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RESUMEN

En el presente trabajo se evaludé la capacidad de las
células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos
preovulatorios de 1la gallina para metabolizar hormonas
esteroides. Las siguientes hormonas esteroides tritiadas:
pregnenolona (Ps), progesterona (P;), dehidroepiandrosterona
(DHEA), androstenediona (A;) y testosterona (T), fueron
utilizadas como precursores.

Para este estudio se emplearon gallinas ponedoras de la
raza Leghorn blanca, las cuales fueron decapitadas 6-8 horas
después de la ovulacién y sus foliculos preovulatorios,
clasificados de F1 a F6 en orden decreciente de tamafio, fueron
extraidos y disecados para obtener la capa de la granulosa y
la teca interna.

La suspensién de las células de la granulosa y de la teca
interna de los foliculos preovulatorios de diferente diametro,
F1(3.5 cm), F3(2.5cm) y F5(1.5cm) fueron obtenidas por
" digestidén enzimatica con tripsina al 0.10% y 0.25%,
respectivamente. Para el estudio del metabolismo de 1los
esteroides se incubaron las células en DMEM + albimina (0.1%)
+ MIX (0.1mM) + hCG (1UI/ml) en presencia de 0.1 uCi de
cualquiera de los esteroides tritiados, durante 15 min de
incubacién. Posteriormente se extrajeron los esteroides del
medio de incubacidén y fueron separados por cromatografia en
capa fina, mediante dos diferentes sistemas de solventes, el
primero diclorometano: acetato de etilo (8:2 v/v) y el segundo
sistema éter isopropilico: hexano: &cido acético (7:3:0.2
v/v/v). La cantidad de 1los metabolitos producidos fue
expresada como % de transformacién.

Los resultados muestran que las células de la granulosa
tienen dran actividad de 1la enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3B-HSD) siendo capaces de transformar Ps a P,
con los siguientes porcentajes Fi1=91,.52% F3=87.83% F5=74.92%
y DHEA a A, F1=88.16% F3=91% F5=79%.

Cuando las células de la granulosa fueron incubadas con
A, como precursor, la transformacién fue a 5Bf-androstandiona
con un 4% de conversién en los foliculos F3 y F5, lo gue nos
indica que estas células tienen actividad de 5B-reductasa. A
partir de testosterona (T) como precursor, encontramos que las
células de la capa granulosa la convierten a A; con un
porcentaje de transformacién de 4.54% en el Fl1l, y por lo
tanto, la actividad de 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
esti presente.

Las células de la teca interna metabolizan Ps a P,, la
transformacién a P4 es similar en 1los tres foliculos
estudiados (F1=10.43, F3=12.01 y F5=11.04) lo que nos indica
que la actividad 38-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa
(3-HSD) esta presente y se mantiene durante el proceso de
maduracién.
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Cuando las células de la teca interna son incubadas con
progesterona (P;,) como precursor, el metabolito que se
sintetiza en mayor cantidad es A, (F1=15.2%, F3=36.7% Yy
F5=49.5%) y en menor cantidad 17a-OHP, lo que demuestra la
actividad de la enzima 17a-hidroxilasa y la de la 17,20-liasa.
Los porcentajes de transformacién de 17a-OHP, y A, se reducen
notablemente a medida que el foliculo madura, esto nos indica
que la actividad del complejo enzimatico 17a~hidroxilasa y la
17,20-desmolasa disminuye hacia el foliculo F1.

Los andrégenos también son metabolizados por 1la teca
interna. Cuando el precursor tritiado es DHEA la
transformacién es a androstenediona con 1los siguientes
porcentajes F1=64.23%, F3=77.2% y F5=80.85%, estos resultados
confirman la actividad de la enzima 38-HSD.

Ademds, las células de la teca interna transforman
androstenediona en S5B8-androstandiona F1=5.28%, F3=2.64% Yy
F5=0.5% y testosterona en androstenedicna F1=6.8%, F3=11.9 y
F5=12.6% con lo que se demuestra la actividad de S58-reductasa
y de 17B~hidroxiesteroide deshidrogenasa. Con ambos esteroides
se demuestra la ausencia de actividad de aromatasa en la teca
interna de los foliculos preovulatorios.

De estos resultados se concluye que en el foliculo
preovulatorio de las aves existen, diferentes poblaciones
celulares que participan en la biosintesis de las hormonas
esteroides. Las células de 1la granulosa sintetizan
progestinas, mientras que las de la teca interna producen
andrégenos, principalmente androstenediona. La ruta metabdlica
preferencial es la de los compuestos A .
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INTRODUCCION

El ovario de las aves, estd situado en el lado izquierdo
del cuerpo en el extremo cefdlico de los rifiones y est4 unido
a la pared somdtica por el ligamento mesovdrico. El ovario
consta de una corteza, donde localizamos a los foliculos que
contienen a los &vulos, y una médula compuesta por células
intersticiales, vasos sanguineos y tejido conectivo (Sturkie,
1967).

Los foliculos son la unidad funcional mas importante del
ovario, estan formados por el ovocito rodeado de la granulosa
y de la teca, que aparte de crear el microambiente del ovocito
son la fuente principal de las hormonas esteroides. En las
aves, la producciédn de progesterona ha sido demostrada en las
células de 1la granulosa, mientras que la secrecibn de
17B-estradiol, testosterona y androstenediona se observa en
las células de la teca (Huang y Nalbandov, 1979; Wells et
al., 1981; Marrone y Hertelendy, 1985).

Anatémicamente la teca folicular se divide en teca
interna (TI) y teca externa (TE); la teca interna contiene
gran cantidad de células esteroidogénicas tipicas (reticulo
endoplismico 1liso, mitocondrias con crestas tubulares vy
. abundantes gotas de lipidos); la teca externa esta compuesta
por fibroblastos y nidos de células poco diferenciadas
(Velazquez et al., 1991; Nitta et al., 1993)

En estudios previos utilizando cortes histolégicos de la

teca completa se observd la presencia de las enzimas que
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intervienen en la sintesis de andréSgenos y estrégenos en los

foliculos preovulatorios de gallina (Nitta et al., 1991).

BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides son moléculas que se
biosintetizan en los érganos endécrinos como el ovario, los
testiculos y las suprarrenales, los cuales vierten su
secrecidén hacia los liquidos corporales, ejerciendo un efecto
especifico sobre las células del érgano blanco.

Los esteroides son 1lipidos no saponificables, poco
solubles en agua, solubles en disolventes orgé&nicos y con un
ndcleo comin gque es el ciclopentanoperhidrofenentreno,
hidrocarburo ciclico constituido por decisiete &tomos de
carbono dispuestos en tres anillos de seis carbonos cada uno
que se designan como anillos A, B, C, y un anillo de cinco
atomos de carbono que corresponde al anillo D (Granner, 1992).

Todos los esteroides derivan de alguno de los siguientes
hidrocarburos béasicos: colestano, pregnano, androstano, y
estrano (Fig. 1).

El colestano es un hidrocarburo de 27 &tomos de carborno
(Cz7) que es la estructura quimica bdsica a la cual pertenece
el colesterol, molécula precursora de las hormonas esteroides.

El pregnanc es un hidrocarburo de 21 &tomos de carbono
(Cz1) caracteristico de las hormonas esteroides con actividad

progestacional, glucocorticoide y mineralocorticoide.



El androstano es un hidrocarburo de 19 &tomos de carbono
(Ci9) que es la estructura quimica b&sica de las hormonas

esteroides con actividad androgénica.

Colestano (C27)

P g9 5

Pregnano (Cpy) 1Andros'ano(C]9) Estrano (C,af

Fig. 1. Nicleos bédsicos de los diferentes tipos de
hormonas esteroides. El subindice indica el ntimero de &tomos

de carbono de cada nlGcleo esteroide.



El estrano es un hidrocarburo de 18 &tomos de carbono
(Cis) en el cual se incluyen los esteroides con actividad

estrogénica (Loza et al., 1988).

Biosintesis del Colesterol

El colesterol es un intermediario obligado en 1la
biosintesis de hormonas esteroides, - las células
esteroidogénicas utilizan colesterol que proviene de tres
fuentes: 1.~ la sintesis "de novo" a partir de acetato, 2.-
incorporacién de lipoproteinas del torrente sanguineo, 3.- las
gotas intracelulares de ésteres del colesterol del citoplasma
(Brown y Goldstein, 1976; Anderson y Dietschy 1978).

La biosintesis "de novo" de colesterol es a partir de
acetato. En este proceso de biosintesis se requiere de por lo
menos 27 enzimas localizadas en las fracciones microsomal y

citosdélica (Loza et al., 1988).

Biosintesis de pregnenolona

Una vez que el colesterol se encuentfa en el interior de
las células esteroidogénicas, es necesario que penetre dentro
de las mitocondrias, donde la accidén de hidroxilasas y liasas
desdoblan y oxidan la cadena lateral originando la
pregnenolona (Kimura, 1981). La primera hidroxilacién
ocurre en el C-20 seguida de otra en el C-22, formandose
el 20a, 22B~dihidroxicolesterol. Este proceso es

catalizado por la 20a-hidroxilasa y 228-hidroxilasa, enzimas
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Fig. 2 Biotransformacién del colesterol a pregnenolona.
Los nimeros indican las enzimas que participan en cada
secuencia: 1) 20 a y 22 B-esteroide hidrogenasa; 2) 20, 22-

esteroide liasa.



gue requieren la presencia del citocromo P450, asi como de la
adrenodoxina y de una flavoproteina deshidrogenasa dependiente
de NADPH. Posteriormente, se oxida el diol por un sistema
enzimitico mitocondrial conocido como 20, 22-esteroide liasa
que requiere NADPH Y O;, dando lugar a la ruptura de 1los

dtomos de C~20 y C-22, obteniéndose la pregnenolona (Fig. 2).

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

esteroidogénesis (Kashiwagi et al., 1980).

Biosintesis de progesterona

La formacién de progesterona a partir de pregnenolona
requiere inicialmente una deshidrogenacién, realizada por la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ A%% isomerasa
(38-HSD) del grupo alcohol en el ¢-3, form&ndose la
5-pregnen-3,20 diona. Inmediatamente por wun proceso de
isomerizacién de este compuesto, gque implica la migracién del

doble enlace 5-6 a la posicién 4-5 se forma la progesterona.



La progesterona ocupa un lugar clave en la biosintesis de
esteroides, ya que puede ser biosintetizada como producto
terminal o bien servir como precursor de corticoesteroides,
andrdgenos y estrdgenos. Esto Gltimo ocurre en la fraccién

microsomal (Brodie, 1983; Hall, 1984).

