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"... y dijo también a 1a multitud: Cuandoven que una
nube se levanta en occidente ustedes dicen enseguida que
va a llover y así sucede, y cuando sopla viento del sur
dicen que hará calor y así sucede.

¡Hipócritasl Ustedes saben discernir el aspecto del
cielo y de la tierra; ¿cómoentonces, no saben discernir
el tiempo presente?”

Evangelio según San Lucas, Cap. 12, vs. 54-56.
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I N T H Ü D U C C I Ü N

E1 ser vivo en su adaptación al medio ambiente adverso requig
re de sus elementos constituyentes una capacidad de respuesta cada

vez mayor y diversa dando lugar al proceso de diferenciación con la

consiguiente especialización funcional.

Solo aquellos organismos capaces de alimentarse, crecer, de

fenderse, atacar y procrear sin desbalancear el armónico metabolismo

celular podrán sobrevivir.

Surgen los distintos niveles‘dc interrelación siendo la econg
mía de subsistencia la que rige los cambios. Los mecanismosde con

trol aparecen comonecesidad imperiosa ante la complejidad evolutiva.

La restricción de las variaciones internas en los organismos
más desarrollados se centraliza en sistemas comoel neuroendócrino

garantizando desde la respuesta a estímulos ambientales hasta la óp

tima producción y aprovechamiento de la energia metabólica.

La manutención de la especie TQQJÍGPBindividuos aptos genétl

camente para la procreación y funcionalmente capaces de asegurar la

sobrevida de la descendencia. Asi, la producción de gametas morfológi

ca y Funcionalmente maduras, la inducción y regulación del celo y la

formación del entorno propicio para el crecimiento del embrión son

responsabilidad directa de una parte de este mecanismode control en

el que intervienen con un papel predominante las denominadas hormonas

sexuales.



Este mecanismode interrelación celular es uno de los más avg
lucionados. No se trata ya del aumentoo disminución en e] torrente

sanguíneo de un determinado metabolito crucial en un camino biosintg
tico, es un mensaje resumido en la estructura molecular espacial de

la hormonasecretada, traducido y amplificaao selectiva y específica
mente, a distancia, en el órgano efector.

E1 papel de las ganadas en diversos parámetros funcionales y

aún de conducta era conocido desde la antiguedad. La castración era

usada ampliamente en ganadería para aumentar la masa de tejido graso

y disminuir la agresividad del animal y durante siglos fueron apra

ciadas las agudas voces de los castrados en los coros. E1 nacimiento

de la ilustración y del metodoanalítico modernoarrastran a la bio

logía por los caminos de la incipiente endocrinologia y la experimag
tación libre comienzaa dar sus frutos.

Asi BERTHOLDen 1849 mediante ligaduras de los Vasos aferen

tes a las ganadas del gallo producía un retroceso del grueso del plu

maje y del aspecto de la cresta a niveles correpondientes al del en;
mal castrado. La restitución de la circulación periférica restituía

Las parámetros normales, evidenciandose ya desde un principio, la im

portancia del torrente sanguíneo comovehículo de ese "mensaje".

El concepto de Hormona Formulado por STARLINGconcilió las

contribuciones aisladas: un mensajero químico secretado por glándulas

discretas directamente en el torrente sanguíneo para regular el creo;
miento y función de otrosá'ganos.

La demostración unfvoca de 1a actividad hormonal de extractos

testiculares se debe a PEZARDy puede ser considerado el comienzo de

1a Fisiología modernade las hormonas sexuales masculinas.
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El desarrollo de la química orgánica desde principios de si

glo permitió el aislamiento y síntesis de los primeros romyuustos

con actividad androgénica y recién en 1935 DAVIDy col. publican la

obtención del principal andrógenosecretado: la testosterona.

I.1 El epidfdimo comoórgano efector de andrógenos.

Previo al descubrimiento de las hormonas involucradas ya hn

bfan comenzadolos estudios sobre las consecuencias últimas de su a:
ción en uno de sus órganos efectores: el epidIdimo.

YOUNGdescribe por primera vez en 1931 el fenómeno de madura

ción en los espermatozoides. Este proceso se define actualmente como

la serie de cambios, morfológicos, estructurales y bioquímicos que

éstos sufren en su trayecto por el epidfdimo y que resultan en un

cambiofuncional por el Cual adquieren la capacidad de fertiliZar el

óvulo y dar lugar a una cigota viable. En estos trabajos preliminares

luego extendidos a otros mamíferos como la rata (BLANDAUy HOMERY

1954), el conejo (BEDFOFID- 1966), el toro (IGBDELLI y FOOTE- 1968)

y hamster (HOHANy BEDFOHD- 1972) se observa un gradiente de capaci

dad Fertilizante en los espermatozoides del epidfdimo con un aumento

en la dirección céFalo-caudal del órgano.

Los cambios morfológicos principalmente núgración de 1a gotu

citoplasmótica y Funcionales comola adquisición de motilidad progre

sional que sufría el espermatozoide en el cobayo (CAMEÜ—1971), hang

ter (HORAN- 1972) y conejo (BEDFÜRD- 1967), se llevaban a cabo indg

pendientemente del lugar del epidídimo donde estos pudieran ser rete

nidos artificialmente. Sin embargola adquisición de capacidad furti



lizante no era inherente al espermatozoidesino que recpería la act;
va participación del epididimo en sus segmentos más distales. La an

drógeno dependencia de este proceso fue demostrada por nuestro labo

ratorio (cuco - 1971; BLAQUIEH- 1972) en el cobayo y luego validada

en rata (DYSON- 1973), hamster (LUBICZNAWHOCKY- 1976).yconejo (on

GEBIN CHIST - 1974)¡

Paralelamente a estos estudios fisiológicos se avanzaba en la

dilucidación del mecanismopor el cual los andrógenos conducfan a ta

les efectos en el epidídimo, producían hipertrofia e hiperplasia en

la próstata, vesícula seminal u otra serie de eventos en otros órga

nos efectores y hasta el sistema nervioso central.

Las pequeñas cantidades en que los esteroides actúan conforma

ron un obstáculo para la bioquímica clasica en el esclarecimiento de

su mecanismode acción. Sólo a partir de la década del sesenta con la

obtención de hormonasradioactivas de alta actividad específica y el

replanteo de los modelos experimentales se pudo aportar claridad so

bre el proceso de sintesis, captación por tejidos efectores, localiqa

ción intracelular, liberación y depuración plasmática de los esteroi
des.

La caracterización para las hormonasesteroideas de receptores

protéicos solubles en el citoplasma celular de los órganos efectores

fue demostrada mediante el uso de esos compuestos en combinación con

nuevas técnicas de cuantificación.

La Concentración de la hormonaen los núcleos celulares medida

por la translocación del Complejo Hormona-Receptor Fue demostrada en

1968 por JENSENpara estrógenos en el útero y posteriormente por MAIQ

WAHING,FANGy col. para los andrógenos en la próstata en 1969.
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En el epidídimo se encontraron receptores de la mismanaturalg

za (BLAQUIEH- 1971), (DANZO- 1973) y como en la próstata la testos

terona radioactiva no es el principal componenteunido a estas macro

moléculas sino su metabolito 5 o( reducido, la 50(Dihidrotestosterona

(5 d DHT%(BLAQUIERy col. - 1971). Así la metabolización previa de la

testosterona porveniente del testículo parece ser un requisito para

su acción posterior. La reducción se produce dentro de las células

del tejido efector por acción de la enzima NADPH4 - 3 cetoesteroide

- 5 d - Heductasa (BRUCHOVSKY- 1968), (MCNSALVE,A. - 1977).

Con respecto al mecanismopor el cual los andrógenos inducen

el proceso de maduración de espermatozoides se descarta la acción "

per se " de las hormonas sobre los mismos. Las altas concentraciones

intratubulares de andrógenos no inducen la maduración de los esperma

tozoides cuando estos son retenidos mediante ligaduras en los segmen

tos proximales a1 testículo (DYSON- 1973), (LUBICZNAWROCKY- 19'76),

(ORGEBINCHIST - 1974), (WHITE- 1968), sin embargo en castraciones

unilaterales este proceso se completa en el epidídimo debido a la prg
visión plasmática de andrógenosdel testículo contralateral remanente

que alcanzan al testículo en concentraciones relativamente bajas (OR

GEBINCRIST- 1973). De este modo los productos de secreción del epi

dídimo en sus segmentos distales inducidos por andrógenos se convitig

ron en probables mediadores de la acción hormonal.

La carnitina (MARQUIS—1965) y la glicerofosf‘orilcolina (mw

SÜN- 1957) fueron descartadas por no encontrárseles implicancia dirqa

ta sobre el proceso de maduración y los trabajos se orientaron hacia

el estudio de la secreción proteica.

FOURNIER (1966), KOSKISMIES y KORMANO,CAMEDy BLAQUIER (19'76)

describieron la existencia de proteínas específicas del epidídimo en
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la rata. Estos últimos autores ofrecen las primeras existencias sobru

la andrógeno dependencia de las mismas y juntamente con GARBERI(1979)

y KDHANE(1979) su interacción con espermatozoides constituyendo en

estos momentosuno de los más probables mediadores de la acción hormo

nal en el proceso de maduración de los mismos.

1.2 Breve descripciág anatómica e histológica del egidfdimo.

Los tübulos seminIFeros del testículo desembocanen la Rete

tastiS(HOOSEN RUGEN- 1961) una real red colectora de espermatozoides

y plasma circundante. Esta red cuyas paredes están tapizadas de un api

telio cúbico simple se resume en unos pocos conductos o sistema efereg

te formado por: los conductos eferentes, el epidfdimo y el conducto de

ferente. Los primeros en númerode seis a ocho presentan un epitelio

compuesto de dos tipos de células las Principales, en mayornúmero y las

Ciliadas. Cue delimita la luz tubular y está apoyado sobre una membrg

na basal rodeada a su vez de una a tres capas de células musculares l;

sas. Las células principales presentan un reticulo endoplásmicoliso y

rugoso y un aparato de Golgi desarrollados y orientados hacia la luz.

lo que nos habla de una actividad secretaria. Las cilias del segundo

grupo celular permiten distinguirlas dado que sobresalen desde el bor

de apical de las mismas hacia el lumen.

Una vez dentro de la cápSula epididimaria los conductos efereg

tes se resumen en un único túbulo denominado segmento inicial. En ¿Ste

la luz se hace másregular limitada por un epitelio pseudo estratificg

do FormadoPor tres tipos de células las basales. apicales y las Prifl

cipales o piramidales que debido a su aumento de tamaño reducen la luz

-6



tubular.

Este tipo de epitelio sufrirá solo leves modificaciones a me

dida que se lo estudie en los distintos segmentos proximal o CAPUT,

medio o CORPUSy distal o CAUDA.

Las células apicales asomadasa la luz tubular son caracterís

ticas del segmento inicial hasta desaparecer en los segmentos medios

y distales del órgano (HAHILTDN- 1975). Las células basales apoyadas

sobre la membranabasal son pequeñas y poligonales y morfológicamen

te no varían a lo largo de todo el órgano. Las células piramidales po

seen un núcleo basal con un aparato de Golgi y reticulo endoplásmico

liso y rugoso apical muydesarrollados; este hecho junto con lu presen

cia de estereocilias e invaginaciones picnocitóticas nos indicu una al
ta actividad secretoria.

La luz tubular es menor en los segmentos proximales al testícu

lo donde la velocidad de absorción de componentes del fluido es elevada

aumentandoen los segmentos siguientes donde la secreción proteica es

importante y la reabsorción de agua disminuye (WDNG- 1979).

En el segmento más distal, la luz tubular aumenta y aparece

un cuarto grupo celular las llamadas cólulas claras cuya caracterís

tica principal es la profusión de vacuolas y lisosomas en la zona api

cal, microvellosidades en el borde y gotas lipídicas en la base celu

lar (HAMILTCN- 1975).

El epididimo se continúa en el conducto doferente QJBabandona

el escroto hacia la uretra. En lo que respecta a1 epidfdimo humanose

pueden notar sólo pequeñas diferencias con el de los roedores anterior

mente descripto.



Según la detallada descripción de HOLSTEINen los segmentos

proximales no encontrams las células apicales, constituyendo el epi

telio pseudo-estratificado, las células basales y piramidales de si
milares caracteristicas a las descriptas.

Son las células piramidales las que presentan diferencias a

lo largo del túbulo. Las células altas con profusión de organelas

citoplasmátícas descriptas en los segmentos másproximales al tes

tículo se acortan y comprimenen dirección al cauda. En los segmen

tos másdistales el epitelio protrusiona hacia la luz tubular que ha

ido aumentando.Las estereocilias se acortan perdiendo aparentemente

elasticidad; las capas de tejido muscular liso que circundan los tú

bulos y producen un movimientoperistálticn para el transporte de los

espermatozoides, se engrosan en los segmentos distales.



1.3 Mecanismode acción de andrógenos.

El esfuerzo de varios laboratorioshallevado, con las parti

cularidades propias de cada modelo estudiado, a la formulación de

una teoría de mecanismode acción para los andrógenos. Este podría

ser resumido en la siguiente secuencia de eventos esquematizados en

la Figura 1.

l) La testosterona llega a la célula transportada por pro

teinas ligadoras en el plasma sanguíneo y en el caso particular del

epidídimo también a través de la luz tubular directamente del testícu

lo, transpone la membranaplasmática por libre difusión. Este proog
so aunque discutido, es aceptado comoel más probable.

2) En órganos efectores del tracto genital comoel cpidfdi

mo, la próstata, la vesícula seminal y estructuras nerviosas como

la hipófisis anterior de varias especies animales de experimentación,

la hormonaes metabolizada activamente a 5 q Dihidrotestosterona (50(

DHT)(5 o( androstan 1‘7p ol - 3 - ona) por la enzima A4 cetoesteroi
de 5 d reductasa.

3) La 5 o(DHTse une con alta afinidad y no covalentemente a

una proteina citoplasmática denominadaReceptor.

4) La unión antedicha resulta en variaciones en la conforma

ción espacial del receptor conduciendo a la " activación " del complg

Jo Receptor-Hormona.

5) Este complejo es translocado al núcleo por mecanismos tam

poco esclarecidos totalmente y se une específicamente a sitios " aceE
tores " en la cromatina permaneciendoretenido por un tiempo finito

pero variable.



6) El complejo así retenido desencadena numerosos procesos

que conducen en definitiva a la expresión del mensaje hormonal en lu

transcripción del material genético específico y la activación de to

da la maquinaria enzimátiCH necesaria para la misma.

7) La señal de terminación del proceso de estimulación no EE

té del todo dilucidado. El tiempo que el complejo ternario anterior

5‘! DHT- Receptor - aceptores cromatinicos permanezca comotal puede

ser uno de los determinantes para la concreción de los distintos ti

pos de respuestas: iniciales, tempranasy tardías.

8) El complejo finalmente se disocia de los sitios aceptores

y el receptor retorna al compartimentocitoplasmático mediante lo que

se da en llamar proceso de " reciclado ".

9) Existen eventos no transcripcionales, comoactivación de

determinados pasos metabólicos o procesamientos post-transcripcione

les que no pueden incorporarse de modosimplista a esta secuencia de

eventos pero que no dejan por ello de ser importantes.

Aunque la mayoría de estos eventos han sido demostrados en prái

tata ventral de rata, los resultados de muchoslaboratorios extrano

lan sin modificaciones sustanciales este modeloa otros órganos efecto

res de andrógenos comoel epidídimo, la vesICula seminal, etc. Unames

te mecanismopuede ser suceptible de control y regulación y comoen un

todo responden al objetivo biológico de producir factores activos en

el proceso de maduración de espermatozoides será ampliado posteriormeu
te.
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1.3.1 Provisión de andrógenos al epidfdimo.

Loa andrógenostesticulares sintetizados en las células de

Leydig bajo el estímulo de la hormonaluteinizante o LHalcanzan el

epidídimo por dos vias posibles. La hormona pasa a la vena espermá

tica y a través del Plexo pampiniformeque irriga al epidfdimo al

canza el epitelio luminal. Este es el caso de epidfdimos que en he

micastraciones captan los andrógenos secretados por el testículo Cog
tralateral o el de la captación de hormonainyectada por vía sitemi
ca en animales castrados.

La otra vía de acceso es por el sistema eferente llegando al

órgano directamente por la luz tubular. Los andrógenos alcanzan den-

tro de los tóbulos seminíferos concentraciones muchomayores que las

presentes en el plasma (GANJAM—1973, 19'76).

Existen importantes factores que hacen a la actividad biológi

ca de los andrógenos según la Vía de acceso al tejido efector y estos

se relacionan con la capacidad de regulación de su concentración.

E5 tien conocido el fenómeno que el andrógeno biológicamente

activo es aquel no unido a proteínas transportadoras al menosen pla;

ma sanguíneo. La albúmina en los roedores, y esta conjuntamente con

una huiu globulina, (Globulina ligadora de HormonasSexuales o SHBG),

que una esteroides hidroxilados en posición 17, en el Hombre (BARDIN

y col. - 1969), (HIVAROLA- 1968) juegan un rol importante en la regg

lación de la concentración de la hormonaactiva comoasí también de

su tasa de depuración plasmática. En el caso de los andrógenos cpe

llegan al epidídimo vía tubularjdabemos hacer varias consideraciones.
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Ciertos componentestesticulares parecen tener importancia nn

el mecanismode acción posterior de los andrógenos (pe este órgano

produce. Un rol preponderante se le atribuyó desde hace años a una

proteina sintetizada por las células de Sertolli en el testículo ba

jo el estímulo de la HormonaFolículo Estimulante o FSHy los andró

genos mismos: la Proteina ligadora de andrógenos o ABP. Esta proteí

na es secretada a la luz del tübulo seminffero y se concentra en la

luz del epididimo proximal o CAPUT(HANSSON- 1975) y como su nombre

lo indica une andrógenos con alta afinidad.

La provisión tubular de andrógenos al epididimo es muchomás

importane que la'plasmática, (para alcanzar las concentraciones fisig
lógicas dentro del órgano se deben inyectar dosis farmacológicas a un

animal castrado (AAFJES- 1972)) y 1a existencia de parámetrqsbiológi

cos que respondan sólo a tales concentraciones no ha sido claramente

establecida. Salvo la conservación de la ultraestructura del segmento

inicial en el epidídimo (FAWCETT)que necesitaria de la totalidad de

las secresiones testiculares la mayoriade los parámetros tróficos

pueden ser restituidos a niveles normales en el animal castrado por

inyecciones de testosterona.

PURVISy col. (1977) postularon para la ABPun papel de trans

portador de andrógenos a la vez que de regulador de su concentración

intratubular. Sin embargo según otros autores (HOMMEHTS- 1976) la

concentración de los andrógenos biológicamente activos en los tübulos

escaparia al control mediadopor esta proteína.

La existencia de la ABPen vertebrados superiores comolos pri

mates y entre ellos el hombrees objeto de controversia. Mientras

PURVISy col. (1978) aseguran su detección en epidídimos humanos, VI

GERSKYy col. no logran detectarlo en el mono Rhesus. Aunque muchos
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aseguran que no es posible diferenciar a1 ABPde la SHBG,HSUy col.

sostieneque ambasproteínas están presentes en el epidídimo humano.

La comprobaciónde su existencia en estos casos arrojaria luz e intg
rés sobre el estudio del pretendido singular papel de los andrógenos

tubulares. Aúnasi la ABPdistarfa de ser un simple transportador de

andrógenos y se confia en encontrar para el complejo proteína - Hor

mona un rol biológico en sI mismo.

1.3.2 CaEtación de hormonapor el tejido efector.

Es una teoria muyaceptada que los hormonas no unidas a pro

teinas plasmáticas difunden libremente a través de lu membranaplas

máticu a favor de un gradiente de concentración (GORSKI-1976). Este

mismo mecanismo sin embargo es refutado por quienes sostienen un

transporte facilitado para el caso de los estrógenos en células ute

rinas (ATGEH)glucocorticoides en adenocarcinoma de hipófisis (HARH;

SON—1975) y andrógenos en próstata de hombre y perro (GIORGI 

1973, 19'76). Trabajos de BAULIEU(1975) apoyan esta hipótesis afir

mandola activa participación de una proteina de membrana.

Cualquiera de los diseños experimentales descriptos para la

demostración de un transporte activo o Facilitado no puede descartar

la participación del receptor hormonalintracelular soluble. La retql
ción de la hormonapor proteinas con tan alta afinidad y velocidad de

asociación dificulta la visualización del mecanismode libre difusión.
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Aún aceptado este último modelo no deben descartarse los

efectos directos de esteroides comola progesterona y testosterona

y estradiol sobre membranaspüasmáticas del ovocito de Xenopus Lae

vis (GGDEAUy col.) y células endometriales (PIETRAS—1977), (NEN

CI - 1980) respectivamente que indicarIan la presencia de receptores

para hormonas esteroideas en las mismas.

1.3.3 Metabolismode la testosterona.

Los andrógenos a diferencia de los demás esteroides son meta

bolizados en algunos tejidos blanco comopaso previo a su unión al

receptor y posterior expresión del mensaje hormonal.

