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RESUMEN

En vista de la importancia de los andr6genos & o -redu-
cidos para el adecuado funcionamiento de las estructuras
epididimarias involucradas en la maduracifén de los esperma-
tozoides, se estudiaron las caracteristicas de 1a enzima
5ol -reductasa en el epididimo de la rata.

Se determiné su localizacién subcelular, con 1la ayuda
de marcadores especificos, y los pardmetros de su actividad
in vitro.

Se pudo demostrar la disminucién de la actividad (especifi-

ca y total) luego de la castracidon, o sea al ser removida la
fuente de andrb6genos enddégenos. Dicha disminucién fue propor-
cional al tiempo transcurrido entre la castracidén y el andli-
sis de la actividad de la 5q -reductasa: 83, 63, 38, y 13%

de la actividad especifica control a los 2, 4, 8, y 14 dias
después de la orquidectomia.

Al tratar con testosterona animales castrados 30 dias antes,
se observd una clara recuperaci6n de la actividad in vitro de
la 5q -reductasa; 12 difas de terapia (200 ug de TP al dia )
devuelven la actividad nuclear en un 83%, mientras 8 dias de
terapia bastan para recobrar los niveles control detectados
en la enzima microsomal.

Demostrada la andrégeno-dependencia de la enzima 5y -reduc-
tasa en el epididimo adulto, se pas6 a estudiar el desarrollo
ontogénico de esta actividad en el epididimo de ratas de 15 a
40 dias.

También se determind el de la enzima 3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, que metaboliza la 5a -dihidrotestosterona a
Sa -androstandioles, los cuales podrian también tener actividad
bioldgica.



Mientras no se registraban mayores cambios respecto
del 6rgano adulto en 1o que concierne a localizacibn sub-
celular y parédmetros cinéticos, se encontrf un pico en la
actividad especifica de las dos enzimas alrededor de los 25
dias de edad. Ademds, la relacién diol/DHT se hallaba aumen-
tada entre 2 y 5 veces durante el periodo de 20-25 dfias.

Por G1timo, se midieron en ratas prepiberes de distintas
edades algunos pardmetros morfolbgicos y bioquimicos rela-
cionados con la funcidén epididimaria, con el objeto de in-
vestigar sobre eventuales correlaciones entre metabolizacidn
de testrosterona y desarrollo del 6rgano.

Fueron medidos: los niveles tisulares de andrégenos, la
incorporacidon de 14C Timidina, el contenido en ADN, proteinas
totales, humedad, y sustancias especificas como dcido sidlico,
glicerilfosforilcolina, cinc, y protefnas especificas epididi-
marias (PEE). También se realizaron cortes histoldgicos para
evaluar en cada edad el desarrollo del conducto epididimario.

Los resultados indican que la edad prepuberal se caracteri-
za por una muy activa metabolizacién epididimaria de la testos-
terona a DHT y dioles, coincidente con una intensa proliferacidn
celular. En tanto, la mayorfa de las actividades diferenciati-
vas, tales como la secrecifn de productos especificos (Andr6-
geno-dependientes en el adulto), quedan relativamente poster-
gadas en esta etapa.
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INTRODUCCION

El tracto genital masculino en los mami{feros esté
formado por una serie de componentes anatbmicamente dis-
tintos y funcionalmente especializados.

Dentro de éstos podemos distinguir tres grandes grupa®:
a) Las gonadas propiamente dichas, donde tiene lugar la
formacibn de las gametas (espermatogénesis) y de las hor-
monas sexuales (esteroidogénesis).

b) Un conjunto de glindulas, ubicadas a distintos niveles

del tracto, cuyas secreciones proveen el medio y los fac-
toresnecesarios para la supervivencia y transporte de los
espermatozoides hasta su salida en el eyaculado.

c) Un sistema de conductos, encargado fundamentalmente

de almacenar y/o transportar los espermatozoides.

El epidfdimo , comunicando con el testfculo por vi{a
de los conductos eferentes y con el sistema de conductos
por vfa del Vag deferens posee, como veremos mfs adelan-
te, las caracterfsticas del grupo b, y c.

Este conjunto de estructuras necesita para funcionar,
adecuada y sincrbnicamente, de la accibn de varias hormo-
nas. Los andrbgenos producidos por el testfculo, son los

méis directamente involucrados en esta accibn trbfica y es-

timulatoria de la funcibn.



A. El testiculo, su funcién y regulacibn

El parénquima testicular, rodeado externamente por
una cépsula protectora (tGnica albuginea), .esté formado
esencialmente por los tGbulos seminfferos y el intersticio.
En forma esqueméitica, podemos decir que la formacibn de
gametas, espermatogénesis, es funcidon de los tGbulos semi-
nifferos, mientras que el intersticio es el encargado de
producir las hormonas sexuales.

Los tGbulos forman amplias circunvoluciones, unidas
en ambos extremos a una estructura canalicular bastante
intrincada llamada rete-testis, que se conecta con el epi-
dfdimo por medio de los conductos eferentes. El intersticio

ocupa el espacio intertubular,

Espermatogénesis

El epitelio tubular esti revestido por dos tipos celu-
lares: las células soporte o de Sertoli, y las células ger-
minales, precursoras de las gametas masculinas (1).

Las formas mis inmaduras de estas Gltimas (esperma-
togonias) se hallan en la parte basal del epitelio, y se van
desplazando hacia la luz tubular conforme van sufriendo u-
na serie de cambios (escalonados segn Leblond y Clermont
(2) en 19 etapas), transforméindose asf sucesivamente,en es-

permatocitos, espermitides y finalmente espermatozoides,



que serfn luego transportados al epidfdimo por el flufdo

rete-testicular,

En cuanto a las célulags de Sertoli, se les ha asigna-
do funciones nutritivas (3,4,5,6,7), fagocitarias (8,9), y
de sfntesis, FSH-dependiente, de hormonas esteroideas (10)
y de ABP (11).

Incluso, se les asigna un cierto rol de control de la
espermatogénesis, a través de alguna secrecidn especffica,

no esteroidea (12).

Esteroidogénesis

En el intersticio tiene lugar la otra importante funcibn
del testfculo: la esteroidogénesis. Esta se produce en célu-
las descriptas por primera vez en 1850 por Franz Leydig (13),
y cuyo rol endocrino fue definitivamente probado por Bouin
y Ancel (14) en 1903.

La testosterona se considera el producto formado més
importante en el adulto y también la hormona masculina '"per
se'" (15,16) aunque no hay que descartar que otros compues-
tos, especialmente C19 parcialmente reducidos, puedan de-
sempefiar importantes funciones androgénicas, particularmen-
te durante la maduraci6tn sexual (17,18,19,118). Aunque pa-
rece haber indicios de que otros compartimentos testicula-
res producen estero.ides (18,20,21), sblo en el intersticio se

forman andrbégenos a partir del colesterol (22), que a su vez

es formado a partir de Acetil-Coa proveniente del metabolismo in-



tracelular de fcidos grasos y/o glucosa,captados del plas-
ma. Las transformaciones sucesivas del colesterol se pro-
ducen por la accibn de enzimas y cofactores como NADPH
y Og., ubicados en distintos compartimentos de las cé&lulas
de Leydig (23) y.entre los intermediarios mis importantes,
figuran la Pregnenobna, progesterona y 2 ndrostenediona.
Una vez formada la testosterona, ésta difl_mde por el
tejido intersticial (en el que existen capilares sangufneos,
vsos linfaticos y tejido conectivo laxo), probableme nte u-
nida a una protefna transportadora, y deja dicho tejido por
tres rutas posibles:
-Capilar sanguineo (este camino es el méis favorecido por
el gradiente de difusibdn y el flujo sangufneo.
-Vaso linfético
-Penetracibébn a través de la capa de células mioides que
reviste los tGbulos seminfferos e incorporacidé4n a la cir-
culaci6bn luminal de é&stos.
Asf la testosterona aparece en el flufdo de la rete-testis

y viaja luego al epidfdimo.

Dependencia Hormonal

La produccibn y secrecibn de andrb6genos es un proce-

so dependiente de ICSH y/o FSH (24,25,26,27,28); en el

cual dichas gonadotrofinas podrfan actuar sinergfsticamente.



El mecanismo de accibdbn involucra el aumento del AMPC
intracelular, mediado por la activacibn de la adenilato cicla-
sa ligada a membranas. EI AMP actuarfa como segundo
mensajero, siendo su efecto final la estimulacibn de la es-
teroidogénesis (29). Las Prostaglandinas (PGE ) (30,31) y
catecolaminas (epinefrina (32) y norepinefrina (29)) también
actuarfan vfa AMP~ para estimular la sintesis de esteroides.

La accibn estimulatoria de las gonadotrofinas podrfa a-
simismo traducirse en un incremento en las disponibilidades
de NADPH, cofactor requerido para mGltiples pasos enzimé-
ticos de la androgenogénesis (24,33).

Por otro lado, es generalmente aceptado que la FSH re-
gula la formacibn de una protefna ligadora de andrbgeno (ABP)
en las células de Sertoli, y que ésta favorece el transporte
y la integridad del andrbgeno intraluminal (34). Otras hormo-
nas peptfdicas, como la prolactina y la somatotrofina, po-
drfan, actuando solas o bilen sinérgicamente con las gonado-
trofinas, reforzar o controlar la accibn de estas Gltimas (35,

36).

B- Glandulas anexas al aparato reproductor masculino

Estas son: la prbstata ventral y anterior (glindula coa-
gulante), las vesfculas seminales, la ampolla y la glandula
bulbouretral o de Cowper.

Anatbmicamente, la prbébstata es una estructura tGbulo-



alveolar (37,38) congistente en numerosos lbbulos que vuelcan
sus secreciones serosas en el utrfculo prostftico, luego in-

corporadas al semen. TIpico de un b6rgano secretor, su epi-

telio simple columnar tiene el aparato de Golgi muy desarro-
llado, nGcleos basales y vacuolas de secrecibn.

La secrecibdn, incolora, de pH=6.5 esti formada princi-
palmente por enzimas proteolfticas, fosfatasa &cida, un a-
gente liquefiante del semen (la fibrinolisina), citrato de so-
dio, Zn, y otras sustancias osmbticamente activas.

Las vesfculas seminales, derivadas de la evaginacibn

de un sfculo perteneciente al conducto de Wolff (38,39), tie-
nen caracteres histolbgicos semejantes al del lobulillo pros-
tatico, y también la secrecibn es de tipo merbcrino. Difiere,
en cambio, de la préstata en el volumen y tipo de secrecidn.
Esta es voluminosa, constituyendo una buena parte del.se-

mea total, y por orden de importancia sus componentes son:
azGcares (fructosa, inositol, fucosa) y otras sustancias re-

ductoras como la ergotionefna y el &cido ascbrbico; prosta-

glandinas E, v Eg; glico y flavoprotefnas; iones, sobre todo

K*y P0,%" (39).

La ampolla, que es eu realidad un ensanchamiento del
vas deferens en su parte distal, secreta ergotionefna y ma-
terial etanol-soluble (4cido siflico, etc.).

Tanto el mantenimiento del epitelio como las distintas



secreciones de estas glandulas son estrechamente dependien-
tes del balance androgénico, involucionando notablemente lue-
go de la castracibn, y regenerfindose parcial o totalmente
por una adecuada provieibtn de andrbgenos.

Todos los productos contribuyen de alguna manera a la
supervivencia y transporte de los espermatozoides, aunque
algunos de los mecanismos involucrados nos son afn descono-

cidos.

C- Conductos

Estos son los conductos eferentes, el vas deferens y
los conductos externos (uretra),

El epitelio del primero posee dos tipos de células:
lag ciliadas, que gobiernan la direcciétn del flujo de flufdo
rete-testicular, y por lo tanto de los espermatozoides, hacia
el epidfidimo, y las no ciliadas que, en cambio, tendrfan fun-
ciones absortivas (40) (de flufdo, Na™, protefnas y glucosa,
principalmente). El epitelio del vas deferens es, en su par-
te terminal, estereo-ciliado como el del epidfdimo, aunque
la parte mas distal tiene microcilias.

Estos canales estiu rodeados de fibras musculares li-
sas, que al contraerse provocan desplazamiento céfalo-caudal

del plasma coatenido.

El epidfidimo




Es un 6rgano que posee caracterfsticas muy especiales,
ya que morfolbgicamente se podrfa considerar un conducto,
y funcionalmente una gléndula gecretoria; embriolbgicamente
deriva del conducto de Wolff.

Unido estrechamente al testfculo mediante una cubierta
de tejido adiposo, el epidfdimo constituye un largo y Gnico
tubo ovillado en forma sumamente compacta dentro de la mem-
brana que lo envuelve,.

Tabiques de tejido conectivo intersegmentario también
limitan su expansibn en sentido longitudinal, y ayudan a de-
marcar tres grandes segmentos o zonas histolbgica y
funcionalmente distintas: la cabeza, el cuerpo, y la cola del
epidfdimo (ver esquema). Algunos autores (41) incluyen una
cuarta zona, que denominan segmento inicial,.

Ya a partir de ese segmento, el epitelio que tapiza el
tubo difiere notablemente del de los conductos eferentes: la
altura de las células aumenta hasta unos 60u, y su disposi-
cidén corresponde a la de un epitelio columnar seudo-estrati-
ficado (42).

Varios tipos celulares componen este epitelio:

Células estereociliadas o principales: con un aparato de Gol-

gi muy desarrollado. Su citoplasma contiene numerosos gré-

nulos de secrecibdn, lisosomas y cuerpos multivesiculares (41).

Sus microvellosidades se extienden hacia la luz. Los otros



tipos celulares son: las célulag basales, que interaccionarfan

con las principales. estabjilizando el epitelio; las células api-

cales, que existen-sblo en el segmento inicial; las células
[}
halo (43) y finalmente las células claras, ubicadas en la par-

te caudal del epidfdimo (44), con gran ntmero de vacuolas y
corpsculos densos conteniendo glicolfpidos, lipidos y pro-
bablemente glicoprotefnas.

La altura de las células principales cambia a lo largo
del epididimo, asf como también la distribucibtn de las di-
ferentes poblaciones celulares. El difdmetro tubulér aumenta
a lo largo del brgano, por lo que la parte caudal posee una
gran capacidad de almacenamiento de los espermatozoides.

Ahora bien, una morfologfa celular tan dinimica y varia-
da diffcilmente cuadra com un concepto del epididimo cuya
Gnica funcibn serfa la de conducto o depbsito de los esper-
matozoides. Como veremos m&s adelante, hay fuertes eviden-
cias en favor de una activa funcibn epididimaria concernien-
te, fundamentalmente, a la maduracidtn de los espermatozoi-
des.

Dicho rol se infiere m#&s por los cambios morfolbgicos
y funcionales detectados en espermatozoides que ya han traa-
sitado el epidfdimo, que por pruebas bioquimicas concluyen-
tes involucrando determinadas secreciones epididimarias (45).

Describiremos suscintamente los cambios que sufre el

espermatozoide a lo largo del trayecto por el epidfdimo,



cambios a rafz de los cuales se lo considera maduro, es de-
cir, capaz de fertilizar un bvulo y dar lugar a una progenie

viable,

Cambios en el espermatozoide a lo largo del epidfdimo

El tiempo que emplea un espermatozoide en recorrer la
longitud total del epidfdimo varfa segln la especie y la acti-
vidad sexual del animal. Como cifra promedio se acepta un
tiempo de trhnsito de 12-14 dfas en los animales de labora-
torio més comGnmente usados ( 57 ).

Durante ese lapso los espermatozoides sufren una serie
de cambios morfolbgicos y bioqufmicos (46,50,57), cuya na-
turaleza fntima no es bien conocida, y que resultan en un

cambio funcional que otorga al espermatozoide la capacidad

de fertilizar el 6bvulo ( 46 ). El proceso que resulta en este

cambio se denomina "maduracibn del espermatozoide”™ y es
mediado por factores que produce el epidfdimo en respuesta
al estfmulo androgénico ( 57 ).

Como no entendemos aGn los mecanismos envueltos en el
fenb6meno de maduracibtn, nos vemos obligados a describir,
en forma aislada, los cambios que hansido posible detectar
entre el espermatozoide inmaduro e infértil, que entra al
epidfdimo, y la célula madura y fértil que encontramos en

la porcibn distal.

El cambio en la motilidad de los espermatozoides durauate

-10-



su maduracibn es muy marcado. Los espermatozoides que
ingresan al epidfdimo presentan movimientos desordenados
que los impulsan en una trayectoria circular (46). Por el
contrario, los espermatozoides de la cola del epidfdimo se
mueven en forma rectilfnea (46). Esta caracterfstica, deno-
minada motilidad progresiva, puede ser debida a la accibn
de protefnas especfficas presentes en el flufdo epididimario
(45,47), cuyo efecto serfa mediado por el AMPc (47).

Algunos autores (48) hacen hincapié en la formacibn de
puentes disulfuro (S-S) entre las fibras que forman la cola
del espermatozoide, lo cual conferirfa mayor rigidez al fla-
gelo y modificarfa el movimiento translacional.

El cambio morfolégico méis importante consiste en la
migracibn y eventual pérdida de remanentes citoplasméticos
(52) cuya presencia impedirfa la fecundacibdbn (53).

Se han detectado cambios bioqufmicos en los espermatoi-
des en maduracibn.'En el aspecto metabblico, los espermato-
zoides inmaduros obtienen la mayorfa de su effrgfa de la glu-
colisis, siendo la glucosa su principal sustrato, mientras que
los espermatozoides maduros utilizan en mayor medida la vfa
aerbbica, para la cual usan al &cido l&ctico como sustrato
preferencial ( 216 ).

Ademfs, se han comprobado cambios en la cantidad y

composicién de log lfpidos, fosfolfpidos, protefnas y enzimas

del espermatozoide (46,49,50,51,56,57).
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A aivel de la membrana celular también se producen algu-
nos cambios que se traducen en una mayor permeabilidad y en
la adquisici6tn de una carga neta negativa (55), supuestamente,
debida a la incorporacibn de glucoprotefnas de origen epididi-
mario (54,56). Estas moléculas serfan las responsables de
los cambios en las propiedades antigénicas del espermatozoide
que pueden producir el fenbmeno de autoaglutinacidn de los es-

permatozoides maduros (_222),

Funciones del epitelio epididimario

Se pueden clasificar en dos tipos: absortivas y secretorias.

La absorcibdn de agua, iones, y macromoléculas diversas,
asf como la fagocitosis de restos de espermatozoides, no son
patrimonio finico del epidfdimo, ya que ocurren también en los
conductos eferentes, vas deferens, y ampolla (41, 59), pero
son muy activas, especialmente en cabeza y cola epididimaria (60)

La funcibn secretoria se traduce en la aparicidtn de la gli-
cerifosforil colina (de la cual hablaremos méfs adelante), y
diversas glico y sialo protefnas (56,58), cuyas propiedades lu-
bricantes y retentoras de agua favorecerfan el trénsito y la es-
tabilidad de los espermatozoides.

La carnitina, existe en cantidades apreciables en el epi-
dfdimo (1,61), se presumme que es producida localmente, aun-
que podrfa sblo ser concentrada en el d6rgano. Este compuesto

(62) podrfa actuar como regulador de la distribucibdtn del Acetil-

CoA mediante la reaccibn,



Carnitina
Carnitina + Acetil-CoA Acetil-Carnitina + CoA

acil-transferasa
catalizada por la C.A.T., muy activa en el epidfdimo (61). La

acetil-carnitina a su vez podrfa servir de intermediario en el me-
tabolismo de &4cidos grasos del espermatozoide.