Biosintesis de Andrdgenos

La pregnenclona y la progesterona se biotransforman en
andrégenos por una hidroxilacién en el C-17 que es el primer
paso para la ruptura de la cadena lateral, y es catalizado por
la enzima 17a-hidroxilasa formando 17a-hidroxipregnenolona y
l7a-hidroxiprogesterona respectivamente. Posteriormente, por
acciédn de una 17, 20-esteroide liasa se rompe la unién entre
los atomos C-17 y C-20. La ruptura de la cadena lateral da
lugar a la formacidén de dehidroepiandrosterona y
androstenediona. La accién secuencial de estas dos enzimas, de
localizacién microsomal, es dependiente de NADPH y O; (Hall,
1986) .

La utilizacién de la via A° o de la via A% como
precursores de los andrégenos operan simulténeamente, y el
predominio de una de ellas, depende del tejido.

La reduccién del grupo cetdénico del <¢-17 de 1la
androstenediona, por accién de la 178-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, transforma a este andrégeno de baja potencia
bioldgica en testosterona que es un andrégeno biolégicamente

activo. Esta reaccién es reversible (Hall, 1986).
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Fig. 3 Rutas de biosintesis de andrégenos. Los nGmeros
indican las enzimas que catalizan cada secuencia. 1) 17a-
esteroide hidroxilasa; 2) 17,20~esteroide liasa; 3)
178-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 4) 3B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa/ A °* isomerasa.



La dehidroepiandrosterona, por efecto de 1la 178~
hidroxiesteroide deshidrogenasa, es transformada a 4 5-
androstenediol el cual por accidn del sistema enzimdtico 38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa es bioconvertido a

testosterona (Fig. 3).

Biosintesis de estrégenos

Los andrdgenos se transforman en estrégenos por accién de
la aromatasa, en este proceso, ademis de la pérdida del &tomo
de carbono 19, el anillo A neutro de los andrégenos se
transforma en un anillo arom&tico o fenélico caracteristico de
los estrégenos (Fig 4). La androstenediona puede ser
directamente aromatizada a estrona o primero convertirse a
testosterona por la accién de 1la 17B8-hidroxiesteroide
deshidrogenasa y aromatizarse luego a 17B-estradiol.

La 17B-reduccién de androstenediona a testosterona o de
estrona a estradiol, son reacciones reversiblés Y juegan un
papel regulador en la cantidad de estrégenos producidos por el

ovario (Malacara et al., 1981; Loza et al., 1988).

Biosintesis de esteroides a nivel subcelular

La sintesis de esteroides tiene lugar en dos membranas:
en la interna de la mitocondria y en la del reticulo
endoplasmico 1liso (fraccién microsomal) (Hall, 1986;
Gore-Langton y Armstrong, 1988). En el ovario humano el

colesterol es convertido a pregnenolona en la membrana interna
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Fig. 4 Biosintesis de estrdgenos en el ovario. Los
nameros indican las enzimas que participan en cada secuencia:
1) 19-esteroide deshidrogenasa; 2) 178-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (178-HSD); 3) aromatasa.
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de la mitocondria, la pregnenolona a progesterona en 1los
microsomas y la 20a- reduccién de progesterona ocurre en el
citosol. En el reticulo endopldsmico liso se realiza 1la
sintesis de los esteroides a partir de la pregnenolona que fue
sintetizada por la mitocondria. En la fraccién microsomal es
donde se lleva a cabo la aromatizacién de los esteroides

(Brodie, 1983) (Fig.S5).

METABOLISMO DE LOS ESTEROIDES REDUCIDOS EN EL OVARIO

La reduccién enzimatica de los esteroides 4~ene-3-oxo de
las progestinas y de los andrégenos se lleva a cabo en el
ovario de varias especies. Las enzimas que catalizan esta
reaccién son estereocespecificas para la produccién de
compuestos 5a y 5B-reducidos. Las enzimas est&n localizada en
el reticulo endopléasmico liso y utilizan NADPH como cofactor
(Hall, 1986).

La reduccién se lleva a cabo en la posicién C-5 en el
grupo 3-oxo, se dice que esta reaccién se encuentra asociada
al complejo 3a-HSD, formando 3a-OH-~derivados de 1los
metabolitos S5a-reducidos. Ambas, la 5a y la 3a-reduciones
pueden ocurrir antes o después que se corte la cadena de
C-17,20 resultando que los productos reducidos del anillo A
pueden ser tanto progestinas como andrégenos (Gore-Langton y
Armstrog, 1988).

En .la teca de 1los folicuos de las aves se han

identificado metabolitos reducidos a partir de progesterona,
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principalmente 208-hidroxi-4-pregnen-3-ona (20B8-DHP) y en
pequefias cantidades 3a-hidroxi-4-pregnen-3-ona (3a-DHP) asi
como 17a-,208-dihidroxi -4-pregnen-3-ona (17a, 208-DHP)
(Marrone y Hertelendy, 1985; Wiebe et al., 1990).

La actividad de los esteroides 5B-reducidos ha sido
reportada en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario
del pollo, a los 3 dias por Parsons (1970), pero el
significado fisiol6gico se ha estudiado poco; se sugiere que
la 5B-androstenediona y la S5B8-pregnandiona estimulan la
sintesis de hemoglobina en las aves en estados embrionarios,
estos esteroides reducidos también estimulan la sintesis del

dcido aminolevulinico (ALA).

OVOGENESIS8, FOLICULOGENEBIS Y VITELOGENESIS EN AVES
En las aves el sexo del embridén esti determinado por la
férmula cromosdémica, la hembra es heterogamética (ZW) y el
macho es homogamético (22).

En la mayoria de las aves el sistema reproductor femenino
se desarrolla unilateralmente, sé6lo el ovario izquierdo y el
oviducto izquierdo son funcionales. El crecimiento del ovario
derecho es normal hasta el octavo o décimo dia, empezando una
regresién en el dia doce de vida embrionaria, tendiendo a
convertirse en un ovario diminuto y rudimentario al
nacimiento. (Teng y Teng, 1979).

En las aves las CGP llegan a la cresta urogenital

aproximadamente en el dia 3.5 de incubacién inici&ndose 1la
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diferenciacién gonadal. Durante la formacién del ovario se
observa que al sexto y al séptimo dia se forman los cordones
sexuales primarios, originando la médula y a las células
intersticiales de la médula; del octavo al décimo dia el
epitelio germinal prolifera formando la corteza y los cordones
sexuales secundarios. En este momento las CGP reciben el
nombre de ovogonias y rdpidamente se multiplican hasta el dia
17 de incubacién (Hughes, 1963).

Las ovogonias inician la primera divisién meiética
durante el 13avo y l4avo dias de incubacién finalizando el dia
20. Cuando se inicia la meiosis reciben el nombre de ovocitos
primarios. Estos ovocitos se observan en la zona cortical del
ovario formando nidos de células germinales.

Al nacimiento, el ovario queda constituido por: a) los '
ovocitos primarios que seran rodeados durante el 4to y 5to dia
después del nacimiento, b) por las células prefoliculares que
se originan del epitelio celémico y c¢) el mesénquima de la
cresta urogenital (Tokars, 1978).

S6lo un porcentaje pequefio de ovocitos madurard y la
mayoria sufrird atresia folicular.

Durante la ovogénesis en las aves las ovogonias pasan por
tres etapas: proliferacidén, crecimiento y maduracién. E1
estado de proliferacién consiste en un aumento en el nGmero de
las ovogonias por repetidas divisiones mitéticas; el segundo
estado consiste en un aumento de tamafio por el inicio de 1la

formacidén y acumulacién de la yema. Una vez que ha concluido
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el crecimiento, el ovocito esta preparado para la maduracién
que consiste en las divisiones reduccionales o meiosis
(Bradley, 1960).

En la corteza ovarica se localizan todos los ovocitos
primarios hasta antes de la ovulacién. La maduracién comprende
dos divisiones meidticas, la primera origina un ovocito
secundario y el primer cuerpo polar y ocurre 2 hr. antes de la
ovulacién. La segunda divisién finaliza en el oviducto, es
probable que sea por la penetracién del espermatozoide como en
los mamiferos.

Durante la maduracién el ovocito sintetiza grandes
cantidades de RNA de transferencia (tRNA), RNA ribosomal
(rRNA) y tiene un aumento en la cantidad de mitocondrias.

La mayoria de las proteinas del vitelo provienen del
higado de la hembra, lipidos y fosfoproteinas son sintetizados
en él; la vitelogenina pasa al torrente sanguineo y es captada
por el ovocito mediante pinocitosis.

La yema contiene casi un 50% de agua, 33% de material
graso, 16% de proteina y s6lo 1% de carbohidratos. Entre las
principales proteinas que contiene estdn la vitelina
(lipovitelina) y la lipovitelenina, proteinas que unen gran
parte de los lipidos que hay en la yema; la fosvitina, enlaza
la mayor parte del fésforo y una clase de proteinas solubles
en agua llamada livetina, que es idéntica a varias de las
proteinas normales del suero. Ademds contiene vitamina A, B1,

B2, D y E. (Gilbert, 1971; Farner y King, 1973).
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GONADOTROPINAS Y ESTEROIDOGENESIS DURANTE EL

DESARROLLO DEL OVARIO

Weniger et al. (1988, 1991) realizaron una serie de
experimentos para establecer cuéndo se inicia el control de la
secrecidén de esteroides en el ovario por la hipéfisis. En
embriones de pollos de 8 a 19 dias de incubacién,
hipofisectomizados o con una operacién-simulada, se cuantificé
por radioinmunoandlisis (RIA) la cantidad de 17B-estradiol
liberado por el ovario al medio. Los resultados permiten
concluir que 1la hipéfisis controla 1la secreciédn de
17B-estradiol en el ovario de pollos désde los 11.5 dias de
incubacién.

otros estudios realizados indican que existen condiciones
para un posible control antes de los 11.5 dias como son: que
el ovario responde a la LH exbégena a los 7.5 dias de
incubacién con el aumento de testosterona y estradiol en el
plasma (Cedard et al., 1968; Teng y Teng, 1977; Guichard et
al., 1979; Woods et al., 1981; Weniger y Chouraqui, 1988).
Ademds la LH es detectable por inmunoreactividad en 1la
hipéfisis anterior del embridn de pollo a los 4 dias, y es
medible en el plasma de embriones de 10.5 dias. Por otra
parte, los receptores para LH estan presentes en las células
intersticiales del ovario de 13.5 dias de incubacién (Woods et
al., 1989).

La respuesta temprana "in vitro" de la génada a la LH, no

nos indica que ya esté establecido el eje hipéfisis-génada,
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sino hasta que es detectable la LH en la circulacidén sanguinea
del embrién, por lo que el eje hipotdlamo-hipéfisis-gbénada
funciona independientemente hasta el dia 13.5 de incubacién en
machos y el dia 14.5 en hembras (Gilbert, 1971; Woods et al.,
1981).