La [54 - 3 - cetoesteroide —5 d -reductasa - NADPH- depen

diente, es la responsable de la reducción irreversible del doble en

lace 4 - 5 de la testosterona, introduciendo un átomo de hidrógeno e

en posición °(sobre el carbono 5. El NADPHreduce directamente los

dobles enlaces y no interviene comosimple donante de hidrógenos co

moen las hidroxilaciones.

Esta enzimapresente, con la excepción del riñón,en los teji
dos efectores de andrógenos configura el primer paso de selección

en lo que respecta a especificidad tisular y la primera etapa de am

plificación en la respuesta hormonal. La 5€! reductasa está localigg

da en la fracción microsonal (MDHFIN- 1970) (correspondiente al

reticulo endoplásmico), y nuclear (BRUCHOVSKY- 1968). Se demostró

(NOZU—1974), (MOORE- 1973) que su actividad en esta última frac

ción se halla asociada a la membrananuclear externa. Las propiedades
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cinéticas son muyparecidas en ambas fracciones, este hecho es com

prensible dado que es en la superficie nuclear donde se sintetizan y

procesan las mambranasdel reticulo endoplásmico. Esta distribución y

característiCas son comunesa varios tejidos andrógeno -dependientes

y en particular al epidfdimo en la rata (MDNSALVE- 1977), mono Rhe

sus (de LAHMINAT— 1979) y hombre (de LARMINAT- 1980).

En la mayoría de los órganos efectores de andrógenos el siste

ma se completa con la aparición de al menos dos enzimas importantes

en el mecanismo de acción de los mismos. El carbonilo en posición 3

de la Sci DiT es reducido reversiblemente por dos enzimas posibles,

la 3C! o 3r3 Hidroxiesteroide dehidrogenasa, a los correspondientes

isómeros 5 q Androstan .3 O(, 17(5 diol (30‘ diol) o 5 «Androstan 3/3 ,

l'7 {bdiol (3 P diol). Estas enzimas muestran a diferencia de la 5 0(re
ductasa una actividad concentrada en la fracción soluble del citoplag
ma (de LARMINAT- 1980) y al igual que ésta usan NADPHcomo cofactor.

La distribución de la actividad en el tejido está bastante circunscrig
ta a1 epitelio secretor siendo muchomenor en el estroma o paréncpima

(DJÜSELAND).

El rol biológico de cada uno de los metabolitos de la testoste

rona que será ampliado posteriormente, es variado y no se limita a un

solo parámetro biológico.

Comose verá la Six DHTes el andrógeno que con más afinidad se

une a1 receptor citoplasmático y con el qua se transloca al núcleo. pg
ra, entre otros eventos, estimular la tanscripción del DNA.La medi

ción de andrógenos endógenos (CAMPO)confirma la preeminenCia de la

DHTsobre sus metabolitos y la testosterona misma como andrógeno nu

clear. La DHTes el andrógeno mitogénico por excelencia y es general

aceptado comoel de mayor actividad biológica de los de la serie.
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Aunque no debe descartarse su interconversión a 5«d DHTlos

3 d y/B dioles parecen tener efectos " per se " que se resumen en
una mejor manutención de la sobrevida de los espermatozoides en los

epidídimos de ratas castradas (LUBICZNAWROCKY- 19%). La idea del

andrógeno único cede ante la teoría de integración de roles de los
distintos metabolitos.

Por último es de particular importancia considerar un el caso

del epidídimo la proporción entre la SIX DHTque es producida rn nl

órgano por conversión de la testosterona provista perifericamente y

la que entra al tejido directamente ya sea proveniente del testículo
por la luz tubular o por via plasmática.

La relación de concentraciones de testosterona: [rn us de IU:

1 en la rete testis de la rata (HARRIS- 19'75) invirtiéndose hasta

alcanZar el cociente 1:6,5 en el epidfdimo (AAFJES).Este núsmopro

ceso es encontrado por PURVISy col. (1978) en el hombre. Mientras

en el testículo la relación T: 541 DHTes de 106 ésta llega a valo

res de 3,6 en el epidídimo,no solo por disminución del contenido de

testosterona, sino por aumentodel contenido neto de Sqlxfl on este

último órgano.

La Dihidrotestosterona proveniente del testículo aunque compg

nente menores un aporte considerable, que, de existir una (ontribu

ción desde la luz tubular a la célula, saturarfa los sitios de unión.

sin embargo la producción tisular de DHTes tan alta que hacs aumen

tar en factores de 65 y 30 según las especies la concentración tisular

relativa de esta hormona,el significado de estos hechos será analiza
do más adelante.
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1.3.4 Retención intracelular de andrógenos.

Receptores citoplasmáticos.

La permanencia durante los primeros minutos de la radioactiui
dad asociada a la hormonainyectada,en la Fracción soluble del cito

plasma o citosol de las células efectoras, condujo a tratar de iden

tificar la o las entidades responsables de dicha captación. El análi
sis de la radioactividad unida a macromoléculasdel citosol mediante

el uso de sedimentación en gradientes de sacarosa mostró que la hor

mona se unía a un componente con un coeficiente de sedimentación de

8 S. Estos primeros resultados de JENSENen 1968 con los estrógenos

para el útero fueron posteriormente confirmados sin diferencias im

portantes para los andrógenos en sus órganos efectores. Simultánea

mente MAINWAHINGy FANSy col. en 1969 demostraron la presencia del

denominadoReceptor Citoplasmático para andrógenos en la próstata

ventral de rata. En 1971 BLAQUIERcon sus resultados extiende este

mecanismode captación al epididimo.

Si ese coeficiente de sedimentación responde a configuracio

nes Fisiológicas es todavia objeto de estudio. La comparaciónde re

sultados de varios autores amplia los rangos de sedimentación y el

número de especies encontradas. Se detectan dos tipos de complejos

que sedimentan con rangos de 7 S a 12 S y 3 S a 5 S. Las entidades

mayores pueden ser transformadas en las menores mediante el agrege

do de cloruro de potasio (Cl K) hasta alcanZar una concentranción s2

lina de 0,4 Men un proceso reversible por diálisis (LIAO- 1976). A

concentranciones de sal menores que 0,1 My pH menores que 7,5 las
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formas más comunes 8 S y 3,5 S tienden a agregarse para formar enti

dades mayores. Esta agregación no ocurre en receptores parcialmente

purifiCados por lo que se cree involucre otros materiales celulares

asociados. Este último hecho es particularmente importante en lo que

respecta a la determinación de pesos moleculares; según los métodos

usados el rango abarca desde los 120.000 a los 270.000 Daltons. En

particular para el epidídimo el único dato es de más de 200.000 D,

para la especie a s (wwesm - 1975).

Los receptores citoplasmáticos son proteinas acídicas comolo

revela su punto isoeléctrico de 5,8 (TINDALL- 1975) de gran termolg
bilidad, y sensibles a bloqueantes de grupos suthidrilos. Estos úl
timos probablemente estén involucrados en la manutención de una es

tructura cuaternaria necesaria para la formación del complejo Recep

tor-Hormona.

La naturaleza de la unión entre la hormonay el receptor fue

estudiada en detalle por LIAO(1973). Este enlace no covalente se

produce por interacciones de las cadenas polipeptfdicas de la proteí

na sobre las dos caras o( y (5 del esteroide. El volumeny planaridad
de la molécula en los distintos andrógenos sintéticos ensayados Jue

gan un rol más importante que los grupos funcionales adosados al nú

cleo carbonado, en lo que respecta a la habilidad de unión del receE

tor y estabilidad del complejo. Sin embargola presencia del hidrogi

lo en posición F>sobre el carbono 17 y el carbonilo sobre el carbono
3 son requisitos básicos para mantener actividad en los andrógenos

fisiológicos. hbléculas muyplanas comoel 2 oxa - 17 oc Metil —17fl
hidroxi estra - 4 - 9 - ll - trien - 3 - ona Metiltrienolona o Rlaal

(RAYNAUD- 1977) duplican a la 5 o( DHTen su af‘inidad por el receptor

y es un potente andrógeno (VELLUZ- 1963). De todos modos en condicig
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nes in vitro, entre los andrógenos fisiológicos lu six UITes la QJe

presenta mayor grado de unión al receptor. Esta propiüdud se con

serva bajo condiciones Fisiológicas en experimentos " jn vivo ". La

5 o( D-1Tes el principal andrógeno retenido en el citoplasma y núcleo

de las células efectoras comoresultado de esta interacción especi
Fica.

El papel que juega el receptor en el mecanismo de acción de

hormonas ha sido reforzado por la acción de los denominadosanti-an

drógenos. Estos compuestos en algunos casos de estructura similar a

los andrógenos como el Acetato de Cyproterona (NEUMAN- 197D), el

BDMTo la klutamida y sus derivados bloquean por completo la acción

de los andrógenos en sus órganos efectores (MAINWARING- 1973) compre

bándose que consecuentemente son capaces de interferir con la unión

de la hormona a su receptor (BAULIEUy col. - 1970), (FANS- 1909), (

MOORE- 1973), (TINDALL- 1974). El mecanismo por el cual este compis

Jo es inactivo en la estimulación será objeto de análisis en la sec

ción IV del presente trabajo.

1.3.5 Retención nuclear de andrógenos.

La retención selectiva de 5 d D-iTen núcleos de próstata demos

trae; por ANDERSONy LIAD y MAINWAHING(1969) y confirmada por metodos

radioautográficos por TVETEH y ATTRAMADALy’porSAR y col. (1970)

son extendidas posteriormente al epidídimo (BLAQUIEH- 1973), (STUMPF

y SAR).
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Las características de esta retención en sistemas libres de

células como: la especificidad de hormona (MANGAN- 1972) (sólo los

andrógenos más potentes inhibfan la captación de qfl -DHT); la capaci

dad bloqueante de los antiendrógenos conocidos (LIAÜ- 1973, TINDALL

- 1974) y el requerimiento de las condiciones necesarias para la esta

bilidad dnl receptor citoplasmático llevaron a postular que éste últi

mo jugaba el rol más importante en la concentración nuclear del andrg

geno.

A51 mediante procedimientos astandars (BHUCHOVSKY- 1968), (MAIQ

WARING—1909) la radioactividad asociada a los componentes nucleares

puede ser extraída en la forma de un complejo macromolecular proteína

hormonade características similares a las del receptor descripto en

el citoplasma. Sin embargola diferencia en algunos parámetros físico

químicos como el Peso Molecular (BRUCHJVSKY— 1968), (MAINWARING

1969); Punto isoeléctrico (MAINWARING- 1974) y coeficientes de sedi

mentación (LIAO- 1976) evidencian cambios sufridos por el receptor o;

toplasmático en un proceso genéricamente denominadoactivación previo

a la formación de un complejo capaz de translocarse al compartimento

nuclear.

Los estudios de los niveles de receptor citoplasmático y nu

clear en distintas condiciones de translocación (BAHKOO),(SUTHEHLAND)

( CLAHK—1978) dan cuenta de una relación estequiométrica entre ambas

especies reforzando la teoría de identidad entre ellas. Por otro lado

BHUCHOVSKY(1975) y col. proponen otro mecanismo para la formación del

receptor nuclear independiente de la activación y translocación del ci

toplasmático. Sin embargola insensibilidad a dosis farmacológicas de

andrógenos en ratas de la cepa tfm, atribuible a una agenesia del rn

ceptor, se acompaña con una muyreducida retención nuclear de hormona
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en sus órganos efectores (BULLOCKy col.), (RITZEN- 1972), reforzaLI

do de este modoel primero de los modelos citados.

La simplificación mecanIstica de este modelo llevó a un enfo

que " quimico " y parcializado de los compartimentos celulares. El

carácter soluble o " citoplasmático " del receptor nativo Surge de

una metodología para obtenerlo y puede no reflejar la realidad den
tro de la célula.A la luz de nuevas técnicas de detección la asocia

ción a estructuras celulares seria una característica de parte de la

población " citoplasmática " de los receptores. Su caracterización

comoprecursores de la forma nativa o productos de su activación en

vias de translocación es aún objeto de análisis.

1.3.6 Eventos nucleares provocados por lqsgandróqenos.

Aceptores nucleares.

La translocación y retención del complejo receptor-hormona

por los componentesnucleares de células efectoras Fue analizado en

varios modelosexperimentales: desde el aislamiento de la radioacti

vidad incorporada en núcleos luego de la captación de la hormona por

células enteras, hasta la recombinaciónde las distintas fracciones
celulares involucradas para una translocación " in vitro ". Así se

llegó a las siguientes conclusiones:
- El complejo Heceptor-Hormonacitosólico es retenido fuertemente en
los núcleos enteros.

—Este complejo ternario puede ser disociado en medio de alta conceg
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tración de ClK 0,4 - 0,6 Mobteniéndose el complejo (uoeficiente de

sedimentación 4 S en gradientes de sacarosa de igual fuerza iónica)

soluble conjuntamente con material nuclear.

—Esta asociación entre el receptor citosólico y los aceptores nu

cleares es saturable y especifica para núcleos de células efectorus.

- La magnitud del efecto estimulatorio es función del númerode si

tios oceptores ocupados y de la duración de esta interacción. Ambos

parámetros dependen fundamentalmente de la dosis y modo du adminis

tración de la hormona.

La identidad de los sitios aceptores es todavía objeto de con
troversia. El proceso de expresión del mensaje hormonal requiero DNA

comotemplado tanto para la activación de su transcripción comosu

replicación (MAINWARING—197l)(a). La regulación metabólica median

te la interacción de proteínas con el DNAestá bien descripto para

microorganismos en los que existe un número limitado de sitios espe

cíficos de alta afinidad para dicha interacción en mediode ilimita

dos sitios no específicos de baja especificidad.

Para el caso del complejo hormonas esteroideas y su receptor

citoplasmático no ha sido posible encontrar para su interacción en

el DNAuna especificidad de especie ni una saturación de los sitios

de unión (ANDRé).Aunqueimportante y selectiva para el receptor, es

ta unión seria del tipo de las no específicas. Existen sin embargo

dos corrientes de opinión, quienes sostienen que todo lo actividad

aceptora se concentra en las proteínas asociadas al [NAcorrespondían

do poca o nula para este último (SPELSBEHG- 1971) o los que le asig

nan al DNAel papel de aceptor mientras las proteinas restringen el

número de sitios accesibles (MAINWAHING- 1971) (b).
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MAINWARINGy col. (19‘76) describen dos tipos de sitios acep

tores uno de menor afinidad y gran capacidad probablemente relaciona

do con el DNAy otro de naturaleZa proteica de gran afinidad (KD2,5x
10-9 M)y baja capacidad. La caracterización de estos sitios permitió

su clasificación comoproteinas no histónicas aunque de naturaleza dé
sica (PI 8,6 - 9,3) y un PMde aproximadamente 70.000 D.

Estos sitios aceptores conjuntamente con el complejo receptor

hormona se solubilizan en 0,6 MClK permaneciendo los sitios de menor

afinidad unidos a la matriz nuclear. Una heterogeneidad en el tipo de

sitios aceptores ha sido descripta para los estrógenos en el útero (

CLAHK- 1976). El primer tipo de sitios extraibles con bajas concen

traciones de sal interaccionarian débilmente con 1a cromatina, son se
turados a concentraciones de hormonamayor que las necesarias para un

crecimiento sostenido y de no persistir el estimulo hormonalse diso

cian del complejo receptor-hormona en un lapso de tiempo corto.

Paralelo a 1a disociación descripta aumenta lu unión del com

plejo receptorhhormonaa un segundo tipo de sitios aceptores. Los re

ceptores son retenidos firmementepor estos sitios durante varias ho

ras luego de cesado el estímulo¡en un númeronecesario y suficiente
para el crecimiento sostenido del útero.

La saturación secuencial de uno u otro tipo de sitios explica,

según los autores, la inducción de eventos tempranos, a cargo de la

interacción más transiente y los eventos tardIos correspondientes a

la retención prolongada.

Entre los eventos tempranos más importantes inducidos por los

andrógenos en el núcleo de sus células blanco se encuentra 1a active
ción de la síntesis de RNAen todos sus tipos.
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La transcripción del RNAribosomal y mensajero si estimulï

da por el agregado de receptor-hormona a núcleos aislnduy (MAINWA

RING- 1971) (c) descartándose una activación directa og las RNAPoli

merasas endógenas por parte del complejo. Varios IBDOFuIUTÁUS(DAVIES

- 1975, MAINWARING- 1975) aportaron pruebas de que e] ¡:z‘incinal efeE

to del agregado del complejo en los ensayos de transcripción era un

aumento en la capacidad de templado. Este efecto es saturable y espe

cífico para templados provenientes de órganos eFectores ccnfirmando

la participación de los aceptores proteicos descriptos.

La actividad de Fosfoquinasas capaces de fosforilar histonas

aumenta rápidamente por acción de los andrógenos y progesterona en

sus órganos efectores (AHMED— 1971), (WILSON- 19-77), (SUTHEHLAND

1977). Al aumento de la movilidad de las histonas QJQrelaja el em

paquetamicnto del DNAFacilitando su copia sería una du las vías de

acción iniciales del complejo receptor-hormona.
La existencia de sitios fuertemente retenidos durante varias

horas luego de la inyección de hormona concuerda con los resultados

ye BAHRACKy col. (1977, 1980) según los cuales, la estructura sub
celular conocida comomatriz nuclear, resultado de la remoción de pro

teínas, ácidos nucléicos y fosfolípidos, mantiene una notable capaci

dad aceptora para receptores de estrógenos y andrógenos. Estas estrug

turas parecen estar firmemente relacionadas con el mecanismode repli

cación del DNA(MAINWARING- 1930 (b), BEREZNEY- 1975) y apoyaría la

participación directa del complejo receptor-hormona en el proceso de

inducción de esta síntesis para la división celular, considerando co

mouno de los efectos tardfos de la estimulación hormonal.
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La participación del receptor androgénico es un requisito para

la estimulación hormonal en la mayoría de las etapas estudiadas y los

puntos de regulación más Fina y de efectos más amplificados estarán

relacionados con el mismo.

Sólo su disponibilidad en altas concentraciones, su efectiva

translocación y la prolongada retención nuclear garantizarán una res

puesta efectiva.

La capacidad de los andrógenos de regular sus propios sitios

de unión nuclear se ofrece comointeresante perspectiva para el estu

dio de la respuesta hormonal en el órgano quiescente y en el estimuig
do.
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Usando comomodelo al epidídimo de 1a ruta castrada se procurará

avanzar en el estudio del MECHTÍSMDde acción de los undrógenos en este

órgano.

La posible regulación de la respuesta a los andrógenos por 1a tes

tosterona mismaserá investigada en ratas sometidas u castración y adminis

tación de hormonaexógena. La variación en la compurtimentalización y con

centración de los receptores para andrógenos comoresultado de este trata

miento será analizada comoIndice mas inmediato de la capacidad de respues

ta del órgano.

Se intentará con el mismomodelo experimental esclarecer el meca

nismo por el cual los compuestos denominados con ul nombre genérico de

antiandrógenos ejercen su efecto antagonista con la hormona.

Usando como modelo experimental a1 epidfdimo humano en cultivo de

órgano se estudiará la respuesta del mismoa los andrógenos y su mecanis

mode acción. Se procurará, así mismo, inducir la síntesis de Factores

epididimarios que, comose ha probado en 1a rata, están involucrados en
/ . .la mndurac1ónde los espermat0201des.



II. ESTUDIO SOBRE EL MECANISMJ DE REÜJLACION INTRACELULAP. DE. LA

RESPUESTA A ANDHOGENDSEN EL EPIDIDIM].



II.1 Introducción.

Una Franca regresión de los parámetros andrógeno-dependientes

en el epidfdimo sigue a la castración del animal comoresultado de la

interrupción del estímulo hormonal (CAMEO- 19'76, de LAHMINAT- 1973,

GONZALEZ ÉEHEVERRIA - 1981, KUHANE- 1981, BLAQUIER - 1972, MAJUNDEH

- 1976). Sin embargola regeneración de la próstata y el epidfdimo cg
morespuesta a una terapia restitutiva de andrógenos evidencia una

etapa de quiesencia o“lag: La reinducción de la actividad 541 reductg
sa en epididimo (de LARMINAT- 19'78), y 1a actividad mitótica en la

próstata de animales castrados solo alcanZan diferencias significati

vas con los controles al cuarto y segundo día de terapia respectiva

mente. El retraso en la respuesta sugiere la hormona-dependenciade

los pasos primeros de la estimulación hormonal.

La inducción y/o modulación de los receptores por sus hormonas

ha siFo postulado comouno de los primeros sitios de regulación de la
respuesta hormonal.