Distintos grupos de trabajo han detectado la existencia de
protefnas epididimarias, capaces de unirse a los espermatozoi-

des (44,45,47), cuya funcibn estf siendo investigada en la ac-

tualidad.

Andrbdgenos e pididimarios

El epitelio epididimario es capaz de sintetizar andrbgenos,
como lo demostraron varios investigadores (63,64,65) utilizando
precursores como 14c_, cetato, colesterol y pregnenolona. En
efecto, las células de este d6rgano poseen las enzimas necesarias
para la esteroidogénesis completa, aunque la distribuci6bn subce-
lular de las mismas parece ser algo distinta de la de otros te-
jidos (como testfculo o adrenales) (64). No se sabe 8i los es-
teroides sintetizados por el epidfdimo son secretados o no a la
luz tubular.

Cabe destacar tres hechos importantes:

19. Existen algunas evidencias acerca de interacciones esteroi-
de-espermatozoide en el epidfdimo (66,-67), posiblemente
via DHEAS y/o compuestos 59 -reducidos.

29. El trofismo y funcibn del 6rgano son estrictamente andrb-

geno -dependientes.
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32. EIl tejildo epididimario metaboliza activameate la testostero-

na que le llega del testfculo a compuestos 5 X -reducidos.

Nos detendremos a analizar mfs en detalle los dos Gltimos

puntos.

Andrbtgeno-dependencia del epididimo

Hace ya tiempo, observaciones de Benoit (87) iandicaban que
la castracidn provocaba una profunda atrofia del epidfdimo, si-
milar a la que ocurrfa en otros brganos sexuales accesorios co-
mo la prodstata y las vesfculas seminales.

Trabajos m&s recientes (42, 88, 89, 90) mostraron que no
sblo el trofismo, sino también distintas secreciones y activi-
dades enzimfticas epididimarias, se vefan afectadas por la fal-
ta de andrbdgenos. Incluso, la funcibn misma del b6rgano, la
maduracibédn de los espermatozoides, es andrbgeno-dependiente,

al menos en el cobayo, el conejo, la rata y el hamster (45,57,91

Metabolizacibn in gitu de la testosterona

La testosterona producida por el testfculo llega al epidfdi-
mo por dos caminos principales:
a) Por via sanguinea, a través de la circulaciba del plexo pam-
piniforme, y penetracibtn en la célula por difusidon simple. A
diferencia de lo que sucede en otros tejidos noﬂefectores de
andrbgeno, el esteroide es en este caso retenido selectivamen-

te dentro de ella.



b) Por vfa canalicular, junto al flufdo de la rete testis que pe-
netra al epidfdimo por los conductos eferentes comunicados con
el testfculo. Constituye el camino cuantitativamente més impor-
tante.

En la rata,la testosterona, unida a una protefna de origen
testicular (ABP), llega en grandes cantidades al epidfdimo y en-
tra a las células, presumiblementé por mecanismos pasivos,
luego de haberse desprendido del ABP. Allf es reducido el do-
ble enlace 4-5 del anillo A esteroideo, mediante la accibn ca-
talftica de la enzima NADPH:/A 4-3 cetosteroide 5a -reducta-
sa (5% -Reductasa), ubicada principalmente en las membranas
del retfculo endoplasmético (68,69,70,71), actuando el NADPH
como donante de hidrbgenos.

El producto resultante es -la 5¢q -androstan-17/3-ol-3- ona
(2ndrostanolona, dihidrotestosterona o DHT).

La magnitud de esta transformacibn es tal, que la relacibn
T/DHT ,que era 10 a 1 a la salida del testfculo, pasa a ser 1
a 6 en el epidfdimo (72). En este b6rgano actGan ademés otras
enzimas: las 3% y 3 B-ol deshidrogenasas (3¢ ¥y 3pg ol DHasa),
que catalizan reversiblemente la reducci6tn de la DHT, utili-
zando preferentemente NADPH como cofactor, a los respectivos
Sdd-androstan 3 (4, v ) 17 B-dioles (Dioles) (73).

Mecanismo de accibn de los andrbgenos

Importancia de la 5 g -reduceibdn

Estudios en prdstata de rata (74,75,76,79,78,), mostraron
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que la transformacib6tn de T a DHT era un importante requisito
para la accibn hormonal. Esta implica, seghn conceptos clési-
cos (79), la unibn del esteroide a una protefna citoplasmética
de alta especificidad, denominada receptor, la migracibtn del
complejo hormona-receptor asf formado al nGcleo celular, y su
unidén a sitios especfficos de la cromatina (aceptores nuclea-
res) (80,81).

A partir de esta interaccidn se transcribiran ARN especf-
ficos (82), que serf&n traducidas luego en los ribosomas para
la sintesis de distintas protefnas.

Al estudiar comparativamente la afinidad del receptor pa-
ra T, DHT y dioles se encontrb, tanto en prbstata (81,83) co-
mo en epidfdimo (84,85), que la DHT era considerablemente
més affn que su precursor no 5 a -reducido para unirse a dicha
macromolécula, por lo cual se concluyd que la dihidrotestos-
terona era un andrbgeno més poderoso que la testosterona (76).

Cabe acotar ademés, que la DHT es el Gnico andrbgeno que
se encuentra unido al receptor en el ntcleo de la célula blan-
co (67,76).

Asumiendo que la accibn androgénica se efecta predominan-
temente a través de la DHT, se infiere que no sdlo es impor-

tante el suministro total de andrbgenos al drgano, sino tam-

-16-
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Por lo tanto, al considerar la reaccibn global:
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5 a -Reductasa 8-01-DHgas
T +— > DHT < > 5a -androstandioles
NADPH + H* NADPH + H'

surge que ambas enzimas pueden ser sitios de regulacibn para
dicho balance y que, en Gltima instancia, de sus actividades
dependen la integridad y funcionalidad del epidfdimo.

Se ha postulado ademfs que los 54 -androstandioles podrfan
tener cierto rol biolbgico, atn en estudio, por lo que la 3-ol-
deshidrogenasa no se puede considerar estrictamente una enzi-

ma inactivante de la DHT.

La actividad de la 5% -reductasa ha mostrado ser sensible
a los andrbgenos circulantes, en prbstata (92',93,98) en hipofi-
sis (94) y también en epldfdimo, seghn recientes estudios de
Djoseland (95), Robaire y otros (96) y Pujol y Bayard (97).
Estos dos Gltimos grupos también informaron acerca de una an-

drbgeno-dependencia de la 3 , -ol-deshidrogenasa.



OBJETIVO DE LA TESIS

Centréndonos en la importancia de la metabolizacibén de
la testosterona en el tejido epididimario, quisimos investigar
la incidencia de distintas situaciones hormonaleg sobre la ac-
tividad (in vitro) de la 5o reductasa, y las consecuencias de
esta eventual regulacibn hormonal sobre el tejido efector con-
siderado.

Para ello utilizamos dos tipos de modelo experimental:
uno, fisiolébgico, consistente en ratas macho durante su desa-
rrollo sexual.

Allf se trata de hacer una correlacibtn entre el estado hormo-
nal fisioldbgico de los animales, a través de toda la edad pre-
puberal (15 a 50 dfas), el desarrollo ontogénico de la actividad
de las enzimas 5 y-reductasa y 8ol- deshidrogenasas, y la apa-
ricién de diferentes eventos relacionados con el trofismo y

la funcibn epididimarios.

El otro modelo congiste en ratas macho adultas castradas,
o sea deprivadas de su fuente natural de andrbgeno, y en las
gque se investiga el efecto de dicha deprivacibn sobre la activi-
dad in vitro de la 5 a -reductasa epididimaria, paralelamente
al trofismo del 6rgano. Se examina luego la reversibdn de
dichos efectos con terapia de reemplazo por andrdgenos en ani-

males castrados.
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MATERIALES Y METODOS

A) Materiales y Reactivos

Los compuestos radiactivos se obtuvieron de New England
Nuclear Co.: 1,2 3H-Testosterona, actividad especffica 41 Ci/
m mol, 1,2,6,7 3H Testosterona, actividad especifica 91 Ci/
m mol; 4-14C Testostemna, actividad especifica 57.8mCi/m mol;
4-14C Dihidrotestosterona, actividad especifica 52mCi/m mol;
1.2-3H- Dihidrotestosterona, actividad especifica 50.6Ci/m mol;
1,2-—3H 34 -17 8androst:andiol, actividad especifica 50Ci/m mol;
4-14C Timidina, actividad especffica (42 mCi/mmol)

El 14c_androstandiol (50 amdrostan-3 o 17 g diol) se pre-
par6 por incubacibtn de DHT 14¢c con tGbulos seminfferos de ra-
ta prepGber (aproximadamente 25 dfas) segln técnica de Riva-
rola y colab. (99).

El NADPH, los esteroides no radiactivos, el Tris-HCl, la
sacarosa, el EDTA, el acido N-acetil neuramfnico, el succi-
nato de sodio y la GPC provienen de Sigma Chemic#l Co.

Los solventes utilizados fueron todos de calidad analftica
proviniendo segln los casos de Sintorgan, Mallinckrodt o Merck.

La Celite utilizada para la separacidn de esteroides es de
grado analftico Filter-aid, Johns-Mansville. La Silica-gel utili-
zada para la cromatograffa en placa delgada fue Silicar TLC-

7GF Mallinckrodt Chemical Works, o Eastman Chromagram Sheet

tipo 13181 (N2 6060) con indicador fluorescente.
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La pureza de los esteroides radioactivos fue establecida
por cromatografiados en silica gel.

Previo a su uso se verificb que el NADPH recién preparado
estuviera en forma reducida, por anflisis de su absorcibn al

uv.

Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar, mantenidas a
229C, 12 horas de luz, alimento balanceado y agua ad libitum.

Las ratas adultas (90-180 dfas) sometidas a castracibn, fue-
ron anestesiadas con &ter y se le practicd la orquidectomfa por
vifa escrotal, cerrando por gseparado las incisiones de la capa
muscular y dérmica respectivamente.

Los animales sometidos a tratamiento con andrbgeno fueron
inyectadas diariamente con 200ug de Propionato de Testostero-
na, disuelto en aceite vegetal estéril, por vfa subcutfnea, du-
rante el tiempo indicado. Los animales <control fueron inyec-
tados por igual lapso con aceite estéril. En todos los casos
los animales fueron sacrificados de 24 a 36 horas luego de ha-
berles sido administrada la Gltima dosis.

Los animales preptberes fueron tomados entre 15 y 50
dias de edad. Por razones técnicas puede haber una diferencia
de ¥ 1 dfa de edad pero nunca mayor.

El destete se operb generalmente a los 21 dfas, conside-

rado tiempo fisiolbgico para esta especie. Sin embargo algu-



nas veces se realizb un mismo experimento con ratas de 25
dfas separadas y no separadas de la madre, no registrfindose
maSrores diferencias en los parfimetros estudiados, salvo en
el peso total del animal, que era ligeramente superior parsa
log animales no destetados respecto del peso promedio de ani-

males de edad hombloga.

B) Métodos

Obtencibn de tejido

El dfa fijado y siempre por la mafiana, se sacrificaron las

ratas por dislocacidn cervical extrayéndose de inmediato los
epidfdimos y otros tejidos que fueran necesarios que se man-
tuvieran en solucibn fisiolbgica en bafio de hielo, hasta ser

limplados de grasa y membranas conectivas y pesados en ba-
lanza de torsibn. Las operaciones subsiguientes se llevaron a

cabo en un cuarto frfo (490).

Procesamiento del tejido

En aquellos casos en que se deseaba incubar cortes de
tejido, este fue cortado en trozos de aproximadamente 2mm3
y se determind el peso de cada alfcuota a incubar.

En los casos en que se deseaba incubar fracciones subce-
lulares se procedi6 de la sigulente manera: se picd exhausti-

vamente el tejido con tijeras, y se le agregaron 3 volGmenes

de Buffer Tris 50mM pH=7.4, sacarosa 0.32M, 1,5mM EDTA,
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0.15mM dithiothreitol; v se homogeneiz6 en Polytron (3 veces,
10 segundos velocidad 5) en bafio de hielo. Se filtré por una
malla de mono;ilamento de nylon Nitex y el filtrado se trans-
firi6 a tubos adecuados centrifugfndose 15 minutos a 800g en
una Centrffuga International B20. Se recogib el sobrenadante
para ulterior centrifugaciétn. El taco obtenido se resuspendib
en exceso del mismo Buffer y se volvido a centrifugar 15 minu-
tos a 800g, guardindose el precipitado obtenido como fraccibn
Nuclear.

El primer sobrenadante se centrifugb a 12000g (durante
30 minutos ) recogiéndose el taco como fraccibtn mitocondrial.

El sobrenadante se transfiri® a tubos plésticos especiales
y se centrifugd 60 minutos a 105000g. en una ultracentrffuga
spiuco , con el rotor R-65.
El precipitado correspondib6 a la fraccibn Mmicrosomal W)y
el sobrenadante, al eitosol.

Todos los tacos se resuspendieron en 1.5ml de buffer por
g. de tejido original y se mantuvieon en bafio de hielo hasta

la realizacibdn del ensayo enzimébtico.

Determinacibn de Radiactividad:

Las muestras se llevaron a sequedad en un evaporador

de aire. Luego se agregbh 5 o 10 ml, segGn los casos, de solu-

-22-

cion centellante ( 4g de 2,5-difenil oxazol; 100mg dimetil POPOP=

dimetil-1, 4-bis-2- (5-Fenil oxazolil), tolueno) disuelto en 1 li-

. 3
tro de tolueno , y se determind la radiactividad del "H y 14C
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seleccionando adecuadamente el ancho de las ventanas.

En los chlculos se restd el blanco de cada tipo de muestra
ag{ como la fraccibn de radiactividad debida al .‘14C en la ven-
tana de 3H. Dicha fraccibn se calculd con standards de 14C y

esta interferencia era aproximadamente el 10% del total de 14C

en cada muestra.

Determinacibtn de ADN y protefnas totales

Luego de extraer y pesar el tejido, se lo picd finamente
con tijeras, agregando luego 5 volGmenes de buffer,

Se homogeneizb en homogeneizador vidrio-vidrio. Se guar-
db6 una alfcuota de homogenato para medir protefnas y se cen-
trifugd por 15 minutos a 800g, para obtener los nGcleos.

Luego de descartar el sobrenadante, se resuspendid el taco en
3ml de buffer, repiti€ndose la centrifugacibn. El preciplitado nu-
clear obtenido fue conservado para la determinacibn posterior

de ADN.

Determinacibn de ADN

Método de Burton (100)
a) Hidrolisis

El precipitado nuclear se resuspende en agua destilada y
se agrega 1 vol TCA 10%. Se espera 30 minutos, se centrifuga

y resuspende en TCA 5%, se centrifuga, se agrega 1 ml
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PCA 1IN y se calienta 15 minutos a 902C.
Soluciones de concentracibtn conocida de ADN de esperma
de salmdn fueron hidrolizadas al mismo tiempo que las mues-
tras para servir como patrbn.
b) Ensayo de la difenilamina
Solucidn de difenilamina: (1.5g de difenilamina, 1.5ml H,SO04
concentrado y 100m! AcOH glacial). Se adicionaron de 0.5ml %
de para-acetaldehfdo acuoso. En el momento de usar se agre-
gd a cada muestra 0.8ml de esta mezcla. Se agitdb e incubbd
a 372C durante toda la noche (16hs). Al dfia siguiente se leyb

la absorcidn a 595 nm,

Ensayo de protefnas

Se basa en el método de Lowry, Rosebrough, Farr y Randall
(101). Para los casos de fracciones subcelulares de tejido se
hace el ensayo directamente.

Para las muestras de homogenatos (prepfiberes) se agrega
previamente a é&ste 1 volumen de NaOH 1N, se incuba 1 hora
a 379C y se prosigue con el ensayo, previa adicidn a las mues-
tras standards con las cuales se har% la curva, de la misma
cantidad de NaOH que contienen las muestras a medir.

Ensayo
5-10 pl de muestra
Se lleva a 0.200ml con buffer

Se agrega 1ml de solucibn C (50vol de 2% C03Na2 en NaOH.

A
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IN + 1vol 0.5% CusSOy en tartrato de sodio 1%)

Se esperan 10 minutos a temperatura ambiente.

Se agregan 0.1ml de reactivo de Folin-Clocotteau 1N.

Se espera 30 minutos y se lee a 7QOnm. Como patrdbn se uti-
liza una solucibén de albGmina sérica bovina de concentracibn

conocida.

Incorporaciédn de 14c Timidina

Se prepararon cortes de tejido de animales de diferentes
edades los que se incubaron por 8 horas a 352C en wmedio
199, usando carbbgeno como fase gaseosa y en presencia de
300.000cpm de 14Cc Timidina (0.3uCt).

Transcurrido ese tiempo, el tejido fue lavado y homogenei-
zado en un homogeneizador vidrio-vidrio con 5 vol de medio
199 y se centrifugb a 800g para recuperar la fraccibn nuclear,.
Se agregb al precipitado 100ul de agua destilada, 100ul de
TCA 10% y se esperd 30 minutos. Se centrifugd y resuspendib
el taco en 1 vol TCA 5%. Se guardaron alfcuotas para determi-
nacibn de ADN

El resto fue tratado con s olubilizer, (Packard Instruments
Co.) se agitb en un Vortex y se le agregh 10ml de solucibn de
tolueno centellante, contando luego la radioactividad incorpora-

da en el ADN..
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Ensayo de enzimas marcadoras de las distintas fracciones

subcelulares

En los ensayos de localizacidn subcelular de las enzimas,
era necesario establecer el grado en que las distintas fraccio-
nes subcelulares estuviesen contaminadas entre sf. Para ello es
que se recurrib a ensayos de enzimas especificas de
una determinada organela, que se realizaron en todas las frac-
ciones separadas por centrifugacibn estableciendo entonces el
grado de contaminacibn que existe por ejemplo de microsomas
en las mitocondrias, etc..

Como trazador nuclear se utilizd6 ADN, cuya técnica de
determinacibn ya fue descripta.

Como trazador mitocondrial se recurrid a la Succfnico des-

hidrogenasa para lo cual se utilizd el método adaptado de
Pennington (102).
Consiste en agregar:;:
0.2ml Buffer fosfato de potasio 0.25M (pH7.4)
0.2ml Succinato de Na 0.5M
0.2ml Todonitratetrazolium 0.5% (Sigma)
0.2ml Solucidn enzimética

Luego de incubar 30 minutos a 372C, se detiene la reaccibn
con una slucibn AcOEt/TCA/Etanol (5:1:5). Aparece un color
rojo profundo que se lee a 490nm.

Citocromo-c NADPH oxidorreductasa es la enzima utilizada

como trazadora microsomal. La técnica estid adaptada de A-

vruch y Hoelzl (103)y otros (104,105).



5ul Fe (CN)6K3(6.6umol/ml)
1ml Tris 0.1M (pH. 7.4)
5ul NADPH (13.5mg%. 250ml Tris 0.1M)
5-10ul Solucibn enzimética

Se lee la desaparicién de NADPH a 340nm a los 30 minu-
tos de incubacibn, respecto deltiémpo inicial, y usando blan-
cos adecuados. La reaccibn se detiene con Me OH y se dilu-

ye 5 veces la muestra antes de leer la absorbancia.