El tamafio de las células esteroidogénicas también aumenta
cuando se estimula con hCG; los organelos citoplasmaticos
sufren modificaciones, como el incremento de las vesiculas del
reticulo endoplasmico 1liso, el aumento en el nGmero de
mitocondrias con crestas tubulares, las gotas de lipidos del
citoplasma son mas abundantes, el aparato de Golgi esta bien
desarrollado y se presentan cambios evidentes en el reticulo
endoplasmico rugoso y polirribosomas (Gonz&lez del Pliego et

al., 19s8).

MORFOLOGIA DEL OVARIO ADULTO DE GALLINA
El ovario esta formado por la corteza que contiene los
foliculos corticales y la médula compuesta principalmente de
tejido conectivo y una gran vascularizacién. En las pollitas
recién nacidas estas dos adreas son distinguibles pero en la
adulta se pierde esta divisién (Sturkie, 1967; Perry et al.,
1978) . Antes de la madurez el ovario de gallina consta de
una masa de cientos de miles de pequefios foliculos, de los
cuales s6lo unos pocos alcanzan la madurez y son ovulados
(Hughes, 1963).

Durante la madurez sexual, los foliculos crecen hasta
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alcanzar un didmetro aproximado de 40 mm antes de la ovulacién
(Sturkie, 1967).

La superficie del ovario estd cubierta por el epitelio
superficial y de una capa de tejido conectivo, la taGnica
albuginea, que aparece en el dia 14 de desarrollo embrionario
y se desdibuja en el séptimo dia de vida posnatal (Hodges,
1974) .

Debajo de 1la tanica albuginea estd el estronma,
constituido por tejido conectivo laxo y numerosos vasos
sanguineos. Este estroma de la corteza esta formado por
células alargadas con un -nicleo basdéfilo. Las células
intersticiales estan localizadas principalmente en el hilium
del ovario maduro, son células poligonales con nicleo oval,
citoplasma claro y gotas de lipidos.

En la corteza de ovarios maduros, particularmente de
ovarios viejos, encontramos células con vacuolas de grasa,
citoplasma claro, nicleo pequefio y aparentemente degenerado y
no presentan reaccién histoquimica positiva para enzimas
relacionadas a la produccidén de esteroides (Hodges, 1974).

En la corteza del ovario se encuentran distintos tipos de
foliculos gque pueden clasificarse en: a) 1los foliculos
preovulatorios (10-35 mm de didmetro) arreglados en orden
decreciente de tamafio (F1 a F6), b) foliculos amarillos
.pequeﬁos (6-10 mm), c) blancos, grandes y chicos (1-6 mm) y
foliculos corticales de menos de 1 mm de diadmetro (Nitta et

al., 1991a).
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En las aves la maduraciédn de los foliculos primarios es
continua y cada dia, con pocas excepciones, un nuevo foliculo
esta capacitado para madurar a partir de la semana 24-30 de
nacimiento. El crecimiento y la maduracién de los foliculos
oviricos estdn dadas por la acciétn de la hormena foliculo
estimulante (FSH), liberada por la hipéfisis anterior.

El foliculo preovulatorio de las aves anatémicamente esta
formado por varias regiones de afuera hacia adentro: el
epitelio superficial, 1la tdnica albuginea, 1la tGnica
superficial, la teca externa, la teca interna, la lamina
basal, la capa de 1la granulosa, la capa perivitelina, zona
radiata, la membrana vitelina y el ovocito. Estos foliculos no

tienen antrum (Wells y Gilbert 1984; Nassauw et al., 1994).

TUNICA SUPERFICIAL.- Esta compuesta de una red de tejido
conectivo que rodea al foliculo y al tallo. En esta capa se
localiza el sistema lacunar que se comunica a la cavidad
peritoneal (Nassauw et al. 1994).

Los foliculos maduros estdn inervados por fibras
colinérgicas y adrenérgicas y se encuentran altamente
vascularizados. En la superficie del foliculo se observa un
d&rea que parece avascular, el estigma, pero el examen al
' microscopio demuestra que existen arterias y venas que lo
atraviesan, esta regién sera rota para permitir la ovulacién
(Gilbert, 1971a; Callebaut, 1990).

El ovario recibe su aporte sanguineo de 1la arteria
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6vérica, que se origina de la arteria renolumbar izquierda. La
arteria ovarica se ramifica y usualmente de dos a cuatro ramas
arteriales cursan hacia el pediculo folicular.

Algunas arterias rodean al ovocito después de
ramificarse, pasan a través de la teca, se transforman en
arteriolas y forman una red capilar periférica a la membrana
basal (Sturkie 1967).

El sistema venoso del foliculo forma tres capas o redes;
1) la mls profunda localizada en la teca interna; 2) una media
que rodea a la teca externa; 3) la capa superficial que rodea
circularmente al foliculo y lo abandona por el pediculo. Todas
las venas del ovario vacian en la cava posterior (Sturkie,

1976; Nassauw et al., 1994).

TECA EXTERNA.- Se conecta con el tejido cortical del
ovario y estad constituida por varias capas de fibroblastos,
fibras de coladgena, masculo 1liso y nidos de células
epiteliales indiferenciadas; el espesor de esta teca
disminuye a medida que el foliculo va madurando
(Hernandez-vértiz et al., 1993).

Las fibras de misculo liso de la teca externa se
presentan en toda la pared folicular especialmente en el
estigma en los foliculos maduros. Nassauw et al. (1994)
demuestran que la teca externa del foliculo F1 tiene un
sistema contractil formado por misculo liso que se retrae

durante la ovulacidén bajo un control neuronal. Este sistema
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contractil es comparable con el de los mamiferos y reptiles.

En 1970, Dahl describe la presencia de nervios en las
paredes de los vasos sanguineos de los foliculos y sugiere gque
la ruptura del foliculo estad bajo un control neurogénico que
afecta a las fibras de misculo liso.

La contraccién de la teca externa durante la ovulacién es
inducida por una disminucién de tensién pasiva en la pared
folicular, ocasionada ésta por una proteélisis del estigma, el
papel de la teca externa durante la ovulacién es mantener una
presidén intrafolicular constante (Nassauw et al., 1994).

Los estudios ultraestructurales de la teca externa han
determinado que hay acimulos de células epiteliales que se
localizan en toda la periferia folicular. Las caracteristicas
de estas células son: un niGcleo con dos © mas nucléolos,
polisomas, un reticulo endopldsmico rugoso con pocas cisternas
y mitocondrias con crestas tubulares; no contienen reticulo
endopléasmico liso y las inclusiones lipidicas son ocasionales.
Estos acGmulos epiteliales estdn delimitados por una lamina
basal; los islotes de células indiferenciadas son muy
evidentes en los foliculos pequefios y estdn pr&cticamente
ausentes en el foliculo maduro (Fl) (Veldzquez et al., 1991;
Hernandez-Vértiz et al., 1993).

Algunas fibras nerviosas amielinicas se observan en esta

zona (Perry et al., 1978).

TECA INTERNA.~ Es compacta y de menor grosor que la teca
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externa, alrededor de un tercio menor. Tanto la teca interna
como la externa se modifican en grosor de acuerdo al grado de
desarrollo de cada foliculo (Hodges, 1974).

La teca interna estad constituida por células fusiformes
de nicleo oval y fibras de colagena, contiene islotes de
células esteroidogénicas tipicas; son células con abundante
reticulo endopl&smico liso (REL), mitocondrias con crestas
tubulares y gotas lipidicas, y estdn en contacto directo con
vasos capilares y terminaciones nerviosas (Dahl, 1971).

Estas células esteroidogénicas son la principal poblacién
de células de la teca interna y corresponden a las células
denominadas vacuolares, intersticiales o glandulares (Dahl,
1970; Nitta et al., 1991b).

El &rea de estas células esteroidogénicas tipicas va
disminuyendo durante la maduraciédn folicular. Sin embargo,
considerando el aumento en el diametro del foliculo, 1la
estimacidén absoluta del volumen del tejido esteroidogénico
aumenta en los foliculos en maduraciédn (Hern&ndez-vVértiz et

al., 1993).

MEMBRANA BASAL.- Separa la teca interna de las células de
la granulosa y es una membrana de 1 um de grosor, Esta
compuesta de glucoproteinas y fibronectina; el grosor de ésta
varia en los diferentes estadios del crecimiento folicular, es
una barrera de permeabilidad selectiva entre la granulosa y la

teca (Hodges et al., 1974; Perry et al., 1978).
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CELULAS DE LA GRANULOSA.- son en un principio un
epitelio apianado que rodea al ovocito del foliculo
primordial. Conforme transcurre la diferenciacién de los
foliculos, las células granulosas forman una sola capa de
células pseudoestratificadas alrededor del ovocito. A
diferencia de los mamiferos estas células no forman un antro
folicular y sélo persisten como una capa Gnica durante toda la
vida del foliculo. (Farner y King, 1973; Perry et al., 1978;
Wells y Gilbert, 1984).

El niacleo de las células de la granulosa es grande,
esférico y contiene masas cromafines, mientras que el
citoplasma contiene grdnulos de lipidos.

En el momento en que se inicia la vitelogénesis las
células de la granulosa disminuyen de tamafio y reducen sus
organelos, Unicamente el REL y las mitocondrias de crestas
tubulares son abundantes, el epitelio pseudoestratificado se
modifica en un epitelio ctibico aplanado; durante esta etapa se
incrementan los lipidos, triglicéridos y fosfolipidos que
forman los granulos de vitelo (Farner y King, 1973; Wells y
Gilbert, 1984).

Las células de la granulosa forman prolongaciones que se
dirigen hacia la membrana del ovocito, los "lining bodies" o
"transosomas" caracteristicos de los foliculos perivitelinos

en desarrollo (Hodges, 1974).

MEMBRANA PERIVITELINA.- Es una capa acelular que separa
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a las células de las granulosa del ovocito y es probablemente

secretada por las células de la granulosa.

ZONA RADIADA.- Es la regién mis periférica del ovocito,
estid formada de finas prolongaciones de las células de la
granulosa hacia la membrana del ovocito (Hodges, 1974).

El ovocito esta limitado externamente por la membrana
plasmatica del mismo, la membrana vitelina y la perivitelina
mas externa.

Internamemte, estas prolongaciones tienen un arreglo
flojo de mitocondrias, aparato de Golgi y REL. Ademds esta
zona periférica estd caracterizada Vpor la presencia de
numerosos canales iénicos, por vesiculas de pinocitosis y es
de naturaleza - transitoria ya que se desarrolla durante el
crecimiento del ovocito y desaparece en el huevo maduro (Perry
et al., 1978). Esta zona radiata mide 5 um de grosor y es la
regién de contacto entre el ovocito y el foliculo (Gilbert,
1971a). La funcién de esta estructura es aumentar 1la
superficie de absorcién del ovocito y facilitar el transporte

de nutrientes a él.