El estudio del receptor citoplasmático de andrógenos en el epi

didimo(PODESTA y col.), (CALANDRAy col. - 1975), (PLJJOL y BAYARD

1979) y 1a próstata (SULLIVANy STRDTT-—1973), (GREENSTEIN- 1979)

resalta la importancia de los andrógenos en la manutención del número

do sitios en el citoplasma. Sólo luego del desarrollo de técnicas de

intercambio este estudio fue extendido a la posible regulación del

receptor nuclearlverdadero parámetro de la sensibilidad fisiológica.
Así Von DOOHNy col. (19'76), DAVIES y col. (1979) y BLONDEAUy col. (

1975) validan los postulados iniciales de regulación hormonal de 105
sitios de unión en la próstata y postulan la inducción por andrógvnos

de la sintesis " in Vivo " de sus propios receptores en ese órqunu.
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Este mecanismode regulación anteriormente descripto para los

estrógenos en útero (JENSENy col. - 1969), (SARFFy GORSKI- 1971)

alcanzó en este último modelo la mayor explicitación. EJ complujo ng

ceptor-hormona luego de su translocación y acción dentro del núcleo

puedesufrir varias vías alternativas. una de ellas es 1a utilizo
ción sin disociación previa mediante su reciclado al citoplasma con

conservación de actividad. Esto parece ser característico de condi

ciones de baja disponibilidad de hormona; sin embargo este efecto es

de corta duración.

La disociación que parece ser al evento más comúnlleva a la

Formación de receptor libre dentro del núcleo pudiendo ser degradado

o reciclado al citoplasma para incorporarse a un nuevo ciclo de cap

tación. La síntesis " de novo " de receptor es la respuesta a la es
timulación hormonal. La continua utilización y reciclado provocada

por una estimulación hormonal scstenida es la condición para una sig

tesis constante del receptor LNULDOÜN- 1980}.

Aún así no existe un mecanismo único y definido que explique

estos cambios en la población de receptores hormonales. Al control

positivo antedicho, por el cual estrógenos y andrógenos inducen lu

síntesis de sus propios receptores, se agrega la regulación de otros

receptores, tal es el caso de la síntesis de receptor de progestero
na inducida por estrógenos en el oviducto del pollo (TDFTy col.),

útero de rata y hamster (MILGROMy col. - 1970).

Así también existen controles negativos comoel ejercido por

la progesterona sobre el reciclado de receptor estrogénico en útero

de rata (MESTERy col.) o 1a desestabilización del receptor de pro
gesterona luego de la inyección de la hormonacorrespondiente (MIL

GHDMy col. - 1973). Estos efectos negativos también pueden estar
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presentes en la acción de andrógenos y estrógenos ya citada punu vr:
se enmascarada por la estimulación de la síntesis antes mencionada.

El " consumo" de los receptoresital es el caso de la progesterona

en el oviducto de aves,durante la acción hormona1,nose descarta co
mo posible explicación de esta inhibición (SUTHERLAND—19‘76).

Múltiples Factores pueden influenciar la determinación de re

ceptores en animales sujetos a manipuleo hormonal. Debido a que los

métodos de detección de receptores se basan en la unión de hormona,

variaciones en los parámetros cinéticos de unión (debido a desestabi

lización de la molécula proteica) estabiliZación por agentes químicos

de Formas inactivas (LEACH),(NISHIGOHI),degradación del receptor

por proteólisis, enmascaramiento por hormona endógena comoasí tam

bién cambios en la compartimentalización del complejo, pueden condu

cir a interpretaciones erróneas.

La variación relativa de la población de células sensibles jun

to con los factores antedichos resultarán en una variación en el númg
ro de sitios de unión sin que esto signifique una regulación real del

númerode receptores por célula.

La cuantificación de receptores citoplasmáticos comoparámetro

de sensibilidad del tejido se ve complicada con 1a existencia de pro

teínas de secreción extracelular con capacidad de unir esteroides.

Tal es el caso de la Prostateina prostática o PBP (HEYNS)y el ABP

testicular presente en el epidfdimo que pueden llegar a oscurecer los re
sultados de unión de esteroides a los receptores citoplasmáticos. Una

naturaleza de este tipo es especulada para los receptores tipo II de:

criptos para los estrógenos en el útero (ERIKSSÜN),(CLARK- 1979).
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La correlación entre la retención nuclear del complejo y la m9
yoría de los eventos inducidos por la hormonalleva a considerar al

receptor nuclear el parámetro másrepresentativo de la sensibilidad

hormonal. Aunque los trabajos de BFIJCHOVSKYy col. (1975) y BLANDEAU

y col. postulan para el receptor de andrógenos en la prástata de la

rata un mecanismode formación independiente del receptor citoplas

mático, sin embargose acepta en general a la activación de este ülti
mo complejo y su translocación al núcleo comovía de retención nuclear

de la hormona.

Aunque el mecanismo de activación " in Vitro " está sujeto a

muchas interacciones, experimentos " in vivo " parecen demostrar cue

simplemente se alcanza un equilibrio entre las Formascitoplasmáticas

y nucleares dependiendo solamente de las concentraciones iniciales de

receptor citoplasmático y de la oferta adBCUadade hormona (WILLIAMS).

En el siguiente capitulo se analizará el efecto de los andróga

nos sobre la concentración de sus sitios receptores y su relación con

los parámetros fisiológicos Suceptibles de estimulación hormonal.



11.2 Animales y tratamientos.

Los animales usados fueron ratas Wistar machos adultos de 70 a

120 días de edad mantenidas eon un régimen de luz de 14 horas alterna

da con 10 horas de oscuridad y que recibieron comida y bebida " ad li
bitum ".

A fin de obtener los epidfdimos libres de espermatozoides y

Fluido testicular se llevó a cabo la ligadura de los conductos oferen

tes por via escrotal o abdominalcuidando de preservar la irrigación

sanguínea. Para 1a castración de los animaler se procedió por las mis

mas vias y con los mismos recaudos.

Para el uso de la técnica de marcación " in vivo " grupos de 4

ratas controles castradas por 48 hs o por 20 dias fueron eviscerados

bajo anestesia, funcionalmente hepatectomizados e inyectados en 1a ar

teria ilíaca con 50 uCi de (1,2,6,7—9H)testosterona. Los animales

Fueron sacrificados luego de 2 hs por dislocación cervical y los epi

dïdimos fueron ronnvidbs, disecados cuidadosamente y mantenidos en so

lución salina a 0° C.

Grupos similares de animales fueron castrados por 20 días y re

cibieron dos dosis diarias de 200 ug de propionato de testosterona en

aceite en Formade inyecciones subcutáneas en la región dorsal por es

pacio de 2, 4, B y 12 dias o DHTen las mismas condiciones por 12

dias. Luego de 48 hs de la última inyección se procedió a la marcación

“ in vivo " del receptor

Para la técnica de mareación " in vitro " los animales cuyos

upiuídimos habian sido ligados Fueron castrados con excepción de los
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controles por espacio de l, 2, 4, ll y 20 días. La totalidad de días

de castración más ligadura de los ductos Fue la mismapara todos los

lotes. Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, di

rectamente el día del experimento eviscerados y los epidfdimos fueron

cuidacbsamente disecados y mmtmitbs en solucio’n salina a 0° C.

Para otra serie de experimentos en los que se estudió el con

trol sobre la translocación nuclear del receptor, animales cuyos epidf

dimos habian sido ligadospor 7 días y luego castrados por 48 hs, fue

ron inyectados intraperitonealmente con 0,15 ug; 1,5 ug; 15 ug: 150 ug;

500 ug y l mgde 5c( Dihidrotestnsterona disuelta nn 0,4 m1dn ntunnl:

salina (1:1). Los controles fueron inyectados con vehículo, noventa

minutos más tarde los animales fueron sacrificados y los,epidídidmos

fueron disecados. Sólo la región proximal al testículo o CAPUTcuyos

túbulos estaban visiblemente libres de espermatozoidesfueron utili

zaúm.

Para ser usados en otra serie de experimentos animales castra

dos por 25 días recibieron propionato de testosterona comoya Fue des

cripto durante l, 2, 3, 4, 5, 6, B y ll días. Los controles recibieron

solo vehículo. Coupletado el tratamiento los animales recibieron una

última inyección intraperitoneal de 150 ug de 51x DHTen etanol-salina

y fueron sacrificados para el experimento 90 minutos mas tarde.
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II. 3 Materiales y Métodos.

11.3.1 Drogas z soluciones.

Lu (l,2,6,7-3H) testosterona (AE90 Ci/mMol); (1,2,4,5,e,7—%4)

Dihidrotestosterona (110 Ci/mMol); trimetil trienolona (n 1881) (AE

87 Ci/mMol) y la Me 3H timidina (AE 20 Ci/mMol) y el n 1881 no ra

dioactivo fueron provistos por NewEngland Nuclear (Boston, M.A.). La

estabilidad de estos compuestos Fue controlada mediante cromatografía

contra patrones no radioactivos.

El propionato de testosterona, el RU23908 y el acetato de Cy

prosterona fueron gentilmente cedidos por los laboratorios GadorS.A.

(Bs. As. - Argentina), Roussell UolaF (HomainVille - Francia) y Schu

ring (Berlin) respectivamente. Los demásesteroides fueron marca Sigma

(St. Louis Mo). El tris (hidroximetil) amino metano (Trizma Base o

tris) marca Sigma comotodas las demás drogas usadas para la prepa

ración de bufferes Fueron de grado analítico y el agua usada en to

dos los casos fue bidestilada. Los bufferes usados son los que se de

talla1a continuación:

tris : tris 20 mM, Ditiotreitol (DTT) 1 mM, EDTA1 mM, 012Ca 3 mM

pH 7,4.

tris R : tris 20 mM, Saoarosa 0,25 M, DTT 1 mM, EDTAlmM, Cl2Ca 3

mM,glicerol 10 %, pH 7,4.
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tris N g tris 20 mM,Sacarosa¿0,25 M, DTT1 mM, Cqua 3 mM, pH 7,4.

tris s : tris 20 mu. Sacarosa 1,9 M, DTT1 mM,012Ca a mM, pH 7.a.

tris KCl : tris 20-mu, ClK 0,6 M, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, pH a.

En todos los casos la disolución inicial de los componentesse

llevó a1_volumendeseado con agua. En el caso particular de] buffer

tris S dacb el gran volumen ocupacb por la sacarosa (aproximadamente

la mitad del VolumenFinal deseado) ésta fue disuelta en tris 40 mM,

012Ca 6 mM,DTT2 mMen agua a fin de obtener las concentraciones fi
nales adecuadas. El pH fue ajustado a una temperatura oe 5° C por el

agregado de ácido clorhídrico concentrado.

E Todos los bufferas fueron congelados hasta su uso para evitar

Contaminaciones.

E1 medio 199 (DIFCO)fue esterilizado mediante Filtración.
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11.3.2 tControl histológico.

Se tomaron muestras del CAPUTenküdimario de aproximadamente

50 mgy procesadas para análisis histológico y morfométrico. El teji
do se FiJó en solución de'Bouin, fue deshidratado por las técnicas

habituales e incluido en parafina para luego obtener cortes de 5 u
de espesor que fueron coloreados con hematoxilina - eosina. Los pre

parados obtenidos fueron fotografiados en un Fotomicroscopio Zeiss
obteniéndose copias positivas con un aumento de aproximadamente 1500

VECES .

Con ayuda de una grilla cuadriculada se procedió al recuento

de cada tipo celular saloulóndose la proporción entre ellas en cada

lote experimental. La significación de las diferencias entre ellos

se obtuvo aplicando el test de Tukey (LISSÜN).

11.3.3 Estimación del grado de Eroliferación celular.

Se tomarontrozos de tejido similares a los descriptos ante

riormente de los distintos lotes_experimentales. Fueron divididos en

explantos no mayores de 3 mms, bajo condiciones de asepcia montados

sobre grillas de acero inoxidable y depositados en cápsulas de culti
vo de órgano (FALCON3037) sobre medio de cultivo 199 que contenía

1 uCi de aH Metiltimidina. El tejido fue incubado en condiciones es

tériles por espacio de 16 hs en un incubador National a 33 °C bajo

una atmósfera de aire con un 5 % de dióxido de carbono. Los explan
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tos fueron lavados con solución salina y homogeiniZados en 1 ml. de

buffer tris N a D °C con un homogeneizador Polytron (BHINKMAN)(po

sición 5) mediante tres pulsos de 15 segundos a intervalos de 30 se

gundos. La suspensión obtenida fue filtrada a través de malla de ny

lon y el filtrado fue centrifugado a 2000xg10 minutos. El precipita

do obtenido fue resuspendido en l ml de buffer para repetir nuevameu
te el lavado. La última resuspensión fue mezclada con l volumende

ácido tricloroacético (TCA)al 20 %en agua bidestilada y se dejó

precipitar en Frío por 15 minutos. El precipitado obtenido fue volcg
do sobre filtros de fibra de vidrio (WHATMANFG/C) y lavados con TCA

al 5 i. Alicuotas precipitadas en paralelo fueron congeladas para la

posterior determinación del contenido de DNA.Una vez secos los Fil

tros fueron transferidos a viales de conteo para la estimación de la
radioactividad retenida.

II.3.4 Cuantificación de la radicactividad.

Las muestras sólidas o líquidas Fueron transferidas a viales

de conteo y se agregaron 7 ml de solución centelleante (ag Omniflúor

NewEngland Nuclear por litro de tolueno). En los casos correspon

dientes los viales fueron dejados en la oscuridad por 24 hs a Fin de

evitar cuentas espúreas debido a quimioluminiscencia, o para facili

tar la extracción de los compuestosradicactivos en la fase orgánica.

Se usó un contador de centelleo líquido BeckmanLS lÜÜ con una efi

ciencia del 65 %para el tritio.
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11.3.5 Obtencion de las Fracciones subcelulares.

El tejido obtenido de los distintos lotes experimentales Fue

Pesado y disgregado con tijeras sobre un baño de hielo. Todas las

operaciones siguientes fueron llevadas a cabo entre 0 —a OC.Husos

pendido en 4 volúmenes con respecto al peso de tejido de buffer

tris H para el caso de marcación ” in vitro " o de tris (5 % sacaro

sa) para el tejido proveniente de animales " marcados " "in vivo " el

tejido Fue homogeneizadocomoya se describió, Filtrado a través de

malla de nylon y centrifugado a 2000xg 10 minutos. El sobrenadante

fue centrifugado en un rotor Ti 50 (Beckman) a 105.000xg 40.000 rpm

por 60 minutos en una ultra centrífuga BeckmanLS - 50 obteniéndose

un precipitado que se descartó y la fracción soluble celular o cito
sol en el sobrenadante. Este fue cuidadosamente aspirado mediante pi

Detas Pasteur evitando tomar la grasa Flotante y conservado en hielo

para su posteridr análisis. El precipitado de 2000xgse resuspendió

suavemente en 4 volúmenes de buffer tris N y recentrifugado comoan

tes. El precipitado obtenido Fue reSuspendido en aproximadamente 7 ml
de buffer tris S mediante el uso de un homogeneizador tipo Dounce y

centrifugado a 50.000xg durante 80 minutos con los mismos elementos
antes usados para obtener el citosol. Los restos Celulares Flotantes

y el líquido sobrenadante Fueron descartados y el precipitado disper

so y traslücido Fue resuspendido en 5 a 7 ml de buffer tris N para

ser centrifugado a 2OOÜxglO minutos.

Este último precipitado fue resuspendido en l volumen (con res
pecto al peso original de tejido) de buffer tris KCly disgregado a

O °C durante 90 minutos mediante el uso de pipetas Pasteur hasta obtg
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ner una suspensión gelatinosa. La centrifugación a 60.000xg por 20

minutos permite la obtención de un sobrenadante denominado" extrac

to nuclear " (que se mantiene a O °C hasta su posterior análisis) y

un precipitado que se resuspende en agua bidestilada y se congela pg
ra la determinación de DNA.

11.3.6 Sedimentación en gradientes de densidad.

Armadode los azadientes de sacarosa.

Se colocaron en sendos recipientes las siguientes soluciones:

Solución A

Buffer tris (20 % sacarosa) 12 m1.

Solución B

Buffer tris 20 ml.

Mediante una bombaperistáltica se agregó la solución B a la

A al mismotiempo que la mezcla resultante (agitada magnéticamente)

fue bombeada hacia 4 tubos de centrífuga (4 m1, rotor BeckamanSW56)

(pe Fueron llenados sin crear ningún tipo de turbulencias. El flujo
de salida de la mezcla de A fue el doble del de entrada del diluyente

B obteniéndose en los tubos de centrífuga gradientes lineales de saca

rosa del 20 36al 5 1,.

Los gradientes descriptos fueron usados para la detección del

receptor citoplasmático. Para el caso del receptor nuclear la metodo

logía Fue la mismapero el buffer tris KCl fue usado en lugar del

tris. Se dejaron equilibrar los gradientes a 5 °C toda la noche. Alf
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cuotas del citosol obtenido de la marcación " in vivo " conteniendo

2 mgde proteínas fueron depositados sobre los gradientes y centrifig

gados por 12 hs en un rotor Beckman SW56 a 48.000 rpm 230.000xg(me—

dia)en una ultracentrífuga Spinco L 2 - 65 - B. FinaliZada la centra

fugación los gradientes fueron fraccionedos succionando desde el fog
do del gradiente con cánulas conectadas a una bombaperistáltica. Se

recogierof 30 fracciones por gradiente y 1a radioactividad en cada
una de elias fue cuantificada comose describió anteriormente. Para

el ensayo de receptor nuclear se agregaron 0,4 m1de los respectivos

extractos nucleares a los correpondientes gradientes y estos fueron

centrífugndos a 60.000 rpm por 16 hs 257.000xg(media)en un rotor Bach

man SWSé con la metodologia ya descripta.

En todos los casos se utilizó Albómina sérica bovina y Hemo

globina comopatrones de coeficientes de sedimentación conocidos.

11.3.7 Marcación" in vitro ".

Las fracciones citosólica y nuclear se obtuvieron de la for

maentes citada de los distintos lotes experimentales para la marca
ción " in vitro " en condiciones de intercambio.

E1 citosol conteniendo de 5 a 10 mg de proteína por m1 Fue prg

tratado con carbón a fin de adsorber 1a hormona endógena libre. Se

agregó 0,1 volumen de una suspensión de 5 % de carbón activado (Norit

" A " - Fischer) y 0,5 % de Dextrano (PM70.000 D) (Sigma) en tris R

durante ID minutos con eventual agitación, la suspensión Fue centri

fugada a 10.000xg 15 minutos y el sobrenadante cuidadosamente tGMadn

con pipeta Pasteur y conservada a a fin,
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11.3.8 Pretratamiento del carbón.

El carbón usado para adsorciones fue lavado según el método

de WILSCNy mmm (19'76) con ácido ClH 0,1 N 10 minutos con agita

ción, la suspensión Fue centrifugada y el precipitado resuspendido

en OHNa0,1 N 10 minutos y vuelto a centrifugar. El precipitado fue

resuspendido en agua bidestilada, filtrado y lavado hasta neutrali
dad del líquido de drenaje. Seguido de un lavado con etanol el car

bón fue secado bajo calor radiante y guardado para su uso.

3
11.3.9 Ensazo de unión de H H1881 .

El ligando radioactivo fue usado en concentraciones únicas fii

nales de 10 nMpara las pruebas preliminares. Series paralelas de tu
bos fueron incubadas con 3H 91881 y concentraciones 500 veces su

periores de R 1881 no radioactivo a Fin de evaluar la unión no espe

cífica.

Para la determinación cuantitativa las fracciones Fueron incu

badas en un rango de concentraciones 0,5; 1; 2; 4; B y 16 nu de H

R 1881 con las correspondientes series paralelas para evaluar la

unión no específica.

En todos los casos el asteroide fue agregado en su solvente

habitual benceno-etanol (9:1) que fue evaporada bajo flujo de aire a2

tes de colocar el extracto celular. El volumende citosol y/o extrag

to nuclear usado fue de 0,1 ml y la incubación se llevó a cabo a 15



y 10 °C respectivamente por espacio de 16 hs en las determinaciones

habituales. A fin de evaluar la real concentración de 3HRIBBIsolu

ble en las condiciones del ensayo todo el rango de concentraciones

de BHHlBBl usado Fue incubado con 0,1 m1 de un citosol cualquiera

con un rango de contenido de proteínas similar al ensayado. Luego

de las 16 hs el contenido total del tubo fue transferido a viales

de conteo a fin de evaluar la radioactividad.

Para la fracción citosólica la separación de la hormonalibre

de la unida al receptor luego de la incubación fue llevada a cabo mg
diante una adsorción de la primera con carbón. Para ello a los tubos

colocados en baño de hielo se les agregó 1 volumen de una suspensión

(agitación magnética constante) de l % de carbón, 0,5 % de Dextran

en buffer tris R a O °C, se dejó actuar 10 minutos con eventual agi

tación mecánica y se centrifugó a ZÜDÜxg10 minutos. Una alícuota de

0,15 ml del sobrenadante Fue transferida a viales de conteo para de

terminación de radioactividad.
Para la cuantificación de 1a fracción unida al receptor nu

clear se usó la técnica de exclusión por gel.Luego de la incubación

se agregó a los tubos l volumen de 2 - 5 % azul de Dextran PM2x106

en buffer tris KCl y 1a solución coloreada fue aplicada con pipetas

Pasteur sobre mini - columnas de Sephadex G —25 (Pharmacia, Sweden)

(1x8 cm aproximadamente, con 6 m1 de lecho) armadas en pipetas de

plástico descartables (Falcon 7521).