ENSAYO DE 5 REDUCTASA

Para el caso de las fracciones subcelulares, 0.4ml de so-
luciétn del taco resuspendido o citosol fueron agregadas a
1.6ml de Buffer pH 7.2 conteniendo 5.10"4M NADPH y apro-
ximadamente 0.2uCi de 3H—T. En el caso de incubarse cortes
de tejido (50-150mg) se usa glucosa 1mg/ml en el medio de
incubacidén. En todos los casos se agregd suficiente testos-
terona para lograr las concentraciones finales deseadas. Las
incubaciones fueron a 3492C por 60minutos con agitacibn, de-

teniéndose posteriormente la reaccibn con 3ml de acetato de

etilo y se guardaron en frfo.

14

14c put y '*cdiol

Se agregaron cantidades conocidas de
para seguir la recuperacibtn de los productos de reaccibn ob-

tenids.

Extraccibn

Se hicieron 2 extracciones con 3ml de AcOEt cada una
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agitando con vortex cada vez., Se decantb o centrifugb sepa-
rando la fase orgfnica conteniendo los esteroides. Esta se
evaporb a sequedad, y se resuspendid en el volumen mfnimo

necesario para la siembra cromatogrffica correspondiente.

Separacibn de esteroides por cromatograffa

Se utilizaron dos técnicas:
Para el estudio del efecto de la castracié4n y reinduccidn de
la enzima por andrbgenos se utiliz6 la cromatograffia en capa
delgada de Silica-gel ( 113 ) usando como solvente Clorofor-
mo/ Eter 4:1. A veces se necesitaron 2 corridas para sepa-
rar nftidamente a los dioles. Al mismo tiempo que la mues-
tra se sembrd testosterona y androstenodiona, que se visua-
lizan al UV por la absorcibtn del grupo A 4-3 ceto.

En el siguiente esquema se puede visualizar la posicibn

de los distintos esteroides separables por este método.

.

Siembra

dioles

DHT

N4

Frente
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La deteccibn de las bandas se completd con un barrido del
Scanner registrfindose los diferentes picos radiactivos. Final-
mente las 3 bandas (DHT, T y dioles) se eluyeron en colum-
nas especiales con 2-3ml CIl3CH/Metanol 2:1, el filtrado se
evaporbd a sequedad y se determind la radiactividad utilizando
un contador de centelleo lfquido.

En el caso de las ratas prepliberes se separaron los este-
roides por cromatograffa en Celite.

Se mezclb6 cuidadosamente la Celite con 1 vol (p:v) de pro-
pllenglicol, hasta obtener una pasta homogénea y esponjosa,
pasfindose luego a llenar y compactar las columnas de 0.6cm
de diamétro y 50cm de largo de manera de obtener una altu-
ra de llenado de 5cm. En la parte inferior se colocb
un pequefio disco de Teflon poroso.

El diagrama de elucibn de las columnas fue el siguiente:

1) 10ml de Isooctano (Lavado)

2) 1ml solucibn muestra (disuelta en Isooctano)

3) 4ml Isooctano (lavado)

4) 4ml Isooctano (eluye androstenediona), (en nuestro caso
esta se descarta. )

5) 6ml Isooctano/Tolueno (70:30) (Eluye DHT)

6) 2ml Isooctano/Tolueno (60:40) (Descartar)

7) Tml 1Isooctano/Tolueno (60:40) (Eluye testosterona)

8) 8ml Tolueno puro (Eluye androstandiol)

La elucidn se llevd a cabo con ayuda de Nitrdogeno a presibn

de manera de obtener un goteo de aproximadamente 15-20 go-
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gotas por minuto y siempre a una temperatura de 20C. Las
recuperaciones obtenidas por este método oscilan entre 50
y 80%. Se evaporan a sequedad las 3 fracciones obtenidas y
luego de agregar solucibn centellante se determina la radiac-

tividad.

Acido Siilico

El término acido siélico engloba a todos los derivados del
fcido neuramfinico, de los cuales el més importante es el
fcido N-acetilneuramfnico (NAN), aunque también existen en
menores cantidad como N-glicolil o N, O, diacetil neuramf-

nico.

El método de dosaje, basado en el de Leonard Warren (106)

consiste en acoplar el producto de la oxidacibén del &cido neu-
ramfnico (B formil piruvato) con el fcido 2-tiobarbitGrico,
detectindose luego la absorbancia del crombéforo formado.

a) Preparacidn de la Muestra. Hidrblisis

Porciones de 50mg de tejido epididimario, previamente
pesadas en balanza de torsibébn, fueron homogeneizadas con
0.5.00m1 de agua destilada en homogeneizador vidrio-vidrio.

Luego de guardar alfcuotas para la determinacibn de pro-
tefnas totales, se agregd igual volumen de H2804 0.25N en
solucidon salina, y se calentd a 802C durante 60 minutos. Es-

tas condiciones son consideradas b6ptimas para la hidrdlisis

de los adcidos sialicos.
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b) Oxidacibn

Se dejb enfriar, y se agregd a cada muestra 0,.100ml de
solucibébn 0.025M de metaperiodato de Sodio en 0,125N de H3PO4.
Se agitb y luego de esperar 20 minutos se agregd 1ml de so-
lucidn de AsO,Na 2% en solucibén 0.5M a Nast4 y 0.1N de
H9SO.4 para eliminar el exceso de periodato. Se esperan 5

minutos.

c) Ensayo del Tiobarbitlrato

Se agregan 2 ml de solucibn de 4cido tiobarbitGrico 0.6%
en Na,SOy4 0.5M. Luego de agitar se calienta en bafio de agua
hirviendo durante 15 minutos, tapindose los tubos con bolitas
de vidrio. En ese lapso aparece un color rosa lfmpido. Se
deja enfriar 'y se agregan 2ml de ciclohexanona, agitlndose
vigorosamente.

Dicho solvente extrae el compuesto coloreado intensificando
su color y aumentando por lo tanto apreciablemente la sensi-
bilidad del método.

d) Determinacidn de la Absorbancia

Se toma 1 ml de la fase orghnica, en la que se lee la ab-
sorbancia a 532nm y 562nm. La curva patrdn se prepara en
cantidades conocidas de N-acetil-neuramfinico.

Como los deoxiazflicares interfieren parcialmente con el
ensayo, se hizo también un espectro de absorcidon de la deo-
xi-glucosa simultineamente al del NAN, estableciéndose res-

pectivamente dos picos de absorcibdn: para la deoxiglucosa:



532nm; para el NAN: 562 om.
Los blancos contra los cuales se ley6 cada muestra con-
sistieron en 0.5 ml de agua, a los cuales se agregaron los di-

ferentes reactivos procéséndolos como llas muestras.

e) Chlculos
Con los datos de las lecturas se calcul6 la cantidad de
NAN correspondiente a cada alfcuota segfin la f6rmula
DO562-DO535 B

{NAN}=_ .V
(1—AB) €2

Jdonde
NAN = nmoles de fcido N-acetil neuraminico

D0562= absorbancia a 562mnm

D0532= absorbancia a 532nm
A = €1 B= € 4
g2 g3

=coeficiente de extincitn molecular de NAN a 532nm

€1

€9 =coeficiente de extinciétn molecular de NAN a 562nm

€3 = coeficiente de extincibn molecular de deoxig\lucosa 532nm
€4 =coeficiente de extincibén molecular de deoxiglucosa 562nm

Asimismo la cantidad de deoxiglucosa se puede calcular como

DOg533-DO56p A

Deoxiglucosa}=
(1-AB) €4

Todos estos chlculos se hicieron programando adecuadamente

una mini-computadora Hewlett-Packard 25.
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Determinacibn de glicerilfosforil Colina

El método utilizado estf basado en el descripto por I.G.
White (107) y J.F. Ryley (108).

a) Preparacibén de los tejidos

Los epididimos de cada lote se pesaron en conjunto, y se
homogeneizaron con un Polytron durante 40 segundos, sobre hie-
lo con 3 volamenes de solucibtn fisiolbgica. De estos homogena-
tos se sacaron alfcuotas de 200 a 400pl guardindose el resto
para determinacibtn de protefnas totales. Conjuntamente se to-
maron distintas alfcuotas de solucibn patrén de glicerol, de ma-
nera que las concentraciones finales estuvieran en el rango de
0.3 a 3 pg/ml, para establecer la curva patrbén.

A todos estos tubos se agregb:
0.5ml ZnSO4 (5%) vy 0.5ml Ba (OH)2 0. 3N como agente precipi-
tante de protefnas.

Se centrifugd por 15 minutos a 1000rpm. Del sobrenadan-

te se tomaron alfcuotas de 400ul

b) Oxidacibn
Se tratan las muestras con:
1) 200Ml de H,50, 2N
2) 50 Ml de sol. NalO, 0.1M
Se esperar on 5 minutos
3) 200! As0O, Na (13.13%) p/v

Se esperaron 10 minutos. Se agregbd 1,00ml H20°



c) Ensayo con fcido cromotrbpico

Se tomaron alfcuotas de 200pl por duplicado y se les agre-
g6 2 ml! de solucibn de 8cido cromotrbpico ( 1.08¢g di-
suelto en 100 ml de HyO més 450 ml de HpSO4 (65% Vv/v).

Se calentd en bafio de agua hirviendo por 30 minutos con
lo que aparece un color pfirpura intenso cuya absorbancia se
lee a 556 nm.

d) Lectura

A diferencia de los datos bibliogr&ficos, el méiximo de
absorciétn del crombgeno resultd sr 556 nm y no 580nm Se inves-
tigd la interferencia de glucosa en la determinacidn de GPC
pero se llegh a la conclusibn que en las condiciones utiliza-
das dicha interferencia no sobrepasaba el 5% de la absorbancia

de la GPC.

Determinacibébn de Zn por absorcibn atémica

Generalidades:

Es un método sumamente sensible capaz de detectar can-
tidades del orden de nanogramos del elemento en cuestibn.

Se debe obtener el metal en estado de vapor atdbmico, lo
cual se logra vaporizando la solucibn de nuestra sobre una lla-
ma oxidante (generalmente de aire-acetileno) y produciendo lue-
go transiciones electrbnicas del metal mediante procesos exci-

tatorios propios de una limpara de c&todo hueco.
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a) Preparacidén de muegtras y soluciones standards

Se hizo una solucibn patr6tn pesando 0.500g de Zn metélico
y disolviégndolo en el mfnimo volumen de HCl que luego se
diluy® a un litro con HCl 1% (v/v). A partir de esa solucibn
se hicieron diluciones para lograr concentraciones de 0.5ug/ml
que se usan como testigo.

Los tejidos a analizar (epidfdimos y testfculos) se limpia-
ron y se separaron an porciones de aproximadamente 100mg,
que se pesaron cuidadosamente.

Se homogeneizaron en agua bidestilada, se guardaron alf-
cuotas de 0.5ml para determinar protefnas, y los 2ml restantes
se sometieron a la técnica "Wet Ashing" para destruir la mate-
ria orghlnica.

A cada homogenato se le agregd 1ml de mezcla HNO:;:HCIO4
(1:1) v/v y se calentd hasta ebulliciébn durante 2-3 horas. Al
cabo de este tiempo se verificb que la solucibébn resultante fue-
ra lfmpida y sin restos de tejido alguno. Se dejo enfriar y se
llevd a 10.00ml con agua bidestilada en matraces aforados.

Al mismo tiempo se prepard un blanco consistente en HoO
bidestilada con el agregado de HNQ3/HCIO4. Este se sometib,
al igual que la mu&stra testigo, al calentamiento y dilucibn a
10ml con agua bidestilada.

Las muestras as{ preparadas se sometieron a la determina-

ci6ébn de Zn por triplicado en el espectrbémetro de absorcidn



atémica que funciona en el Instituto de Neurobiologfa (Servi-
cio del Consejo Nacional de Investigaciones Cilentfficas y Téc-

nicas).

Radioinmunoensayo

a) Obtencidbn del Antisuero siguiendo la técnica de Purvis,

Calandra y coll. (109)

Se preparbd primeramente un conjugado de testosterona-al-
bGmina sérica bovina (BSA) acoplando el derivado carboxime-
tiloxima de la testosterona a la albimina (224). Este conjuga-
do emulsionado en adyuvante de Freund se administr® por via
subcutidnea a los conejos con intervalos de dos semanas. EI
antisuero formado, fue diluido adecuadamente (1:100) y se con-
servb en frfo.

b) Preparacidtn de las muestras

Obtencibn del tejido

Las muestras de tejido epididimario, de no més de 250mg,
se extrajeron rfipidamente del animal y se pesaron sumergién-
dolas inmediatamente en acetona para evitar la metabolizacibn
de los andrbgenos, poniéndolas posteriormente a congelar a
-709C hasta su procesamiento.

c) Extracciétn de los andrbgenos

Luego de descongelar los tejidos, se homogeneizaron con
5 ml de acetona, agregando al mismo tiempo 3000cpm de cada

esteroide ( H3 , T,DHT, diol) para evaluar lag pérdidas durante
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el procesamiento. Se esperaron diez minutos y se centrifugd
a 2000 rpm durante diez minutos. Todas estas operaciones se
llevaron a cabo a 4C.

Luego se continubd a temperatura ambiente. La acetona fue
traspasada a tubos cbnicos dividiendo cada muestra en dos par-
tes. Se evaporbd a sequedad, se retombd el extracto en 1 ml de
agua, se calentd por diez minutos a 50-60C y se agitd durante
un minuto con un agitador "Vortex".

Se agregd luego 10 ml de eoter, se agitd durante dos minu-
tos y se congelb en megzcla de hielo seco/t. cetona. Se extrajo
la fase etérea y luego de evaporarla se retomd el extracto con
1.4 ml de metanol; se agitd por un minutoy se agregbh 0.6ml
de agua, volviéndose a agitar un minuto.

A esta mezcla se le agregaron 2 ml de hexano para extra-
er lfpidos que pueden interferir. Luego de extraer, 8e descar-
t6 el hexano y se agregb 6 ml de cloruro de metileno, agitin-
dose 2 minutos. Se recogi6 la fase de ClaCHy; y se evapord a
sequedad.

Finalmente, se retomd el extracto en 1 ml de isooctano,
se guardaron 100 pnl para evaluar la recuperacidn, (que usual-
mente oscila en un 60-70%)., y en el resto se practict la se-
paracidn de los esteroides por cromatografia en Celite segln
el método ya descripto antes.

Los elufdos de las columnas se evaporaron a sequedad y

se retomaron en 1 ml de p uffer Abraham (Para 11:10, 8¢gr
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POy4Na, H7H,0; 4,7g P04H2NaH20; 1% Azida Sb6dica; 9g ClNa;

2
3,72g EDTA; 1g gelatina; llevadoa pH, con OHNa 10N) calentfn-
dose a 50-60C por quince minutos y agitando cada tubo dos

minutos. Los tres esteroides quedaron asf listos para ser a-

nalizados por el RIE.

d) Radioinmunoanflisis

Curva de titulacibn del Antisuero. La curva standard se
prepard con cantidades de esteroide no marcado en un rango
de 12.5 a 400pg. Los resultados se graficaron logarftmicamen-
te, utilizando la recta més probable calculada por el método
de cuadrados minimos (regresibtn). EI r?2 fue 0.97 para la cur-
va de DHT y 0.98 para la curva de T.

Ensayo
Se trabajé6 en un volumen final de 0.3ml que consiste de:

a) 100 pnl de solucidn SHT (5000 dpm) en buffer.

b) 100 nl de muestra (o solucibn standard) en tuffer.

c) 100 pnl de rntisuero (1:750)

Para elpunto correspondiente al "inespecffico": 200 ul buffer,
100 ul 3HT.

Luego de agitar bien se dejbé incubar esta mezcla 16 horas
a 4C, y luego se separ6 el esteroide no unido al antisuero me-
diante el agregado de 200 pl de solucidtn de carbbdn activado/

1.25% gelacina en buffer. Se esper6 diez minutos, se centri-

fugdb diez minutos a 2000 rpm recuperindose el sobrenadante
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(fraccibtn unida). Dicho sobrenadante se recogib en viales con-
teniendo 10 ml de solucibn de tolueno centellante. Se taparon
bien los tubos y se calentaron 30 minutos a 60C, agitindose
luego con un Vortex 45 segundos cada uno.

De esta manera se obtiene una méixima eficiencia para el
conteo, ya que la fraccidn unida (acuosa) es muy poco misci-

ble en el tolueno.

Chlculos

1) Se restd el "inespecifico" a cada punto.

2) Se hicieron los promedios de los cuadruplicados.
cpm 0 x 100

3) Se sactb el porcentaje de unibn del punto "O0'"=
cpm NO"

4) Se calcularon los demés puntos, tanto de la curva de cali-

bracibn como de las muestras incbgnitas:

cpm x 100

% unibn =
cpmHOH

5) Se construyeron las curvas y se leyeron los pg de las mues-

tras.

Electroforesis analftica de protefnas especfficas de epidfdimo

(PEE) (110)

A) Preparacibn del citosol

El sobrenadante de la centrifugacién a 105,000xg se utilizb

para el anflisis de las protefnas de la fraccidn soluble de las
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células epididimarias.
Se sacaron alfcuotas de los citosoles y se determinaron
protefnas totales por el método de Lowry y col. (101).

B) Fraccionamiento proteico en geles de poliacrilamida lami-

nares.

La técnica se basb6 en las de Ornstein (111), y Davies (112),

preparindose geles planos de 3 mm de espesor, 100mm de
largo y 89mm de ancho, que permitieron analizar hasta 8
muestras en un mismo gel, garantizfndose as{ mayor reprodu-
cibilidad. Se utilizd un peine acrflico para formar los depbsi-
tos de las muestras.

El buffer de corrida fue Tris 5mM glicina 42mM, los geles
se corrieron a voltaje constante (450 voltios) por 23 minutos.

Se tifleron posteriormente con una mezcla compuesta por
Coomassie Blue, al 2% (diluyente: 200ml MeOH, 50 ml! AcOH,
750 ml HZO) durante 18 horas.

Se destifieron con sucesivos cambios de decolorante (AcOH
50ml MeOH 200ml HZO 1000) evidenciindose entonces las dis-

tintas bandas.



Composicidn de los geles de poliacrilamida

ab
T=— . 100 a= masa de acrilamida (g)
m
b= masa de bisacrilamida (g)
m= volumen total
a
C=— 100
ab

Buffer Tris (HCl) 5.96g
HCl 1N 48ml

HZO csp 100ml, pH= 6.7

Reactivos Gel Separador Gel espaciador Gel al 3%
T= 7% C=3% T=3% C=20% T=3% C=3%

Acrilamida 15% 2ml 1. 5ml 0.56ml

Bisacrilamida 1% 0. 9ml 0. 4ml 0.036ml

Mercaptoetanol 0.05ml - -

0.14M

Persulfato 7. 4% 0. 04ml - 0. 04ml

Temed 0.002ml 0.002ml 0.002ml

Sacarosa 40% - 2ml -

Riboflavina 4%mg - 0.5ml -

Buffer dil 1:10 0.8ml 0.5ml 0.8ml

HZO csp 4ml 4ml 4ml
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Procesamiento de los datos:

Los datos obtenidos por duplicado, triplicado o cuadrupli-

cado, segtn los casos tienen caleculado el error standard (SE)

Voo

Cuando fue necesario se utilizd el test de Student para de-
terminar diferencias significativas en base a p { 0.05.

Los chlculos de actividad enzimética, 4cido siflico, glice-
rilfosforilcolina, ete., fueron hechos en base a programas en

mini-computadora HP 25.
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Plan

Andrbgeno-dependencia de la 5=« -reductasa

epididimaria de la rata adulta,

I) a. Localizacibn de la actividad de 5- K -reductasa en
el epldfdimo de rata adulta.
b. Determinacidn de la pureza de las fracciones subce-

lulares obtenidas por centrifugacibn diferencial.