BIOSINTESIS8 DE ESTEROIDES EN AVES

El ovario de gallina secreta los tres tipos de hormonas
sexuales; estrogénos, andrdégenos y progesterona. Dentro del
ovario las células intersticiales, las de la granulosa y de la

teca estdn involucradas en la esteroidogénesis (Wells vy
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Gilbert, 1984; Huang y Nalbandov, 1979; Marrone y Hertelendy,
1983a) . Estas hormonas sexuales tienen efectos fisiolbéicos 34
anatémicos en la gallina, ya dque determinan sus caracteres
sexuales secundarios como son: la forma de la cresta, plumas,
depésito de grasa corporal y metabolismo del calcio. En el
oviducto inducen su crecimiento, la sintesis de proteinas y el
movimiento del huevo. Estas hormonas esteroides determinan su
conducta sexual (Gilbert, 1971b; Wells y Gilbert, 1984; Nitta
et al., 1991a)

Las células de la granulosa de los foliculos maduros
producen la progesterona y no tienen actividad de aromatasa,
mientras que las células de la teca producen andrégenos y 178~
estradiol (Huang y Nalbandov, 1979; Wells et al., 1981;
Marrone y Hertelendy, 1983 y 1985).

La produccién de 1las hormonas esteroides durante la
maduracién de los foliculos estd regulada por la hormona
luteinizante (LH). Cuando las células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios F1, F2 y F3 son estimulados con LH,
hay un incremento en la liberacién de progesterona (Marrone y
Hertelendy, 1983b). Estudios "in vitro" e "in vivo" han
demostrado que las células de la granulosa de los foliculos
pequefios F3 y F5 incrementan su produccién de progesterona de
2 a 9 veces con LH bovina. En contraste con la respuesta a FSH
que es menos marcada (Wells et al., 1985).

Respecto a la secrecién de progesterona por los foliculos

preovulatorios de gallina, se ha reportado al F1 como el
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principal productor, disminuyendo hacia el F5 (Marrone y
Hertelendy, 1983a; Nitta et al., 1993).

El pico de LH ocurre de 6 a 8 hrs antes de la ovulacién
y va acompafiado de un aumento de progesterona (Gilbert, 1971;
Huang y Nalbandov, 1979).

En los foliculos preovulatorios las células de 1la
granulosa son el principal érgano blanco de la LH, mientras
que en los postovulatorios no responden a esta hormona (Nitta
et al., 1993). ‘

Las células de la teca, particularmente de los foliculos
pfeovulatorios F3 Y F5, convierten la pregnenolona y la
progesterona en 17a-hidroxiprogesterona, androstenediona,
testosterona y 17B-estradiol, mientras que las células de la
granulosa de estos mismos foliculos sdlo producen progesterona
(Huang et al., 1979; Wells y Gilbert, 1984; Nitta et al.,
1991),

En los mamiferos, las células de la teca metabolizan el
cqlesterol a progesterona y andrégenos (androstenediona y
testosterona), los cuales atraviesan la membrana basal y son
incorporados al citoplasma de la célula de la granulosa donde
son metabolizados a estrégenos. Este fenémeno es la base de la
teoria bicelular en la biosintesis de hormonas esteroides del
foliculo ovarico (Brodie, 1983). Cuando las células de la teca
interna y las células de la granulosa de 1los foliculos
preovulatorios son incubadas por separado, producen pocos

androégenos aun con la presencia de gonadotropinas (FSH y LH).
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Sin embargo cuando son cultivadas juntas aumenta la
biosintesis de andrégenos con o sin gonadotropinas. Las
células de la granulosa producen progesterona bajo 1la
influencia de FSH y LH, mientras que las células de la teca
sintetizan andrégenos bajo la influencia de LH. La produccién
de progesterona liberada por las células de la granulosa es
utilizada por las células de la teca interna para sintetizar
andrégenos, los cuales son ademds convertidos en estrégenos
por las células de la granulosa que tienen alta actividad de
aromatasa (Yi y Hsueh, 1986). La cooperacidn entre estos dos
tipos celulares es un requisito para 1la produccién de
estrbégenos por las células de la granulosa en los mamiferos.
En las aves, fue propuesto por Huang et al. (1979) un
modelo bicelular, estos autores postulan que las células de la
granulosa producen exclusivamente progesterona y esta hormona
sirve como precursor en el tejido tecal para formar 1los
andrégenos y los estrdgenos. Los mismos autores sugieren
también que durante la maduracién folicular, la actividad
metabdlica disminuye en las células de la teca, mientras que
en la granulosa la actividad aumenta con la madurez.
Recientemente se ha demostrado que en la teca de los
foliculos preovulatorios de pavo participan dos tipos
celulares en la secrecién de estrégenos y andrégenos. Las
células de la teca interna del foliculo F5 secretan

testosterona y progesterona pero no 178-estradiol, por otro
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lado la produccién de 17B-estradiol fue detectada en la teca
externa (Porter et al., 1989), un fenémeno similar se observd
en el pollo por Pedernera et al. (1989); Veldzquez et al.
(1991) y Nitta et al. (1991b).

La sintesis de 17B-estradiol es mayor en los foliculos
preovulatorios pequefios y disminuye hacia el F1, lo que indica
que mientras el foliculo madura disminuye la actividad de
aromatasa (Bahr et al., 1983; Marrone y Hertelendy, 1983;
Nitta et al., 1991b). En forma similar las células que son
positivas para la aromatasa (Nitta et al., 1991b) se reducen
en forma importante en el foliculo mas maduro (Hern&dez-Vértiz
et al., 199%94).

En el mismo sentido Pedernera et al. (1989) utilizando la
teca del foliculo F5 y un gradiente de metrizamida (0-30%),
separan las tecas en varias fracciones celulares a las que
cuantifican la secrecibn de 17B-estradiol y testosterona por
RIA. Ellos reportan que son dos tipos de células
morfolégicamente distintas y con diferente densidad las que
intervienen en la produccién de testosterona y estradiol. Las
células productoras de testosterona son células
esteroidogénicas tipicas con inclusiones 1lipidicas en su
citoplasma y las localizan en la teca interna; las células que
secretan 17B-estradiol son células epiteliales con
caracteristicas de poco diferenciadas y esté&n en la teca
externa (Velazquez et al., 1991).

Nitta et al. (1991b) realizan una serie de experimentos
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en los que separan la teca interna y la teca externa de los
foliculos preovulatorios F3, F4 y F5, cuantificando 1la
produccién de progesterona (P,). testosterona (T) y estradiol
(E2) por radioinmunocandlisis (RIAs). Observan que la teca
interna sintetiza progesterona y poca testosterona, mientras
que 17B8-estradiol no es detectable; por otra parte la teca
externa no produce progesterona ni testosterona slo un poco
de 17B8-estradiol.

En otras investigaciones realizadas por Nitta et al. en
1993 usando técnicas inmunocitoquimicas localizan la presencia
de: 17a-hidroxilasa, citocromo P450¢,. Y aromatasa en las tecas
de los foliculos F1, F3 y F5, proponiendo una teoria celular
miltiple en la que las células intersticiales de la teca
interna producen progestinas y andrégenos y la teca externa
los utiliza para producir estrégenos. Asimismo, estos autores
observan que la capacidad esteroidogénica de la teca externa
disminuye con la maduracién del foliculo.

Cuando se estimula la produccién de los esteroides con
LH, aumenta la produccidén de testosterona y progesterona por
la teca interna, pero la secrecién de 17B-~estradiol de la teca
externa aislada no aumenta. Por otra parte cuando se cultiva
teca interna mas teca externa aumenta la produccién de
progesterona, testosterona y 178-estradiol. Este incremento de
la secrecién de 17p-estradiol por la teca externa se debe
aparentemente al aumento del sustrato para la producién de

178-estradiol, por lo que se concluye que el édrgano blanco de
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la LH es la teca interna. Sin embargo, no est& claro si
existe una estimulacién de LH sobre la actividad de P450 ,p
para la produccién de 178-estradiol por la teca externa (Nitta
et al., 1991).

Cuando se estudia la teca completa de los foliculos
pequefios de 1-10 mm de diametro, se observa que en estos
foliculos la teca es mas activa que la de los foliculos
preovulatorios, produciendo 17B-estradiol y androstenediona.
Sin embargo, 1la granulosa de los foliculos pequefios es
inactiva en la produccién de progesterona (Nitta et al.,
1991a; Robinson y Etches, 1986). Se propone que los niveles
basales de 17B-estradiol en el plasma de las aves se mantienen
por los foliculos pequefios amarillos y el estroma ovérico
(Nitta et al., 199l1a). La teca de estos foliculos pequefios
puede transformar pregnenolona en progesterona b4
dehidroepiandrosterona en androstenediona.

Por otra parte la granhlosa de los foliculos
preovulatorios se vuelve esteroidogénicamente mas activa en la
produccién de progesterona, en tanto que la teca baja su
actividad esteroidogénica conforme el foliculo se aproxima a
la ovulacién.

Estudios en codorniz han demostrado.que la teca de los
foliculos pequefios tienen receptores a FSH con mayor afinidad
que la de los foliculos grandes, ya que el nGmeroc de estos
receptores disminuye con la maduracién del foliculo (Kikuchi

et al., 1992).
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En la gallina el nﬁmerb de receptores para FSH en las
células de la granulosa de los foliculos preovulatorios
disminuye con la madurez, mientras que la afinidad a LH
aumenta con la maduracién folicular (Porter et al., 1989).

Estos resultados llevan a Porter et al. (1989) a proponer
un modelo tricelular de la sintesis de esteroides en aves. En
éste las células de la granulosa sintetezan principalmente
progesterona y cuando son estimulas con LH aumenta su
produccén. Las células de la teca interna utilizan esta
progesterona y la biotransforman a androstenediona, pero
también pueden usar el colesterol para la sintesis de
androstenediona y cuando es estimulada la teca interna con LH
aumenta la sintesis de androstenediona. Por otro lado, las
células de la teca externa utilizan esta androstenediona para

producir estrégenos (Fig. 6).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVO

El modelo clasico bicelular de la esteroidogénesis en el
ovario de aves fue propuesto por Huang et al. en 1979, donde
las células de la granulosa producen progesterona y las
células de la teca producen andrégenos y estrégenos. Sin
embargo, la teca de 1los foliculos preovulatorios esta
compuesta por dos capas; la teca interna y la teca externa
(Hodges, 1974).

Porter et al. (1989) proponen un modelo tricelular de la
esteroidogénesis aviar donde la granulosa secreta
progesterona, la teca interna andrégenos y la teca externa
estrégenos.

No obstante, no se conoce cual es la ruta metabélica para
la formacién de estos compuestos, ni los cambios de actividad
enzimidtica de los esteroides durante la maduracién folicular.

El objetivo del presente trabajo fue investigar el
metabolismo de las hormonas esteroides por las células de la
granulosa y de la teca interna de los foliculos preovulatorios
del ovario de la gallina ponedora (Gallus domesticus) y la
presencia de la actividad de las enzimas; 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/A 35isomerasa, 17a-hidroxilasa, 17,20-liasa,
178-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y la aromatasa, en los
distintos foliculos preovulatorios de la gallina.