Se eluyó la banda coloreada mediante el agregado de alícuo

tas de 0,1 m1 de buffer tris ClK con un dosificador automático. E1

tiempo utiliZado para la elución simultánea de 10 columnas nunca Fue

menor de 3 minutos a fin de garantizar un flujo suficientemente

lento. La Fracción aZul correspodniente al volumenexcluido de la
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matriz fue recogido en viales de conteo y la radioactividad evaluada

como antes.

Todas las operaciones hasta la obtención de la fracción elui

da de la columna fueron llevadas a cabo a 0 - 5 °C en cuarto frío o

enfriando todo el material en baño de hielo previo a su uso.

Los datos de las curvas de saturación obtenidas Fueron anali

Zados de acuerdo con el método de linealización de SCATCHAHDy por

extrapolación de estos valores se obtuvo el númerode sitios y las

constantes de disociación. El error en los parámetros de unión re

sultó del análisis de regresión de las rectas mediante el uso de

una computadoraHewllet Packard y la diferencia significativa entre

lotes se obtuvo aplicando el test estadístico de TUKEY.

II.3.10 Ensayode actividad Eroteolftica.

La actividad proteolítica fue estimada por el método de FELL

y DINGLE.

El tejido Fue homogeneizado en 10 volúmenes de una solución

de sacarosa 0,25 M. Se separó la Fracción nuclear por centrifugación

y el sobrenadante fue centrifugado a 1000 xg 20 min y lavado dos ve

ces por resuspensión y centrifugación en buffer acetato 0,05 MpH5,0

sacarosa 0,25 My Finalmente resuspendido en el mismo a razón de 2 ml

por epidídimo.
Los lisosomas fueron labilizados por incubación en tubos de po

lietileno a 37° C 60 oscilaciones/min por 15 minutos y posterior e

gregado de triton X100 hasta el 0,1 % por 30 minutos a la misma tem
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peratura.

El extracto enzimático libre de partículas se obtuvo en el so

brenadante de la centrifugación a 105000 xg por 60 min.

Para el ensayo de actividad proteolítica se mezclaron las si

guientes cantidades:

1 m1 de extracto enzimática

l ml Hemoglobina 2% disuelta en buffer Acetato 0,1 Mph 4,0

y se incubaron a 37° C por 60 min en tubos tapados. A1 final de la incu

bación se agregó 3 m1 de TCA5 % a 0° C y se filtró por discos de fibra

de vidrio WahtmanGF/Cy en el filtrado analizar la tirosina soluble con
el reactivo de Folin.

Los controles se incubaron en presencia de TCAal 5 % y se Filtra

ron de la manera descripta.

La actividad se expresa como ug de tirosina ácido soluble/hr.

11.3.11 Otros métodos.

Las proteínas fueron determinadas por el método de LOWHYusando

albúmina sérica bovina comopatrón. El DNAfue medido por la técnica

de BURTONusando DNAde Salnón como patrón.



II.4 Resultados.

11.4.1 Efecto de 1a castración z terapia androgénica sobre la con

centración de receptores libres para andrógenos en el epi
didimo de la rata.

Receptor citoElasmático .

Grupos de 4 ratas castradas por 48 hs (controles) y por 30

días Fueron usadas para la marcación " in vivo " del receptor cito

plasmático comose describe en materiales y métodos.

Mediante el análisis por sedimentación en gradientes de saca

rosa se obtuvieron los resultados que se muestran en la Fig. 2 panel A.

El pico de radioactividad asociada al componente8 S del citoplasma en

los animales controles decrece hasta valores no detectables por este

método, en el citosol de animales castrados por 30 días. En estos ca

sos la radioactividad no parece estar asociada a macromoléculasperma

neciendo comohormonalibre en la parte superior del gradiente. No se

observan componentes de mayor coeficiente de sedimentación que el 8 S

encontrado en los controles.
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figgra_2 Concentración de sitios receptores libres para andrógenos
en citoso] de epididimo como resultado de la marcación

"in vivo” mediante 1a inyeccióntueSO uCi de (1,2,6,7 3H) Testos
terona y posterior análisis por sedimentación en gradientes de
Sacarosa en iotes de ratas castradas por (A) 2 dias(trazo superior)
y 30 dias (trazo inferior) y castradas por 30 dias e inyectadas con
Propionato de Testosterona (400 ug) por (B) 2 dias,(C) 4dias,
(D) 8dias,(E) 12 dias,y 5 a Dihidrotestosterona (F) por 12 dias.
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El tratamiento de un grupo de animales castrados por 30 días

con 400 ug de propionato de testosterona produce la reaparición del

receptor citoplasmático en cantidades comparablesa las del control.

Se llevó a cabo un estudio a lo largo del tiempo para esta cg
cuperación de los niveles de receptor. Grupos de 4 animales castrados

por 30 días fueron inyectados con propionato de testosterona durante

2, 4, 8 y 12 días y con 5 q D-ITpor 12 días y la marcación " in vivo "

fue hecha 48 hs después de la última inyección.

Los resultados que muestran en la Fig. 2 panel B a F indican

que la unión al componente8 S ausente en los gradientes correspondían
tes a los animales castrados aumenta conforme progresa 1a terapia con

andrógenos. La detección inequívoca del receptor B S es posible ya a

los 2 días de tratamiento. El resultado en el panel F indica que la

DHTes tan efectiva comola testosterona para producir la reinducción

del receptor.

Receptor nuclear.

Animales sometidos al mismoesquema experimental anterior Fue

ron sometidos a la marcación " in vivo " con las modificaciones para

la detección de receptor nuclear. La sedimentación en gradientes del

extracto nuclear comose observa en la Fig.3 muestra el componente3,5

S en los lotes controles y su disminución con la castración. El trata

miento androgónico no eleva los niveles de receptor nuclear por encima

de los del animal castrado.
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cpmx10'3/Froccio'n/100pgDNA

Figura 3 Concentración de sitios receptores nucleares translocables
comoresuïtado de la marcación"in v1vo“(como se detalla en

la figura 2) en ratas castradas por(A) 2 días,(B)30 dïas,(C) castra
das por 30 dias e inyectadas por 12 días con propionato de Testoste
rona (400 ug/dïa)
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11.4.2 Especificidad de unión a la Fracción nuclear.

Una diferencia importante entre los epididimos del control y

los grupos experimentales radica en la presencia de espermatozoides

en el primero. Comola técnica usada para purificar núcleos no eli

mina la contaminación de esta Fracción con espermatozoides,se estu

dió de qué maneraestos pudieran interferir en la captación nuclear

de andrógenos. La marcación “ in vivo ' fue llevada a cabo en un gr!

po control de animales e inmediatamente luego del sacrificio los ór

ganos Fueron separados y el liquido luminal extraído por perfusión

del segmento distal mediante un catéter introducido en el vas defig
rens. Se obtuvieron así tres fracciones:

a) tejido total CAPUTy CDHPUS.

b) contenido intraluminal (espermatozoides y fluido).

c) tejido sin espermatozoides CAUDA.

Luego do la homogeneiZaciónse obtuvo la fracción nuclear corres

pondiente y cada una Fue dividida en dos partes. Una de ellas proce

sada por el métodohabitual y la otra purificada y extraída en un mg

dio conteniendo 3 x 10-5M 5<X-DHTa Fin de desplazar la radioacti

vidad débilmente unida. La Fig. 4 muestra los perfiles de sedimenta

ción del extracto nuclear del tejido y espermatozoides. La presencia

de 5 d [HT en exceso desplaza aproximadamente el 30 5€de la radioac

tividad del pico 3,5 S proveniente del tejido entero. Espermatozoi
des provenientes de estos epidfdimos marcados ” in vivo " no eviden

cian una unión de andrógenos en la zona correspondiente al receptor.

En el panel B se muestran los resultados obtenidos con la Fracción
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nuclear del tejido perfundido libre de espermatozoides.

La similitud de estos resultados con aquellos obtenidos con tu

jido entero refuerZan el concepto de que el complejo receptor-hormona

3,5 S anteriormente detectado proviene del tejido epididimario sin

contribución de los espermatozoides. A pesar de la especificidad en

la localiZación nuclear del receptor los experimentos posteriores fds
ron realizados con animales cuyos epididimos habían sido ligados en

los conductos eferentes para interrumpir la entrada de espermatozoides

y fluido testicular y poder de este modoexpresar los resultados por

mg de DNAo por célula. Este procedimiento quirúrgico no afecta la

provisión de andrógenos que a través del plexo pampiniforme llegan des
de el testículo. La supresión de los andrógenosintraluminales restan

tes no parece afectar le concentración de receptores en el tejido (PU

JUL).

11.4.3 Desarrollo de un método de intercambio para cuantificación de

sitios receptores totales.

Las técnicas descriptas sólo permiten la medición de sitios ac

cesibles luego de la deprivación hormonal del animal ya sea por castrg
ción o interrupción de la terapia de reemplazo. Este procedimiento a

fecta la compartimentalización de los sitios receptores a la vez que
resta eficiencia el tratamiento hormonal.

Asi, Fue necesario el desarrollo de un método que permitiera la

cuantificación de sitios en condiciones más Fisiológicas. La técnica

descripLu por BONNEy RAYNAUDpara receptores androgénicos en prósta
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cpm/fracc¡ón(¡104)

Número de fraccnón

Figura 4 Especificidad de] Receptor Nuclear marcado "in vivo".
Ratas controles fueron inyectadas comose explica en 1a

figura 2 y las distintas fracciones obtenidas y anaïizadas comose
detalla en II.2

Panel A : o-o tejido tota]; o-o tejido tota] competido con 5a-DHT
X-Xcontenido intraluminal(principalmente espennatozoides)

Panel B : o-o CAUDAperfundido,o-o CAUDAperfundido competido.
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ta fue adaptada para este propósito y se desarrolló una nueva meto

dología para el ensayo en extractos nucleares.

II.4.3.a Condiciones óptimas de ensayo.

La fracción citosólica y el extracto nuclear de epidfdimo liga
dos por 7 días fueron incubados con una concentración de 10 n“ 3H

R1881a varias temperaturas por espacio de 16 hs .La cuantificación

de ligando específicamente unido se determinó por desplaZamiento con

81881 no radioactivo comose indica en materiales y métodos. La tabla

I muestra los resultados obtenidos con ambasfracciones. El porcenta

Je de unión específica aumenta con la temperatura de ensayo siendo má
xima a los 15 °C para el citosol y a los 10 °C para el extracto nu

clear. La disminución a temperaturas mayores puede ser debida a degrg

dación de estos sitios cuya termo-labilidad ha sido ya documentada(

HAussm - 1975).

II.4.3.b Especificidad hormonal.

La especificidad de ligando Fue estudiada mediante la incuba

ción de los diferentes extractos con 10 nM3H H1881en presencia de

los competidores no radioactivos en concentraciones 10, 100, 300 y

1000 veces superior, por espacio de 16 hs a la temperatura de máxi

ma unión. Los resultados de la Fig. 5 muestran que la competición

por sitios de unión en el citosol (panel A) sólo es efectiva en caso
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TABLA I EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA UNION ESPECIFICA

DE (3H) R 1881 EN EPIDIDIMO DE RATA.

CITOSOL EXTRACTO NUCLEAR

Tenfegatura fmoles/mg prot fmoles/mg DNA

0 5,2 1 0.3 100 1 8

5 8,3 :_0,5 410 i 36
10 18,0 i 1,3 560 :_51
15 24,9 :_3 240 1 32

20 5,9 1'2 60 :_20

La metodología usada para la obtención de las distintas
fracciones subcelulares y la detenninación de la unión
específica se describen en 11.1



de ligandos con conocida acción androgénica (5 O(DHTy T) o antian

drogánica como el acetato de cyproterona o el HU 23908 (RAYNAUD—

19'77). Andrógenos débiles como la 5 (b [HT o la A4 Androstenediona
no compiten efectivamente. El ligando usado, 91881, a la vez que po

tente andrógeno es un eficaz progestágeno y comotal se une a los

receptores de progesterona. La falta de inhibición de la progestero

na y la acetonida de triemcinolona (efectivo competidor por el receE
tor de progesterona) descartan esta interacción en el epidídimo de

la rata comoresponsable de la unión específica del compuesto mencig
nado. Similares perfiles de competición fueron observados al estu

diar la especificidad del receptor nuclear (panel B).

II.4.3.c Validación del métodode intercambio.

El estudio de los parámetros de la unión de hormona a macromg

léculas se llevó a cabo sobre citosol de upidídimos cuyos conductos

eferentes habían sido ligados por 7 días. Los animales Fueron castqg

dos 48 hs antes del experimento. La unión especifica de hormonaes

saturable u una concentración aproximada de ligando de 7 a lO nMGFig.

6) presentando un único sitio de unión de alta afinidad con una cons

tante de disociación de 2.a x 10'9 M(ver Fig. e).
A fin de corroborar la exitencia de un real intercambio entre

1a hormonaendógena unida al receptor y el ligando radioactivo ofreci

do se realizó un experimento de doble desplazamiento. Epidídimos de

ratas sometidas a las mismascondiciones anteriores fueron homogeini

Zados en buffer tris H conteniendo 20 nM51X D-lT. El citosol Fue tra
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Figura 5 Especificidad hormona] para 1a unión de] ligando (3H) R 1881
en e] citoso] y extracto nuclear epididimario.

Las fracciones citosólica y nuclear purificada de los epidídimos de
ratas con ductos eferentes ligados por 10 dias fueron obtenidos por
centrifugación diferencial comose explica en Materiales y Métodosy
la honnona endógena fue removida por adsorción con carbón o lavado con
buffer respectivamente.

E1 extracto salino de 1a fracción nuclear y e] citoso] fueron
incubados con 10 nM (3H)R 1881 en presencia de distintos competidores
no radioactivos por 15 hs. a 10°y 15° respectivamente .La radioactivi
dad unida a macromoléculas se determinó por adsorción con carbón 
-Dextran en e] caso del citosom y elución a través de columnas de
Sephadex G 25 para e] extracto nuclear.

+ (F) Cortiso]; * (SBDHT)SBDihidrotestosterona; O (P) Progesterona

/ (T.Ac) Triemcienoiona Acetonida;n.(E2) Estradio];l RU23908;x (SaDHT)
SaDihidrotestosterona; o R 1881; 9 (T) Testosterona;AAcetato de
Cyproterona (Ac.Cy.);A A.Androstenediona.
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[3H] R1881 (nM)

Figura 6 Saturación de Ios sitios receptores para andrógenos
en e] citoso] epididimario de la rata.La fracción

citosólica de epidídimos de ratas normales fue obtenida y
pretratada comose detalla para la figura 5 e incubada con
concentraciones Crecientes de (3H) R 1881 en las mismas con
diciones . La unión no especifica fue estimada en incubacio
nes paralelas conteniendo esteroide no radioactivo en con
centraciones 500 veces superiores .Los resultados expresan
la radioactividad especifica por ensayo comoresultado de
ia sustracción de] no especifico de 1a unión tota].
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tado con carbón comose describe en materiales y metodos a Fin de

quitar la hormonaendógena libre no unida al receptor, y la asocia

ción de RlBBl radioactivo fue medida a lo largo del tiempo como se

muestra en la Fig. 7. La concentración de 3H 81881 usada (10 nM) es

aproximadamente 100 veces superior a la máximaconcentración encon

trada de hormona unida específicamente al receptor (50 - 100 pM) (

Fig. 6). Esta unión crece con el tiempo y alcanza un plateau a las

12 hs permaneciendo constante a tiempos mayores.

A una serie de tubos incubados en paralelo se les agregó a

las 7 hs SCKDHTno radioectiVa hasta alcanzar una concentración 100

veces superior (l UM)e la del ligando radioactivo y se prosiguió el

ensayo por lO hs. Comose observa en la Fig. 7 la interrupción de le

incorporación de nueva marca se acompaña de un desplazamiento de la

anteriormente unida hecho que confirma la existencia de un proceso

de intercambio.

11.4.4 Efecto de la castración sobre la concentración z compartimen

talización de los receptores androgénicos en sus Formascito

sólica x nuclear.

Grupos de 4 a 6 ratas castradas por espacio de 1 a 20 días lug

go de habérseles ligado los ductos eferentes por espacio de 20 a l

día respectivamente y grupos controles (sólo ligados) Fueron usadas pa

ra 1a cuantificación de sitios receptores mediante la técnica de in
tercambio descripta.
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[3H]R1881EspecíficamenteUnido(cpm/ensayo) Tiempo (horas)

Figura 7 Reversibilidad de la unión de] ligando en receptor
citoplasmático para andrógenos de] epidídimo de la rata.

Los epidídimos de ratas castradas por 48 hs fueron homogeneizados
en buffer conteniendo 50 nM5:1 DHTy e] citoso] se obtuvo y pre

trató conn se indica para la figura 5. La unión específica se
determinó a 1a largo de] tiempo de incubación como se detalla en
la figura 6

(-—— ) (3H) R1881 especificamente unido.
(--—--) (3H) R188] especificamente unido luego de]

agregado de 5a DHTno radioactiva(l uM).
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Mediante la linealización de los datos obtenidos de las cur

vas de saturación se obtuvieron los valores mostrados en las Fign.8

y9 y tabla II para el númerode sitios de unión y constantes de di

sociación.

Considerando 7,4 pg de DNApor núcleo (SHAINy col. - 1975),

en el epididimo intacto ligado se miden aproximadamente 10.000 receB

tores por célula, el 66 %de ellos en la fracción nuclear.

La remoción de andrógenos del órgano por castración produce

una caida estadísticamente significativa de un 65 % de los sitios ng
cleares paralelo e un aumentotambién significativo del 55 i de los

receptores citoplasmáticos hasta alcanzar un valor de 5500 de 3700

sitios iniciales en este compartimentocelular. Los receptores nu

cleares llegan a un mínimode 1000 sitios por núcleo luego de 48 hs

de castración y se mantienen por todo el periodo estudiado.

El nivel en los receptores citoplasmóticos obtenido luego del

aumentoinicial se mantiene hasta dos dias de castración luego de lo

cual experimentan una fuerte disminución alcanzando valores minimos

de alredeor de 1000 sitios por célula o 250 fmoles/mg DNAluego del

6’día, perdurables en los días subsiguientes. Estos cambios en le

concentración de sitios citoplasmáticos van acompañadosde una varia

ción en los parámetros de unión. Una disminución significativa de le

constante de disociación (Kd) de la unión revela un aumento en la a

finidad.
Los valores de Kdpara receptor citosólico de ratas ligadas o

castradas por l o 2 dias es de 2,8 Ï 0,7 x 10-9 Mcontra 0,68 Ï 0,25

x 10-9 M U3<Ch001 test de STUDENT)en ratas castradas por más de 4
dias.
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Figura 8 Variación de los parámetros de unión de] receptor citoplasma
tico para andrógenosconla castración.E1 citoso] de epidïdimos

de ratas controles con ligadura en los ductos eferentes.,y ligadas y cas
tradas por dos días A y por veinte díasOfueron obtenidos y procesados
según se detalla para la figuras 6 y 7 .Las curvas de saturación de la
unión específica de (3H) R 1881 fueron linealizadas segun la fórmula de
Scatchard.
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OCitosol
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ReceptordeAndrógenos(fmoles/mgDNA)

Dios de castración

Figura 9 Influencia de la castración sobre la concentración de sitios
receptores totales para andrógenos en el citoplasma (O) y

extracto nuclear (Á) de epididimo de rata. Los sitios totales se
obtienen por extrapoïación de las gráficas de saturación linealizadas
según se detalla para la figura 8
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TABLAIIVARIACIONCONLACASTRACIONDELCONTENIDOEPIDIDIMARIODERECEPTORESPARAANDROGENOSen Ratasligadasy/ocastradasporespaciodehastaveintedías

LOTERECEPTORCITOPLASMATICORECEPTORNUCLEARPESODEORGANO

fmoTes/mgDNAfmoTes/mgDNAmg

Ligados800(34)#1537(74)319(26) Diasde castración

11238(68)NS531(16)*305(28)* 21185(134)260(9)*295(27)* 4429(62)164(11)*250(25)*

250(21)*225(20)* 290(lO)*'190(25)* 276(17)*140(30)*

6368(48)
11250(35) 20229(20)

n. aa In n

#significativamentediferentedeTote"2"P(0.05 *significativamentediferentedeTote"Lígados"P<0.05 NSdiferencianosignificativa
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11.4.5 Translocación nuclear del complejo receptor-hormona citoplas
O nmaLtco.

A rin de garantiZar una efectiva translocación nuclear del com

nlejo citosólico y asi controlar la variabilidad que supone la distig
ta compartimentalizaciónsubcelular se estudió el efecto de distintas

dosis de hormona sobre este parámetro.