I1) Efecto de los andrbgenos sobre el trofismo de sus

6rganos efectores.

II1) Efecto de la castracibn sobre la actividad in vitro de

la 5« -reductasa epididimaria de rata adulta.

IV) Efecto del tratamiento con propionato de testosterona
(TP) sobre la actividad in vitro de la 5« reductasa

epididimaria de animales castrados.
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RESULTADOS

I) Localizacibtn de la actividad de la 5 « -reductasa epididi-

maria de rata adulta. Determinacibtn de la pureza de las

fracciones subcelulares obtenidas por centrifugacibn diferen-

cial.

En los experimentos iniciales se estudid la distribucibn
subcelular de la actividad de la enzima 5a reductasa en el
epidfdimo de la rata. En la Figura la se han graficado los
resultados de estos experimentos utilizando el grafico de

Van der Vusse (105) en el que en la ordenada se represen-

ta el valor de la relacibn % de la actividad 5 4 reductasa
total/% de la protefna total que corresponde a cada fraccibn
y en la abcisa se representa el valor acumulativo de prote-
fna de cada fraccibn. En este tipo de grafico, la altura de
la barra indica la actividad especffica de la fracci6bn mien-
tras que el 4rea de la misma representa la actividad total.
La figura Ja indica que la mayor actividad in vitro de
la 5 &« reductasa se encuentra en las preparaciones micro-
somales y nucleares, con una actividad especffica relativa
de 43% y 42% respectivamente, lo que confirma resultados
anteriores obtenidos en este laboratorio (113), asf como los
de Vreeburg y Scholte (114).

Las figuras Ib,c,d ilustran , utilizando el mismo tipo



FIGURA I : Determinaci6n de la pureza de las fracciones

subcelulares obtenidas por centrifugacién. Localizacién
de la actividad de l1la 54 -reductasa epididimaria de rata
adulta.

A) Actividad de 5a -reductasa

B) Contenido en ADN

C) Actividad de succinico deshidrogenasa

D) Actividad de NADPH-cit ¢ reductasa

Los resultados estdn expresados en % de la actividad total
(en pmoles o densidades Gpticas segin cada caso), por % de
proteina de cada fracci6n, en funcién del % de proteina:

(A%/p% versus %P)
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de gréifico, la distribucibn relativa de los trazadores nucle-
ares (contenido en ADN), mitocondriales (actividad de suc-
cinico deshidrogenasa), y microsomales (actividad de la
NADPH-citocromo-c reductasa).

La actividad dela 5y reductagsa exhibida por la fraccibn
mitocondrial (11% del total) y citosoluble (4%), puede adju-
dicarse, como lo muestran las figuras b,c,d ala contamina-
cibn por otros componentes subcelulares (microsomas y mem-
branas nueleares).

En cambio, si bien la fraccibn nuclear cruda exhibe cier-
ta actividad de marcador microsomal, se verifica actividad
de 5 4 reductasa intrfnseca en dicha fraccibn, lo cual esté
de acuerdo con trabajos de otros autores (115). De todas ma-
neras, conviene tener en cuenta la probable intervencibn de
partfculas del retfculo endoplasmético en los pellets de 800g
para la 5 o reduccibtn de la T, como lo sugirib6 Yoshizaki,

(70).

I1) Efecto de los andrbgenos sobre el trofismo de siwbrganos

efectores.

Para corroborar la efectividad de los tratamientos hormo-
nales a los que se sometieron los distintos lotes, se regis-
traron las variaciones de peso de diversos brganos efectores

de andrbdgenos: epidfdimo, prbstata y vesfculas seminales
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Yy, en el caso del epididimo, también el contenido proteico
total y especifico.

Los resultados se muestran en la Tabla 1. La castracibn
por 30 dfas reduce en un 75% el peso del epidfdimo y vest-
culas seminales y en un 82% eli de la pr6stata. El tratamien-
to con andrbgenos por sblo 2 dfas produce aumentos signifi-
cativos en este parfimetro, que se hace mis marcado con
tratamientos mé&s prolongados.

De estos datos se deduce que los tratamientos fueron al-
tamente efectivos en las dosis y tiempos utilizados. Cabe se-
flalar que el peso del epidfdimo de los animales intactos in-
cluye un 40% del peso hGmedo en espermatozoides.

AGn asf, la diferencia real entre normales y castrados es:

444 -184= 260 mg, que sigue siendo significativa.

ITI) Efecto de la castracidtn sobre la actividad de la 5o -

reductasa epididimaria de rata adulta.

La castracitn produjo una disminucibn progresiva de la
actividad in vitro de la 53 -reductasa microsomal (Figura
Il1a) y nuclear (Figura IIb).

La actividad enzimética alcanz6 su nivel minimo 14 df-
as luego de la castracibn, donde sblo se detectl el 13% y
14% de la actividad del control para las fracciones micro-

somales y nucleares respectivamente.
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TABLA 1 Efecto de los andrdgenos sobre el trofismo de

los 6rganos efectores.
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TABLA 1
PESO HUMEDO DE LOS ORGANOS PROTEINAS TOTALES EPIDIDIMARIA
Tratamiento Prbstata V. seminal Epidfdimos mg p/brgano mgl0-2/ protefnas
mg tej. nucleares, @g)
RATA INTACTA 220 21.82 270  25.6 740 14.5- [10.6 2. 87 353
(90 dfas)
RATA CASTRADA 39 5.0% 67  2.9* 184 8.2° |1.8 1.98 33
(30 dfas)
CASTRADA 76  8.2"* 129 3.9*" 290 5.4** | 3.9 2.73 40
30 dfas +
2 dfas T
CASTRADA 112 18.6 " 141 17.5°F 373 14.5°F | -- -- 85
30 dfas +
4 dfas T
CASTRADA 147 o7 " 231 39.4"" 424 32.2" |7.a 3.50 194
30 dfas +
8 dfas T
* K
CASTRADA 221 11.2°" 291 37.4 457 36.5%* | 6.9 3. 05 206
30 dfas +
12 dfas T

a* promedio ES

*= p 0.01 respecto de lote ratas intactas

**= p 0,0} respecto de lote castradas 30 dias



FIGURA II Efecto de la castracidén sobre la actividad
de Ta 5« -reductasa epididimaria de la rata adulta:
A) Fraccién Microsomal

B) Fraccién Nuclear

3% A $% B

10| 1
10 - |
0 2 4 8 14 dis 0 2 4 B8 14 dias

Los resultados se expresan como porcentaje de actividad
(pmoles 5% -reducidos/mg proteina.hora) del control intacto (0)
en funcidén del tiempo (en dias) a partir de la castracién.
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Es de hacer notar que perfodos mfs largos de castracibdn
(30 dfas) no traen aparejados descensos proporcionales en la
actividad de 5« -reductasa, Imientras que tan sblo dos dias
de castraci6tn bastan para disminuir sensiblemente su activi-
dad. (P 0.005)

La Tabla 2 muestra el efecto de la castracibén sobre el pe-
so del epidfdimo, el contenido proteico total de las fracciones
nucleares y microsomales, y la actividad enzimftica, expre-
sada como nanomoles de productos 5 « reducidos/6rgano, ho-
ra,

Cabe destacar que mientras el decrecimiento en la activi-
dad especffica (Figura II) fue un proceso gradual (14%, 38.5%,
62.5% y 83% para la preparacidén nuclear luego de 2,4,8 y 14
dfas de castracidtn respectivamente), la cafda de la actividad
total (Tabla 2) fue mucho m4s abrupta (66%, 83%, 94% y 98%
para el citado lote), y que ademfs excedi6 en cada caso la
correspondiente cafda en peso del 6rgano, o la del contenido

proteico total de la fraccibn considerada.

IV) Efecto del tratamiento con propionato de testosterona

-reductasa epididimaria

sobre la actividad de la 5

de animales castrados.
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TABLA 2
NUCLEOS MICROSOMAS
Tiempo luego de Peso de los Proteinas Actividad total Protefnas Actividad total
la castraciéon (dfas) Epidfdimos (mg) ug) (nmoles/6brgano. ug) (nmoles/brgano. hora)
hora) IDS (n=5)
0 370 291 116.4 12,1 375 103.9 9.5
2 154 118 39.3 7.66 100 33.7 6.1
4 156 78 19.5 4. 87 53 17.3 3.5
8 125 43 6.6 1,58 26 7.2 2.1
14 100 40 2.2 0.64 24 1.82 0.9
30 90 33 1.48 0.2 - 1.1 0.3

Efecto de la castracibn sobre el peso hGmedo del epidfdimo y contenido proteico de las

fracciones nucleares y microsomales. Actividad total (por brgano) de la 5 reductasa.
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TRATAMIENTOS

Tratamiento con

LOTE Tiempo de castracibn Andrbgeno
(dfas) (dfas)
Castrado 30d —
Mantenimiento 30d 3od
Reinduccibn 5d 35d 5d
Reinduccibén 20d 50d 20d

lafuerte cafda de la actividad enzimftica in vitro cau-
sada por la castracibébn (82%, Figura 1III), fue anulada median-
te alministracibn inmediata y continuada de testosterona a
los animales orquidectomizados (lote "Mantenimiento").

Sin embargo, el tratamiento por 5 dfas con andrbgeno,
iniciado a los 30 dfas luego de la castracibén (lote Rein-
duccidtn 5 dfas), no logrd revertir la cafda de la actividad
enzimitica en grado significativo. En cambio, al extenderse
la terapia hasta 20 dfas (lote Reinduccibtn 20 difias), dichaac-
tividad volvié a los niveles detectados en el lote Mantemi-
miento,

Una vez establecido que la testosterona podfa ser efecti-
va para reinducir la actividad de la 5 « reductasa disminui-
da por la orquidectomfa, se diseifiaron experimentos para es-
tudiar la cinética de dicha reinduccibn.

Para ello, se inyectaron diarifamente 200ug de propiona-
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FIGURA III Efecto del tratamiento con testosterona sobre

la actividad in vitro de la 5a -reductasa epididimaria de
animales castrados. A)Fracci6n Microsomal,B)Fraccién Nuclear

2 A B

< L

Los resultados estdn eéxpresados segin descripto en Fig I1I



to de testosterona (TP) disuelto en aceite vegetal por via
subcuténea, a ratas castradas 30 dfas antes,por tiempos va-
riables: 2,4,8 y 12 dfas.

Los ensayos enziméiticos se llevaron a cabo entre 24 y
36 horas luego de la fltima inyeccibn, con el objeto de per-
mitir la eliminacidn del esteroide inyectado dé los tejidos
a estudiar,

La figura IV {lustra el efecto de esta terapia de reem-
plazo con TP sobre la actividad de la 5 ; -reductasa. La en'-
zima nuclear (A) muestra un decrecimiento del 63% luego de
la castracibén, que se va revirtiendo conforme se alarga el
tiempo de tratamiento, hasta alcanzar un 83% de su valor
control a los 12 dfae de teraypis.

La enzima microsomal (Figura IV B) parece reaccionar
mis ripidamente, ya que sblo 2 dfas de tratamiento duplican
su actividad, que llega a valores control luego de 8 dfas de
suministro de hormona.

Cuando se analizan los efectos de la terapia con andrb-
genos en términos de actividad total de la fraccibn nuclear,
se encuentra que la castracibn redujo su valor a sblo 3.5%

del control, y que si bien el tratamiento androgénico produce

una recuperacibn visible de este parimetro, 12 dfas de trata-
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miento sblo logran restablecer un 49% de la actividad anterior.
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FIGURA IV, Cinética de la reinduccidén de la actividad in

vitro de la 5 q- reductasa en el epidfdimo de ratas castradas:
por tratamiento con testosterona. A) Fraccién Microsomal,
B) Fraccidn Nuclear.

Los resultados se expresan como descripto en la Figura II.



DISCUSION

19Parte

(Andrbgeno-dependencia de la 5a -reductasa epididimaria de

la rata adulta.)

Hemos destacado anteriormente la fundamental importancia

de la 50 -reduccibn de T en los tejidos efectores de andrbgeno

como el epldfdimo, ya que se transforma asf una pre-hormona
en el andrégeno verdaderamente activo (DHT).
Esto bhg tornado imprescindible caracterizar las propieda-

des de la enzima que cataliza dicha metabolizacibn (115,71,

113), e intentar dilucidar sus posibles mecanismos de control.

Los ensayos para aislar y solubilizar la 5a -reductasa han
sido hasta el presente infructuosos (115), o bien poco confia-
bles, como ocurre para muchas enzimas ligadas a membrana
(156, 157).

Esto dificulta o incluso imposibilita encarar ciertos estu-
dios enziméticos que r equieran la constancia de determinados
paridmetros mientras se varfa otro, as{ como cuantificaciones
exactas de la enzima en un tejido dado.

Por consiguiente, los estudios de la 5 a-reductasa se restrin-
gieron por ahora a sistemas in vitrorelativamente crudos, y
a estudios in vivo, que si bien tienen la ventaja de ser més
fisiolbgicos, limitan por otro lado el grado de refinamiento

o exactitud de la informacibn alcanzable, especialmente bajo
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el punto de vista molecular.

Los experimentos descriptos en la primera parte de este
trabajo tienden a {ilustrar el efecto estimulatorio de los andro6-
genos sobre la actividad enzimftica medida "in vitro".

A grandes rasgos, se ha visto que la 5 o -reductasa epidi-
dimaria disminuye paulatinamente su actividad después de la
castracibn, y esta cafda es prevenida si se mantiene el ani-
mal castrado con inyecciones diarias de andrbgeno.

Los efectos de la deprivacitn de andrbgeno son incluso re-
vertibles por una adecuada terapia hormonal.

Existen numerosas evidencias acerca de una regulacibn fi-
sioldbgica de la 535 -reductasa de diversos tejidos, mediada por
hormonas.

La actividad de la enzima prostltica es reducida apreciable-
mente por la castracibn (92,93), siendo este efecto prevenido
por la administracibtn de andrbgenos (94,158, 159). La enzima
renal no parece afectada por estos tratamientos (168), mien-
tras la hipofisaria aumenta su actividad '"i{n vitro" luego de
la castracidtn (94,159,160).

Esta regulacidon no estid tampoco limitada a los brganos
blanco de andro'genos, ni &stos son los Gnicos involucrados
en la regulacibtn de la 5a -reduccibn.

La enzima hepitica, por ejemplo, que tendrfa principalmen-
te funciones degradativas al derivar cierta cantidad de esteroi-

des hacia formas biolégicamente inactivas, es influenciada
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por la hormona tiroidea (98) élos corticosteroides y los estrb6-
genos (161).

En cuanto a la reductasa epididimaria, nuestros resultados
confirman la andrbgeno-dependencia descripta por los autores
citados en la introduccibn (95,96,97), si bien discrepan con
determinados aspectos de la misma,.

Dj¢seland (95) encontrd por ejemplo un decrecimiento del

34% y 45% en la formacibn de metabolitos 5 a -reducidos en

el epidfdimo de ratas castradas por 1 y 14 dfas respectivamen-

te.

Nuestroe ensayos indicaron en cambio una cafda del 17% y
86% para tiempos de castracibdtn similares, sufiriendo un efec-
to mis gradual de la ausencia de andrbgeno sobre la actividad
enzimatica, asf como de consecuencias més draméticas a lar-
go plazo.

En cambio, sus resultados coinciden précticamente con los
nuestros en lo que respecta a la recuperacibdn de la actividad
5a -reductora de animales castrados tratados diariamente con
150ug de propionato de testosterona (95).

Al respecto, cabe sefialar que Robaire et al (96), trataron
a los animales castrados con implantes de testosterona a dos
dosis durante 4 semanas, y no lograron mantener la actividad
de la 5a -reductasa nuclear epididimaria.

Esta discrepancia con nuestros resultados, asf como con

los de Djoseland (95) y Moore y Wilson (158), podrfan quizés
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explicarse en base a lag dosie utilizadas por estos autores, ma-
yores que las usadas en este estudio, asf como al tipo y dura-
cibn d~l tratamiento. Es sabido que la utflizacibn de implantesg
proporciona una secrecibn artificial constante de esteroide, y
no por pulsos como lag producen losg tratamientos por inyeccibn
subcutinea

Cabe preguntarse, si cambios de este tipo respecto de la
produccibn fisiolbgica de T por el testfculo (que evidencid rit-
mos circadianos), no provocan respuestas notablemente distin-
tas en los brganos efectores, y también consecuencias a nivel
de los mecanismos de secrecidn de gonadotrofinas, con sus e-
ventuales implicancias en la metabolizacibtn de esteroides (167).

Cierta evidencia obtenida recientemente en nuestro laborato-
1io (C.M. Lubicz-Nawrocki, comunicacibn personal) indica que
la estimulacibn androgénica de la 5« -reductasa requiere dosis
relativamente bajas de andrbgenos, 25 a 50ug de TP/ 100g de
peso, que incluso son ingsuficientes para reponer el peso del 6r-
gano, y que el uso de dosis mayores provoca una disminucibdn
de los efectos

En nuestros estudios, sin embargo, no fue posible discrimi-
nar ambos efectos, ya que la dosis de TP utilizada alcanz6 pa-
ra recuperar ambos parimetros a los dos dfas de tratamiento
para ratas castradas 30 dfas antes (Tabla 1, Figura IV).

Serfa por consiguiente de interés, establecer una curva dosis-

respuesta, tanto para la recuperacibtn de la 5« -reductasa como
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del trofismo del 6brgano.

En lo que se refiere al mecanismo por el cual actuarfa la
testosterona para ejercer este control positivo sobre la acti-

vidad de la 5a -reductasa, se sugieren las siguientes posibi-

ltdades:

-0V~

a) Que la T actGe como efector (modulador positivo) de la enzi-

ma.
b) Que la T estimule la sfntesis de un efector.

c) Que la T induzca la sfntesis "de novo" de la enzima.

d) Que la T modifique la vida de la enzima o la de su efector

positivo, actuaado a nivel de los mecanismos de degradacibn.

e) Que la T garantice determinadas condiciones de las membra-
nas a las cuales se hallaagociada la enzima, {incidiendo asf
sobre sBus propiedades catalfticas o el acceso del sustrato.

Se puede descartar la posibilidad a) ya que no fue posible re-

vertir la actividad de la euzima en el epididimo del animal

castrado mediante la pre-incubacibénm con T "jan vitro", {inclu-

s0 a concentraciones supra-fisiolbgicas (163).

Tampoco parece existir ningGn factor, al menos en el
citosol epididimal, que estimule a la 50 -reductasa micro-
somal, ya que la incorporacitn de alfcuotas de citosol nor-
mal o de animal castrado y tratado con andrbgeno al ensa-
yo enzimftico, no revierte la disminucibtn de actividad ob-
servada in vitro en el animal castrado (164).

Quedan por lo tanto las posibilidades c),d), y e(). Las
dos primeras requieren técnicas de aislamiento y cuantifi-

cacibtn de la enzima que, como hemos visto antes, no es-

tAn todavfa a nuestro alcance.



El punto e) no se contrapone en realidad con los deméfs, y

es interesante destacar que Charreau y Salmoral (165) demos-

traron que tratamientos in vitro de las fracciones subcelulares/

conteniendo actividad 5 4 -reductora con fosfolipasas A y C in-
hibfan esta actividad. Los autores atribuyen este efecto a 'la
hidr6lisis de los fosfolfpidos constituyentes de la membrana,

a la cual también se encuentra ligada la enzima. Esta, al al-
terarse la membrana, se inestabilizarfa de alguna forma, dis-
minuyendo su capacidad ;xmetabolizadora de T.