Interesa ademds evaluar los cambios que se producen en la

33



actividad enzimitica durante el proceso de maduracién de los

diferentes foliculos.
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MATERIAL Y METODOS

REACTIVOS:

Se utilizaron medio de cultivo de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) y tripsina obtenidos de Grand 1Island
Biological Co. (Grand Island, NY); el inhibidor de tripsina,
la albGmina sérica bovina (BSA), la 1-metil-3-isobutil xantina
(MIX) y la gonadotropina coriénica humana (hCG), fueron
adquiridas de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO). Los

siguientes esteroides: 3f3~hidroxi-5-pregnen-20-ona =

pregnenolona (Ps), 38,17a-dihidroxi~-5-pregnen-20-ona

17a-hidroxipregnenolona (170HPs), 4-pregnen-3,20-diona

progesterona (P,), 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona =
17a-hidroxiprogesterona (170HP,) , 20a~hidroxiprogesterona
(200HP,) , 4-androsten~3,17-diona= androstendiona (Ag),

3B-hidroxi-5-androsten-17-ona=dehidroepiandrosterona (DHEA),
17B8-hidroxi-4-androsten-3-ona = testosterona (T,
1,3,5(10) ~estratrien-3-0l-~17-ona = estrona (Ey),
1,3,5(10) -estratrien-3,17f-diol = 17R-estradiol (Ez),
Sae-androstan-3,17-diona = 5Sa=-androstandiona (Sa diona),
5B-androstan-3,17-diona = 5B-androstandiona (58 diona),
5-pregnan-20a-diona (5R-pregnan) Y 5B-pregnan-3-20-diol
(58-pregdiol), se obtuvieron de Steraloids (Wilton, NH).

La cromatografia de placa fina se realizé en
cromatofolios de aluminio de silica gel G-60 con indicador

fluorescente Fys, (Merck, México). La purificacién de 1los
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precursores tritiados se efectudé en cromatoplacas de silica
gel 60 sin indicador fluorescente.

Los precursores radiactivos utilizados fueron: 7-3H(N)-
pregnenolona con una actividad especifica de 23.5 Ci/mmol
(Ps), [1,2,6,7-3H(N)]-progesterona (94.1 Ci/mmol) (Ps),
[1,2,6,7-3H(Ni]-dehidroepiandrosterona de (89.80 Ci/mmol)
(DHEA) , androst-4-ene-3,17-diona, [1,2,6,7=-H(N) (93 Cci/mmol)
(A;) ¥y [1,2,6,7-°H] testosterona (105 Ci/mmol) (T), obtenidas

de Du Pont Co. NEN Research Products (Boston, M.A.)

ANIMALES:

Para este estudio se utilizaron gallinas sanas de 40 a 50
semanas de edad de la raza Leghorn blanca, con un peso de 1800
gr, obtenidas de la granja Experimental Avicola de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M., las cuales
fueron sacrificadas por decapitacién 6-8 horas después de la

ovulacién.

OBTENCION DE LAS CELULAS

Los foliculos preovulatorios de los siguientes diametros:
Fl1 (3.5 * 0.17 ¢cm), F3 (2.5 * 0.17 cm) y F5 (1.4 +* 0.02 cm)
son recibidos en una solucién amortiguadora de fosfatos libre
de ca® y Mg® (PBS) en donde se les guitan las adherencias de
tejido conéctivo de la parte exterior del foliculo y son

separadas la capa de la granulosa y la teca completa de
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acuerdo a lé técnica descrita por Gilbert et al. (1977). Los
foliculos se abren a través del estigma, vertiendo el
contenido folicular en una caja de Petri, en donde es separada
la granulosa de 1la yema. La granulosa es colocada en una
solucién salina balanceada libre de Ca? y Mg?* para eliminar
los residuos de yema. '

La disociacién enzimdtica de la granulosa se realizé en
tripsina al 0.1% durante 7 min a 37°C. La accién de esta
enzima se detiene lavando dos veces las células con inhibidor
de tripsina al 0.2% y centrifugando a 800 rpm durante 10 min.
para recuperar el botén celular.

Para la obtencién de la teca interna se evierte el
foliculo, quedando expuesta la teca interna la cual se incuba
en tripsina al 0.25%, diluida en una solucién salina libre de
ca®* Mg®*, a 37°C, durante 10 min. Con ayuda de un bisturi se
termina de desprender la teca interna (Porter et al., 1989).
La accidén de esta enzima se detiene lavando dos veces las
células con inhibidor de tripsina al 0.50% y centrifugando a
800 rpm durante 10 min.

El control de la viabilidad de las células se realizé con
la prueba de exclusién del azul de tripano, el cual mostrd un
90% de viabilidad después de la disgregacién celular.

A continuacién, se incuban 5 X 10° células de las
suspensiones celulares de la teca interna o de la granulosa,
de los diferentes foliculos. El medio de incubaciédn DMEM es

suplementado con albGmina sérica bovina (BSA) al 0.1%, 0.1 mM
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de metil-isobutil-xantina (MIX), gonadotropina coriénica
humana (hCG) 1.0 UI/ml y 0.1 uCi de los diferentes precursores
tritiados. El agregado de MIX y hCG se hizo para lograr la
maxima estimulacién de las células incubadas.

La incubacién se realizé en un bafio con agitacién a 37°
C bajo una atmésfera de CO; al 5% y 95% de aire, durante 7.5
y 15 min.

Los precursores radiactivos utilizados fueron:
pregnenolona, progesterona, dehidroepiandrosterona,
androstenediona y testosterona, la purificacién de éstos se
efectué previa a la incubacién, por cromatografia de capa
fina.

Una vez terminado el tiempo de incubacién, é&sta se
detiene con 10 ml de éter etilico frio, la mezcla se agita con
vortex por 30 seg. Se realizan un total de 3 extracciones de

los esteroides con éter etilico.

SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS8 METABOLITOS

Se utilizaron placas de aluminio de 20 x 20 cm para
analizar las muestras. La cromatografia se realiz6 sembrando
los estandares de esteroides auténticos y 1las muestras
problema en las placas de aluminio, las cuales se
desarrollaron en dos sistemas diferentes e independientes de
solventes: diclorometano: acetato de etilo (8:2 v/v) y éter
isopropilico: hexano: &cido acético (70:30:2.4 v/v).

Los esteroides usados como acarreadores y referencias
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(estandares auténticos) fueron: pregnenolona,

l7a-hidroxipregnenolona, progesterona,
17a-hidroxiprogesterona, 20a-hidroxiprogesterona,
androsterona, androstenediona, dehidroepiandrosterona,

testosterona, estrona, 17B8-estradiol, Sa-androstandiona,
sB~androstandiona, 5B8-pregnandiona y 5B8-pregnandiol.

Después de desarrollar la cromatografia, los esté&ndares
se revelaron con acido sulfirico al 10% y calentando a 120°C
6 con~1uz uv.

El A4rea cromatogrifica de las muestras problema se
dividié en zonas que correspondian a cada estdndar auténtico,
se cortaron y depositaron en viales a los que se les agregd 5
ml de liquido de centelleo para ser leidos posteriormente en
el contador de centelleo liquido (Beckman LS 6000).

Con base en las cuentas por minuto (cpm) obtenidas, se
calculé el % de transformacién para cada metabolito
identificado, sintetizado por las células de la granulosa y de

la teca interna.

ANALISIS8 ESTADISTICO

Los resultados se evaluaron estadisticamente con el
andlisis de varianza ANOVA y las pruebas de Tukey Yy Duncan. La
significancia estadistica fue establecida con una P < 0.05 en

ambas pruebas.
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RESBULTADOS

METABOLISMO DE LAS CELULAS DE LA GRANULOSBA

Las células de la granulosa de 1los foliculos
preovulatorios F1, F3 y F5 incubadas en presencia de
pregnenolona tritiada como substrato durante 15 min,
produjeron como metabolito mas importante a la progesterona
(P,) . E1 menor porcentaje de transformacién lo encontramos en
F5=74.9% y aumenta significativamente (P <0.05) hacia el Fl=
91.52%. Otro de los metabolitos producidos con este sustrato
fue la S5B8-pregnandiona con un 3.75% de transformacién en el
foliculo mas inmaduro (F5), disminuyendo la transformacién
hacia el folicule mas maduro (F1) (Tabla 1).

Cuando se utilizé dehidroepiandrosterona (DHEA) como
precursor, la biotransformacién fue a androstenediona (A,) con
los siguientes porcentajes de transformacién: F1=88.16%,
F3=91%. y F5=79%. Por otroc 1lado cuando incubamos con
androstenediona como precursor durante 15 min, la Gnica
transformacién fue a 5f-androstandiona con un porcentaje de
transformacién menor al 4%.

La incubacion con testosterona como sustrato resulta en
‘ una Unica transformacién de 4.54% a androstenediona en el F1

.y menos de 1% en F3 y en F5 (Tabla 1).

METABOLISMO DE PREGNENOLONA EN LA TECA INTERNA

Las células de la teca interna de los foliculos
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TABLA 1

Metabolismo de pregnenolona, dehidroepiandrosterona,
androstenediona y testosterona por las células de la granulosa de
los foliculos preovulatorios, en 15 min de incubacién.

SUSTRATO/ PORCENTAJES DE TRANSFORMACION EN LOS FOLICULOS
metabolitos F1 F3 F5
PREGNENOLONA
170HPS 0.47% 0.15 0.49% 0.19 nd
P4 91.52% 0.10° 87.83% 2,35b 74.92% 10.6°
5B-Pregna 1.12+ 0.15° 1.81* 0.06° 3.75¢ 1.30°
Remanente 7.00 9.9 21.3
DHEA
A4 88.16% 1.15 91.00% 0.01 79.00% 10.7
5Bandrostan 0.52+ 0.10 0.44% 0.21 1.95% 0.95
Testos 0.93% 0.17 0.99% 0.23 nd
Remanente 10.39 7. 57 19.05
ANDROSTENEDIONA
5f-androsta 2.95+% 0.06 4.00+ 0.60 3.80% 0.84
Testos 0.67+ 0.05 0.42+ 0.03 0.43% 0.05
Remanente 96.38 94.66 95.77
TESTOSTERONA
A4 4.54% 0,28 0.84%0.24 0.36% 0.40
Remanente 95.46 99.16 99.64

Sistema utilizado diclorometano: acetato de etilo 8:2 v/v,.
Los valores representados son el promedio * la desviacidn
estandar de n=3 en pregnenolona y n=2 de los andrégenos.

nd, indica no determinado

Los superindices a,b,c, indican los valores estadisticamente
‘diferentes (P < 0.05) entre los distintos foliculos
.preovulatorios, para un mismo metabolito.
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preovulatorios F1, F3 y F5 al ser incubadas durante 7.5 y 15
min en presencia de pregnenolona tritiada, produjeron en
diferentes porcentajes los siguientes metabolitos: 17a-OHPs,
17a~0HP;, P,, 5B-pregnandiona, DHEA, A, y un metabolito no
identificado. La produccidn de estos metabolitos es mayor a
los 15 min (Tabla 2).