Los animales ligados por 7 dias y posteriormente castrados por

48 hs para permitir el reciclado del receptor nuclear Fueron inyecta

dos con 5 CKDHTen dosis crecientes con un lote control Que recibió

sólo vehiculo (etanol-fisiológica). Sacrificados 90 minutos después,

el extracto nuclear y citosol fueron procesados comosa describe an

tes para la medición de receptores androgénicos.

Los reSultados en las Figs. 10, ll, 12 y 13 muestran la dismi

nución del receptor citoplasmático con un paralelo aumentodel recep

tor nuclear en un proceso claramente dosis dependienta. La saturación

de esta translocación se produce a dosis de 15 ug de 5 o( U-lTpor ani

mal alcanzándose valores constantes hasta con 150 ug. Con dosis mayo

ros, 500 y 1000 ug se observa una disminución del 20 % con respecto

a los valores máximos.

Un30 % de los sitios iniciales permanece en el citosol aún

por encima de las dosis suficientes para máximatranslocación. La

Comparaciónde los parámetros de unión en las distintas condiciones

muestra un aumento de 1a afinidad da los sitios remanentes en el ci

tosol, 0,65 Ï 0,15 con respecto a la de los sitios originales, 1,33

Ï 0,25 P<tJJn.test de STUDENT.La afinidad del receptor nuclear (Kd
2,5 nM) no experimentó cambio con el número de sitios translocados.
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R 1881 Unido fmoles/mg prot

15 25

Figura 10 Efecto de la inyección previa de 50(D-iTsobre
los parámetros de unión del receptor citoplas
mático para andrógenosfiatas ligadas por 10
días y castradas po 2 dfás Fueron inyectadns
I.P. con 15 ug de 54XDHTy la concentración de
sitios rncnptores Citnplnsu‘nátirns fun nvn'lundn
comose indica en la Figura 0,7 yu.
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Figura ll

126 8 10

[3H] R1881 (nM)

Saturación de sitios receptores para andrógenos
en e] extracto nuclear epididimario de ratas
controles. La unión específica de(3H) R 1881 fue
detenminada como se expïica para las figuras 6 y 7.
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Figura 12 Efecto de la inyección de Edu-IT (15 ug)
sobre los parámetros de unión del receptor

para andrógenos en el extracto nuclear epididimario
de ratas castradas por 2 días cuyos ductos aferentea
habi n sido ligados por 10 días .La unión específica
de ( H) R 1881 fue determinada como se describe para
las figuras 6,7 y B.
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11.4.6 AndróqenodeEendencia de los receptores citoplasmático y nu
clear.

Con el objeto de estudiar la hormono-dependencia de la concen

tración de receptores, grupos de 4 a 6 ratas castradas por 20 dias

fueron inyectadas con 400 ug de propionato de testosterona por un pe

riodo de tiempo de l a 12 dias. Al término del tratamiento la concen

tración de receptores para andrógenos capaces de ser translocadoe al

núcleo fue medidaen los distintos lotes. Para tal fin todos los ani

males Fueron inyectados con 150 ug de 5 O([HT 90 minutos antes de ser

sacrificados.

Los resultados expuestos en las Figs. 14, 15 y tabla III mues

tran un aumentode los sitios receptores nucleares acorde con el pro

greso del tratamiento con propionato de testosterona. A partir del se
gundo dia de tratamjento la diferencia se hace significativa con res

pecto a los controles (3000 contra 1700 receptores / núcleo). Luego

de un máximode aproximadamente 6000 receptores por núcleo al cuarto

dia de andrógenos los niveles descienden hasta valores constantes.de

5000 sitios por núcleo.

El nivel de receptores nucleares en los controles castrados

inyectados 90 minutos antes es 15 % mayor que los controles sin inyeg

tar (ver Fig. 9). El efecto inverso encontrado en los receptores citg
plasmáticos indica un cambioen la compartimentalización sin afectar

significativamente el númerode sitios totales. Los receptores cito
plasmáticos aumentan más gradualmente con al tratamiento que lo que

lo hacen los nucleares alcanzando un plateau luego de los B dias de

tratamiento con 2000 sitios citoplasmáticos. Por efecto de la trans
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ReceptordeAndrogenos(fmoles/mgDNA)

15007 EXTRACTO
NUCLEAR

1000

CITOSOL

500

Días de tratamiento con Andro'genos

Figura 14 Efecto de] tratamiento androgénico (400 ug de Propionato de
Testosterona/dïa) sobre la concentración de receptor para

andrógenos en e] citoso] y extracto nuclear epididimarios de ratas
previamente castradas por 25 días.
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TABLAIIIVARIACIONDEPARAMETRÜSTROFICOSEPIDIDIMARIOSDURANTELATERAPIACONANDROGENOSén

RatasNistarligadasy/ocastradaspor25díasytratadascondosdosisdiariasdePropionatodeTestosterona(2x200ug)porlosdíasindicadoseinyectadascon5a—DHT(150ug)2hsantesde]experimento. LOTE Ligados Castrados +TProp.
(días)

O

PESODE ORGANO

m9

(n=3)
319(30)* 135(22) 140(26)NS 125(15)NS 140(25)NS

,.
IO

160(20) 193(25)* 200(15)* 245(20)*
(SD)=desviaciónestandar

RECEPTORCITOSOLICO fmoïes mgprot 12(2)* 5,7(0,7) 7,2(o,7)NS
11,8LO.9)*

9,0(0,8)*
10,0(3,7)NS 12,7(1,2)* 12,8(1.0)* 14.5(1.7)*

fmoles mgDNA
778(72) 150(8) 136(12)“US 159,2(9,6)NS 210,0(15)* 298,8(21)* 393,5(21)* 586,6(59)* 512,4(59)*

NSdiferencianosignificativa*significativamentediferentede]lote'0"P<0.05(TestdeTukey)

RECEPTORNUCLEAR

fmoles mgDNA

1542(142)* 470(47) 495(98)NS 712(46)* 951(70)*
1435(154)* 1026(68)* 13SO(120)* 1098(98)*

INCORPORACION DETIMIDINA

EEE.
100ugDNA

(n=3)
3715(855)NS 3350(750)NS 3835(1350)NS 5250(1500)NS

11400(6300)* 13670(820)*

6500(700)NS 2670(620)NS

CONTENIDO DEDNA

El
órgano

ún=3) 350(25)* 206(15) 195(20)NS 210(15)NS F20(16)NS 250(3o)NS 296(15)* 315(25)* 320(23)*

CONTENIDO DEPROTEINA

ES
órgano

(n=3)
7,5(1,5) 8,5(1,3)NS

11,2(1,7)* 15,1(1,8)* 18,3(O,9)* 20,2(o.8)* 18,5(2,5)*



locación conforman el 12 % de los receptores total en los primeros

días de tratamiento hasta llegar luego del octavo día al 35 %, rela
ción encontrada para el animal normal.

11.4.7 Parámetros tróficos relacionados con la terapia androgénica.

La actividad proliferativa del órgano fue medidaa lo largo de

del tratamiento con andrógenos. La incorporación de timidina al DNA

muestra, comose ve en la Fig. 15, una marcada dependencia androgáni

ca. Luego de un período " lag " de 48 hs, la división celular aumente

significativamente recién al cuarto día de tratamiento,alcanza un va
lor máximoentre el quinto e sexto día para volver a los valores con

troles a partir del día octavo. El contenido de DNApor órgano como

resultado de la onda proliferativa aumentasignificativamente luego

del día cuarto (tabla III y Fig. 15).

El peso de órgano alcanza un incremento significativamente di

Ferente al sexto día de suministro de andrógenos mientras que el con

tenido total de proteínas aumentaa partir de las primeras 48 ha.

11.4.8 Variaciones en la población celular. Efecto de los andrógenos.

Los receptores androgénicos se encuentran concentrados en al

epitelio secretor (TINDALLy col) y la proporción entre el tipo celu

lar y el tejido conectivo y muscular circundante parecen estar influeg
ciada por el estado hormonal del órgano. Con el objeto de estudiar ta
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les variaciones a lo largo del tratamiento, se estudió la distribu
ción proporcional de los principales tipos celulares comose descri

be en materiales y métodos. Los resultados expuestos en la tabla IV

muestran que en un proceso aparentemente influenciado por andrógenos

el porcentaje de células epiteliales se incrementa significativamen
te luego de B días de tratamiento.

11.4.9 Evaluación de la actividad Eroteolítica.

Conel objeto de descartar la proteólisis generalizada como

Factor determinante de la concentración de receptores, la actividad

proteolftica total fue medidasegún se indica en materiales y métodos

en los distintos lotes experimentales.

Comose detalla en la tabla V la actividad en el citosol aumeg

ta con la castración prolongada y es aún mayor durante los cuatro pri
meros días de regeneración por andrógenos retornando a los valores

controles al fin del tratamiento donde no se detecta actividad alguna.

La influencia de esta actividad proteolftica sobre el receptor

o la existencia de proteasas específicas para el mismo,quepudieran

destruir la actividad de unir andrógenos fue evaluada mediante experi

mentos de recombinación. La concentración de receptor fue medida en

una mezcla de fracciones de citosol de animales castrados por 48 hs y

por 20 días que presentaban la máximadiferencia de valores individua

les (ver tabla II).
La concentración de sitios hallada (Fig. 16) fue significativa

mente menor en un 20 % a la esperada de sumar las actividades indepen

dientes, con una constante de disociación similar a la encontrada en
el lote de animales castrados por 4B hs.
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TABLAIV EFECTO DE LOS ANDROGENOS SOBRE LAS DISTINTAS POBLACIONES

CELULARES DEL EPIDIDIMO DE LA RATA.

DIAS DE TRATAMIENTO
CON ANDROGENOS

Porcentaje de céluias epiteliales

53,2

53.6 NS

55,6 NS

54,0 NS

58,8 *

61,0 *

?‘ P< 0,05 con respecto a] lote "0"

NS diferencia no significativa

Los epididimos de ratas controles catradas por 25 dias y tratadas
con 400 ug de testosterona por los dias indicados fueron usadOS'
para e] estudio de la población de célulasconstituyentes.La relación
entre las células epiteliales respecto de muscularesy fibroblastos
fue analizada mediante e] análisis de varianza de dos vias y la
diferencia estadistica entre grupos estudiada mediante el test de
Tukey.
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TABLA V ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN EPIDIDIMOS DE DIFERENTES

GRUPOS EXPERIMENTALES.

GRUPO TRATAMIENTO ANDROGENICO ACTIVIDAD PROTEOLITICA

compuesto y días ug/mg*

Castrado 2 días O

Castrado 30 días 1,2

Castrado 30 días Prop.Testosterona 2 días 2,9

Castrado 30 días 4 días 1.6

Castrado 30 días 8 días 0,5

Castrado 30 días 12 días 0

castrado 30 días 5a Dihidrotestos- 12 días 0
terona

* los resultados estan expresados comoug de tirosina hidrolizada

de la hemoglobina por mg de proteína durante 30 mín a 25 _ C
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fmolesdeReceptorAndrogénico

Kd nM

actividad de receptores androgénjcos

2,7: 0,7

_J
A

epidídimoderutu.

Figura 16

A Número de
B Número de

(AHJ) l Número de

(A+B)U Número de

, sitios
sitios

. sitios
sitios

É
1,0105

__J

(MB)t <A+B>e

2,61' 0,9

Estimación del grado de proteálisis específica para la
en el citosol de

en animales custrados por dos días.
en animales castrados por veinte días.
resultante de 1a sumateórica.
encontrado comoresultado de la va

loración conjunta de A y B.

* P< 0,01 (un respecto a A.
A P(Ü,05 con respecto a (A+B)t.
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II.5 Disnusión.

La regulación de la concentración de sitios receptores para

andrógenos es difícil de establecer cuando el agente regulador usado

exógenamentey‘el indicador que interviene en el método de cuantifi

cación compiten por el mismositio de unión presente en la proteína.

Este hecho, unido al efecto que la hormonatiene sobre la distribu

ción intracelular del receptor, obliga a una serie de modificaciones

experimentales. La suspensión de 1a terapia androgénica en animales

castrados o la castración de animales normales es necesaria para la

determinación semicuantitativa de los receptores mediante la técnica

de marcación " in vivo ", al mismo tiempo las masas de hormona radio

activa de alta actividad específica disponible distan en muchode las

necesarias para obtener una respuesta funcional del órgano.

El consiguiente cuestionamiento al carácter fisiológico de a1

gunos experimentos sólo puede ser salvado mediante el desarrollo de

una técnica cue permitiera la cuantificación de sitios receptores en

las condiciones más representativas del estado hormonal del animal a

lo largo del experimento.

La técnica de intercambio desarrollada independiza la medición

de los receptores citoplsmático y nuclear de las condiciones de depri

vación y/o ustímulaüión hormonal.
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El método de intercambio es específico para ul receptor de

andrógenos. Comose desprende de los estudios de competición sólo

los andrógenos activos y los antiandrógenos más potentes compiten

con el R1881por el sitio de unión al receptor.

Aunquese ha descripto cierta actividad progestacional para es

te andrógenosintético, no existen en el epidfdimo de la rata recepto

res de progesterona cue pudieran interferir en el ensayo (PUJOL).Esto

ha sido confirmado por el hecho que ligandos especificos para este re

ceptor, comola acetonida de triemcienolona y la progesterona mismano

desplazan la unión de R188]. La reversibilidad de la unión destaco la

capacidad de intercambio de ligando en la molécula de receptor.

Lu concentración de hormona endógena, unida al mismo, luuqo del

pretratamiento del citosol con carbón o de los lavados de la fracción

nuclear en animales controles, no debe ser mayor que la correspondien

te a lu capacidad de unión encontrada (50 - 100 pM) en epididimo de a

nimales castradus por 48 hs rbnde la deprivación hormonal hace accesi

hle la totalidad de los sitios. Los sitios ocupadospor la hornnna

presente cn el medio de homogeneización (ver texto fig. 7) intercam

bian su ligundo ante concentraciones 30 a 500 veces superior a la an

teriormente citada, de 3H Hlaal (10 nM). Cuando esta mismarelación

de masas entre el %1“1881 (10 nM) y la que resulta de agregar SCÍ

ÜiT (l uM)se obtiene luego de permitir la asociación del primero a]

receptor, un desplazamientocasi total de la radioactividad específi
ca unida un alCunza en el lapso de unas pocas horas.

Cbtns hechos permiten afirmar que cerca de la totalidad de los

sitios intercambian la hormona endógena por el 3H HIBUIagregddo e"

los Bnfiuyosde rutina luego desarrollados.
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Los datos obtenidos sobre la caracterización del ensayo, nos

permiten afirmar que el mismocumple con los requerimientos de un test

de intercambio (BONNEy HAYNAUD- 1976) y que son:

1) Estabilidad del complejo R-ligando durante el experimento.

2) Rápida disociación del complejo receptor-hormona y receptor-radio
ligando.

3) Rápida asociación del radioligando al receptor.

a) Ausencia de transformaciones metabólicas del radioligando.

Mediante la utilización de este métodose pudo estudiar el efec

to de la administración de hormonasobre la compartimentalización

celular del receptor. Los resultados muestran que la caída en 1a con

centración del receptor citoplasmático se acompañacon un aumentopara

lelo del receptor nuclear, resaltando sino 1a absoluta identidad, al
menosuna estrecha interrelación entre las dos entidades. Esta trans

locación mediada por la hormona es un Fenómenoclaramente dosis depen

diente y aproximadamente con la inyección de 15 ug de 51X DHTla cap

tación nuclear del complejo receptor-hormona se satura.

La depleción del receptor citoplasmático sigue el mismoper

Fil que el aumentodel receptor nuclear, pero a diferencia de este úl

timo, los receptores citoplasmáticos muestran un cambioen le afini

dad por la hormona.

El 30 % de los sitios que no son translocados y permanecen en el

citoplasma poseen una afinidad que duplica a la de aquellos transloca

dos (Fig. 10). La saturación de sitios nucleares ha sido atribuida en va

rios órganos sensibles a hormonasesteroideas, exclusivamente a la presen

cia de un limitado número de aceptores nucleares (MAINWAHING- 1976),

(SPELSBERG 1971), (CHARHEAUY BALDI - 1976). Sin embargo estos estudios
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Fueron realizados " in vitro "ox1 concentraciones saturantes de com

plejo receptor-hormona y bien podría corresponder a la concentración

limitante de receptores " activados " en el citosol el rol regulador

del proceso. La presencia de un número sobrante de receptores no

translocados si bien respalda la teoría de saturación de aceptores

nucleares no descarta la segunda hipótesis. La heterogeneidad de si

tios podria indicar la preSencia de una población de receptores resig
tentes a la activación y translocación.

Estudios similares a los mostrados en este trabajo en útero de

rata y oviducto de pollo (CLAHK-1976), (SUTHERLAND)muestran que la

utilización de los receptores citoplasmóticos es casi total en el pro
ceso de saturación de los sitios aceptores revelando que la responsa

bilidad en la "saturación" sería compartida por la limitación de am

bas poblaciones: receptores citoplasmóticos y aceptores nucleares.

Por años se atribuyó a las altas concentraciones intratubula

res de andrógenos en el epididimo un rol definido en la fisiología

del órgano y en el proceso de maduración de espermatozoides que en él

tiene lugar. Sin embargo la concentración plasmática de andrógenos en

conejos hemicastrados (Ü. CHIST- 1975) e incluso bajas dosis de metg

bolitos Scx reducidos de la testosterona en hamsters y ratas castra

das son capaces de mantener los espermatozoides vivos (LUBICZMAWROC

KY- 1973) y de inducir la síntesis de proteínas específicas (KOHANE

- 1981). Estas dosis suficientes para el mantenimiento de los paráme

tros Funcionales y para su estimulación en el órgano en " reposo " es

tán dentro del rango aquí descripto para la obtención de máximatrans

locación del receptor androgénico.

Según los trabajos de AAFJESlas dosis de andrógeno que es ne

cesario inyectar para alcanzar, en el animal castrado, las concentra
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ciones intrutisulares Fisiológicas exceden en mucholas dosis para

máxima translocación antes mencionada. Los trabajos de W.E. STUMPFy

col. y COOPERdemuestran cue la hormona radioactivu inyectado siste

micamenten animales normales es concentrada contraqradiente en la
luz tuhular del epidfdimo, en un proceso claramente dependiente de

lu presencia de ABPu otras proteínas " ligadoras ".

Según estos resultados la gran concentración de andrógenos

tubulares no afectaría el estado hormonaldel epitelio epididimario

que alcanzaría los niveles máximosde‘andrógeno intracelular con el

proveniente del plasma sanguíneo. De existir una utiliZación total

de los andrógenos tubulares por el epitelio,sólo una pequeña Frac

ción de los mismosserían suficientes para una respuesta máxima¿222:

dista, saturando y translocando los sitios citoplasmáticos. El número
de sitios receptores cobra en este caso particular importancia como

regulador de la respuesta máximaa una concentración intracelular e
ventualmente en exceso de hornona.

El estudio, mediante la técnica descripta, del efecto de los

andrógenos sobre la concentración de receptores permite establecer

una interdependencia entre ambosfactores. En el epidfdimo ligado, un

66 % de los recaptores totales están translocados en un númeroaprox;
madode 6.500 moléculas por núcleo. La disminución del contenido nu

clear de receptor con la castración, acompañadade un aumento en el

receptor citoplasmático, refleja el proceso de reciclado del mismo.

Los niveles de receptor nuclear siguen disminuyendo en un 20 % adi

uinnnJ ul segundo día do castración hasta alcanzar valores de apro

ximndumunLu1.000 sitios por núcleos que se mantendrán por espacio de

L'Ú d Ínjsl o
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El aumento del receptor citoplasmático es menor que el esperg
ble por el reciclado completo del receptor nuclear. La disminución

de los receptores totales es detectable desde el primer día de cas

tración. Entre el Cuarto y sexto día se alcanzan los niveles mini

mos, tanto para los valores totales (25 % del valor control) como

para los citoplasmáticos (16 % del control). Si bien no es claro si

este proceso de caída en los niveles de receptor se debe a una desefi

tabilización de la molécula no ocupada por andrógenos o a su degrada
ción programada, es evidente eu dependencia hormonal. La actividad

proteolítica no parece ser un factor determinante de este fenómeno

aunque se observa una contribución parcial.

El propionato de testosterona fue inyectado en ratas castra

das, para estudiar la regulación del receptor por andrógenos. en do

sis (400 ug) que excedían aquellas suficientes para máximatranslocg
ción nuclear, teniendo en cuenta la influencia de la dosis en el

tiempo de retención nuclear del receptor (ICHII - 1980) y la impor

tancia de esta variable para la obtención de un estímulo constante

(CLARK- 1978). Por la mismarazón los distintos lotes experimenta

les fueron inyectados con 150 ug de 5<XDHTa fin de garantizar una

total translocación independiente del númerode receptores presentes

en el citoplasma.