Esta eventual incidencia de los fosfolfpidos estf reforzada
por el hecho de que existen alteraciones de éstos por desba-
lance andrbgenico (168), lo que explicarfa, al menos en parte,
ladisminufda 5 4-reduccibn evidenciada in vitro en los anima-
les castrados. También poandrfa de manifiesto el requerimien-
to de estructuras intactas, en lo que conclernea'las membranas,
para su adecuado funcionamiento (165).

Respecto a la alteracidtn de otros factores intracelulares
relacionados con la 5@ -reduccibébn, podemos mencionar la de
su cofactor.

En efecto, y al igual que otros pasos metabblicos, el cami-
no de las pentosas (y por lo tanto los niveles de NADPH) ha
mostrado ser andrbgeno-dependiente en el epidfdimo (89) dis-
minuyendo luego de la castracibn, por ejemplo. Esto podrfa
explicar la menor formacibn de compuestos reducidos al ser

bajo o nulo el aporte de T, pero dicho efecto deberfa desapa-
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recer en los ensayos in vitro en los cuales, seglin se vio, se
adicionb6 NADPH 5.10-4M a las fracciones subcelulares a incu-
bar.

Por lo tanto, se puede descartar que la artividad de la
5 x-reductasa, disminufda por la castracibn, se deba a la ca-
fda de este cofactor, si bilen esta disminucibn in vivo proba-
blemente contribuya a dificultar més aGn las 50 y 3ol-reducciones.

Hasta ahora, siempre hemos hablado de la testosterona co-
mo estimuladora de la actividad 5& -reductora. En realidad,
no se sabe si esta estimulacidén es ejercida directamente por
la hormona sustrato, o bien por su(s) producto(s).

El mecanismo clfisico de accibn hormonal implica. como
se vio antes, la conversibn de T a DHT, la unibn especifi-
ca de ésta a los receptores y finalmente la translocacié4n al
ntcleo e interaccibn del complejo receptor-hormona con la cro-
matina.

Por lo tanto, es probable que la testosterona inyectada
a las ratas castradas se convierta primero en DHT en los
b6rganos blanco, mediante la accibn de la 5 ¢ -reductasa re-
maaente, y que el producto formado estimule luego la acti-
vidad eunziméitica por alguno de los mecanismos postulados an-
teriorme nte, muy posiblemente via receptor.

En cwmnto al sentido Gitimo de esta regulacibn positiva
por parte del andrbgeno sobre su enzima metabolizadora, lo

podemos analizar primeramente por sus efectos a nivel del brgano
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donde se produce.

Asumiendo siempre que la DHT es la hormona realmente ac-
tiva (68,77,78), una buena actividad 5a -reductora resultaré
de una adecuada provisibn de sustrato, y, el producto de esta
5 a -reduccibn serfd mas eficilente que la T en producir respues-
tas proliferativas, diferenciativas, metabblicas y funcionales
en los sistemas celulares iuteresados.

Se produce aquf por lo tanto un fendtmeno de retroalimea-
tacidon positiva del efecto androgénico a nivel del drgano bhnco
que contenga 5 o -reductasa.

El cese del suministro androgénico (castracibn) va a pro-
ducir el efecto inverso: la cafda de la actividad euzimhtica que
resulta en una menor cantidad de DHT producida (no sblo debi-
da a menores cantidades de sustrato endbgeno accesibles, si-
no también a la capacidad intrifnseca de la enzima para catali-
zar la reaccidon). Consecuentemente se produce una regresibn
"amplificada" del brgano efector, que est8 aparejada cop

la disminucibtn en el nGmero de receptores especi{ficos pa-
ra DHT. después de la orquidectomfa (169,170).

Cabrfa preguntarse ahora qué pasarfa en condiciones en
que haya demasiado sustrato para las necesidades momentineas
de DHT del tejido, si tenemos en cuenta que la enzima no pa-
rece saturable hasta el lfmite de solubilidad en agua de la

testosterona (10-4M) y sieundo el Km 10-6M.
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Cobra sentido entonces la suposicibébn de que existe otro me-
canismo de couatrol, esta vez inhibitorio, de la 5 ¢ -reductasa.

Si bien no parece haber para esta enzima una retroalimen-
tacibtn negativa por productos (DHT o 5 o -andrpstandioles), se
postuld (171,172) que la eventual DHT en exceso, podrfa deri-
varse hacia la formacidtn de dioles, presumiendo que estos me-
tabolitos fueran inactivos a nivel de interaccidtn con el genoma.
Esto tendrfa por efecto una menor concentracibn neta de andrb-
geno activo (DHT).

Cabe agregar ademfs, que al ser la trausformacibn DHT/

diol reversible, se podrfan también aumentar los "pools™"
de DHT mediante la reaccibn inversa, como se sugirid que o-
currfa en el tejido renal (98), constituyendo la oxidacidn del
diol una impotaute fuente de DHT.

Sin descartar la posibilidad de qu exista este mecanismo
inactivante, se han postulado diversas funciones para los 5 a -
androstandioles, como veremos mfs adelante que
no condicen con las caracterfsticas de un metabolito inactivo.

Por otro lado no se han hallado factores intracelulares
pasibles de controlar por inhibicibn la actividad enzimética.
Serfa quizis interesante, para tal efecto, investigar la exis-
tencia de algtn factor (proteico) relacionado con el Zn (véase
parte VII b), ya que este catidbn inhibe a la 5 ¢ -reductasa in
vitro y existe en grandes cantidades en los drganos sexuales

accesorios del macho.
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Desarrollo ontogénico de la actividad de la 5« reduc-

tasa y 3ol-deshidrogenasas en el epidfdimo de la rata

Correlacibn con el trofismo y la funcibn del érgano

V) Estudios Enziméticos

1- Localizacibtn subcelular de la 5 redu._ct'asa y 38-ol-
deshidrogenasa en el epidfdimo de rata prepGber. y adulta.

2- Estudios cinéticos de las actividades enziméticas.

3- Actividad in vitro de la 5a -reductasa epididimaria
durante el desarrollo sexual.

4- Actividad in vitro de la 3-o0l-deshidrogenasa epididi-
maria durante el desarrollo sexual.

5- Actividades comparadas de la 3g -ol-deshidrogenasa

y 8- B -0l deshidrogenasa en animales preplberes de

25 dfas y adultos.
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1- E1 peso del 6rgano, el contenido tisular en agua
y protefnas totales

2- E1 contenido en dcido desoxirribonucleico (ADN) y la
incorporacién in vitro de 14C-Timidina al ADN.

3- Andlisis histoldgico de cortes transversales de epididimo.
Determinacidén del ndmero de figuras mitéticas.

B- Medicidon de distintos parédmetros relacionados con la
funcion del epididimo, o de alta concentracién en este
6rgano, a 1o largo de la maduracion sexual de la rata.

4- E1 dcido sidlico (NAN)

5- La glicerilfosforilcolina (GPC)

6- E1 Cinc (Zn) tisular

7 -

Las protefnas especificas epididimarias (PEE)
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RESULTADOS (292 parte)

Desarrollo ontch:énico de la actividad de la 5a -reductasa

y 8 -ol-deshidrogenasas en el epidfdimo de la rata. Corre-

lacién con el trofismo y la funcidn del O6rgano

V) Estudios Enziméfticos

1- Localizacibn subcelular y actividad 4e la 5 a

reductasa y de la 3-ol-deshidrogenasa en el epidfdimo

de la rata prepGber y adulta.

En la FiguraVa se grafict la distribucitn de la actividad
5« reductasa en el epidfdimo de la rata prepdber de 25 dfas
de edad. Para ello utilizamos nuevamente el grafico propues-
to por Van der Vusse en el que la actividad especffica relati-
va se grafica en funcibn del valor porceatual de protefnas.

Se emplearon fracciones subcelulares de epidfdimos de
ratas de 25 dfas, las que se incubaron a 34C durante 20 minu-
tos, en presencia de testosterona 10-6M. La figurayp muestra
el perfil obtenido en las mismas condiciones para el epidfdi-
mo de rata adulta.

La 50 reductasa del epidfdimo preptber no difiere mayor-
mente, en su localizacibn, de la del epidfdimo adulto, si bien

parece estar més "distribufda" en todas las fraccio.es, par-



-68-

FIGURA V:Localizacién subcelular comparada de la 5q -reductasa

epididimaria de la rata de 25 dfas (A) y adulta (B)

Los resultados estdn expresados como sefialado en 1a Figura I
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ticularmente en las citosoluble y mitocondrial. Esto podrfa
quizée atribuirse al diferente comportamiento de las partfcu-
las celulares durante el proceso de sedimentacidn de los ho-
mogenatos prepuberales respecto de los adultos.

De todas maneras,‘la actividad registrada es predominan-
temente microsomal, siendo relativamente baja en la fraccibn
nuclear cruda, lo cual confirma resultados anteriores para la
5 « reductasa de rata adulta (71,70),

La figura VIA nos indica la localizaci6bn de la actl vidad de
la 3 hidroxiestercide deshidrogenasa expresada como
pmoles de 5« -androstandioles (3« y 3/ ol), en distintas frac-
ciones subcelulares expuestas 20 minutos a una concentracibn
10°%M en DHT.

La figura VIB corresponde a los resultados obtenidos para
la rata adulta.

La 3-ol-deshidrogenasa se distribuye, en el epidfdimo de

rata prepliber, entre la fracci6tn microsomal y citosblica, mien-

tras en la rata adulta. la mayor parte de su actividad se en-

cuentra en la fraccibn microsomal.

2- Estudios Cinéticos de las actividades enzimfticas.

Con el objeto de establecer las constantes cinéticas de las
enzimas en la etapa prepuberal, se calcularon las velocidades

iniciales en base a las tangentes al origen de curvas de pro-



FIGURA VI: Localizacién subcelular comparada de la 3-hidroxies-

teroide deshidrogenasa epididimaria en la rata de 25 dfas (A),
y adulta (B).

Los resultados se expresan como descripto en Figura I.
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ducto formado en funcibtn del tiempo.

En la figura vyjiia 8¢ muestra la curva de producto (DHT+
dioles) obtenida al incubar la fraccibn microsomal con T= IO-BM.
La velocidad inicial en este caso fue 222 pmoles/mg protef-
na/h. Se ve que la produccibn es lineal hasta los 10 minutos
de incubacibn aproximadamente,.

En la Figura VIIb ge grafic6 la recta de dobles inversas
de Lineweaver-Burk a partir de las velocidades iniciales ob-
tenidas al incubar a distintos tiempos alfcuotas de fraccibdn
microsomal con 10-6M, 2.10 M y 5.10—6M de testosterona,
Se obtuvo linealidad en ese rango de concentraciones, regils-
trindose un Ky = 2.8.10"8M y una Vy= 840 pmoles/mg p/h.

En la figura VIIla; ,a5 ge ilustra la curva de produccibn
de androstandioles en funci6tn del tiempo paralasfracciones mi-
crogsomal y citosblica respectivamente, incubadas con 10'6M
de DHT. En la figura VII by,by) se grafican las rectas de dobles
inversas para estas mismas fracciones incubadas con DHT 1,
2 y S5uM.

Para la 3-ol-deshidrogenasa microsomal se obtuvo un K‘P
aparente de 3.03- 10-6M, y una V.= 278 pmoles/mg p,/h.

Para la 3-ol-deshidrogenasa del citosol el Ky fue 3.6.10"%Mm

y la VM= 270 pmoles/mg p’/h.

Conviene aclarar que los datos cinéticos obtenidos para la
3-ol-deshidrogenasa reflejan la actividad de dos enzimas ya
que, la técnica utilizada en estos ensayos no separa los pro-

ductos 3 o y 3 @ androstandioles.
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FIGURA VII : Pardmetros cinéticos de 1a 5q -reductasa

microsomal del epididimo de ratas preplberes de 25 dfas.
A) Curva de producto formado (pmoles 5q -reducidos) vs
tiempo, para T =10'6M.
B) Recta de dobles inversas de Lineweaver-Burke, obtenida
a partir de las Vo calculadas de curvas de producto vs
tiempo,en funcidn de distintas concentraciones de sustrato.
T =1,2.5 y 5 x10 ®m

_ -6
KM- 2.8x10 M

VM= 340 pmoles/mg p.hora

FIGURA VIII : Pardmetros cinéticos de la 3-hidroxiesteroide

deshidrogenasa microsomal y citosélica del epidfdimo de ratas
de 25 dfas.

Curvas de producto vs tiempo para DHT =10'6M, en fraccidn
microsomal (Al) y citos6lica (A2).

Rectas de dobles inversas obtenidas segin descripto en Fig VII,
para distintas concentraciones de DHT, en fraccién microsomal(B1)
y citosélica (82)

6

- _ -6
Ky; =3x107°M Ky, =3.6x107°M

M2

VM] =278 pmoles/ VM2 = 270 pmoles

mg.p.h. /mg.p.h.
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FIGURA VII
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Los valores de Km hallados para la 6§y reductasa y 3-ol-
deshidrogenasa en el epidfdimo de la rata prepGber no mues-
tran diferencias con los de la rata adulta, dentro de la sen-
sibilidad del método, lo que hace suponer que se trata de en-
zimasg de idénticas caracter{sticas funcionales, especialmente

en lo que concierne a la afinidad enzima-sustrato.

3- Actividad in vitro de la 5a -Reductasa epididimaria durante

la maduracibn sexual.

La Tabla 3 muestra loe valores obtenidos al incubar por-
ciones de tejido epididimario de ratas de 15 a 50 dfas, en
presencia de distintas concentraciones de testosterona.

Vemos que,para practicamente todas las concentraciones
de T utilizadas, la actividad especffica de 5« -reductasa, ex-
presada como la suma de DHT y dioles producidas por unidad
de pego y tiempo. aumenta a los 25 dfas de edad y luego des-
ciende paulatinamente.

Es de notar que hasta los 25 dfas, el metabolito que de-
termina las variaciones en la actividad especf{fica in vitro es

el diol y no la DHT. En efecto, la relaci6tn diol esth corre-
DHT

lacionada directamente con el aumento de la actividad
de la 3-ol-deshidroge.asa de los 15 a los 25 dfas y su
posterior descenso a partir de los 30 dfas, donde la DHT
pasa a ser el metabolito m&s importante, tal como ocurre

para la rata adulta. En la figura IXa sepyede apreciar la re-
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TABLA 3

Actividad in vitro de la 5q reductasa, hallada al incubar trozos de tejido epididimario
de ratas de distintas edades

Actividad Actividad Actividad Actividad
EDAD mno:.mmq diol mwﬁnog.uu diol mpamnu.a diol mpuu.ma. 6 %ummr
dias) T=10 M DHT T=5.10 M DHT T=10 "M DHT T=5.10 M
15 0.9 0.5 2.8 0.55 8 1.66 34 2
20 0.53 0.32 4 1 8 1.66 28 3
25 2.21 2.9 11.9 2.6 21.4 1.9 77.6 1.35
30 2.09 0.97 7.2 09 15.5 1 82 m\.»
40 m—.ao 1.3 5.7 0.8 12.6 0.89 56 1.36
.'50 0. 64 0.68 2.9 070 2.6 0.89 24 0.68
90 4. 82 0.48

Actividad = pmoles DHT + diol
mg tejido. hora.
Los resultados corresponden al promedio de dos determinaciones por duplicado, y el error no

superaba el 15%



laci6tn entre actividad especifica de la 5o -reductasa a lo lar-
go de la edad, con el cociente diol/DHT correspondiente, al
incubarse trozos de tejido en presencia de 5.10-7M de testos-
terona.

También se graficd (Figura Xb ) la actividad de la 5a -
reductasa expresada por 6rgano, junto con el peso hGmedo co-
rrespondiente de los epidfdimos. En este caso no se ve el pi-
co de la figurarXa , sino que la actividad aumenta continua-
mente, si bien con una pendiente més acentuada a partir de
los 30 dfas de edad.

La actividad total a los 50 dfas es 20 veces superior a la
registrada a los 15 dfas, y aproximadamente cuatro veces la

de 25 dfas.

4- Actividad in vitro de la 3-ol-deshidrogenasa epididimaria

durante la maduracibn sexual.

A partir de los resultados anteriores se consider6 impor-
tante determinar, si el pico de actividad 5q reductasa ob-
servado a los 25 dfas . que se acompafilaba de un aumento en
la relacidtn diol/DHT (figuraIXa )-reflejaba un aumento de ac-
tividad especffica de las 3-ol-deshidrogenasas (que catalizan
la reduccibn de la 5 o -dihidrotestostrrona a 54 -androstan

3a,8 -17 g dioles).
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FIGURA IX : Actividad in vitro de la 5 a¢-reductasa a 1o

largo de la edad prepuberal, expresada por mg de tejido

(trazo 1leno), y relacidn diol/DHT correspondiente (trazos
punteados) (A).

La misma actividad, expresada por 6rgano (trazos llenos),

y el peso himedo de los epididimos (trazos punteados) corres-
pondiente a cada edad. (B).
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FIGURA IX
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La figura X muestra los datos correspondientes a la iacu-
bacitn de epldfdimos de ratas de distintas edades en presen-
cia de diversas concentraciones de DHT.

Los resultados indican una tendencia hacia el aumento de
la actividad especfficade la 3-ol-deshidrogenasa a los 25 dfas, que
se ve con mayor claridad en la curva correspondiente a 10_6M
de DHT. Es de destacar que en estos experimentos los epidf-
dimos de las ratas de 20 dfas de edad superaron en peso a
los epididimos de ratas de 25 dias.

Trozos de tejido de los mismos animales fueron incubados
con testosterona 5.10° 7'M detectidndose. como anteriormente. al-
tos niveles de actividad 5y reductasa a los 20 y 25 dfas de
edad, confirmando asf hallazgos anteriores (Tabla 3).

En la Tabla 4 se tabulan los datos correspondientes a la

actividad de ambas enzimas expresadas por unidad de O6rgano,

asf como el peso de los epidfdimos correspondientes

A diterencia de la 5, -reductasa, la actividad total de la
3-ol-deshidrogenasa aumenta lmsta los 25 dfas, donde tiene un
maximo (177.6 pmoles/epid.h.) y luego desciende conforme el
animal va madurando.

De esta forma se demuestra que el aumento de metaboli-
zacibn in vitro de la testosterona a productos 5 g -reducidos,

especialmente 5 o ~androstandioles, se debe tanto a una acti-
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FIGURA X : Actividad in vitro de la 3-hidroxiesteroide deshi-

drogenasa, en epididimos de ratas prepiiberes a 10 largo de la
edad.

Los resultados se expresan como pmoles de dioles formados por
mg de tejido, al usarse distintas concentraciones de sustrato (DHT)

pmoles
mg tej.h

tig X

o]

o 10 M
o 5.107 M
a 2.107 M
x 107 M

=
50d



1ADLA 4

-0c

Actividad in vitro de la 3-ol deshidrogenasa y 5 ; -reductasa, expresadas por

unidad de trgano. Peso de los animalesy de sus epidfdimos

x
obtrnida en el ensayo de 5.c reductasa.