La biotransformacién hacia progesterona es similar en los
tres foliculos estudiados, sin observarse cambios
significativos en los dos tiempos usados, en tanto que los
porcientos de transformacién de 17a-hidroxiprogesterona
(17a0HP,) Yy androstenediona (A;) durante los 7.5 min de
incubacién aumentan hacia el foliculo F5, encontréndose
cambios significativos en la produccién de A, (P <0.05) entre
los foliculos Fl1 y F5 cuando se usa el sistema de corrimiento
de éter isopropilico: hexano: ac. acético 7:3:0.2 v/v (Fig 7).

El mayor porcentaje de transformacién a A, durante los
7.5 min de incubacidén lo encontramos en el foliculo F5 en los
dos sistemas de corrimiento utilizados teniendo cambios
significativos (P < 0.05) entre los foliculos F1 y F5. Cuando
se usa el sistema de corrimiento éter isopropilico 1la
biotransformacién a 17a-OHP, siempre fue mayor que a 17a-OHPs
en los foliculos utilizados; la transformacién a DHEA fue
menor que 3.3%. El metabolito no identificado tiene un
porcentaje de transformacidén promedio de 9.5% en los foliculos

analizados y no presenta cambios significativos (Tabla 2).
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TABLA 2

Metabolismo de pregnenolona por 1las células de la teca
interna de los foliculos preovulatorios incubados durante 7.5 y
15 min (0) de incubacién.

SUSTRATO/ PORCENTAJES DE TRASFORMACION EN LOS FOLICULOS
metabolitos Fl F3 F5
PREGNENOLONA* -
P4 10.43 1.59° 12.01+ 0.30° 11.04+ 2.81°
170HP4 5.20% 2.23° 9.72% 6.10° 18.61%t 11.9°
A4 3.84% 2.61° 3.41+ 2.02% 13,42+ 2.10°
? 3.86% 2.65° 4.02% 1.87° 4.31% 2.48°
S5A-PREGN 0.64% 0,33 0.61% 0.32 0.43% 0.03
Remanente 73.76 62.28 43.97
PREGNENOLONA ** .
170HPS 0.90+ 1.28° 1.25¢ 1.76° 1.60%t 2.26°
P4 15.14% 0.33° 18.49+ 3.14° 20.45% 4.17°
170HP4 0.99% 0,15° 2.98+ 0.89% 7.85% 2.37°
DHEA 2.18+% 0.10% 2.58+ 1.86° 3.95¢ 2.95"
A4 2.58+ 0,.82° 6.55+ 0.63% 17.38% 0.23°
? 4.51%+ 1,07 5.95+ 1,53° 6.54% 1.47°
Remanente 73.70 62.20 42.23
PREGNENOLONA*O
170HP5 9.45+ 2,.68° 11.19+ 3.12° 14.33% 8.37°
P4 10.39+ 2,72° 7.49% 4.02° 5.06% 3.59°
170HP4 11.65 3,96° 11.95% 2.79° 14.29% 8.62°
A4 17.43% 17,5E 30.23% 26.5° 22.90% 22.0°
? 11.70% 8.67° 7.34% 4.46° 10.94+ 9.03°
S5B3-Pregn 1.98+ 1,102 . 1.83% 0.97° nd
Remanente 37.40 Lo 29.97 32.48
PREGNENOLONA**0O R T
170HPS 2.58+ 1.84° sl ile 63 % 1.372 .1.36% 1.12°
P4 15.17+-7.15% " - "13.06%'8.91° 16.38% 9,.39°
170HP4 ) 4.80% 2}35‘,~‘f'9.87t 5.41° 8.75% 4.75°
DHEA 2.42% 2,94° 1.64% 2.41° 3.32% 3,.92°
A4 19.49% 17.4" 38.18% 16.32 31.41%+ 10.5°
? ' 12.91%+ 9,96 8,72+ 5.66 10.73% 5.10
Remanente 42.63 26.91 28.07

* Sistema usado diclorometano: acetato de etilo 8:2 v/v,
** éter isopropilico: hexano: ac. acético 7:3:0.2 v/v. Los
superindices a,b,c indican los valores estadisticamente
diferentes (P <0.05) entre los distintos foliculos
preovulatorios, para un mismo metabolito.
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De los esteroides reducidos a partir de pregnenolona en
la teca interna encontramos 58-pregnandiona cuando se usa el
sistema de diclorometano: acetato de etilo. E1 porcentaje de
transformacién fue similar en los tres foliculos estudiados
(1.98%) y no se presentan diferencias significativas entre
ellos.

Los metabolitos no identificados corren con R=0.090 en
nuestro sistema de diclorometano: acetato de etilo (8:2 v/v)
y con un R¢=0.075 en el sistema de éter isopropilico: hexano:
ac. acético (7:3:0.2 v/v) presentando un aumento significativo

(P <0.05) entre el foliculo Fl1 y el foliculo F5 (Tabla 2).

METABOLISMO DE PROGESTERONA EN LA TECA INTERNA

Utilizando progesterona como precursor durante 15 min de
incubacidén el metabolito que encontramos en mayor proporcién
es A;, Y la acumulacién de este metabolito es
significativamente mayor (P < 0.05) en el foliculo méas
inmaduro (F5) que en el maduro (Fl1). La produccién de
SB-pregnandiona es menor en el foliculo F5 presentando un
cambio significativo (P <0.05) entre F1 vs F5 en los dos
sistemas de separacién utilizados (Tabla 3) (Fig 8).

La biotransformacién de 17a-OHP, se mantiene en los tres
foliculos revisados y no presentan cambios significativos
entre ellos.

Del metabolito no identificado el mayor porcentaje de

transformacidén lo tenemos en F3 (3.73%), presentando un cambio
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METABOLISMO PS5 (7.5 min)

TECA INTERNA

o % TRANSFORMACION

30 1

ZzZ

METABOLITOS
Pa [Jasa

Remanenete PS: F1#73.7, F3=62.2, F5+42.2

Fig. 7.- Principales metabolitos obtenidos a partir de
pregnenolona al incubar las células de la teca interna de los
foliculos preovulatorios Fl1, F3 y F5 durante 7.5 min. Las
barras representan el promedio * la SD, de (n=3). El sistema
de solventes empleado en la TLC fue éter isopropilico: hexano:
&cido acético 7:3:0.2 v/v/v. Los barras con la misma letra no

presentan diferencias significativas para un mismo metabolito.
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TABLA 3

Metabolismode progesterona por las células de la teca
interna de los foliculos preovulatorios en 15 min de incubacién.

SUSTRATO/ PORCENTAJES DE TRANSFORMACION EN 1LOS FOLICULOS
metabolito Fl F3 FS
PROGESTERONA*
170HP4 15.13% 2.69° 23,30+ 2.51° 21.60% 8.17°
A4 " 15.18% 2,20° 36.71+ 7.02b 49.50% 8.56°
SR-Pregn 8.93%+ 4.63° 2.43+ 1.68° 0.88% 0.11°
Testo 2.45%+ 1,54° 2.55¢ 1.09° 2.40% 1.23*
? 1.26+ 0.11° 1.40% 0.15° 1.98% 0.99°
Remanente 67.00 33.61 23.55
PROGESTERONA* *
170HP4 10.80% 2.70° 19.41+ 3.39° 14.11* 5.21°
A4 15.70+ 6.80° = 40.40+ 7.20° 66.20% 9.00°
S58-Pregn 13.07+ 8.93° 2.51+ 0.61° 0.25% 0.02°
? 1.65+ 0.77° 3.73% 0.22°% 3.26% 0,70°
Remanente 58.50 33.95 22.18

*Sistema usado diclorometano: acetato de etilo 8:2 v/v

** &ter isopropilico: hexano: ac. acético 7:3:0.2 v/v/v.

Los superindices a,b,c, indican los valores estadisticamente
diferentes (P <0.05) entre los distintos foliculos
preovulatorios, para un mismo metabolito.
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METABOLISMO P4 (15 min)

TECA INTERNA

00 TRANSFORMACION

80 -
60 -
.40
204 @
a
o- I ¢
F1 F3

METABOLITOS
ZZ a4 [ sBpregnan

Remanente P4: F1=57.3, F3=30.5, F5=19.02

Fig 8.- Principales metabolitos obtenidos a partir de
progesterona al incubar células de la teca interna de los
foliculos preovulatorios F1, F3 y F5 durante 15 min. Las
barras representan el promedio * la SD, de (n=4). El sistema
de solventes empleado en la TLC fue éter isopropilico: hexano:
ac. acético 7:3:0.2 v/v/v. Los barras con las mismas letras no

presentan diferencias significativas para un mismo metabolito.
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significativo (P <0.05) entre el foliculo Fl1l y el foliculo F5

(Tabla 3).

METABOLISMO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA EN LA TECA INTERNA

Al utilizar DHEA como sustrato el metabolito que se
produce en mayor cantidad es A, con un porcentaje de
biotransformacién de F1=64.23, F3=77.18 y F5=80.85 mostrando
una diferencia estadisticamenete significativa (P <0.05) en
los porcentajes de transformacién de F5 vs F1, de F3 vs Fl y
F5 vs F3 (Tabla 4 y Fig. 9).

La SB-androstandiona también es detectada a partir de
DHEA Yy el mayor porcentaje lo encontramos en F1=5.44 y
disminuye hacia el foliculo mas Jjoven (F5) mostrando
diferencias significativas (P <0.05) entre los foliculos Fl vs
" F5 (Fig. 9 y Tabla 4).

Otros metabolitos que también son detectados a partir de
DHEA son: 5B-androstandiol y testosterona con 1.0% y 0.5% de

transformacidén, respectivamente (Tabla 4).

METABOLISMO DE ANDROSTENEDIONA EN LA TECA INTERNA

Al incubar las células de la teca interna en presencia de
androstenediona durante 15 min, el foliculo F5 es el que tiene
menor actividad metabélica, el remanente fue de 98.41%.

La mayor actividad la tiene el foliculo Fl1 siendo capaz
de transformar A; en 5B-androstandiona (5B8-andros) con un 5.3%

presentado cambios significativos (P< 0.05) entre Fl1 vs FS
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TABLA 4

Metabolismo de dehidroepiandrosterona, androstenediona y
testosterona por la teca interna de los foliculos preovulatorios
durante 15 min de incubacién.