La hormona-dependencia de los receptores se ve reforzada por

la inducción de los mismospor los andrógenos. La terapia androgeni

ca provoca sus efectos más notorios en la concentración de receptor

nuclear. La recuperación de los niveles originales en cuatro días de

andrógenos evidenciaría su activa síntesis inducida por los mismos.

El receptor citoplasmático incrementa su concentración siguiendo a

la reinducción máximadel receptor nuclear.
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Los receptores marcadosen condiciones fisiológicas (marca

ción " in vivo ") son los involucrados en las variaciones antes des

criptas. Asi 1a normal provisión de andrógenos es necesaria para la

manutención del receptor citoplasmático B S. La no detección del pi

co luego de tiempos prolongados de castración y la reinducción del

mismopor andrógenos refuerza la participación de la especie B 8 en

la hormono-dependenciamostrada para los sitios totales.

Recientemente CALANDRAy col. (1977) especularon con 1a posi

bilidad de formación de agregados de mayor coeficiente de sedimenta

ción que pudieran interferir con una adecuada visualización de los

picos. Este no parece ser el caso en nuestros experimentos dado cpe

en los correspondientes a animales cestrados la radioactividad sólo

aparece en la parte superior del gradiente probablemente no asociada

a proteínas.

Estas técnicas (BLAQUIER- 1971, CALANDRA- 1977) que permiten

una caracterización físico-química de los receptores, sólo son apliqg
bles a los sitios accesibles o ses atpellos no ocupados por hormonay

por lo tanto sólo se detectan luego de 24 - 48 hs de castración. El

método de intercambio revela que en los primeros días de castración

los cambios en la compartimentalización se acompañan de una caida en

el númerode receptores totales. Estos mismosefectos son esperables

luego de la suspensión de la terapia androgénica para la posterior
marcación " in vivo ". Así los niveles de receptor inducidos por an

drógenos pueden verse subestimados por esta técnica al no considerar

esta disminución previa. Aúnasi¡el receptor 8 S crece con el tratar
miento hasta llegar a los valores controles.
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La falla en la reinducción del receptor nuclear analizado me

diante la marcación " in vivo " podría explicarse por una mayoruti

lización del receptor nuclear en el órgano en regeneración producieg
do poco reciclado del mismoluego de la suspensión del andrógeno. La

masa de andrógeno tritiado inyectado (150 ng) no garantizaría una

eficiente translocación del mismo(ver Fig. 13).

La inyección dc Stx DHTen cantidades suficientes para asegu

rar una efectiva translocación en todas las condiciones permiteJme

diante lo técnica de intercambio,detectar una efectiva reinducción
del receptor nuclear.

El aumentoen los niveles de receptor nuclear total antecede

al pico proliferativo celular y al incrementosignificativo de la

cantidad de células por órgano. La mayor concentración de receptores

en las células epiteliales del tübulo secretor ha sido demostrado

por los trabajos de STUMPFy SARy una variación en 1a proporción de

las distintas poblaciones celulares con la castración podría ser reg
ponsable, según CALANDRAy col. (1977) de la diferencia en el número

de sitios receptores encontrada en trabajos previos (CALANDRAy col.

- 1975). Esta no parece ser la razón de los resultados obtenidos en

el presento estudio, pues, aunque influenciada por los andrógenos,

la variación en 1a proporción de células epiteliales a conectivas y

musculares no se correlaciona, ni en tiempo ni en magnitud, con la

reinducción del númerode receptores por célula.

Es el contenido real de receptor por célula el que aumenta.

debido a una síntesis " do novo “ del mismoy no es el reflejo del au

mentodecdüulas por órgano. El paralelismo entre la síntesis del re

ceptor nuclear y del DNArefuerza la hipótesis de interdependencia

de los dos procesos. La actividad de un variado número de enzimas
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como lu proteína desenrrolladora del DNA,DNApolimerusu ) timidina
quinasa y 1a timidilato sintetasa involucradas en el proceso de sín

tesis del DNAaumenta en la Fase S o previa a la inducción de la mi

tosis por undrógenos en la próstata en regeneración (MAINWARING

1980) (b). La inducción de la síntesis ” de novo " de las mismas por

activación de los genes modificantes y/o modulación de su actividad

por interacción directa pueden ser los mecanismospor los cuales el

complejo receptor hormonaactiva la síntesis del DNA.

La retención de andrógenos en la matriz nuclear apoya la in

terdependencia entre estimulación hormonal e inducción de la mitosis,

dado que esta estructura está fuertemente relacionada con los sitios

de iniciación de la síntesis del DNA(MAINWAHING- 1980 (b), BEREZNEY

- 1975). La síntesis de receptor nuclear progresa hasta un máximoen

el momentorpe la velocidad de sintesis de DNAcomienZa a disminuir

pudiendo jugar el primero un rol retroalimentador en el proceso de

mitosis.

Una vez obtenidos los valores máximosdel receptor nuclear prg

sigue el aumentodel receptor citoplasmático. El hecho que el recep

tor nuclear anteceda al citoplasmático en el tiempo de reinducción no

conduce al establecimiento de la primera especie comoprecursora de

la segunda.

Este parece ser el caso del receptor estrogónico en mamade ng

tón (HJNT y MJLDCDN- 1977) y en oviducto de pollo (SUTHEHLAND- 1975)

Pero bien puede darse el caso que el receptor, siendo sintetizado en

las membranasasociadas al reticulo endoplásmico se libere en Formas2

lublo y luego de unirse a la hormonainyectada se active y transhnque
al interior del núcleo.
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La aparición de sitios citoplasmáticos " extra " o no trans

locados está asociada a un aumento en su afinidad. Este hecho merece

el análisis dentro de un contexto mayor. La castración conduce Junto

con la reducción en el número de sitios citoplasmáticos a un aumento

en la afinidad. Esto sería explicable bajo dos alternativas: por un

lado 1a aparición, luego de la castración, de moduladores de la mo

lécula receptora en el citosol y por otro la existencia de dos poblg

ciones de sitios receptores. La mantención de los valores de KDco
rrespondientes al lote de animales castrados por 4B hs en el eXperi

mento de recombinación de fracciones citosólicas (Fig. 16) refuerza

la segunda posibilidad. Variaciones de este tipo han sido demostra

das para receptores androgónicos en otro órganos. GREENSTEINencuen

tra en la próstata de rata qJe la castración provoca un aumentodel

doble en la afinidad del sitio de unión)al mismotiempo que una re
ducción en el númerode los mismos. Por el contrario en la hipófisis

del carnero THIEULANTy col. encuentran una disminución en ambos pa

rámetros con la castración.

La heterogeneidad de sitios encontrada en las distintas condi

ciones experimentales (Figs. B y 10) permiten postular la existencia

de dos poblaciones de sitios de unión. La única proteína ligadura de

andrógenos extracelular o ABPpresente en el epidídimo es de origen

testicular y está ausente en los epidfdimos ligados o castrados por

más de 7 dfas,de este modolos sitios de unión deben representar dos

poblaciones de receptores intracelulares:

1) Un grupo de receptores de menor afinidad es activamente translo

cado ul núcleo en un proceso dependiente de la dosis¿dE¿hormona y su
. . “4;?! 3’ f"! .-__I. ' . H ü; 'I Í... :..1.-.

concentración intracelular.depende del normal ¡ponte de andrógenos.
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2) Una segunda población de sitios de relativa mayorafinidad per

manece en el citoplasma luego de la administración de hormona y la

regulación hormonal de su concentración depende de la obtención pre
via de niveles óptimospara los sitioS'translocables.

La aparición de este segundo tipo de sitios en el citoplasma luego

de obtenerse la saturación de los aceptores nucleares podría inter

pretarse comola síntesis y almacenamiento de un precursor del receg
tor biológicamente activo. Pre-receptores de este tipo han sido pos

tulados para los estrógenos por CIDLDWSKIy col. y juegan un rol pre

dominante en la respuesta del animal deprivado de hormonapor largo

tiempo.

La plena reutilización de los receptores reinducidos es la ca

racterísitica de la etapa de regeneración másactiva. El receptor nu

clear es activamente retenido durante este período que alcanZa al dia

cuarto de reinducción, en este momentose cuantificaron 6.000 sitios

por núcleo representando el 83 % de los sitios totales.

Con la regeneración bajo estimulación hormonal se alcanZa cie:

to grado de sincronización del ciclo celular (Fig. 15) (Van DOORN)y

en el pico proliferativo el porcentaje de células en fase S se hace

máximo° Este fenómeno coincide con la máxima captación de receptor ng

clear. Experiencias " in Vitro " (KLIJCEJKÜ—STEFANOWICZy col.) de

muestran que la remoción de buena parte de las proteínas cromosómicas

en la próstata de rata resultaba en un marcado desenmascaramiento de

aceptores cromatfnicos para el receptor androgénico. Esta situación

podria ser comparadacon el relajamiento de estructuras cromosómicas

detectadas durante la duplicación del DNA" in vivo " (FILIPENKÜy

001.). Este configuraría el único caso en que la concentración de

aceptores accesibles excederfa al númerode receptores disponible. El
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posterior runnpacpetamiento y condensación de la crnmutína reduciría

el númerode aceptores y esto justificaría la disminución del recep

tor nucleur luego del día quinto.

La respuesta máximaaún con la variación de los sitios acepto
res se dará con la saturación du los mismos y esto dupenderá de la co

concentración inicial de receptores translocables, parámetro óutu co

mo se ha demostrado sujeto a regulación hormonal.
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III. EL EPIDIDIND HUMANO COM] ORGANO EFECTÜH DE ANDRDGENOS.
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III.1 Introducción.

En los mamíferos el espermatozoide que deja el testículo nn el

momentode espermiación si bien morfológicamente maduro, no es aún

Fértil. El proceso por el cuellos espermatozoides adquieren la capaci
dad de fertiliZar al ovocito y formar una cigota viable se denomina

maduración y tiene lugar en el epidfdimo (HORAN,BLANDAU,BEDFÜHD—

1966, ORGEBINCHIST- 1967). La motilidad progresional, la capacidad

de reconocer y penetrar el Cumulus Üophorus y Zona Pelúcida Y la haci
lidad de fusionarse con el ovocito, son entre otras, tres caracterís

ticas funcionales que los espermatozoides adquieren a medida que trans
curre su pasaje por el epidídimo. Aunquela regulación global de este

proceso por andrógenos está ampliamente documentada en rata (DYSONy

001.), conejo (o. CRIST — 1973) yhamster (LUBlCZ NAWHDCKY- 1973.1976)

entre otras especies, los Factores inducidos por lo hormonadirectameg
te responsable de su desencadenamiento son motivo de numerosas líneas

de investigación.

El cpidídimo responde al estímulo androgénico con cambios en un

sinnúmero de parámetros y, la responsabilidad de Cada uno de ellos en

la inducción de 1a capacidad fertilizante del espermatozoide es diff

cil de establecer dentro de la respuesta global del órgano.

Desde el punto de vista morfológico, el epitelio epididimario

regresiona en tamaño, altura y complejidad de sus estructuras con 1a

castración (CAVAZOS,ORTIZ). La disminución en el contenido de reti

culo endoplásmico liso y el aumento de vacuolas lisosómicas siguen a

la deprivación hormonal. La administración de andrógenos exógenos pro

duce la recuperación de esas estructuras relacionadas con 1a actividad
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secretoria y de absorción del epitelio, comoreticulo endoplásmico
liso y rugoso, estereocilias del borde apical, etc.

La actividad enzimática se ve alterada del mismomodopor cl

estado hormonal. La Fosfatasa alcalina, Fosfatasa ácida, hidrolasas,

deshidrogenasas, colinesterasa y glicosidasas (ALLEN),(CONDRIE),(

RISLEY)y una enzima estrechamente ligada al mecanismo de respuesta

hormonal como 1a 5.a reductasa (de LARMINAT—1978) se hallan bajo

control androgénico. La capacidad de absorción y secreción de mate

rial intratubular se ve fuertemente inhibida por los antiandrógenos.

evidenciando un control hormonal del proceso. La absorción de agua,

sodio, cloruros y la secreción de potasio y proteínas son blocpea

das prácticamente con la inyección de acetato de cyproterona (WDNG)

aunque también se ha comprobadoun efecto de la spirolactona, inhi

bidor competitivo de la acción de la aldosterona, lo que hace Supo

ner que una acción análoga a la desarrollada por esta hormonaen e]

túbulo renal ocurre también en el epidídimo.

Varios son los componentes del plasma seminal cuya concentra

ción y secreción por el epidfdimc es regulado por los andrógenos. En
tre los másimportantes se encontraría la glicerofosforilcolina cuya

Función abarcaría la mantención de la presión osmótica del lumen has
ta 1a de servir en parte comometabolito Foséolipfdino de los esper

matozoides (BROOKS- 1979). Entre otros compuestos cuyas concentraciones

activas en el plasma epididimario están reguladas por andrógenos (

FDURNIER), (MARGUIS), (HAJALAKSHMI)se pueden citar a la carnitina,

ligada con el metabolismo energético del espermatozoide (HARTREE)y

el ácido siálico, probablementeinvolucrado en la glicosilación Fi

nal de las proteínas secretadas (NICOLSÜN- 1979)
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Muchosde los parámetros citados pueden influir sobre numero

sos cambios sufridos por el espermatozoide durante su trayecto por

el epidídimo y su interrelación y hormaïrdependencia del proceso pue
den esclarecer los mecanismos de maduración. El cambio de un tipo de

movimientocircular hacia otro de tipo progresional constante es una

de las diferencias entre espermatozoides del caput y cauda epididimg

rio en la rata (BLANDAU),el cobayo (GADDUM)y el hombre (BEDFÜRD

1975). Este proceso parece estar ligado a procesos bioquímicos

más que a modificaciones morfológicas del Flagelo. La Formación de

enlaces disulfuro (CALVIN)y fosforilación de microtúbulos (TONGKAÜ)

influyen sobre varias estructuras celulares comola Pieza Intermedia,

fibras externas, membranasmitocondriales y la cubierta fibrosa de la

Pieza Principal (CALVIN)relacionadas con la energia y orientación

del movimiento flagelar. HOSKINSen cambio destaca la acumulación de

AMPcíclico por el espermatozoide y 1a sintesis de un Factor proteico

por el epidídimo comoprincipales responsables de la adcpisición de

motilidad progresional.

Los cambios en el perfil metabólico parecen estar, según HARE;

SON(1977), Fuertemente vinculados a los cambios-en la motilidad. Con

la maduración el espermatozoide aumenta su velocidad de respiración y

glucólisis paralelamente a una disminución de la actividad de Sinto-

sis. La glucosa derivada en el espermatozoidetesticular hacia la fo;

mación de amino-ácidos, glicerol, Fosfolfpidos y otros intermediarios

de síntesis aparece en el espermatozoide epididimario subordinada a

la producción de energía para la motilidad. Los espermatozoides alcqg
zan motilidad máximaal ser retenidos anificialmente por varios días

:¡I‘gfml‘l‘tl‘ÜI‘l‘lï\ilïï.lll':¡ nh'l vridi’dinn‘ï, son incapacps de

I:'rtilí.x ' .¡l nvmritu ¡“un Ll ¡'I'vvtivimul .¡m' lo :mcun los de segmentos
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más distales (BEDFOHD- 1967). Así, aunque importante en el proceso

de fertiliZación, la adcpisición de motilidad progresíonal no es un
criterio absoluto de maduración.

Los cambios morfológicos más marcados en el espermatozoide du

rante la maduración epididimaria se observan en la región acrosomal

y post-acrosomal. La reducción de tamaño y corrimiento de la denomi

nada " gota citoplasmótica " se lleva a cabo en zonas especificas

del epidídimo en el jabalí (HANCDCK)y carnero (ORTAVANT)y gradual

mente a lo largo de todo el proceso de maduración en el hamster. Este

reservorio de enzimas lisosómicas es un remanente del citoplasma de

¡.1 CD espermátide original; y aunque no se conoce claramente su Función,

u presencia en un elevado porcentaje de espermatozoides se acompaña(D

de una disminuida capacidad Fartilizante de los mismos. La reducción

de tamaño en el acrosoma debido a una atenuación o redondeamiento de

su borde,Fue descripto en los primeros segmentos del epidIdimo del cg

nejo, mono, jabalí y cobayo (BEDFORD- 1975), Sin embargo 1a varia

ción cualitativa de las enzimas por ¿1 contenidas es todavía objeto

de investigaciones.

Las modificaciones biDQJÏmiCD-BStPUCtUTaIÉSde la membrana

plasmática durante la maduración del espermatoZOidecondicionarfan le

eficiencia de un paso posterior en el proceso de fertilización como

es la CAPACITACION que culmina en la REACCIÜN ACHÜSÜMAL.

Fenómenoscomola modificación de la carga eléctrica neta de

1a célula on el conejo (BEDFOHD—1963) que aumenta su potencial neqe

tivo a medida QJBe] espermatozoide transita por el epididimo o la

adherencia cabeza-cabeza en el epermatozoide de cobayo (BLAQUIER

1972) es atribuida a cambios estructurales de membranamás marcados

en la zona aorosomal y post-acrosomal. Relacionado con estos cambios
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se describe durante el pasaje por el epidídimo lu pérdida de coles

terol, lípidos y fosfolípidos especialmente fosfatidilcolina y Fosfig
tidiletanolamina oue resultarían en un aumento de lu fluidez de mem

brana (POULDS).

La atención secfifltró sin embargo en el estudio du componentes

de mayor complejidad dentro de la membrana. La aparición du antígenos

de cubierta durante el proceso de maduración (EDWAHDS),(HUNTER),(Si

LLIAN)señalan cambios en la membranaprobablemente orientados hacia

una eficiente interacción del espermatozoide con el ovocito dusde su

reconocimiento hasta la fusión. Medidas comoreceptores de lurtinus

vegetales que se unen a residuos hidrocarbonados, se caracteriZa u ea
tos antígenos comoglicoproteínas cuya variación cuali-cuantitativa y

de distribución acompañanal proceso de maduración del espermatozoide

(GORIIJN), (NICDLSON- 1977, 1979), (FLECHCN- 1979 I, II), (mueran 

1981), (OLSÜN- 1981). Estos cambios en los receptores de lectinus

pueden deberse a :

- Desenmascaramientode antígenos testiCulares internaliZados

u oclusión de los mismos por adsorción de componentes del

lumen epididimario.

— Degradación de restos polisacáridos o agregado de nuevos

azúcares a los mismospor acción de glicosidasas o nlycosil

transferasas respectivamente, presentes en el fluído epidi

mmmúo(&üHL
- Uniónde glieoproteínas secretadas por el epitelio upididi

mario.

Muchosde los factores anteriormente citados son descartados

como factores determinantes en la maduración de espermatozoides (HAMIL

TON- 1975) y sólo en 1a última década numerosos grupos orientaron su
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trabajo hacia el estudio de la interrelación entre la estimulación

androgénica, la síntesis de proteínas resultante y el proceso de ad
QJisición de capacidad Fertilizante.

La síntesis epididimaria y secreción al lumen tubular de pro

teínas específicas de órgano ha sido demostrada en varias especies

como el carnero (ALuvoT), el toro (AMMAN- 1973) y rata (KOSKISMIES),

(NEUTRA),(FAIN-MAUREL)pero la identificación de especies andrógeno

dependientes fue publicada por primera vez en la rata por CAMEOy SHE

QJIER (19‘76).

La importancia de las proteínas epididimarias andrógeno-depen

dientes en la maduración del espermatozoide fue establecido en los

trabajos de OHGEBINCHISTy col. (1978, 1979) en tóhulos epididima

rios de conejo mantenidos en cultivo de órgano. El efecto de los an

drógenos sobre la mantención y estimulación del proceso de maduración

en estas condiciones es bloqueado por inhibidores de la traducción y

transcripción lo que implica la necesidad de una activa síntesis pro

teica. El agregado de un extracto proteico epididimario imita el efeg

to de la hormonamanteniendo la capacidad fertilizante de los esperma
tozoides.

La purificación de estas especies en la rata (GARBERI—1979,

1980), (LEA)permitió su caracterización comoglicoprotefnas de bajo

peso molecular de 23.000 a 37.000 D y naturaleza acídica (PI 5,6). El

desarrollo de una técnica inmuno-histoquímica permitió el estudio de

su síntesis comode las características de la interacción con esperma
tozoides.

Su síntesis es inducida por los andrógenos en las células prig

cipales del caput epididimario siendo menos actiVa en segmentos más

distales (KOHANE- 1980). Secretadasal lumen las glicoprctefnas se
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unen a la membranaplasmática del espermatozoide en la región acroso

mal y post-acrosomal (KOHANE- 1990, CALEO- 1981).

La unión de estos andrógenos aumenta a medida que los esperma

tozoides transcurren su paso por el epidídimo y disminuyen marcadameg
te en condiciones de capacitación ” in vitro " o " in vivo ” de los

mismos.

El aumentode estas glicoprotefnas sobre la superficie del es

permatozoide con la maduración epididimaria confirmaria para el epiqg
dimoel rol activo en la adQJisición de sitios receptores para lecti
nas antes descripto.