% *
Actividad Actividad

EDAD N Peso rata Pego epldfdimos  50CXred. 3o0l- DHasa
dfas) (ratas) (gr } SE) (mg SE)

15 34 Nw.wmw 0.84 17.85% 0. 64 173. 86 13.81

20 15 31.2711.48 22.15%1.09 307.44 132.7

25 15 30.27%2.37 22.0921.60 303.07 177.6

30 15 57.47* 3. 96 55.47%4.99 204 142. 0

40 14 103. 29% 3. 28 109.0724. 38 412.3 120.7

50 12 133.08%6 .23 153.6%10.3 497. 17 69.1

Concentracibn del sustrato: 5 x 10" 7M. Tiempo de incubacibn: lhora,

o
temperatura:34C

i Expresada en pmoles de producto/epidfdimo/hora.
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vidad incrementada de la 5 4y reductasa como de la 3-ol-deshi-

drogenasa.

5- Actividades comparadas de la 3 o -ol deabidrogen.asa y 38 8-o0l

deshidrogenasa ea auimales prepliberes de 25 dfas y adultos.

Teaiendo en cueata la importante metabolizacidn in vitro de la
testosterona a 5 a-androstandioles, detectada durante la
edad prepuberal, se tratd de discriminar cual de los dos is®-
meros (3 a y/o 3 B) predominaba en el epidfdimo, tanto para
el animal preplber como para el adulto. Para obtener la sepa-
racibn de los isdbmeros se empled la cromatograffa sobre pa-
pel Whatman 3 utilizando el sistema hexano:metanol: agua 500:
450:50.

Como edad representativa prepuberal se eligib la de 25
dfas que coincide, como hemos visto, con una mayor formacibn
de androstandiol in vitro.

En la Tabla b ge muestra la actividad comparada entre am-

bas enzimas, expresada como picomoles de cada isbmero pro-

ducido por 6rgano, y también por mg de proteina, obtenida al incubar
homogenato con DHT 1 uM durante 60 minutos, en presencia del cofactor
NADPH en concentracidén 10 mM.

los 25 dfas., aunque dentro de la produccibdn total de diol, la for-

macidn del isbmero 3y estd levemente favorecida ya que repre-

senta el 59% del total,
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TABLA 5

Actividad comparada de la 3 a y 3 B ol-deshidrogenasas en el epidi-
dimo de la rata prepiber (25 dfas), y adulta (90 dfas).

Actividad pmoles / .
2 epid.hora % Actividad pmoles/ %Actividad
+ SD (n=4) mg.h.
total n=4 especfifica
& + +
w o 3. q ol 1180 ¥ 82 59 321.4 ¥ 45 44
o
[WW]
3-8 0l 840 ¥ 171 41 406.6 © 140 56
3- a 0] 2083 ¥ 60 80 475 t 85 74
=
S  3- B ol 523 ¥ 6.6 20 1656 * 60 26
o
<C



En 1o que respecta a la rata adulta, la Tabla 5 muestra los resul-
tados obtenidos luego de incubar homogenatos epididimarios con
3H-DHT 1 uM. En este caso, la formacién del isdémero 3 o predomina
ampliamente (80%) sobre la del 3.

También se investigd la formacién de cada isdémero en las distintas

fracciones subcelulares, mostrdandose 1o0os resultados en las Figuras

XI Ay B, para ratas preplberes y adultas respectivamente.

De las mismas se desprende que en el citosol predomina 1la actividad

de la enzima 3 yol-deshidrogenasa, ya que este metabolito represen-
ta el 90% del total de androstandioles en dicha fracciodn.

Por el contrario, en las fracciones microsomal y mitocondrial es
mayor la actividad de la 3 gol deshidrogenasa, representando su
producto el 607% y 62+, respectivamente, del total de androstandioles
de las frécciones citadas.

Estos resultados sugieren la diferente localizacidon de ambas enzi-
mas, ya que la responsable de la formacidén del isdémero 3a seria so-
luble mientras que aquella que forma el isdmero 3B estaria asociada

a fracciones particuladas.
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FIGURA XI ., Distribucién subcelular relativa de las

actividades 3 qa-01 (A), y 3 B -0l (B) deshidrogenasas en

el epididimo de la rata prepuber (Al’Bl)’ y adulta (AZ’BZ)

Los resultados estdn expresados seglin visto en Figura I
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VI) Niveles tisulares de testosterona DHT, y androstandioles

en el epidfdimo de la rata a difereates edades.

La Tabla 6 muestra los contenidos endbgenos de T, DHT
y Dioles en los epidfdimos de ratas de distintas edades prepu-
berales determinados por radioinmunoensayo, y expresados en
nanogramos (hg) de esteroide por gramo (g) de tejido hGmedo.

Los audrbdgenos 5 g -reducidos son cuantitativamente im-
portantes, siendo la relacibn 50 1educidos/testosterona entre
10 a 1 y 20 a 1 segln la edad (Tabla 6).

En el tejido epididimario, y a diferencia del plasma (17,
18,19,117), el andrbgeno mis abundante es la DHT, tanto en la
edad adulta (217,71) como en la prepuberal, como lo indican
nuestras mediciones.

Sin embargo, durante la muaduracibu sexual se detectan
ademés importantes cantidades de androstandiol, cuya concentra-
cidn va disminuyendo 1 medida que el animal va ma-
durando sexualmente, hasta alcanzar los bajos niveles registra-
dos en la adultez para este metabolito.

Esta alta concentracidn de dioles ha sido detectada también
en tejido testicular (18,116), plasma (19) y tejido cerebral (117)
durante la prepubertad de la rata, y también en el plasma de

ratas macho seaniles (213).



TABLA 6

Contenido- endbdgeno de testosterona, Jihidrotestosterona y androstandioles en
el epidfdimo de ratas prepGberes, determinado por radioinmuno ensayo. (Los

resultados se expresan en nanogramos por gramo de tejido htmedo (ng/g * SE(n)).

EDAD T DHT DIOLES Andrbgeno diol diol + %5 o<

(dfas) total (T+D+d) DHT DHT reducidos

15 7.00% 2 31.91 42,4210 81.3 1. 34 74. 3 91.4
(2) @) (2)

20 5.60% 2.5 30.99% 3,53 24.313.04 60.9 0.78 55. 3 90. 8
@) @) @)

* + *

25 3.57% 3.6 17.58%5.0 16.94%2.38™ 38.1 0. 96 34,5 90.5
@) ®) 3)

30 2.21%0.02 24,29%14.7 10. 07%6. 1 36.6 0. 42 34. 4 94
2) @) 3)

40 1. 80 37.00%1, 27 9.3:3.1 48.1 0.25 46,3 96. 2
1) 2) 2)

50 1. 97 39.64%6.3 10.07%4.0 51.7 0.25 49.7 96. 1
@) @) ®)

* significativamente diferente del lote 20 dfas (P 005)

**P  0.05 entre 20 y 25 dfas.



Nuestros resultados indican también que la relacibtn diol/
DHT se ve aumentada entre los 15 y 25 dfas (Tabla 6), donde
es,en promedio, igual a la unidad, y desciende a partir de los 30
dfas hasta llegar a un valor aproximadamente constante de 0. 25.
Sin embargo, no se llega a superar la unidad para dicho cocien-
te, como ocurrfa en los ensayos de metabolizacibn "in vitro"
(Tabla 3).

El valor relativamente alto de diol /DHT registrado a los
25 dfa s, se debe en realidad a una disminucibn transitoria, y sig-
nificativa (0.02 < p < 0.05) de la concentracibn tisular de DHT,
y no a un aumento de diol, mientras su posterior descenso se
debe tanto a un aumeato de DHT como a un descenso paulatino
del diol.

Este Gltimo desciende a la cuarta parte de su valor entre
los 15 y 30 dfas 42 61013 y luego (40-50 dfas) no registra varia-

g

ciones.

Si se considera la suma de los andrbgenos 1'+DHT+d.Be
comprueba que a temprana edad el epididimo tiene una alta con-
centracibn hormonal por peso de tejido, incluso superior a la del

brgano adulto.

Luego ésta desciende entre los 25 y 30 dfas, taato por la
disminucibén temporaria de DHT, como por el constaate descenso

de los androstandioles y la testosterona tisulares en este inter-

valo.



El resultado neto es una deplecidon de andrbgenos totales
entre los 25-30 dfas (Tabla 6) para este tejido efector, deple-
cidbn que serf posteriormente revertida por mayores aportes tes-
ticulares de it estosterona y mayor formacido neta de DHT, lle-
gandose a los 50 dfas a una concentracidn tisular total de an-
drbogenos similar a la de 15-20 dfas y también a la adulta (90
dfas: 72 40ng/g) (217) aunque la composicidon de los mismos sea

diferente en cada caso.
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VIl- Medicibn de parfmetros relacionados con el trofismo y

funcidn dl 6rgano, en epidfdimos de distintas edades.

Se intentd dilu.cidar si el pico de actividad in vitro de la
5 o -reductasa y de la 3-ol-deshidrogenasa en el epididimo de
la rata prepGber guardaba alguna relacidon con eventos celulares
propios de un drgano en desarrollo.

Mas especificamente, se iuvestigd si dicho pico se rela-
cionaba con la aparicibtn de cambios en algin parimetro conec-
tado con la funcidn epididimaria, que es la de madurar y mante-
ner la supeivivencia del espermatozoide.

Con tal objeto, se utilizaron animales prepGberes del
mismo rango de edades usado anteriormente, (V,VI) y en cuyos

epidfidimos se estudibd:

A) Pardmetros trdficos

1) E1 peso del 6rgano, el contenido tisular en agua
y proteinas totales

2) E1 contenido en dcido desoxirribonucleico (ADN) y la
incorporacién in vitro de 14C-Timidina al ADN.

3) E1 desarrollo histolégico del tdbulo y la determinacidn

del ndimero de mitosis.

B) Pardmetros funcionales

4) E1 contenido en dcido sidlico (NAN).
5) E1 contenido en glicerilfosforilcolina (GPC)
6) E1 contenido de Cinc (Zn).

7) La aparicién de proteinas epididimarias especificas (PEE)
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VII- A- Parémetros tré6ficos

1) Peso del 6rgano, contenido tisular en agua y protefnas

totales

En la Tabla 7 se muestran los datos obtenidos para el peso de

los epidfdimos durante el desarrollo sexual.

E1l incremento de peso ya sea himedo o seco, es moderado durante

los 30 brimeros dias de vida, acelerdndose posteriormente.

E1 contenido en agua, expresado como (Peso himedo - Peso seco /
Peso himedo)x 100, luego de permanecer invariable entre los 15 y

20 dfas, crece consistentemente, no registrdndose grandes cambios
de incremento durante el intervalo de 20 a 50 dfas de edad.

En cambio, el contenido en proteinas totales, también presentado

en la misma Tabla 7 y expresado en mg por mg de peso seco, muestra
un méximo a los 25 dfas, decreciendo luego.

En la figura X/J se grafican los valores de proteinas totales

por mg de tejido epididimario y muscular.

La concentracifén relativa de proteinas del epididimo sube abrupta-
mente a los 20 dias de edad (220% respecto del valor de los 15 dfas,
p 0.005) y luego baja lentamente, encontrdndose a los 50 dias un
valor de 68 ug/mg tejido, o sea un poco mds del doble del valor ini-
cial, que, por otra parte, constituye aln mds del doble del valor
obtenido a los 90 dias (28,7 ug/mg de tejido, p 0.005). Los valores
de proteinas prostdticas mostraron un perfil en todo semejante al
del epididimo (datos no presentados aquf). Las proteinas musculares
(tejido inespecifico) no muestran cambios apreciables durante ese

lapso.
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TABLA 7

Peso del 6rgano, contenido tisular en agua, y contenido en protefnas del epidfdimo
de la rata en la etapa prepuberal y adulta.

EDAD vmmoAmvwo_cHz>xHon % H,0 PROTEINAS
mg (m .

< . g /mg tejido
(dfas) Hamedo seco seco )
15 8.87 ¥ 0.6 3.55 T 0.17 60.0 187.04 t 17.92
20 9.33 f 1.07 3.65 £ 0.22 60.1 168.28 T 23.83
25 12.41 % 0.98 4.09 ¥ o0.82 67.0 210.72 T 38.60
30 26.40 ¥ 2.83 7.77 Y 0.86 70.6 144.44 T 22.245
40 55.15 * 5.40 14.37 ¥ 0.85 73.9 181.50 L 22.65
50 139.00 < 4.38 31.97 T 1.12 77.0 112.61 * 7.08
90 410.0 f10.0 77.90 ' 3.65 81.00 136.05 * 9.30

Los resultados corresponden al promedio de 4 determinaciones Iose.

a)un epididimo
Se utilizd el siguiente nimero de animales para cada grupo: 15d.:9, 20d.:6,25d.:6
30 y 40d.:4, 50 y 90d.:3. Las muestras se miedieron por triplicado.
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Contenido en proteinas totales del epididimo y tejido muscular esque-
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Los resultados se expresan en ug por mg
obtenidos por triplicado.

de tejido himedo, y fueron
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2) Contenido en ADN e incorporacidn in vitro de 14C-T1‘m1’dina en

trozos de epididimo de diferentes edades.

La figura XIII presenta los valores hallados para la concentraci6n de
ADN en ug de dcido desoxirribonucleico, medido por mg de tejido seco.
Se nota un importante incremento del d4cido nucleico entre los 15 y

25 dias, seguido por una disminucibn casi simétrica.

Contrastando con 1o evidenciado en el epididimo, el ADN medido en
misculo esquelético o préstata no registrd fluctuaciones al expre-
sarse los datos en mg de ADN por mg de tejido hdmedo correspondiente;
(Tabla 8). También se verificé que el contenido total epididimario

en ADN (ug por 6rgano) crecfa mds velozmente entre los 15 y 25 dfias
que en edades posteriores. (véase Tabla 8).

Finalmente, para ampliar el estudio de la actividad proliferativa

en el epididimo prepuberal, se midi6 la incorporacién in vitro

14C-Timidina al ADN. La figura XIJI (trazos punteados) ilustra

de
los resultados obtenidos. También vemos aqui un midximo de actividad
de incorporacibn a los 25 dias de edad. Cabe sefialar el descenso
pronunciado en 1a incorporacién del nucleétido marcado a partir

de los 30 dfas, (0.001 p 0.005 para los valores de 25 y 30 dfas),
edad que coincide, como hemos visto, con un minimo de andrdgenos
totales en el epididimo.

Estos datos proveen evidencia adicional acerca de la existencia

de una onda proliferativa en el epididimo de la rata alrededor de

Tos 25 dias de edad.
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FIGURA XIII
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Contenido en ADN (trazos 1lenos), e incorporacién 1in vitro de

14

C-Timidina en el epididimo de ratas prepiberes.

Los resultados corresponden al promedio de tres determinaciones

por separado +
cada grupo:

*p 0.05
** p 0.05
o p 0.05

SE .Se utilizé el siguiente ndimero de animales para
15d:15 ratas,20d.:12, 25d.:10, 30d.:8,40d.:5, 50d.:4 ratas

vs 15 dias
vs 40 dias
vs 20 y 30 dias.
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TABLA 8

Contenido en ADN en Tos niicleos de epidfdimos, préstata y mGsculo esquelético de
ratas prepliberes.

EDAD | EPIDIDIMO PROSTATA MUSCULO
(dfas) (ug ADN/mg tejido hidmedo t SE , n=4 )

15 0.99 ¥ 0.10 1.66 ¥ 0.13 0.76 % 0.15
20 3.12 ¥ 0.32 1.58 ¥ 0.41 0.55 % 0.05
25 2.95 ¥ 0.72 1.70 ¥ 0.12 0.45 ¥ 0.04
30 1.40 ¥ 0.10 1.04 %o.35 0.51 £ 0.13
40 1.24 *0.16 1.43 ¥ 0.20 0.23 £ 0.02
50 0.93 £ 0.07 1.23 ¥ 0.24 0.30 ¥ 0.07

Se utilizé el mismo nimero de animales que los datos presentados en la Figura XIII
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3) Histologia de epididimos de diferentes edades prepuberales

En la figura XIV se muestran fotografias de cortes histolbégicos
transversales de cuerpo de epididimo. En la Tabla 9 estdn los datos
correspondientes a la medici6n de los didmetros del tdbulo y
lumen epididimario, asi como el nimero de figuras mitéticas cor-
respondiente a cada edad.

Los datos muestran un crecimiento uniforme y progresivo de 1los
tdbulos y de 1a altura celular a 1o largo de las edades analizadas
y contrastan de alguna manera con el brusco ensanchamiento del
lumen evidenciado a los 15-20 dfas y luego a los 40-50 dfas.

La diferenciaci6n progresiva del sector apical del epitelio epi-
didimario se puede observar en las fotomicrografias:Algunas
esterocilias aparecen ya entre los 20 y 25 dias (A y B), aunque
son mds abundantes en las células del 6rgano de 30 dfas (C).

A los 40 dias de edad (D), el epitelio ha adquirido un grado de
desarrollo comparable al del animal de 90 dias (E). Vacuolas si-
tuadas en la regidén supranuclear del citoplasma,presumiblemente
el aparato de Golgi, ya eran visibles a los 25 difas, multiplicdn-
dose posteriormente conforme el epitelio iba desarrolldndose.

Los nicleos ovoidales, que presentaban pliegues y zonas de croma-
tina dispersa, no mostraron variaciones importantes durante el
periodo examinado.

En 1o que se refiere a actividades mitéticas, conviene hacer
notar que las figuras observadas en el animal de 25 dias duplica-

ron en nimero a las de todas las demas edades analizadas



FIGURA X1V

Cortes histoldgicos transversales de cuerpo epididimario

de ratas de distintas edades.

A ) Rata de 20 dfas D ) Rata de 40 dfas
B ) Rata de 25 dfas E ) Rata adulta (90 dfas)
C ) Rata de 30 dias F ) Espermdtides en la luz

tubular en ratas de 25 dfas,
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TABLA 9

Diametros tubulares y luminales del cuerpo epididimario en las

distintas edades de la rata.

Nimero de mitosis

EDAD DIAMETRO MITOSISP
(um)?

(dias) Tabulo Lumen

15 44.01 * 8.29 13.68 ¥ 7.20 5

20 58.1 Y 4.82 24.09 ¥ 6.40 7

25 62.03 ¥ 9.25 31.20 Y 13.71 14

30 76.77 ¥ 10.33 40.75 T 9.17 7

40 100.7 Y 11.72 55.90 ¢ 9.30 5

50 130.7 ¥ 10.71 109.20 *19.81 6

90 295.2 ' 16.40  240.0 X 5.00 -

Promedio de 20 mediciones

Corresponde al

I ose.
tres animales distintos de cada grupo.

Los cortes se obtuvieron de

nimero de células en proceso de divisibébn mit6-

tica detectado en cortes no contiguos de epitelio de cuerpo

epididimario.
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Por otra parte, a partir de los 25 dias aparecen células germinales
en la luz tubularf) A esta edad se observa la presencia de espermato-
citos meidticos, mientras que a los 40 dias ya estaban presentes

algunas espermatides esféricas.

VII - B Pardmetros Funcionales.

4) Acido Sidlico

Es conocido (120) , que el &cido N-acetil neuraminico o dcido
sidlico se encuentra en concentraciones apreciables en el epi-
didimo ya que es secretado por las células epididimarias, Yy
probablemente estd unido a proteinas en el fluido seminal y en el
acrosoma del espermatozoide (56,121 ).

La concentraci6n de sialoproteinas en el plasma epididimario a lo
largo del conducto va creciendo a expensas de la del espermatozoide.
Este se encuentra asi, en la parte caudal, empobrecido de sialo-

proteinas, y como es en esta parte distal del epididimo donde

se los encuentra maduros y aptos para fertilizar el huevo, se ha
postulado (56), que esta pérdida de sialoproteina por el acrosoma

podria estar relacionada con la maduracidn.