SUSTRATO/ PORCENTAJE DE TRANSFORMACION EN LOS FOLICULOS

metabolito F1 F3 FS

DHEA* '
A4 64.23% 6.17° 77.18+ 3.81P 80.85¢ 7.60°
58~diona 5.44% 3.62° 1.46% 1.06% 0.50% 0.33°
Testo 0.74+ 0.49° 0.36% 0.13° 0.46% 0.27°
? 2.48% 1.99 2.06% 0.85 3.71% 2.66
Remanente 27.19 18.94 14.48

A4*
Testo 0.51% 0.59° 0.41% 0.29° 0.63% 0.54°
58-diona 5.28% 3.87° 2.64+ 1.74° 0.50+ 0.10°
? 2.76+ 3.91° 0.41% 0.39° 0.46% 0.35°
Remanente 91.45 96.54 98.41

TESTO*
A4 6.79+ 3.45° 11.87+ 5.31° 12.61% 5.22°
58-diona 0.42+ 0.33° 0.30% 0.41° 0.26% 0.23°
? 3.11+ 0.64 1.90% 1.46 1.13+ 1.02
Remanente 89.68 85.93 86.0

* sistema usado diclorometano: acetato de etilo 8:2 v/v.
Los superindices a,b,c indican los valores estadisticamente
diferentes (P < 0.05) entre los distintos foliculos
preovulatorios, para un mismo metabolito.
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METABOLISMO DHEA (15 min)

TECA INTERNA

0o TRANSFORMAGION

80

F3
METABOLITOS

A4 []sB-diona

Remanente DHEA: F1=23.9, F3+18.2, F5+14

Fig 9.- Principales metabolitos obtenidos a partir de
dehidroepiandrosterona al incubar las células de la teca
interna de los foliculos preovulatorios F1, F3 y F5, durante
15 min. Las barras representan el promedio + SD de (n=4). El
sistema de solventes empleado en la TLC fue diclorometano:
acetato de etilo 8:2 v/v. Las barras con la misma letra no

presentan diferencias significativas para un mismo metabolito.
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(Fig. 10 y Tabla 4). Al aumentar el tiempo de incubacidén a 30
min el foliculo F1 aumenta la produccién de 58~androstandiona
a 13.6% de transformacién (este resultado no est& incluido en
las tablas).

La actividad metabb6lica de testosterona (T), y el
metabolito no identificado (?) tambi&n son detectados con una

transformacién menor de 3% (Tabla 4).

METABOLISMO DE TESTOSTERONA EN LA TECA INTERNA

Después de incubar la teca interna de cada uno de los
foliculos preovulatorios en presencia de testosterona
tritiada, el metabolito aislado en mayor porcentaje en los
tres tipos de foliculos después de los 15 min de incubacién
fue androstenediona (F1=7.4%, F3=12% y F5=12.6%), sin
presentar cambios significativos entre ellos. Un metabolito no
identificado con un R{=0.050 en el sistema de diclorometano:
acetato de etilo fue detectado con un promedio de 2% de
transformacién en los tres foliculos estudiados (Fig 11 y

Tabla 4).
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METABOLISMO A4 (15 min)

TECA INTERNA

0 X TRANSFORMACION

16 1

“104

F1 F3 F§
METABOLITOS

§8-diona [__] Testos

Remanente A4: F1+89.6, F3+95.2, F5+96.5

Fig 10.- Principales metabolitos obtenidos a partir de
androstenediona al incubar células de la teca interna de los
foliculos preovulatorios Fl, F3 y F5 durante 15 min. ILas
barras representan el promedio * DS de (n=4). El sistema de
solventes utilizado en la TLC fue diclorometano: acetato de
etilo 8:2 v/v. Los barras con 1la misma letra no Presentan

diferencias significativas para un mismo metabolito,
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METABOLISMO TESTOS (15 min)

TECA INTERNA

0 % TRANSFORMACION

15
=
e
-
104 % Z%
/
-~
A
|

=

.

\\\\\\\\\\\\\\

5+

_

.\\

|

F1 F3 F5
METABOLITOS

A4 [ sB-diona

Remanente TESTO:F1=89.4, F3+85.7, F5-86

Fig.1ll.- Principales metabolitos obtenidos a partir de
testosterona al incubar las células de la teca interna de los
foliculos preovulatorios F1l, F3 y F5 durante 15 min. Las
barras representan el promedio * SD de (n=4). El sistema de
solventes utilizado en la TLC fue diclorometano: .acetato de
etilo 8:2 v/v. Los promedios con la misma letra no presentan

diferencias significativas para un mismo metabolito.
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DISCUSION

Las cé&lulas de la granulosa de 1los foliculos
preovulatorios de la gallina doméstica son un modelo ideal
para el estudio de 1la diferenciacién funcional y el
metabolismo de los esteroides. Durante el desarrollo folicular
las células de la granulosa forman una capa simple' y
estdn unidas por desmosomas. Con la metodologia de
separécién utilizada, estas células se obtienen con un 100%
de pureza.

En este estudio observamos dque la progesterona es
el principal producto de biosintesis de las células de
la granulosa de ovario de gallina a partir de
pregnenolona. Esto demuestra gue la actividad enzimitica
de 38-HSD estéa presente y aumenta con la maduracién folicular.

En nuestros resultados, androstenediona es sintetizada
en altas cantidades a partir de DHEA por 1las células de
la granulosa, manteniéndose esta sintesis durante 1la
maduracién folicular, lo que reafirma la actividad de 1la
3B-HSD como la principal enzima de estas células.

Esto concuerda con los estudios que demuestran que
las células de la granulosa secretan principalmente
progesterona (P,) durante la maduracién folicular (Wells
et al., 1981; Marrone y Hertelendy, 1983a). Ademas, como
vamos a comentar mas adelante, en la granulosa se sintetizan
otras progestinas asi como pequefias cantidades de andrégenos,
pero no estrégenos (Marrone y Hertelendy, 1983; Wiebe et al.,
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1990).

Cuando las células de la granulosa son estimuladas con
la hormona luteinizante (LH), o con adenosin monofosfato
3'5' ciclico (AMPc) aumenta la sintesis de progesterona
(Marrone y Hertelendy, 1983b, 1985; Asem Yy Hertelendy,
1985; Johnson, 1994). Ademds la actividad de la enzima
38-HSD aumenta con la maduracién folicular (Marrone y Sebring,
1989).

La 5B-pregnan-3-20 diona es producida por las células
de la granulosa a partir de P5 en pequefias cantidades,
indicdndonos la presencia de la enzima S5B8-reductasa en los
foliculos preovulatorios. El mayor porcentaije de
transformacidén a 5B-pregnan-3-20-diona lo tenemos en el
foliculo FS y disminuye en el Fl. Esto coincide con Wiebe et
al. (1990) gquienes reportan la produccidn de este mismo
metabolito a partir de progesterona en la graﬁulosa.
Sin embargo, la comparacién del porcentaje de transformacién
obtenido’ por este autor con nuestros resultados es dificil
porque sus datos son luego de cuatro dias de incubacién. La
biotransformacién a 5B-androstandiona a partir de DHEA
como sustrato la encontramos Unicamente en el foliculo
F5=1.95%, lo que implica una actividad baja de la enzima
5B-reductasa en las células de la granulosa en tiempos cortos
de incubacién. Asimismo, la sintesis de 5B-androstandiona
como el Gnico compuesto a partir de A, con un 3% de promedio

en las células de la granulosa de los foliculos estudiados,
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nos confirma la actividad enzimdtica de S5B-reductasa.

Cuando investigamos el metabolismo de las células de la
granulosa con testosterona como sustrato durante 15 min,
tenemos una biotransformacién a androstenediona en el
foliculo F1 de un 4.54% y de menos de 1% en 1los otros
foliculos, estos resultados indican la participacién de
la enzima 17B-HSD con una actividad reducida. La misma
enzima se revela menos activa cuando se explora a partir de
A,, por 1lo tanto 1la actividad de 17~-HSD en nuestras
condiciones es poco importante y actGa preferencialmente
en sentido oxidativo.

Con los resultados obtenidos concluimos que las cé&lulas
de la granulosa de los foliculos preovulatorios de gallina
presentan actividad de: 38-HSD, 17-HSD, y S58~reductasa.

Al comparar la actividad de 3B8-HSD con la 17-HSD y
la 5B-reductasa en las células de la granulosa, tenemos que
la principal actividad se encuentra en la enzima 38-HSD con
la produccién de progesterona como el metabolito mas-
importante. La progesterona juega un papel fisioldgico en
la regulacién de 1la ovulacidén de 1la gallina doméstica.
Unas horas antes de la ovulacién, los niveles plasmaticos de
P, y LH aumentan simultdneamente (Weibe, 1990). La actividad
de la 5B-reductasa y la 178-HSD en las células de la granulosa
es menor y su importancia fisiolégica se desconoce.

La separacién de las tecas interna y externa requiere de

un tratamiento mec&nico-enzimdtico. Las células de la
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teca interna . se obtuvieron evertiendo el foliculo vy
exponiendo la teca interna a una digestién enzim&tica.
Sin embargo, con la prueba de viabilidad celular mostramos
que el procedimiento utilizado no afecta a las células ni
su funcionamiento ya que son capaces de metabolizar los
distintos precursores agregados al medio. Esta técnica
deseparacién ha sido utilizada por otros autores y ha
sido validada con estudios morfolégicos (Porter, et al.,
1989; Nitta et al., 1991).

Cuando las células de la teca interna son incubadas
durante 7.5 min con pregnenolona como -sustrato, los
metabolitos obtenidos nos muestran la actividad de 1las
siguientes enzimas: 5B-reductasa, P450¢7; (17a-hidroxilasa y
17,20-1lidsa) y 38-HSD, esta Gltima enzima es la mas activa.

Al comparar la actividad de 38-HSD, por los porcentajes
de transformacién obtenidos durante los dos tiempos
estudiados, tenemos que la pregnenolona remanente difiere en
ambos tiempos, observando una mayor biotransformacién a los 15
min que a los 7.5 min, lo que corrobora 1la actividad
enzimitica.

Por otro lado, al comparar la capacidad de metabolizar Ps
por las células de la teca interna y las células de la
granulosa, es evidente que el mayor porcentaje de
transformacién se observa en las células de la granulosa. Esto
puede explicarse porque en el caso de la granulosa estamos en

presencia de una poblacién celular uniforme, altamente
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especializada desde el punto de vista endécrino en 1la
pr'oduccién de progesterona.

Los metabolitos 17a-OHPs y 17a~OHP, son sintetizados a
partir de pregnenolona, esto demuestra la actividad enzimdtica
de 17a-hidroxilasa. De estos dos metabolitos 17a-OHP, tiene el
mayor porcentaje de transformacién en los dos tiempos
utilizados. Siguiendo con la ruta metabélica el metabolito
inmediato es A4,, que es el principal producto obtenido por la
teca interna indicando la actividad de la 17,20-liasa; las
cantidades de DHEA en estos enzayos son indetectables. Estos
resultados sugieren que los metabolitos 4 ene 3 ceto (via 4 )
representan la via preferencial en la sintesis de andrégenos
en la teca interna.