Durante el proceso de capacitación ocurren importantes modifi

caciones en la membranaplasmática en dos zonas bien delimitadas: en

la superficie del acrosomay por detrás del segmentoecuatorial o re

gión post-acrosomal (BRACKETT),(ENG), (KOHELER).La pérdida de antí

genos y receptores a lectinas se produce en forma de máculas restrin

gidas a zonas delimitadas en la primera de estas regiones. La desestg
bilización de zonas discretas de las membranasplasmática y acrosomal

externa sería un prerrequisito para la fusión de las mismasen la

reacción acrosomal. La remoción de proteínas de cubierta Favorecerfe

1a movilidad de los componentes de membranaFacilitando los agrupa

mientos necesarios (O'RAND).La zona del segmento ecuatorial donde

tiene lugar la fusión con el huevo parece del mismomododesprenderse

de proteínas de cubierta que estabilizarian los componentesde los r2

ceptores de reconocimiento celular (KDHELER).Con,aparentemente simi

lares, mecanismosde acción fueron descriptas en el plasma epididima

rio del conejo (ORGEBINCRIST - 1975) y cobayo (AÜNUMA)sustancias cg

paces de inhibir la capacidad fertilizante y a los cuales se denominó

" factores decapacitantes "
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La similitud en la interacción con los espermatozoides permi

tiría especular para la glicoproteínas andrógeno-dependientes,un

rol estabiliZador de membranasemejante al descripto antes, sin em

bargo sólo con el uso de técnicas más precisas QJS permitan su exac

ta localiZación se podrá asegurar su mecanismode acción.

La detección en el hamster de proteínas que inducidas por an

drógenos se unen a los espermatozoides durante su trayecto por el

epidfdimo (GONZALEZECHEVERRIA)permite la extensión del mecanismo

postulado en la reta para la hormono-dependenciadel proceso de ma

curación de espermatozoides demostrado en esta especie (LUBICZ-NA!
RGCKY- 1976) y la extrapolación como posible mecanismo común a to

dos los mamíferos.

Dificultades éticas y técnicas impiden la realización de exqg
rimentos para determinar si un fenómenosimilar existe en el hombre.

Los informes de YOUNG(1970) que demuestran la capacidad fertilizan

te de espermatozoides del caput epididimario humanoen pacientes con

epididimo-anastomosis paracerían descartar la existencia del proceso

de maduración antes descripto. Sin embargo es bien conocido qee los

espermatozoides inmaduros, al menos en el conejo (DRGEBINCRIST

1977) tienen una baja aunque no nula capacidad fertilizante y que en

condiciones de experimentación no comparativas con espermatozoides

maduros alcanzan porcentajes considerables de huevos fecundados.

La capacidad de fertilizar de ovocitos heterólogos desprovis

tos de membranapelócida de espermatozoides provenientes de los dis

tintos segmentos del epidIdimo humano fue comparada por HINRICHSENy

BLAQUIEHbajo condiciones restringidas " in vitro " llegando a esta

blecer la existencia de un proceso de maduraciónsimilar al descrip

to en otros mamíferos.
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E1 estudio de los factores involucrados directamente en este

proceso pasa nuevamente por el establecimiento de una maduración en

la mtilidad durante el paso por el epidídimo (BELCNOSCHKIN,BEDFonD

- 1973), pero estos cambios al menosen especies experimentales pue

de disociarse de la adquisición de capacidad fertiliZante (BEDFDRD

1967). Limitóndonos al modelopropuesto para distintos roedores es

poco lo que se ha extendido a1 hombre. El aumento de la carga neta

negativa en la superficie de los espermatozoides durante su madura

ción epididimaria (BEDFDHD- 1973) habla de una reestructuración de

sus componentes externos comosucede en el conejo.

Por otro lado los resultados acerca del origen de los antíge

nos unidcs al espermatozoide no son claros. Muchosde ellos también

presentes en el plasma seminal parecen tener un origen no epididima

rio (BUENO), (LI), (YOUNG— 1950).

Sólo trabajos preliminares de MANCINIy col. muestran eviden

cias inmunohistoquímicas de la presencia de antígenos en el esperma

tozoide epididimario que no se detectan en el testículo.

La andrógeno dependencia de la secreción de proteínas u otro

factor relacionado con la maduración del espermatozoide en el epidf

dimonecesita de la caracterización previa del tipo de respuesta ho;

monal de este órgano. Por otro lado la especificidad de especie cpe

muestran estos factores epididimarios identificados hasta ahora, es;

gen la identificación de proteínas activamente secretadas por el epi

dfdhmma fin de identificar específicamente en el hombrela o las eg

tidudes involucradas en el proceso de maduración de espermatozoides.
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III.2 Materiales x métodcs.

III.2.1 Drogasl soluciones z bufferes.

Las soluciones salinas balanceadas según HANKy EARLEcuya Cog

posición se detalla luego Fueron marca DIFCO(Detroit.Mich. USA)cono

así también el medio de cultivo 199 preparado en base a los dos tipos

de soluciones salinas. La Penicilina Fue cedida Qentilmente por los

laboratorios Scpib y 1a Estreptomicina fue marca Abbot.

Las mezclas de veinte amino ácidos tritiados (NET- 250) y ca:

bono catorce (NEC- 445) fueron adquiridas a NewEngland Nuclear (Bos

ton MA.).

Los bufferes usados además de los detallados previamente en la

sección II.3 fueron g

Moles/l.

PBS: ClNa 0,14

P04FNa2 . '7 H20 0,0043
0 01

P04H2K ,

N3Na (0,02 %)

Moles/l.

tris - ClNa tris 0,02 pH 7.4
ClNa 0,6

tris Glicina trís 0,025 pH 8.3
glicina 0,192

-100



Soluciones Salinas

Solución de HANK Solución de EAHLE

(gr/1) (gr/1)

01 Na 6,0 6,8

01 K 0,4 0,4

C12Ca 0,2 0,2

504 Mg 0,2 0,2

P04 H2 K 0,125 0,125
Bacto Dextrosa 1.0 1.0

003 H Na 0,66 2.2

Rojo fenol 0,02 0,02

Los demás compuestos utilizados son los ya descriptos en 11.3

El suero fetal bovino (estéril) usado para suplementar los me

dios de cultivo Fue marca GIBCÜ.Con el objeto de remover los este

roides endógenos, el suero fue adsorbido con carbón activado (lavado

previamente según se indica en II.3 y esterilizado al vapor) al 0,5 %

(peso/volumnn) con agitación magnética y bajo condiciones estériles,

a 0 °C durante 30 minutos. La suspensión Fue centrifugada a 1.500xg

10 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante filtrado a través

de membranas Millipore (BEDFÜRD,Massachusetts) de 0,4 u de diámetro

de poro usando portafiltros Swinnex- 25 (Hillipore) y Jeringas.
Distribuido en alícuotas de 3 ml el suero así tratado fue con

gelado a -20 °C para su conservación.

Todas las operaciones " a Frasco abierto " antes descriptas
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comoasI también las que se especifiquen posteriormente como" esté

riles ", fueron realizadas con material y bajo atmósfera estéril (

Flujo laminar Edgegard, BAKER,Co, Inc SanForrd, Maine USA.)

III.2.2 Obtencióndel tejido.

Los epidfdimos Fueron obtenidos de 15 pacientes (edad 26 - 57

años promedio 55 años) que Fueron sometidos a orquidectomfa bilateral

(10) o epididimectomia (5) comotratamiento médico debido a carcinomas

prostáticos o quistes epididimarios respectivamente. Ningunode los pg
cientes había recibido previamente terapia radiante o administración

de estrógenos. El tejido fue recibido en solución salina estéril y
transportado nl laboratorio a temperatura ambiente.

III.2.3 Cultivo de órgano.

El epidfdimo fue cuidadosamente disecado bajo condiciones esté

riles y la porción distal o CAUDA,unida al DUCTUSDEFERENS,fue sepa

rado para la obtención de fluido intraluminal comose detalla en el si
guiente iten.

Habiendo decapsulado el órgano, los tübulos Fueron separados

cpirúrgicamante bajo lupa y mantenidos en cápsulas de Petri con Medio

199 (Hank) conteniendo penicilina 100 IU/ml y estreptomicina 100 ug/ml

Estn medio de lavado suplementado con antibióticos Fue usado durante

todas las manipulaciones del tejido previas al cultivo. Luegode dos
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lavados con medio fresco los túbulos (aproximadamente 2 cm de longi

tud o 70 mgde peso) Fueron transferidos a grillas de acero inoxida

ble (FALCON)que fueron depositadas sobre cápsulas pura cultivo de

órgano (60 x 15 mmn° 3037 FALCON.Dickinson and Co, Cockeysville,

MD,USA). La cámara interna bajo la grilla fue llenada con medio 199

(EARLE),conteniendo 10 56suero fetal bovino, penicilina 100 IU/ml

y estreptomicina 100 ug/ml hasta tomar contacto con el tejido. En la

cámara externa se colocó 1 m1de agua bidestilada estéril.

Las cápsulas fueron incubadas a 33 °C bajo atmósfera de aire:

dióxido de carbono (95:5) por 3 días con dos cambios de medio para

dismiuir el contenido endógeno de andrógenos.

Los esteroides exógenos Fueron preparados en soluciones stock

en base a etanol y agregadas directamente al medio de cultivo con

una dilución final de 1:200. Los túbulos fueron cultivados por espa

cio de hasta 5 dias más con un cambio de medio. Los medios de culti

vos controles recibieron sólo VBhÍCulOo

III.2.4. Fluidos intraluminales z extractos Eroteicos de esEemato
zoides.—

El contenido intraluminal del cauda epididimerio fue obtenido

por perfusión desde el VASDEFERNScon l ml de buffer tris —glicina

(pH 8,3) mediante el uso de una jeringa.

Una vez comprobada la presencia de espermatozoides a1 micros

copio, la suspensión fue inmediatamente centrifugada a 1000xg por 10

minLtos guardando 21 sobrenadante a Ü °C. El precipitado fue resus

pendido en buffer Fosfato (PBS) (pH 7,4) y recentrifugado comoantes.
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Esta operación fue repetida una vez más, los sobrenadantes

descartados, y el precipitado rescspendido en 1 ml de buffer tris

CLNaa O °C por 30 minutos con agitación. Esta suspensión fue centri

fugada a 2000xg 10 minutos y el sobrenadante fue congelado a -70 °C

para su posterior análisis. El precipitado Fuedescartado.

El primer sobrenadante de lÜÜÜxgFue centriFugado a 10.000xg

por 20 minutos y el sobrenadante denominado PLASMAdel CAUDAEPIDIQl

MARIO(cep) Fue congelado a -70 °C.

Los sectores CAPUTy CORPUSepididimario Fueron cortados con

tijeras en secciones de no más de 3 mmde espesor evitando presionar

el tejidc. Los trozos Fueron mantenidos en medio 199 (HANK)a tempe

ratura ambiente por 30 minutos con eventual agitación suave. El me

dio Fue removido cuidadosamente y centrifugado a IÜDng 10 minutos.

Se descartó el precipitado y el sobrenadante se proceso comoantes.

Denominados PLASMAdel CAPUTy conpus EPIDIDIMARIO (caen) y (coep)

respectivamente Fueron mantenidos a -70 °C hasta su posterior proce

samiento.

III.2.5 Captación z metabolismo de andrógenos.

Luego de tres días de iniciado el cultivo, con dos cambios de

medio, el tejido montadosobre las grillas Fue lavado con el goteo
de 10 m1de solución de Hank a Fin de evitar interferencia del suero.

Luego de agregar medio 199 conteniendo 24 nM 1,2,6,7 3H testosterona,

el CUJtiVOFue continuado por espacio de l a 6 horas.

Series paralelas de incubaciones recibieron la mismacantidad
3

de H testosterona con el agregado de Acetato de Cyproterona hasta
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una concentración Final de 12 uM(SÜOx)a fin de evaluar la unión no

específica de hormonaen las distintas fracciones. Finalizada la in

cubación el medio fue retirado y extraído 3 veces con l m1 de Aceta

to de Etilo. La radioactividad retenida en la fase orgánica Fue ana

lizada comose detallará luego.

E1 tejido Fue lavado con buffer tris R (ver lI.3) a 0 °C, pe

sado y homogeiniZado con 5 volúmenes del mismo buffer en un homogei

nizador Potter-Elvejhem teflón - vidrio de lml de capacidad. Alfcuo

tas de homogenatoFueron tomadas para cuantificación de radioactivi

dad total captada y determinación de proteínas. Luego se procedió a

la obtención de las fracciones subcelulares.

En la obtención de la fracción nuclear detallada nn II.3 la

ultracentrifugación en buffer tris S Fue reemplazada por 2 lavados

en buffer tris N. El último precipitado fue extraído ruatro veces

con Acetato de Etilo a temperatura ambiente, 1a fase orgánica derigg
da para el análisis cromatográfico de la radioactividad extraída y

el resto seco de material nuclear Fue hidrolizado en l N OHNa para

la determinación de proteínas insolubles según el método de Loury.

La fracción citosólica fue obtenida comose detalla en II.3.

La Fracción de radioactividad unida a macromoléculas fue se

parada mediante filtración en mini-columnasde Sephadox 8-25 comoha

sido detallado en 11.3.9 y extraída con Acetato de Etilo para su pos
terior cromatografía.

Todos los extractos orgánicos fueron concentrados a sequedad

hujo flujo de aire y el residuo fue reSuspendido en aproximadamente

UUul de Cloroformo:Eter etílico (1:1). Lucgo del agregado de lO ug

du testosterona y AkaAndrostenediona comoindicadores internos, las
soluciones Fueron sumbradas con capilares sobre placas du Silica Gel
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(Merck de 0,2 mmde espesor 60 - F 254 Cat 5539 EMLaboratories Inc

Elmsford NYUSA)bajo flujo de aire caliente. Las placas Fueron cro

matograFiadas en el sistema CloroformogEtanol(98:2) y la posición de

los indicadores Fue revelada bajo irradiación de luz ultravioleta.

Las zonas correspondientes a 1a testosterona y sus metabolitos fiat

reducidos 5 ¡XDHTy 50€,¿iq-P dioles fueron separadas por su HF se

gón se detalla en la Fig. 17 y su radioactividad fue cuantificada se
gún se detalla en 11.3.4 .

Para evaluación de la hormonatotal específicamente unida a

la fracción nuclear y citosólica se tomaronalícuotas de los extrac

tos de Acetato de Etilo correspondientes, previo a las cromatograffas

y evaporando el solvente la radioactividad se determinó comoantes.

La especificidad de la unión se determinó en cada caso median

te la sustracción a 1a radioactividad total de la correspondiente a los

extractos de incubaciones con Acetato de Cyproterona.

III.2.6 Caracterización de Receptores nucleares para andrógenos.

Conel propósito de caracterizar el receptor nuclear se usó

1a mismametodología QJBpara el epidfdimo de rata. La purificación

de núcleos, obtención de extractos proteicos y técnica de evaluación

de la hormonaespecificamente unida son las descriptas en 11.3.9 .

Para estos experimentos el epidídimo fue transportado desde el qui

rófano al laboratorio a Ü oC.
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FIgura 17 Separación cromatográfica de los productos de] metabolismo de
la Testosterona mediante e] uso de placas de siiica ge] en e]

sistema CloroformozEtanol 98:2.

Parte superior: ubicación de los marcadores Testosterona y
A“ Androstenediona bajo irradiación con luz
ultravioleta.

Parte inferior: Registro de] radiocromatograma.
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111.2.7 Control histológico - Morfometría.

El procesamiento del tejido para su análisis morfológico me

diante histologfa es el descripto en 11.3.2 . El análisis morfométqi
co se realizó sobre los cortes fijados y teñidos mediante cbservación

directa a través de un ocular graduado (Wild) en un microscopio Zeiss

con un aumento de 400 veces. La altura del epitelio Fue medida no me

nos de 7 veces en cada tütulo con un mínimo de 4 de éstos por corte.

Esta medición fue recta en cortes pertenecientes a dos explantos por

lote y el análisis de la varianZa fue aplicado para el tratamiento es
tadístico de los datos.

III.2.8 Actividadproliferativa.

La síntesis de DNAFue evaluada mediante la incorporación de

precursores a material nuclear precipitabln según lu tficrinu dntullu

da en II.3.3.

III.2.9 Síntesis proteica.

Los túbulos lavados con solución salina de Hank y cortados con

tijera en trozos de aproximadamente 4 mmde longitud. Una cantidad eg

tre 50 - lÜDmg de tejidc Fue incubada en 0,5 ml de solución salina

de EarJe conteniendo 0,7 uCi de una mezcla de los veinte aminoácidos

-108



tritiados por 3 hs a 33 °C bajo una atmósfera de aire con 5 % de dig
xido de carbono. l

El tejido fue luego lavado con solución salina de Hank y homg

geneizado en 3 volúmenes de buffer tris R con un homogeneizador Po

tter Elvejhem(vidrio - vidrio). La fracción citosólica Fue prepara

da comose indica en 11.3.5 y alícuotas de la mismaFueron precipita

das en TCA 10 aL según 1a técnica ds MANSy NOVELLI:

Alícuotas de 100 ul de citosol fueron depositados sobre cua

drados (2 x 2 cm) de papel de filtro Whatman1 Mrotulados y estos

erron sumergidos en TCAal 10 % (100 ml) a Ü °C durante 15 minutos.

La solución fue descartada y los filtros se lavaron con TCA5 % (100

m1). Un segundo laVadc con TCAal S % Fue llevado a cabo en un baño

de agua a 90 °C por 10 minutos, para luego proseguir a temperatura

ambiente. Un tercer lavado con TCÁ(5 %) (50 m1) Fue seguido del

agregado de 100 m1de EtanolgEter etílico (1:1). Los trozos de papel

fueron tomadoscon alfileres, secados bajo lámpara, y transferidos a

viales de conteo para evaluación de la radioactividad.

III.2.lO Análisis electroforético qgglaproteínas sintetizadas.

III.2.10.1 IncorEorución de marca radioactiva.

Los tútulos fueron lavados exhaustivamente con solución sali

na de Hank y cortados con tijera en trozos pequeños. El tejido de og

da serie de cultivos fue transferido a nuEVascápsulas (una cápsula

por cada 2 grillas originales) cortado con tijeras e incubado con la
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siguiente mezcla:

+ 0,4 ml de solución salina de Earle.

+ L-Metionina (concentración Final l mM).

+ Penicilina-Estreptomicina (concentración Final 100 IU/ml, 100 ug

/m1).

+ 10 uCi mezcla de 3H amino-ácidos para la serie de cultivos con

andrógenos.

o 7 uCi mezcla de lac amino-ócidos para las series controles.

+ ÜHNa0,2 N hasta viraje alcalino estable del rojo Fenol.

La incubación se llevó a cabo a 33 °C bajo atmósFera de aire:

002 (95:5) con agitación ocasional durante 3 hs. Luego el medio Fue
reemplaZado por medio 199 (Earle) y la incubación proseguida por 1

hora. Terminada la incubación el medio Fue retirado, centriFugado a

1000xg 10 minutos y congelado a -70 °C.y el tejido lavado varias veces

con solución salina secado sobre papel de Filtro y congelado a -70 °C

De procesarse en el día el tejido era homogeneiZadoen 0,5 ml de bu

FFer tris glicina (pH 8,3) en homogeneiZadorPotter vidrio —vidrio y

se obtenía la Fracción citosólica comoFuera ya descripto.

III.2.10.2 Tratamiento de las muestres.

Las extracciones salinas de espermatozoides, el medio de culti

vo con el que se termina la incubación anterior y el citosol obtenida
Fueron dializados a Fin de eliminar el Cl Na en un caso y la radioac

tividad no asociada a proteínas en el otro.

Para tal propósito los tubos de diálisis Fueron pretretados me

diante la siguiente secuencia de lavados: Etanol : agua (1:1); Bicarbg
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nato de sodio l N, EDTA1 mM;agua destilada.

La diálisis se efectuó contra 100 volúmenesde buffer tris 

glicina (pH 8,3) (2 cambios) durantesló horas a 5 °C.

El método de LÜWRYpara determinación de proteínas precipitan

do con TCAfue usado para ehmhnar interferencias del medio de cultivo

y/o la glicina del buffer.

Alícuotas de citosol de lotes estimulados y controles conte

niendo igual cantidad de proteinas Fueron mezcladas (máximo100 ug

proteínas total, 100ul) para su análisis electroforético. Estos va

lores máximosestán dados por la capacidad del gel a usar y valen pa

ra cualquier extracto proteico complejo. En el caso de proteínas pu

ras usadas comopatrones de movilidad sólo 5 ug Fueron sembradas. Se

agregaron 10 ul de glicerol para aumentar la densidad de la mezcla y

5 ul de solución G (ver item siguiente) comoindicador de movilidad

electraforética. Las mezclas fueron congeladas a -70 °C hasta su uso.

III.2.lÜ.3 Armadode los geles de Poliacrilamida.

