ambas fracciones. Consideramos que esto 

puede explicar la observación de que haya una mayor transformación 

hacia 58-diana al incubar 60 minutos con testosterona a las células 

de la fracción 3, ya que en éstas se disponla de mayor cantidad de 

sustrato para la 58-reductasa que en las células de la fracción 4. 
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La 17B-HSO cataliza la oxidorreducción entre androstendiona y 

testosterona en presencia de NAO (H) o NAOP (H) (Inano y cols., 

1990), sin embargo bajo las condiciones experimentales de este tra

bajo solo se observó su actividad oxidante, debido a que no hubo 

transformación de androstendiona a testosterona en ninyún caso. Una 

probable explicación para este hecho es que en las células utiliza

das haya una mayor disponibilidad de NAD(P) en relación con el NADH 

o NADPH, ya que nosotros no agregamos ningún cofactor que favore

ciera la reacción en un sentido o en otro. 

En lo que se refiere a las células esteroidogénicas típicas 

contenidas en la fracción 2, prácticamente no presentaron activi

dad metabólica al ser incubadas durante 15 o 60 minutos en presen

cia de androstendiona o testosterona, lo cual indica que estas cé

lulas no disponen de las enzimas necesarias para transformar andró

genos en estrógenos. Esto último, en conjunto con los demás resul

tados obtenidos en este trabajo, confirman que las células que pro

ducen andrógenos son diferentes de las que tienen la capacidad de 

aromatizarlos a estrógenos y, apoyan la hipótesis de que en elova

rio de pollo recién nacido, existen por lo menos dos o posiblemente 

más poblaciones celulares involucradas en la esteroidogénesis. 

No fue posible establecer una correlación entre la morfología 

y la función de las células contenidas en la fracción 3 y 4, debido 

a que al realizar los estudios ultraestructurales de estas fraccio

nes celulares, se observó que ambas estaban constituidas por pobla

ciones mixtas de células prefoliculares, poco diferenciadas y fi

broblastos, en menor cantidad. 
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A pesar de que se ha reportado escasa actividad de 173-HSD en 

cultivos de fibroblastos humanos obtenidos de glándula mamaria 

(Prudhomme, y cola., 1984), parece poco probable que los fibroblas

tos participen de manera significativa en la sintesis y metabolismo 

de hormonas esteroides, debido a que se encuentran en mucho menor 

proporción en relación con las otras dos poblaciones celulares. 

Además, no se ha reportado en la literatura una contribución impor

tante de estas células en la esteroidogénesis ovárica. 

También resulta dificil atribuir alguna actividad esteroidogé

nica a las células prefoliculares por dos razones: 1) al aislar una 

población de células de la corteza ovárica de pollo recién nacido, 

enriquecida en células pregranulosas, no se detectó secreción de 

esteroides en cantidades significativas (Pedernera y cols., 1988) 

y, 2) en el ovario adulto, las células de la granulosa, aunque ya 

están diferenciadas morfológicamente, son prácticamente incompeten

tes para producir esteroides, cuando forman parte de los foliculos 

de 6 a 8 mm de diámetro y, al volverse esteroidogénicamente funcio

nales (foliculos preovulatorios de 10 mm o más de diámetro), sin

tetizan progesterona (Tilly y cols., 1991). 

Pedernera y cols. (1988) han mostrado que una población ce

lular aislada del ovario de pollo recién nacido, enriquecida en 

células poco diferenciadas, es esteroidogénicamente funcional ya 

que es capaz de metabolizar testosterona y de secretar 173-estra

diol. Estos resultados apoyarian la hipótesis de que las células 

poco diferenciadas son células con función esteroidogénica respon

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

La 17B-HSD se localiza únicamente en la fracción J, mientras 

que las actividades do la aromatasa y de la 5B-reductasa se dis

tribuyen en ambas fracciones. Esto sugiere que las células conteni

das en la fracción 3 se pueden encontrar en un estado distinto de 

diferenciación funcional con respecto de las que constituyen la 

fracción 4. No obstante, para corroborar esta hipótesis, seria ne

cesario efectuar otros estudios, que permitieran separar subpobla

ciones celulares en distintos estadios de diferenciación. Una posi

bilidad seria el uso de lectinas, que reconocen carbohidratos espe

cificos libres o asociados a proteinas o lipidos de membrana, que 

pudieran modificarse durante la diferenciación celular (Sharon y 

Lis, 1989), o bien, buscar la presencia de algún marcador celular 

caracteristico de diferentes subpoblaciones celulares, asociado a 

la presencia de una actividad enzimática especifj.ca. 

En conclusi6n, los resultados obtenidos proporcionan evidencias 

de que en el ovario de pollo recién nacido; 1) los ovocitos prima

rios probablemente no tienen una participación significativa en la 

esteroidogénesis ovárica y, 2) las células esteroidogénicas bien 

diferenciadas presentan actividad de las enzimas JB-HSD, 17a

hidroxilasa y C17-20 liasa y por lo tanto, son capaces de metaboli

zar progestágenos hasta andrógenos. Estos resultados también sugie

ren que dentro de las células poco diferenciadas existen dos subpo

blaciones, una de las cuales exhibe la actividad de 17B-HSD, mien

tras que la otra presenta actividad de aromatasa y de 5B-reductasa. 

Todo lo anterior evidencia la necesidad de encontrar modelos 
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experimentales que nos permitan estudiar de manera más detallada, 

los mecanismos involucrados en el proceso de diferenciación celu

lar de cada uno de los componentes del ovario, as! como de las 

interrelaciones celulares y los efectos microambientales que puedan 

generarse o modificarse a través de secreciones locales o sisté

micas (gonadotropinas u otros factores proteicos). Esto a su vez, 

permitirla una mejor comprensión de los mecanismos que regulan el 

funcionamiento normal del ovario. 
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APENDICE 

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

Pregnenolona (P,): 3~-hidroxi-5-pregnen-20-ona 
17a-hidroxipregnenolona (17a-OHP,): 3~,17a-dihidroxi-5-pregnen-20-ona 
Progeaterona (P.): 4-pregnen-3, 20-diona 
17a-hidroxiprogeaterona (17a-OHP.): 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona 
5~-pregnandiona: 5~-pregnan-3,20-diona 
OehidroepiandroBterona (DHEA): 3~-hidroxi-5-androeten-17-ona 
Androatendiona (6,): 4-androaten-3,17-diona 
5~-androetandiona (5~-diona): 5~-androetan-3,17-diona 
Teatoeterona (T):17~-hidroxi-4-androeten-3-ona 
Eatrona (E¡): 3-hidroxi-l,3,5,(lO)-eetratrien-3-o1-17-ona 
Eetradiol (E,): 1,3,5,(10)-eetratrien-3,17~-diol 

3~-hidroxieeteroide deehidrogenaea/6~'-ieomeraBa (3~-HSD) 
17¡J-hidroxieeteroide deehidrogenaea (17{i-HSD) 
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