Al comparar los tres foliculos estudiados, la mayor
actividad del complejo enzim&tico P450 17 (17a-hidroxilasa,
17,20=-1liasa) reside en el foliculo mas inmaduro (F5), tal como
lo muestra la produccidén de androstenediona, la misma decrece
significativamente durante la maduracién folicular. Estos
datos coinciden con lo reportado por Marrone y Hertelendy
(1985) que al estudiar la produccién de A, en los foliculos F3
Yy F4 y compararla con la del Fl observaron una reduccién en la
produccién de A, con el crecimiento folicular. En el mismo
sentido, Porter et al. (1991) estudiando la secrecién de
esteroides por la teca interna, de los foliculos
preovulatorios F1 y F5 en el pavo informaron que el foliculo

mas maduro produce menos P, y A, que el foliculo F5, hecho que

58



concuerda con nuestros datos.

La actividad de 5B-reductasa en la teca interna es mayor
cuando usamos progesterona como sustrato que cuando utilizamos
pregnenolona. Esta actividad es menor en el foliculo F5 y
aumenta significativamente hacia el foliculo F1, es decir,
esta aumentando con la maduracién folicular. Por otra parte,
la biotransformacién de A, a partir de DHEA disminuye
significativamente durante la maduracién en las células de la
teca interna. Es necesario notar que lo contrario sucede con
la produccién de 5B-androstandiona, producto de la actividad
de la 5B-reductasa que aumenta considerablemente con la
maduracidn.

La actividad de 38~HSD y de la P450;7 decae con 1la
maduracidén folicular, esto contrasta con el aumento de la
actividad de 1la 5B-reductasa; estos dos fenbmenos pueden
relacionarse y resultar en una disminucién de la produccién de
A, Y en un menor aporte de andrdégenos aromatizables en el
foliculo préximo a ovular.

Sobre los metabolitos 5B-reducidos podemos tomar en
consideracién dos posibilidades sobre su importancia
fisiolégica. Una primera posibilidad es que juegan un papel
importante en 1la regulacién de sintesis de estrégenos,
secuestrando andrégenos para impedir su aromatizacién. La
segunda es que incrementan la sintesis de acido
amino-levulinico y del grupo hemo (Inano et al., 1990). Sin

embargo, Aragonés et al. (1991) plantean que en el caso de las
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glandulas esteroidogénicas, como el ovario, la formacién del
grupo hemo probablemente contribuya mas a la sintesis del
citocromo P450 que a la sintesis de hemoglobina.

La actividad de la 3B8-HSD en la capa de la granulosa y la
teca interna la evaluamos por la transformacién de Ps a P,
y de DHEA a A;,. En 1la granulosa el porcentaje de
transformacién a partir de estos dos precursores es similar,
en cambio en el caso de la teca interna el porcentajede
transformacién a partir de DHEA es mayor que a partir de Ps,
estos resultados nos indican la posibilidad de la existencia
de isoenzimas de la 3B~HSD en los foliculos preovulatorios de
la gallina. Las isoenzimas son moléculas estructuralmente
diferentes y tienen distinta afinidad por un mismo sustrato
(Bain et al., 1991). La existencia de isoenzimas de la 38-HSD
ha sido descrita en las génadas y la suprarrenal (3B8-HSD I),
en el higado y el rifibn (3B-HDS II y III) de ratén, y en la
suprarrenal de humano (Cravioto et al; 1986), pero no hay
informacién en las aves. Investigar la posibilidad de que sean
isoenzimas de la 3B-HSD las que se encuentran en la capa
granulosa y en la teca interna del foliculo preovulatorio,
requiriran de estudios de cinética enziméatica.

Cuando usamos testosterona como precursor, el metabolito
biotransformado en mayor cantidad es A, y es similar en los
tres tipos de foliculos. Esto es evidencia de la actividad
de 1la 17B8-HSD que funciona preferencialmente en sentido

oxidativo ya que la produccién de T a partir de A, es casi
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nula. Se ha descrito que esta enzima tiene una propiedad
inusual, que es la activacién por producto, es decir, la
testosterona promueve la formacién de testosterona a partir de
androstenediona asi como la androstenediona hace lo mismo a
partir de testosterona. La reaccién es reversible y la enzima
tiene dos sitios activos, esto indica gque la actividad de la
enzima puede ser influenciada por la disponibilidad de los
sustratos (Oshima y Ochi, 1973). La mayor disponibilidad de A,
endégena podria explicar nuestros resultados.

Androstenediona y testosterona no son aromatizadas en la
teca interna, lo que sugiere que hay otro compartimiento
celular que debe intervenir en la sintesis de estrégenos en
las aves, tal como lo proponen Pedernera et al. (1988, 1989);
Porter et al. (1989); Nitta et al. (1991).

Podemos concluir de nuestros resultados que la teca
interna presenta dos actividades principales, 38-HSD y P450¢7
(17a~-hidroxilasa, 17,20-liasa) mientras que la S5R-reductasa y
178-HSD son menos activas, de lo cual se infiere que A, es el
principal producto. Esto coincide con los resultados obtenidos
al medir por RIA 1la secrecidén de andrégenos por la teca
completa, sin separar teca interna de teca externa (Marrone et
al., 1995).

Con estos resultados, proponemos que la ruta metabélica
preferencial para la biosintesis de las hormonas esteroides
por las células de la granulosa y de la teca interna de los

foliculos preovulatorios de la gallina ponedora es 1la
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esquematizada en la Fig 12.

Las células de la granulosa metabolizan principalmente
pregnenolona a progesterona y no tienen la capacidad de
producir ni andrégenos ni estrégenos.

Las células de la teca interna pueden metabolizar en
menor cantidad que la granulosa, pregnenolona a progesterona
y pueden utilizar esta progesterona producida por la granulosa
para convertirla a androstenediona.

El predominio de la progesterona, de 17a-OHP, Y A, en la
teca interna sugiere que la ruta metabdlica utilizada en forma
preferencial es la via de los esteroides A “.

La posibilidad de producir testosterona por la teca
interna existe, pero parece ser de poca importancia. Lo mismo
podemos decir sobre la produccién de metabolitos S8-reducidos
tanto a partir de andrégenos como de progestinas, lo que se

observa en una magnitud reducida.
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TECA

GRANULOSA INTERNA
PS5
P5
{ -~
P4 ——> P4
5B P-diona 170HP4 «—— 170HP5

|
/A4 <«— DHEA

5p diona ”

Fig. 12. Ruta metabdélica de las células de la granulosa
y de la teca interna de los foliculos preovulatorios de 1la

gallina ponedora.
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CONCLUSIONES

La progesterona es el principal metabolito producido por las
células de la granulosa a partir de pregnenolona, la biosintesis de
P, aumenta significativamente durante la maduracién, por lo que

la actividad de 3B-HSD es mayor en los foliculos Fl.

Las células de la granulosa tienen una reducida actividad
de 5B~reductasa y de 17B-HSD, siedo esta Gltima mayor en el

foliculo F1.

Las células de la granulosa no tienen actividad de P450¢7 ni
de aromatasa.

La actividad 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; & %%
isomerasa (3B8-HSD) es la mas importante en la teca interna y

decrece significativamente a medida que el foliculo madura.

La actividad del citocromo P450c¢17, enzima de alta actividad en
las células de la teca interna, disminuye significativamente con la

maduracidén folicular.
Las células de la teca interna tienen una pequefia actividad de’
5B-reductasa y esta actividad se observa mejor en los foliculos mas

maduros.
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La teca interna tiene poca actividad de 178-HSD y no disminuye

conforme el foliculo madura.
La teca interna no tiene actividad de aromatasa.
La via preferencial para la sintesis de androstenediona

sugerida para la teca interna de los foliculos preovulatorios es la

via A 4.
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ANEXOS

ABREVIATURAS UTILIZADAS

I.~ ESTEROIDES:

Nombre trivial

Ps pregnenolona

17a0HPs=17a-hidroxipregnenolona

P, = progesterona

17a0HP,=17a~hidroxiprogesterona

58-pdiona 58-pregnandiona

DHEA = dehidroepiandrosterona

A, = androstenediona
SBR-dioma = 5B-androstandiona
T = testosterona

E; = estrona

E; = estradiol

?

esteroide no identificado

Nombre sistematico

S5-pregnen-38-hidroxi-20-ona
4-pregnen-38-17a-dihidroxi-
20-ona

4-pregnén-3,20-diona
4-pregnen-17a-hidroxi-3,
20-diona
5B-pregnan-3,20-diona
5-androsten-3B8-hidroxi-17-ona
4-androsten-3,17-diona
58-androstan-3,17-diona
4-androsten-178-hidroxi-3-ona
1,3,5,(10) ~estratrien-3-
ol-17-ona

1,3,5 (10)-estratrien-3,

178-diol
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II.- ENZIMAS

3B-HSD = 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ A 5“-isomerasa
178-HSD = 178-hidroxiesteroide deshidrogenasa
17a~-H = 17a-hidroxilasa

17,20-1ia = 17,20-liasa

III.- OTRAS

MIX = l-metil 3-isobutil xantina

DMEN = medio minimo de Eagle modificado por Dulbecco
BSA = albtimina sérica bovina

TLC = cromatografia de capa fina

hCG = hormona gonadotropina coriénica

IV.~ SOLUCIONES Y REACTIVOS

a) Solucidn amortiguadora de fosfatos libre de Ca'* y Mg**

NacCl 8.0 gr

KHaPO, 2.0 gr

KCL 0.2 gr.
NaHPO, 1.15 gr
Agua bidestilada 1000 ml

b) Medio de Cultivo (DMEN) + albGnina
Medio de cultivo 10.3 gr

Albumina bovina 1.0 gr
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Agua ultrapura 1000 ml
Se ajusta el pH a 7.4 con bicarbonato de sodio al 5% y se
afora a 1000 ml.
Tripsina al 25%
tripsina 0.062 gr
Disolver en 25 ml de solucién amortiguadora de fosfatos
libre de ca** y Mg**.
Inhibidor de tripsina al 50%
Inhibidor de tripsina 0.120 gr
Disolver en 25 ml de Demen + albGmina.

Liquido de Centelleo

PPO (2,5-diphenyl-oxazole) 4.0 gr
POPOP (Dimethyl popop) 0.2 gr
Tolueno 667 ml
Tritén X 100 333 ml

Solucidn azul tripano

Azul tripano 400 mg
NacCl 810 mg
KH,PO, 60 mg
Metil p-hidroxibenzoato 50 ml
Agua destilada 90 ml

Calentar a punto de ebullicién y enfriar a temperatura
ambiente, ajustar el pH a 7.4 con NaOH 1N y ajustar el

volumen final a 100 ml.
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