De allf la impotancia de estudiar la existencia o apari-
cibn de &cido sfalico en el brgano prepuberal que se esth pre-
parando, estimulado por los andrdogenos, a recibir los primeros
espermatozoides.

Cabe seflalar, por otra parte, que la andrbgeno-dependen-
cia del &cido si&lico esti controvertida: algunos investigadores
(122, 123, 124) mostraron que los niveles de gialoprotefna son
sensibles a fluctuaciones de los andrbgenos, y que la castracibn
provoca una reduccibn apreciable en el contenido de &cido sif-
lico de los brganos sexuales accesorios de la rata macho. Es-
te es parcialmente restaurado por la administracibn de propio-
nato de testosterpna (124). Sim embargo,otros grupos (125,126,
119) no pudieron detectar cambios en los niveles de 4cido sihlicoen

animales castrados, especialmente en primates.

En base a estos antecedentes, se midieron los niveles
de NAN total ea hidrolizados de tejido epididimario, con el ob-
jeto de determinar si la mayor produccibén de metabolitos 5a y/o
3-ol-reducidos,evidenciada anteriormente (seccibp V) en la edad

prepuberal trae aparejado algGn cambio en dichos niveles.

-104-
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En la Tabla 10 se presentan logs datos correspondientes
al NAN/100mg protefna a las distintas edades. Los valores encon-
trados son relativamente altos desde temprana edad, 71).1mol/100mg
protefna para los 15 dfas, al comparirselos con los de la ra-
ta adulta (90umol/100 g ). Este Gltimo valor coincide por otra
parte oon el encontrado por Rajalakshmi y Prasad (127), que fue
99umol/100g tej.

De todas manera, el contenido en NAN /protefna estf li-
gerameante aumeatado a los 25 dfas{( P 0.05 entre 20 y 25 dfas),
mientras gl contenido por btrgano crece sin discontinuidad, de-
tectdndose 30 veces mis mmoles para la rata de 90 dfas que pa-

ra la de 15 dfas.

g) Glicerilfosforilcolina (GPC)

Hace ya bastante tiempo se describid a la glicerilfosforil-
colina (GPC) como un importante constituyente del flufdo epididi-
mario (128).

Incluso se demostrd que el epididimo, y no el testfculo,
((129) provefa dicha GPC al semen, ya sea forméandola a partir
de precursores como lecitina o plasmalbgeno de colina, o bien
por sfintesis de novo (130). Se plantea la posibilidad de que la
GPC t:nga un efecto estabilizador sobre los espermatozoides, y/o
contribuya a mantener el equilibrio osmbtico luminal, ya que du-

rante el trayecto del flufdo seminal a lo largo del conducto
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TABLA 10

Contenido en &4cido-N-acetil neuramfnico (NAN, #cido sifilico) a lo largo de la

edad. Promedio de 3 experimentos medidos por duplicado. Expresado como

umoles NAN/%mg prot.

EDAD _pmoles NAN/100mg prot.* SE(n=6)
15 0.71 1 0.053

20 0.66 * 0.063

25 0.99 %t 0.14

30 0.86 ¥ 0 41

40 0.82 * 0.076

50 0.70 £ 0.27

90 2.40



epididimario se va absorbiendo NaCl (129,131).

También se demostr® (132, 131) que los niveles de GPC es-
tdn bajo influencia androgénica, ya que su formacibn es detenida
por la castracibdn y restaurada luego por a-dministracibn de testos-
terona,

Tomando en cuenta estos hechos, se investigaron los niveles
de GPC en el tejido epididimario de ratas prepliberes, para ver
si existfa alguna relacidtn entre e_l estado hamonal correspondiente

a dicha etapa, y la secrecidbn de aquélla sustancia.

La Tabla 11 muestra los niveles de GPC (en nmoles por peso de
tejido y por 6rgano), junto con los pesos de los epididimos

utilizados.

Observamos una concentraci6n de GPC més alta para las ra-
tas de 15 dfas que para las de 20 y 30 dfas, perfodo en que se
mautiene aproximadamente constante, para luego aumentar decidi-
damente a partir de los 40 dfas.

Este aumento con la edad se evideacia mis nftidamente: - si se
analiza el contenido de GPC por brgano para cada lote (Tabla 1 :),
y estd corroborado por datos de Brooks et al (136) quien informb
una relacidon de 1 a 5 entre la GPC por miligramo de tejido epi-
didimario de ratas de 19 y 60 dfas respectivamente.

La concentracibtn de GPC por mg de proieina '
sigue el perfil de GPC por unidad de peso tisular, si bien de ma-

nera mis atenuada. Los niveles mas bajos se observan en este ca-
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TABLA 1]

Contenido en GPC por unidad de 6rgano en epidfdimos de ratas de distintas edades.

NGmero y peso de los 6rganos.

Contenido en GPC por miligramo de proteina.

nmoles GPC*SE nmoles GPC 6PC

EDAD mg tejido (n=2) 2 epid. N peso epid. nmoles/%mg p.
15 1.50%0.01 22.5 7 7.50 1.69

20 0.57%0.01 14.31 5 12.70 0. 73

25 0.92%0.05 28. 04 5 15.40 1.52

30 1.13%0.02 '51.83 4 23.0 2 00

40 1.86 *0.06 223 .34 3 60.0 3.81

50 2.52£0.10 500, 95 3 99.5 6.96

90 20.1 $0.15 13670 4 340.0 64.0

(n=4)




so a los 30 dfas de edad, y no a los 20 dfas como al expresar
la concentracibn por unidad de peso.

Se infiere de estos datos que la secrecibn de GPC se halla
en estado mis bien latente duraate la edad prepuberal, nothn-
dose incluso una cierta deplecibn entre los 20 y 30 dfas de e-
dad.

Una importante provisibn de andrbgeno (DHT?) o algGn otro
factor inexistente hasta la adultez parece ser necesario para
una sfintesis de GPC m&s acentuada, ya que & los 50 dfas el e-
pidfdimo de la rata sblo llega a producir la cuarta parte de los
valores registrados en la cabeza del epidfdimo adulto (51 vs.

192 n moles/mg protefna) (132).

) Anflisis de Cinc en tejido epididimario prepuberal.

Se sabe desde hace mucho (133) que el Zu esth presente en
el tracto genital masculino en altfsimas concentraciones, espe-
cialmente en el prostata dorso~-lateral (134) en donde se localizb
por métodos histoquimicos (135) en la parte apical del citoplas-
ma, aparentemente asociado a una organela no relacionada con
el aparato de Golgi (136).

Tanto la captacibn de 65Zn como el contenido endbgeno de es-
te catidn en el tejido prostético,parecen estar sujetos a regula-
cibn hormonal (137,138,1839), existiendo generalmente una re-

lacidn inversa entre la respuesta de dichos parimetros aante un

-1lUY-
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dado tratamiento hormonal.

La castracibn provoca en todos los casos una cafda en
los niveles de Zn. La testosteronaadministrada a ratas adultas
intactas disminuye la captacibn 65-Zu en el tejido (probablemen-
te esto se deba a saturacibn de sitios de unibn del catibn a
ciertas protefnas) (140), mientras la restituye en animales cas-
trados y no produce ningn efecto en ratas inmaduras intactas.

Sin embargo, la testosterona administrada a ratas macho
castradas inmaduras previene la cafda en la captacibn de 6521
provocada por la orquidectomfa, y el 17 B -estradiol la aumen-
ta a niveles de rata adulta intacta, sin restituirse el trofismo
de los drganos.

Cabe sefialar que el 178 -estradiol provoca una cafda en
los niveles de Zn en los animales maduros intactos.

También el Zn testicular parece ser sensible a ciertas hor-
monas peptfdicas como la prolactina, LH, HCG y FSH (138,139),
postuléndose que el aumento de captacibn de 652n testicular pro-
vocado por LH en animales hipofisectomizados se debe a un in-
cremento en la relacibn androstenediona/t estosterona, mientras
la deplecidon de la captacidn por FSH se debe a produccibn in-
crementada de estrdgenos en lag células de Sertoli, con el con-
siguiente efecto inhibitorio.

La prolactina, actuando sinérgicamente con LH, parece te-
ner también importantes efectos estimulatorios sobre la capta-

cion de %9Za en 1a prostata dorso-lateral (138).
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Pese a todos estos estudios, recopilados por D.Byar (141),

la funcibn del Zn en el tracto masculino no estf bien esclareci-

da.

Por un lado, la prostatectomfa dorso-lateral, con la con-
siguiente disminucidén de la concentracidn Zn en el eyaculado,
no altera la fertilidad ni la fecundidad (142), hecho que llevb
a postular que las altas concentraciones de Zn en ¢l tracto ge-
nital masculino sblo representan un remanente evolutivo arcai-
co, ya carente de importancia funcional.'(142)

Sin embargo, Bertraud y Vladesco (133) detectaron nive-
les aumentados de Zn en el testfculo de los conejos duraate la
época de apareamiento, mientras Timm y Schulz (143) encuen-
tran que el EDTA, complejante del catibn, produce deficiencias
testiculares.

Otros autores (144),demuestra. los requerimientos de Zn
para uu eficaz desarrollo de la espermatogénesis y superviven-
cia del epitelio germinativo, y Quina (145) logrb inhibir fuertemen-
te a la DNAsa I de espermatozoide de carnero <con Zn 10"4M.

Como el contenido en DNA del espermatozoide parece estar
relacionado directamente con la fertilidad, la degradacibn de di-
cho acido nucleico podrfa estar controlada fisiolbgicamente con
adecuados niveles de Zan en la célula.

Por Gltimo se demostrd en nuestro laboratorio (113) que el
Zo'" era un inhibidor "ia vitro" de la 5 o -reductasa epididima-

ria, como lo era para su hombloga prosthtica (115, 211),



sugiriéndose asf que el Zn, eventualmente unido a factores
proteicos (146 . 148 ), polipeptfdicos ( 147 )0 @ poligsaca-
ridos ficidos( 140 ),constituya uno de los mecanismos de

regulacibn & esta enzima.

Esto tendrfa importantes consecuencias al controlarse
asf la produccibn de metabolitos 5a -reducidos. A este res-
pecto es interesante remarcar que Habib y coll.” ( 149 )
demostraron que en las hipertrofias y carcinomasde prbsta-
ta humanas, donde posiblemente estén fallando losg mecanisg-
mos de control figiolbgicos, la acumulacié4n de Zn estf di-
rectamente relacionada con la concentracibn de DHT y no
de Testosterona, en el tejido.

Todos estos hechos justifican el medir Zn endbgeno en
ratas prepliberes, tanto del punto de vista regulatorio de
enzimag, como el de la preparacibén del epidfdimo a recibir
los espermatoroides del testfculo, y también como refle-
jo de la gituaci6tn hormonal de ese perfodo, al ser la con-
centracibn de Zn tisular regulable por hormonas esteroideas
y peptfdicas.

Los resultados de las mediciones de Zn endbgeno en te-
jidos epidi di marios a las distintas edades prepuberales se
muestran en la Tablal2 y en la Figura XV

Corresponden al promedio de dos experimentos diferentes,

realirados por triplicado.

-11¢
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TABLA 1?2

Contenido de Zn en los tejidos epididimarios de distintas edades, expresados por

peso hGmedo y por brgano.

EDAD ugZn/g tej. * SD ug Zn/2 epid.
15 10. 65 0.113
20 36.10 * 7.56 0.859
25 12.58 * 4.84 0.537
30 11.65 2 11.67 0.704
40 12.48 1+ 1.87 1.544
90 40.0 * 3.0 2g. 00




Concentraci6én enddgena de Zn en tejido epididimario a lo largo
de la edad prepuberal, medida por absorci6n at6mica.

/N

Mg
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FIGURA XV
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F dad (dras)
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Aparece un alto valor en el contenido de Zn por 100mg
de protefna a los 20 dfas de edad, el cual casi triplica los va-
lores anteriores y posteriores (30ug/100mg protefnas contra 8
)Jg/lOOmg protefnas aproximadamente).

Sin embargo, fuera de ese pico, el contenido de Zn en el
epidfdimo de ratas prepuberales es aproximadamente la cuarta
parte de los niveles encontrados en la rata adulta (40ug/g.te-
jido, Tabla 1 2).

Cabe sefialar que Pariz/ek y coll. (221), utilizando anélisis
de radioactivacidn, midid6 el contenido de cinc en testfculos de
ratas de distintas edades y encontr® valores més bien constan-
tes entre los 7 y 18 dfas de edad. Recién a los 35 dfas la con-
centracién ( = 20pg/g) se duplicaba (46ng/g).

Si bien no posee datos entre 20 y 30 dfas, el perfil de cinc
testicular, dependi.ente del contenido de este catibn en los es-
permatozoides maduros, parece ser algo distinto del del epidfdi-
mo, aunque las concentraciones son del mismo orden,

Las evidencias histolbgicas permiten descartar por otra par-
te cualquier intervencibn de espermatozoides, aGn inmaduros en

el contenido de Zn epididimario autes de los 40 dias de edad.

7) Anflisis de Protefnas Epididimarias Especificas (PEE).

Diferentes grupos de trabajo han informado acerca de la

existencia de protefnas epididimarias especfficas en varias espe-
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cies animales (150,110,151, 44, ).

En nuestro laboratorio (110), utilizando electroforesis en
gel de poliacrilamida, se pudo detectar la presencia de tres ban-
das proteicas especfficas de epidfdimo de rata (PEE). Estas pre-
sentan movilidad de pre-albGminas, y se denominaron arbitraria-
mente C,D y E.

En estudios mfs recientes (152), se caracterizaron las pro-
tefnas que presentan bajo peso molecular (C =< 23000, D y E 35000),
son acfdicas, (PI: 5.56, 5.12, y 4.95 para C,D y E respectiva-
mente) y reaccionan como glicoproteicas (tincidtn de PAS positi-
va).

El anflisis electroforético de citosol de epidfdimo de ra-
tas castradas y castradas con tratamiento androgénico indican
que la sfintesis de C,D y E es andrbgeno-dependiente (110). A i-
dénticas conclusiones se llegb utilizando la técnica de fijacibn
de complemento con antisueros especfficos contra las PEE :(155).

Segin Dyson y col. (153) y Lubicz-Nawrocki (154) los an-
drbgenos circulantes son importantes para el desarrollo de la ca-
pacidad fertilizante de los espermatozoides, y para el manteni-
miento del epitelio epididimario secretor.

Es més, una reciente comunicacidon de M.C. Orgebin-Crist
y Jahad informan (_4223') acerca de la estricta dependencia de
la maduracidn de la secrecibn de ciertas protefnas al lumen

epididimario.
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La suposicibn de que las PEE puedan estar involucradas
en el proceso de maduracibtn de los espermatozoides tomb6 afhn
mas consistencia cuando técnicas de inmunofluorescencia (155)
evidenciaron una asociacibn de las PEE a los espermatozoides.

Prosiguiendo con nuestro estudio del epidfdimo prepuberal
en relacidtn a su estado hormonal, se decidl6 incluir el desarro-
llo ontogénico de las PEE como par&metro de la actividad se-
cretoria andrbgeno-dependiente por parte del epitelio epididi-
mario,

Para ello se prepararon citosoles de epidfdimos de distin-
tas edades, y se analizaron por electroforesis en gel de poliacri-
lamida conjuntamente con un citosol de rata adulta. En todos los
casos, la cantidad de protefnas citosblicas totales aplicadas a
cada gel ( 60ug/gel), fue igual, obteniéndose asf un perfil com-
parativo.

El resultado se observa en la figura XVI .

A los 15 dfas de edad, no se deteécta en absoluto la banda
C, siendo apenas visible la D-E (no separables por esta técnica).

A los 20 dfas de edad ya aparece la C, y la DE es bastan-
te intensa. A partir de esa edad, la intensidad de las bandas va
aumentando gradualmente e incluso a los 40 y 50 dfas se discri-
minan bien D y E. Sin embargo &stas Gltimas no llegan a tener
la importancia observable en el gel correspondiente a la rata
adulta.

Se puede concluir que las PEE existea desde temprana edad,

evidenciando por lo tanto una cierta actividad secretoria ea el e-



FIGURA XVI

Perfil electroférético de las proteinas especfficas
(PEE), de citosoles de ratas de distintas edades.
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pididimo, estimulada quizd por los andrfgenos prepuberales.

En la Tabla 13 se muestran los niveles de PEE determinados
seglin la técnica de fijaci6bn de complemento, puesta a punto en
nuestro laboratorio segin descrito por Kohane et al (229 ).

Los datos corroboran los resultados obtenidos cualitativamente a
partir de la intensidad de bandas en geles de poliacrilamida:
Las proteinas especificas epididimarias ya estdn presentes

en el citosol de rata a los 20 dfas de edad, y su concentracidn
aumenta sin sobresaltos hasta los niveles adultos( 5,40 Unidades

x10’5/mg de protefina)



Contenido en proteinas especificas epididimarias medidas por 1la

TABLA

13

técnica de fijaci6bn de complemento.

EDAD PEE

(dias) udx 1073 / mg prot.
15 no detectable

20 0.20 % o0.08
25 0.43 I 0.1

30 0.80 I 0.13

40 1.88 I o0.18

50 1.79 I o0.14

90 5.40 I 0.55

de proteina epididimaria soluble.(152)

:Los resultados se expresan en unidades (U) x10~
definiéndose una unidad como la cantidad de PEE contenida en 1.4ng

por mg de proteina,
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DISCUSION 29Parte

(Desarrollo ontogénico de la actividad de la 5 g-reductasa
y 3-ol-deshidrogenasas en el epidfdimo de la rata. Corre-

lacibtn con el trofismo y la funcibén del 6érgano)

De estos estudios surge, primeramente, que existe en el
epidfidimo de la rata preptber una actividad metabolizante de
la testosterona bastante intensa, al expresarse &sta por pe-
so himedo de tejido. M#as aGn se nota un claro aumento de
las actividades in vitro de la 5 a-reductasa y 3-ol-deshidroge-
nasas entre los 20 y 30 dfas, con un mé&ximo a los 25 dfas,
lo cual resulta en una importante produccibda neta de 5a -
androstandioles. Parece haber una sintesis enzimftica selec-
tivamente estimulada respecto del total de protefnas, pues,
si bien éstas estin en proporcibn relativamente alta respecto
del total de componentes del peso htimedo (Fig XII ), la ac-
tividad especifica de las enzimas sigue siendo méxima (Figu-
ras IX Ay X). En tanto, la actividad 5 o -reductora total
(por brgano) crece continuamente (Fig IXB) con la edad, la
actividad de la 3-o0l-deshidrogenasa presenta upna curva bifa-
sica. (Tabla 4),.

Todo indica que el drgano prepGber estf capacitado pa-
ra responder a estfmulos hormonales (43,119), y si asumi-

mos la andrbgeno-dependencia de las 5 a -reductasa (1¢ Parte,
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95) y 8-o0l-deshidrogenasa (96,97,173), se puede suponer que
su estimulaciétn temprana se deba a efectos androgéni-
cos.

Sin embargo, los aportes testiculares de testosterona
no son importantes en el momento en que se registra la mé-
xima actividad enzimfitica in vitro (25 d(as)...Tanto nuestros
datos de ! adioinmunoensayo (Tabla 6), como trabajos de o-
tros grupos (17,18,117,174, 218) muestran precisamente en
esa etapa del crecimiento un mfnimo de T, y en nuestro caeo,

de andrbgenos totales °2n el tejido estudiado, =i
L:¢: ia cantidad relativa de 5a agdrostandiol estd aumenta-
da (17,18,175).

Por lo tanto, podemos deducir que, o bien la estimula-
cibn androgénica de las enzimas se produce més temprana-
mente (10-20 dfas),cuando la secrecibn de T s importante
(18,174,2138), y que a log 25 dfas sb6lo se aprecia el fenb-
meno estimulatorio con retardo,o bienque intervienen otros fac-
tores regulatorios. Tampoco se puede descartar la ocurren-
cia simultinea de ambas pesibilidades, ni un efecto particu-
lar de los compuestos 5a reducidos testiculares sobre las
actividades enziméticas.

La menor relacién diol/DHT encontrada al medir los ni-
veles androgénicos endbgenos respecto de los ensayos de me-
tabolizacibn in vitro podrfan quiz& explicarse en base a una
distinta velocidad de eliminacibn o degradacidon del diol com-

parada con la DHT. Asf, el diol podrfa formarse en cantidadrs
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relativamente importantes, como se evidencid in vitro, e-
jercer eventualmente sus acciones y desaparecer hastante
rdpidamente. Mientras tanto la DHT podrfa quedar retenida
mas selectivamente en la célula blanco, incluso permane-
ciendo en el nGcleo de la misma.

De todas maneras, aunque la situacién hormonal endbge-
na no refleje enteramente la situacidon que sugieren los en-
sayos de metabolizacidon de T in vitro , los androstandioles
estan aumentados respecto de los niveles adultos durante la

pubertad de la rata, tanto a nivel epididimario como testicular (18)

y plasmético (19,117), por lo cual se puede hablar de ac-
tividad 3-ol-deshiddrogenasa aumentada. Los compuestos cl?®
500 ~-reducidos forman en el tejido epididimario méas del 907%
del andrbgeno total entre los 15 y 25 dias, sin contar la

2 ndrosterona que también parece levemente aumentada (17,
73). Estos compuestos podrfan considerarse responsables
de las diversas estimulaciones tr6ficas y metabblicas sobre
su 6rgano blanco durante la etapa prepuberal.

En cuanto a efectos no directamente androgénicos que
puedan mediar esta produccibdbn incrementada de dioles du-
rante la pubertad, podemos pensar en las hormonas pepti-
dicas hipofisarias, sujetas a grandes cambios durante ese
perfodo.

Se ha descrito por ejemplo,que la FSH podrfia actuar
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directamente sobre la 5 qg-reductasa de tejido cerebral (168},
ademéas de su papel inductor (36) de receptores testiculares
para LB. A este respecto, se informb6b (36) acerca de un pico
en la concentracidn de receptores testiculares para FSH en-
tre los 10 y 20 dfas, correlacionado con el asentamiento de
una nueva poblacidn de cé&lulas de Leydig (176), conteanieado
receptores para LH de alta afinidad (174).

Esto trae aparejado una definida estimulacidn de la es-
teroidogénesis a partir de los 20-25 dfas de edad, con las
consiguientes consecueuciags regulatorias a nivel de tejidos
blanco de andrbgenos como el epididimo.

La prolactina es otra hormona hlpofisaria cuyos efectos
estimulatorios directos, o bien sinérgicos, con los de otras
hormonas se estudian con cada vez méis interés. ActGa sobre
el tracto reproductivo masculino estimulaando el trofismo
(177, 178, 179) y la esteroidogenes‘is (179,180,181), comuni-
cindose incluso efectos més especificos sobre enzimas como
la 38- OH-deshidrogenasa testicular (179,182 o la 50 reduc-
tasa periférica (183,184). Si tenemos en cuenta que Negro-Vi-
lar (185) detectd un pico en los niveles de prolactina sérica

de rata a los 25 dfas que esta hormona provoca un incremento

en la captacidon de andrbgeno en niicleos epididimarios (224), exis-
tiendo ademds receptores para dicha hormona en el érgano prepiber
(186), no es exagerado suponer alguna intervencién de prolactina
en el pico de androstandiol registrado a los 25 dfias.



Sean cuales fueran las causas de la actividad in vitro
incrementada de la 5y -reductasa y A3-ol—deshidrogenasas en
el epidfdimo prepuberal, tienes dos importantes consecuen-
cias: primero, garantiza una metabolizacibn intensiva de
los bajos aportes testiculares de T a productos 5 a-reduci-
dos y 5q -3-0l reducidos, eventualmente més activos en el
6rgano efector en desarrolio , segundo, si aceptamos la hi-
pbtesis de la difusibn simple como mecanismo de acceso del
esteroide a la célula, al ser consumida activamente la T que
entra mediante la reaccidn mencionada,se‘verfa favorecido el
gradiente de concentracibn extra/intracelular, y por consi-
guiente se mejora el acceso del andrbgeno, todavfa escaso,

a la célula blanco.

El anflisis de los distintos parimetros trb6ficos y fun-
cionales del epidfdimo prepuberal puede indicar pautas en
lo que se refiere a su andrbgeno-dependencia. Y esto, tan-
to bajo el punto de vista cuantitativo (w' niveles de andrb-
geno son necesarios para producir tal accidtn), como cuali-

tativos (qué audrbdgeno es mas efectivo en lograr dicha ac-

cibn).

Ya esth bastante bien establecido que la DHT es ua an-
drbgeno més potente que la testosterona, principalmente por-
que se uae con mayor afinidad que ésta al receptor especf-
fico (76). Se la considera responsable de todos los eventos
genbimicos relacionados con el mecanismo clésico de accidn
de hormonas esteroideas (188), que tienen por consecuencia

efectos hiperpliasicos, hipertrbéficos y biosintesis especffica



de protefunas en el tejido efector.

La testosterona, ademfs de lograr estos efectos con
menor eficieacia, podrfa teaer funciones més especificas
relacionadas con la expresibn de caracteres sexuales se-
cundarios (188).

En cuanto a los 5a -androstan 17 B-3 (o ,B )-dioles,
se los considerb primeramente metabolitos inactivos de la
DHT (68,219), con la Gnica funcidn de controlar los nive-
les de andrbgeno activo (DHT), mediante la transformacibn
reversible de ésta a productos 8-ol-reducidos.

Para el caso del animal preplber, segln é&ste eafoque,
supondrfamos lo siguiente: tanto la 5 - -reductasa como la
3-ol-deshidrogenasa son dependientes de T, pero la 3-o0l-
deshidrogenasa serfa mhAs sensible a esta estimulacibn du-
raste esa etapa(via Pr1?7(187)yaumentarfa transitoriamente
su actividad, para eliminar asf andrbgeno innecesario.

Esta hipbtesis se verfa reforzada por el hecho de que

lo dioles estan aumentados eu la etapa senil de la rata,

coincidentemente con una actividad sexual declinante ( 213 ).

Sin embargo la literatura reciente informando sobre
acciones biolbgicas de los androstandioles es bastante con-
siderable. Se asignaa a los 3a 6 3 8 dioles, segta los
casos. acciones estimulatorias tJ;b'ficas. prolfferativas o
secretorias (189, 190, 191, 192, 193, 194). Incluso el 3,

diol parece estimular especfficamente, in vitro, a la

-126-
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ARN polimerasa prosthtica de la rata (195), garantizar la
supervivencia del espermatozoide de hamster (al cual se le
habfa practicado una ligadura a nivel del conducto deferente)
(196), mantener la espermatogbnesis y el trofismo testicular
de animales hipofisectomizados (189). El isbmero 3 8 parece
controlar, junto con la DHT, la actividad de la fosfatasa &-
cida en la prbstata de rata (214). Otros autores asignan a los
dioles, particularmente al 3 g diol (para el cual se ha ais-
lado recientemente un receptor especffico en hipbfisis (86),)
roles de retroalimentacidn o regulaciba de la pubertad a ni-
vel de estructuras superiores (117,197,198).

Los mecanismos por los cuales los dioles ejercerfan
estos efectos posiblemeunte excluyan la uaibn a los receptores
citoplasméiticos y nucleares de andrbgenos, para los cuales
presentan poca afinidad (199,201), postuléndose en cambio ac-
ciones a nivel citoplasmético (188), no bloqueables por Acti-
nomicina D (194), involucrando quizAs la activacibtn de la a-
denilatociclasa (194,200,201). S.Ohno (203 ) ha sugerido que
el diol, podrfa unirse a ciertos mARN, con una eficiencia ma-
yor o igual que la de la T, lo que permitirfa asf{f la traduccibn
de éstos a nivel ribosomal (188,202,203). Otros autores estén
mis inclinados a pensar que el diol actuarfa luego de su trans-
formacidtn a DHT (214,171),yaunque no siempre se encontrbd uana

relacibn dosis-respuesta de diol y DHT compatible con tal



posibilidad (193,196,220), las evidencias hasta la fecha la sefialan
como la hipftesis m&s plausible.

En nuestro estudio del epidfdimo prepuberal, la mayor produccién
in vitro de 5 q-androstandioles parece coincidir con fenémenos
proliferativos en ese tejido: a los 25 dfas se triplic6é el conteni-

14 Timidina es

do en ADN por peso himedo y la incorporacién de
tres veces mayor que a los 30 dfas de edad. Nuestros resultados
confirman los de Majunder y Turkington (1975)(227), en el sen-

tido en que observamos el mismo brusco incremento en la incorpo-
racibébn de timidina radiactiva en el ADN de epididimos de 25 dfas.
Sin embargo, no hemos detectado como estos autores un segundo

pulso en la sintesis de ADN luego de los 40 dfas, ni tampoco hemos
observado a esa edad un aumento en el indice mit6tico.

E1 efecto androgénico sobre la sintesis de ADN estd bastante estu-
diado, sobre todo en tejido prostdtico (204,205,206,207,208,209).
Se ha visto por ejemplo, que tarda de 48 hs a 72 hs en expresarse

y que es bloqueable por acetato de ciproterona (sugiriendo este
G1timo hecho un mecanismo involucrando receptores, del cual

estaria por 1o tanto excluido el diol). Sin embargo se han descrip-
to (192,193) efectos estimulatorios de la proliferacidn en

organos blanco de andrdgeno por parte del 3q -diol. Quiza sea
entonces razonable relacionar la presencia de este compuesto con

el aumento de ADN a temprana edad, no pudiéndose concluir sin
embargo de estos experimentos, si la accién se ejerce exclusiva-

mente por intermedio de la DHT.
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Los datos histol6gicos también tienden a mostrar que las activida-
des proliferativas ocurren a temprana edad (15-20-25 dfas), cuando
la metabolizacibn in situ de 1a T es ma§ activa, y notoriamente,

en presencia de grandes cantidades de dioles en el tejido.

En cambio, las actividades diferenciativas,(adecuada disposicién
espacial de las células epiteliales,desarrollo de vacuolas secreto-
rias,esterocilias y nuevos tipos celulares), cobran importancia

méds adelante, cuando el perfil hormonal se acerca, al menos cuali-

tativamente, al de la edad adulta.

Si bien el contenido relativo de las protefnas es mds alto en
la prepubertad que en 1a rata de 90 dfas (Tabla7), asfi como la
relacién porcentual de peso seco del tejido, el nivel proteico por
6rgano no aumenta decididamente hasta después de los 30 dfas.

Es a partir de esta etapa que se hacen importantes 10s niveles de
receptores epididimarios especificos para DHT (210), asf como

los aportes testiculares de T (18,19,174), no s6lo por mayor acti-
vidad de las células de Leydig, sino también por mayor sintesis

de ABP por las células de Sertoli (34), con la consiguiente mejora

en el suministro de andrégeno al epididimo por via luminal.

Se podrfa entonces deducir que la biosintesis general de
protefnas estd regida por mecanismos que recién funcionan en la
adultez, mientras la proliferacidn celular epididimaria ocurre en
una etapa mds temprana.

A conclusiones similares se puede llegar analizando las con-
centraciones de GPC y PEE (Tablas 11 y 13). Estas son bajas a los
15-20 dias de edad yaumentan del mismo modo en que lo hacen 1los

androgenos. La concentraci6én de proteinas especificas epididimarias

-129-
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(PEE), cuya interaccién con los espermatozoides sugiere una funcifn
en la maduracién de los mismos (229), no mostré ningﬁn cambio parti-
cular durante la etapa considerada.

Tampoco lo hizo la glicerilfosforilcolina (GPC), la cual fue aumen-
tando lentamente, coincidiendo nuestros resultados con los de Brooks
Hamilton y Mallek (126).Sin embargo, datos presentados por Setty y
Jehan (226 )mostraban un minimo de GPC a los 35 dias.

Existe cierta discfepancia en los datos de la literatura sobre
dcido sidlico en el epidfdimo en desarrollo: Mientras Brooks (89 )
encontr6 un continuo aumento durante esa etapa, Setty y Jehan (226)
no detectaron mayores variaciones, y Prasad y Rajalakshmi (124)
describen un pico entre los 30 y 40 dfas de edad. Nuestras medi-
ciones, realizadas en tres experimentos diferentes por duplicado
muestran niveles relativamente apreciables de dcido N-acetil-neura-
minico durante la edad prepuberal, con un moderado aumento a partir
de los 25 dias. E1 hecho que la concentracibén de dcido sidlico sea
alta en la etapa prepuberal tiende a sugerir que o bien el nivel
y la composicién de andrbégenos son adecuados desde los 15 dfas
para la secrecidén de dcido sidlico, o bien ésta no es andrégeno-
dependiente, mientras que posteriores eventos relacionados con su
funcién (unién a proteinas luminales (56) y al espermatozoide)

si 1o sean, quedando de todas maneras postergados hasta la adultez.

No se explica hasta el presente el alto nivel de Cinc endégeno
a los 20 dfas, pero hay claras evidencias de que las concentraciones

de Zn y la metabolizacién de T en un tejido estdn correlacionados

6

(212). Ademds del hecho de que las concentraciones de 10 "M o



-131.

mayores (10'3M) inhiben la actividad in vitro de la 5, -reduc-

tasa epididimaria (113), estudios en préstata humana (211,212,215)
parecen indicar un efecto difdsico del catién sobre la(s) enzima(s).
Altas concentraciones ( 10'3M), asf como muy bajas concentraciones
(10'9M), 1a inhiben, mientras 10°7M parece estimularla.

Por otro lado, hay evidencias que el Cinc estd presente en lo0s es-
permatozoides, siendo agregado alos flagelos durante la espermato-
genesis y localizdndose preferentemente en una proteina del tipo de las
queratinas hallada en las fibras densas y pieza conectora de

dicha estructura (Calvin,1975 ( 119).La inmadurez de las células
germinales a los 20 dfas hace improbable la intervencidn directa

de las gametas en el pico end6geno de cinc epididimario.

También el hecho que dicho pico coincide con muy altas actividades
in vitro de 5 aq-reductasa sugiere que la accién inhibitoria
descripta in vitro no se ejercerfa in vivo , o que al menos 1la
enzima y el catibn se encuentran en distintos compartimentos celu-

lares, sin interacci6n mutua.

Se requieren de todas maneras estudios mds detallados concernientes
a la posible funcibn de este cati6bn sobre el epididimo, por ejemplo

su unidn a macromoléculas especificas y su posible rol regulatorio.



-132.

En conclusi6n, el epidfdimo de la rata prepdber es un 6rgano
metabdlicamente activo, visiblemente sensible a determinadas hor-
monas. Los 25 dias de edad parecen ser un perfodo crftico para el
desarrollo del sistema reproductivo, tanto a2 nivel del eje hipota-
lamo-hipofisario-gonadal como al de 6rganos blanco de andrdgenos.

En el epididimo, un incremento transitorio en la produccién
de andrégenos 5 o -reducidos ( a través de una mayor actividad de las
enzimas metabolizadoras, 5 a-reductasa y 3-ol-deshidrogenasas)
coincide con una fase de proliferaci6én celular y con un punto de
inflexi6ébn en la curva de crecimiento.

Pardmetros de importancia aidn no bien esclarecida en el epi-
didimo tienen variaciones en esta etapa (Zn,NAN), mientras otros,
mds relacionados con la funcién epididimaria (GPC,PEE,didmetro
tubular), no registran cambios bruscos.

La notoria falta de estimulacidn de determinadas actividades
biosintéticas y/o secretorias, hormono-dependientes en el adulto,
contrasta con la intensa actividad replicativa (aumento del con-
tenido en ADN, pico en la incorporacibn de timidina marcada, dupli-
caci6nde las figuras mitéticas a los 25 dfas). Esto da consistencia
a la idea, ya sugerida por algunos autores (209), de que las
hormonas esteroideas regulan los distintos aspectos de la vida
celular de manera relativamente independiente. Los factores invo-
lucrados en cada uno de ellos presentarian asf distinta sensibili-
dad y especificidad ante una estimulacién hormonal. Es decir, una
cierta hormona podria en un momento dado producir una buena respues-
ta proliferativa y ninguna de tipo diferenciativo, mientras otro

tratamiento puede afectar la biosintesis de una dada enzima y no

alterar l1a poblacién celular.



La estimulacibén diferencial de s6lo algunos de los pardmetros
andrégeno-dependientes epididimarios durante el perfodo de mayor
producci6bn de compuestos 5 a-reducidos, podrfa explicarse en base
a un "ciclo programado de proliferaci6én celular", seglin fue postu-
lado por Majumder y Turkington (1976) (227). Alternativamente, se
podria deber a las limitaciones intrfnsecas de la actividad bio-
16gica del 5 a-androstandiol, el cual como se vio anteriormente,
constituye el principal andrégeno producido tanto por el testfculo
como por el epididimo en ese momento. La relativa falta de afinidad
del diol por los receptores (comparada con la de la DHT), serfa

bajo esta perspectiva, particularmente significativa.

Nuestros estudios tienden a mostrar que no todas las estructu-
ras existentes en una célula blanco maduran simulténeamente bajo
el punto de vista hormonal; por el contrario, se pueden registrar
desfasajes o incluso incompatibilidades (por ejemplo entre la ocur-
rencia simultdnea de proliferacibny diferenciaci6n segin visto por
Bruchovsky y colaboradores (209)) entre 1os distintos parémetros:
Algunos responderdan tempranamente (proliferaci6n celular,activida-
des enzimdticas, cinc),otros, (protefnas, secreciones especfficas)
no pueden todavia expresarse ante el mismo estfmulo hasta que el
6gano, y quizas incluso el animal mismo, no estén en condiciones

de utilizarlos.

De unpunto de vista mecanfstico, se puede concebir que el sis-
tema de receptores androgénicos del epidfdimo en desarrollo carece
aln de aptitud para estimular uniformemente al conjunto de genes
regulados por los andrbégenos. La existencia de distintas poblaciones

de sitios receptores (de diversa afinidad y capacidad, y por tanto
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de distinta sensibilidad ante el estimulo), postulada en otros
sistemas blanco de hormonas esteroideas (223), podrfan explicar

la dualidad en las respuestas evidenciada aquf.

En cuanto a la importancia ontogénica de esta sensibilidad
diferencial ante el estimulo androgénico, aparece como probable
que las células epiteliales epididimarias no empiezan a secretar
sus productos especificos hasta que el 6rgano no haya llegado,
mediante duplicaciones sucesivas, al ndamero conveniente de célu-
las, y a su vez, que el testiculo haya iniciado su produccién

de espermatozoides (espermiacién).

Lo que queda aidn por investigar es como se logra, a nivel
molecular, esa compleja sincronizacidn de eventos, la cual
incluye probablemente mecanismos regulatorios centrales, capaces
de integrar armoniosamente los multiples cambios involucrados

en la maduracion sexual de un mamifero.
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