Los geles de poliacrilaman en gradientes fueron preparados en

base a la técnica descripta por O'FAHRELLemitiendo el agregado de

agentes desnaturalizantes cono dodecil sulfato de sodio (SUS), urea o

mercaptoetanol.
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Soluciones x reactivos.

- A Buffer tris 1,5 M pH 8,8 (e 5 oc)

Este buffer debe ser preparado completando con agua hasta el

volumen Final deseado.

- B Acrilamida (BIÜ.RAO) 21,5 % Peso/Volumen Final

N,N Metil bis acrilamida (810.RAD) 0,56 % Peso/Volumen Final

Buffer A 47,2 % Vo]./Volumen final

Aguabidestilada hasta completar Vol. Final

Esta solución se preparó con ese orden de agregado de reactivos

y se agitó hasta la completa disolución de los mismos, una vez

filtrado se la conservó en Frío.

- C Persulfato de amonio 10 % Peso en volumen en

agua bidestilada

Esta solución Fue preparada siempre el día de su uso.

- o N,N,N',N' tetrametilen diamina (TEMED)(BJU.RAD)

- E Acrilamida 4 % Peso en volumen

N.N Metilen bis acrilamida 0,12 % Peso en volumen

Hivoflavina 0,0004 % Peso en volumen

Tris base 0,6 % Peso en volumen

Cl H hasta pH 6,7 0,05 % Peso en volumen

Esta solución Fue guardaúaen Frío a resguardo de la luz.
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- F Tris Base pH 5,3 (5 oc)
Glicina

- G Azul de bromofenol en agua destilada

- H Metanol

Acido Acético

- I Azul Coomasie

- J Metanol

Acido Acéticc

0,6 % Peso/Volumen

2,8 % Peso/Volumen

0,1 % Peso/Volumen

40- % Vol./Vol. en

10 % Vol./Vol. en

2 % Vol./Vol. en

16 % V01./VDl. en

4 % Vol./Vol. en

Para el armado de los geles en gradientes se procedió del

mo modo que para los gradientes de sacarosa (11.3)

R ' ' t Ieclplen e Solución B

Glicerol
4,23 m1

4,0 m1

Barra agitadora magnética

R . .eolplente II Solución B

Glicerol

Buffer A

Aguabidcstilada

2,12 ml

0,7 m1

1,0 ml

4,4 m1

agua

agua

agua

agua

agua

mis

El gas disuelto en ambas mezclas fue disminuido manteniéndolas

al vacío por 2 minutos en baño de hielo y se les agregó 20 ul de C y

5 ul de D a cada una de ellas.

La solución II Fue agregada al recipiente I mediante la bomba

pcristáltica tratando de mantener baja su temperatura. La mezcla re

sultante de una buena agitación Fue bombeadaal exterior con un flujo

dcl doble del de entrada de II. Con ayuda de cánulas metálicas 1a me;
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ola resultante fue depositada en las cámaras soporte del gel (medi

das internas 8,0 cm (largo) x 7,6 cm (ancho) x 0,24 cm (espesor)). Las

cánulas acompañaronel ascenso del líquido a Fin de evitar turiulen

cias por la caída de gotas. De esta Formase obtuvieron gradientes li

neales de ccncentraCión de acrilamida (T) del 12 % al 6 % con una con

centración relativa constante de bis - acrilamida (C) del 3 %. Una vez

llena la cámara se depositó suavemente agua bidestilada hasta Formar

una capa de 0,5 cm.

Aunquela polimerización parecia completarse a los 90 minutos

a temperatura ambiente, los geles se armaron generalmente el dIa ante

rior a su uso y se permitía completar el proceso durante toda la noche.

Alcanzada la polimerización del extremo superior el agua se reemplaza

ba por 2 a 4 ml de solución E por sobre la que se insertaba un molde de

polimerización que permitiera la Formación de " dientes " de separación

para la aplicación posterior de muestra. La irradiación de esta mezla

con luz fluorescente desencadenaba la polimerización del gel espaciador

en aproximadamente l hora.

III.2.10.4 Electroforesis.

La electroforesis fue llevada a cabo en un aparato PharmaciaFi

ne Chemicals GE- 4 a una temperatura de 8 - 10 °C con una fuente de pg

der de corriente continua Buchler. Una diferencia de potencial de 100

volts fue aplicada a los geles durante 15 minutos a modode " precorri

da “. Unavez aplicadas las muestras la electroforesis se llevó a cabo

a 100 volts hasta obtener la salida del indicador del gel espaciador o

-lló



P stacking " y luego proseguide a 35 le/gel manteniendo la corriente

constante. Desdeun voltaje inicial de 150 volts se obtenía al cebo

de 3 hores de electroforesis un voltaje final de aproximadamente300
volts.

Luego de medido el Rf las cámaras se desermaron y los geles

fueron teñidos o cortados en fracciones para su posterior procesamieg
to.

Para la primera de estes operaciones se sumergió el gel en una

solución de colorante I en mezcla de fijación H (1:20) durante toda

la noche a temperatura ambiente y la decolorución se llevó a cabo me

diante lavados con igual volumen de solución J (2 o 3 cambios) duran

te varias horas.

III.2.10.5 Procesamientopost-electroforesis.

La inducción de síntesis de determinadas proteinas se deterndp

nó midiendo la radioectividad asociada a les distintas fracciones.

Unavez terminada la electroforesis, los geles fueron divididos en la

las bandas longitudinales y por separado envueltos en papel de alumi

nio y congeladas e —7O°C hasta su posterior procesamiento. Soplando

fuertemente sobre las mismas se lograba un rápido descongelamiento

evitando la condensación de humedad. Secándolos con papel de filtro

se procedía a su fraccionamiento.

El gel fue cortado en 7D - 75 fracciones de l mmQJE fueron

transferidas a viales de conteo conteniendo 0,1 m1 de agua oxigenada

al 30 %. Estos fueron tapados hermétiCamente y mantenidos a 20 °C de

temperatura por 16 —20 horas.
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Luego de agregar 7 m1 de solución a1 4 % de Protosol (New En

gland Nuclear, Boston MA)en solución de tolueno centelleante los vie
les fueron tapados y agitados vigorosamente hasta obtener una emul

sión, este operación Fue repetida 2 a 3 veces por día hasta obtener

la disolución del precipitado Formadoinicialmente.

La fotoluminiscencia de la mezcla usada Fue minimizada guardeg
do los viales en oscuridad por 24 horas antes del " conteo ". La ra

dioactividad correspondiente a los dos isótopos en cada fracción Fue

cuantificada comoen II.3 con una eficiencia del 30 % para el tritio

(error de medición 5 %) y del 90 % para el carbono catorce (error

7 %). Una penetración de la actividad de este último en el rango cg

rrespondiente al tritio Fue evaluada con estandares en las mismascqg

diciones, siendo del 15 fi. La inversa es decir radioactividad en el

rango del carbono provenientes de la desintegración del tritio fue

despreciable. Conestas correcciones, el Indice aH/lac fue calculado

para cada fracción.
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III.3 Resultados.

III.3.1 Mantenciónde túbulos egididimarios en cultivo de órgano.

Efecto de los andróggnos sobre la morfología del tejido.

Los tübulos epididimarios mantuvieron una morfología normal al

microscopio óptico al menos luego de B días en cultivo (Fig. 18). Cuan

do el contenido endógeno de andrógenos en el tejido disminuyó por efec

to de los cbs cambios de medio durante los tres primeros días de culti

vo, el agregado de cantidades controladas de los mismosprodujo una

respuesta en el tejido secretor.

La testosterona agregada al medio en una concentración final

de 10-7 Mprodujo, como se observa en las Figuras 18 - 21, un aumen

to en la aliura celular del epitelio secretor. La variación cuantita

tiva de este parámetro se detalla en la tabla VI. E1 aumentosigni

ficativo (p<.0,01) con respecto a los controles parece indicar una

mayor estimulación en el CAPUT(40 %) que en el CORPUSepididimario

(70 %). Estos datos reflejan así mismola variación en altura celu

lar entre muestras por lo Queéste y todos los experimentos siguien

tes fueron comparadoscon cultivos controles provenientes del mismo

órgano. En todos los casos analizados no se observó ningún efecto de

los andrógunossobre el tejido conectivo o muscular circundante, li

mitándose el estimulo al epitelio que limita la luz tubular. El au

mento de altura del citoplasma celular se acompañócon la mantención

de microvellosidades en el borde apical (Figs. 20 y 21).
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Conel objeto de estudiar la especificidad hormonal de la es

timulación, el estudio de estos parámetros se llevó a cabo en túbulos

cue fueron cultivados con testosterona 10-,7 Mconjuntamente con con

centraciones cien veces superior de Acetato de Cyproterona. En la ta

bla VI se observa que el antiandrógeno bloquea el aumento inducido

por los andrógenos ü1(Ch05) con diferencias no significativas con
respecto a los controles.



Figura 18 Aspecto histoïógico de tübulos epídidimarios humanos
mantenidos en cultivo de órgano por siete días.
Aumento X 330.

Figura 19 Aspecto histológico de tübulos epídidimarios humanos
mantenidos en cultivo de órgano por siete días .
E1 medio contenía 0,1 uMTestosterona durante los
üïtimos cuatro días. Aumento X 330.
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FIgura 20 Aspecto histológico de túbuios epididimarios humanos
mantenidos en cuitivo de órgano por espacio de siete
dias.Controies.Aumento X 1300

Figura 21 Aspecto histológico de túbuios epididimarios humanos
mantenidos en cuitivo de órgano por siete dias y
conteniendo 0,1 uMTestosterona en e] medio de cuitivo
durante ios úitimos cuatro.Aunento X 1300.
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TABLA VI EFECTO DE LA TESTOSTERONA EN EL MEDIO DE CULTIVO SOBRE

LA ALTURA DEL EPITELIO EN TUBULOS EPIDIDIMARIOS HUMANOS

Tejido y Tratamientos Altura celular n*
(wn t SEM)

Pacientes l y 2

CAPUTControl 9,62 1 0,9 9

CAPUTTestosterona 0.1 uM 20,28 f 0.9 a) 13

COROUSControl 14,7 1 1 11

CORPUSTestosterona 0,1 uM 24,2 i 2,6 a) 7

Pacientes 3 y 4

CORPUSControl 24,8 j 1,8 6

CORPUSTestosterona 0,1 uM 32,8 t 2,2 7

CORPUSTestosterona 0,1 uM + 24,7 t 4 b) 4

Acetato de Ciproterona 10 uM

El tejido fue cultivado sin andrógenos por tres dias antes del
gregado de los distintos esteroides.Los cultivos fueron continuados
por 4 dias

a) P< 0,001 vs control

b) P<,0.05 vs estimulado con Testosterona

n* número de túbulos medidos.7 mediciones individuales fueron

tomados por túbulo
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III.3.2 Utilización de andrógenos por el eEidfdimo humanoen cul
tivo o

Con el objeto de caracteriZar el mecanismopor el cual los

andrógenos ejercían los efectos descriptos sobre el epidIdimo, la cg
pacidad de captación, metabolismo y unión de la hormona fue estudia

da en túbulos aislados. Coneste propósito, testosterona tritiada

Fue agregada al medio luego del período de depleción de andrógenos

con o sin el agregado de una concentración 500 veces superior de Ace
tato de Cyproterona.

El substrato, 3H-testosterona presente en el medio fue acti
vamente metabolizado. Mientras luego de 15 minutos de cultivo un 85

% del substrato permanecía comotal, sólo el 45 % de la radioactivi

dad co-cromatografió con testosterona estandar luego de 6 horas. E1

análisis de los metabolitos activos SH - 5d WT y 3H 5d - an

drostandioles mostró una importante producción de los mismoscorres

pondiendoles valores desde el 6 % y 9 % respectivamente a los 15 mi

nutos hasta el 33 % y 22 % al Final de las 6 horas de cultivo.

La captación de radioactividad por el tejido, según se obser

va en la Fig. 22, aumentó suflenidamente durante las primeras 3 horas

de cultivo alcanzando una saturación luego de este periodo.

El estudio a lo largo del tiempo de la unión especifica a ma

cromoléculas en la Fracción soluble citoplasmática, resultado de reg

tar la radioactividad no específica unida, muestra un rápido incre
mento hasta un máximode 4,12 fmol/mgprot a los 90 minutos (Fig. 23)

seguido de una disminución a lo largo de las siguientes 5 horas.
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Figura 22 Captación y metabolismo de andrógenos por tübulos epididi
marios humanosmantenidos en cultivo de órgano.En el cuarto

dia de cultivo se agregó (3H) Testosterona a una concentración de

24 nMy la presencia de los distintos metabolitos en el tejido fue
analizada juntamente con la captación total por el mismo a lo largo
del tiempo Los resultados están expresados comoporcentaje de la
radioactividad para cada esteroide. T= Testosterona, 5a DHT=5a Dihi
drotestosterona, diol= 5a,3a/B Androstandioles.
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La Fracción de radioactividad total del citosol específicameg
te unida fue máximaa los 15 minutos (10,6 %), se mantuvo aproxima

damente en los mismos niveles a los 45 y 90 minutos (9,6 % y 9,7 %

respectivamente) y disminuyó a tiempos mayores (7,7 % y 4,7 % a las

3 y 6 horas respectivamente).

El esteroide unido especiFiCamenteen el citosol fue princi

palmente 5 o( u-lT a lo largo de todo el tiempo (53 9€a los 15 minutos

y 66 % a las 6 horas) (Fig. 23). La testosterona disminuyó con el

tiempo (de 23 % a los 15 minutos a 12 % a las 6 horas) mientras que

los androstandioles se mantuvieron constantes en aproximadamenteun

20 3L.

Examinandola radioactividad libre en el citosol se encontró

que la testosterona, el esteroide principal a los 15 minutos (62 %)

disminuyó con el tiempo mientras la 50K DHTaumentabaA las 3 horas

la testosterona representaba un 35 9€y la 5 a DHTun 3B ‘96,propor

ción que permaneció constante a lo largo del período de incubación

siguiente. El balance correspondió a1 metabolito de esta última los

Sex androstandioles con niveles en aumento constante (18 % a los 15

minutos hasta 33 % a las 6 horas).

La captación nuclear especifica aumentó marcadamentehasta un

máximode 27 FmoleS/mg prot entre los 90 minutos y 3 horas y se man

tuvo en esos niveles por las siguientes 3 horas (Fig. 24). La propq:
ción de la radioactividad nuclear total especificamente unida aumen

tó del 21 % a los 15 minutos hasta un máximo de 48 % a los 90 minutos

permaneciendo en aproximadamente el 40 % a las 3 y 6 horas.

Conel objeto de determinar la duración de la retención espec;
Fica del esteroide dentro del núcleo, los cultivos fueron mantenidos

por 3 horas en ccntacto con la hormona radioactiva y luego el medio
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Figura 23 Metabolismo y unión específica de (3H) Testosterona en el
citosol de túbulos epidídimarios humanosmantenidos en cul

tivo de órgano.El tejido fue cultivado comose describe en la figura 22
e incubado con (3H) Testosterona (24nM) por espacio devarias horas.
Otra serie paralela de cultivos fue incubada con ( H) Testosterona (24
nM) con el agregado de Acetato de Cyproterona (12 uM).Luego de la homo

geneización el esteroide unido a macromoléculas del citosol fue separado
por elución a traves de columnas de Sephadex G 25. La unión específica
fue calculada restando la unión no específica (Cultivos con Cyp.Ac.) y
expresada como fmoles específicamente unida por mg de proteína.La ra
dioactividad unida a macromoléculas fue extraída y analizada por crana
tografía en capa delgada como se describe para la figuna 22 y el porcen
taje de la radioactividad total se calculó para cada esteroide.
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Fue reemplaZado por otro conteniendc la misma concentración de hormg

na no radioactiva. Los reSultados (Fig. 24) muestran que la radicac

tividad específicamente unida decrece en un 50 % luego de 9 horas en

cultivo. Sólo trazas de radioactividad específica fueron encontradas
luego de 19 horas.

Lo 5 0(DHTrepresentó el 50 % de la radicactividad específica
mente unida a los 15 minutos alcanzando un máximo de 82 % a los 90

minutos, nivel que se mantuvo a lo largo de todo el período de incu

bación. La testosterona en cambio disminuyó su participación en la

unión a lo largo de las s horas (29 36, 10 % y 7 % a los 15, 45 y 90

minutos respectivamente) mientras que los androstandioles represente
ron una fracción constante (12 —15 %) durante toda la incubación.

Es interesante hacer notar que mientras el Acetato de Cyprotg

rona fue un inhibidor efectivo de 1a unión de andrógenos a macromolg
Culas en el citosol y del proceso de captación nuclear no alteró el

metabolismo de la testosterona en ninguno de los dos compartimentos

celulares.

111.3.3 Caracteristicas de la retención nuclear de andróquos en el
— j _
epidfdimo humano.

Conel objeto de caracterizar mejor la o las entidades requg
sables de lu retención nuclear de los andrógenos, se estudió mediante

la técnica de intercambio descripta para el epidídimo de la rata (II.

3) la presencia de receptores para andrógenos en núcleos de epidídimo

humano.A Fin de reunir una cantidad apreciable de tejido esta carac
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Figura 24 Metabolismo y unión especifica de (3H) Testosterona en la
fracción nuclear de túbulos epididimarios mantenidos en

cultivo de ógano. El tejido fue cultivado e incubado comose describe
en la figura 23.La fracción nuclear fue aislada ,lavada 5 veces con
buffer y extraida con acetato de etilo.La unión no especifica fue cal
culada comoen la figura 23 en cultivos paralelos con acetato de cypro
terona 12 uM,y la radioactividad especificamente unida.obtenida como
antes,es expresada como fmoles unidos por mg de proteina nuclear.
La línea de guiones muestra los resultados obtenidos luego de cambiar
el medio conteniendo (3H) Testosterona por medio fresco conteniendo
24 nMTestosterona en el punto señalado por la flecha.
El extracto orgánico de la radioactividad nuclear fue analizado por
cromatografía en capa delgada .Los resultados se expresan comoel
norcentaje de la radioactividad total representado por cada esteroide.
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terización se llevó a cabo sobre extractos nucleares de tejido fresco

no cultivado, provenientes de las orwpidectomfes quirúrgicas.

El extracto nuclear preparado según se detalla en II.3 Fue ig

oubado ccn concentraciones saturantes de 3H R188] y el ligando espg
cfficamente unido a componentesmacromolecualres fue cuantificado se

gún la mismatécnica que para el epidfdimo de rate.

La máximaunión específica Fue obtenida cuando el extracto se

incubó por espacio de 16 horas a 10 °C com: se observa en la Fig. 25

(panel A).

Usando estas condiciones Fue posible determinar para el complg

Jo una constante de disociación de 1,5 x 10-10 M Fig. 25 B y un númg

ro de sitios correspondientes a 310 fmoles/mg DNAen el experimento de

la Figure. Sin embargo 1a variabilidad en el contenido de DNAdebido

a la contaminación con espermatozoides causó dispersión en la cuanti

Ficación del númerode receptores entre las muestras. El rango de va

lores obtenidos Fue de 110 a 410 Fmoles/mg DNA.

III.3.4 Efecto de log andróqenossobre la sintesis de proteinas z

DNAen túbulos epididimarios en cultivo de órqano.

Los túbulos epididimarios luego de 3 días de cultivo en un me

dio libre de undrógenos para reducir los niveles de hormcna endógena

fueron cultivados en presencia de testosterona 10-!7Mo vehículo por

espacio de hasta 5 días. La actividad de síntesis proteica Fue medi

du en Función del tiempo de agregado de andrógenos como se detalle en

Materiales y Métodcs(111.2.9)
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Figura 25 Detenninación de sitios de unión nuclear en el epididimo
humanopor la técnica de intercambio.

Núcleos purificados fueron extraidos con buffer conteniendo 0,6 MClK

y alícuotas de este extracto fueron incubadas con ( H) R 1881 por 16 hs

a diferentes temperaturas comose indica en el panel A.La unión no espe
cífica fue estimada mediante incubaciones en paralelo conteniendo 7,5 uM
R 1881 .El esteroide unido a macromoléculas fue separado por elución a
traves de columnas de Sephadex G 25 y los resultados expresados como
radioactividad especificamente unida por ensayo.
Panel B: Gráfica de Scatchard de los datos obtenidos luego de incubar

el extracto nuclear con (3H) R188] 2 a 20 nM por 16 hs. a 10°C
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El agregado de 10.-,7Mtestostercna en el medio de cultivo tuvo

un efecto estimulatorio sobre la incorporación de 3H aminoácidos en

material precipitable por TCA.El estudio de este efecto a lo largo

del tiempo (Fig. 26) muestra que e] incremento en la incorporación,

aunque observable luego de 24 horas de estimulación, es significatiqg

mente difereote de los controles (P4(Ü,05) recién luego de 48 horas

y fue máximoluego de 72 horas (P< 0,005). Mayores períodos de estinE

lación no produjeron mayores diferencias con los controles.

La capacidad para estimular la sintesis proteica fue estudiada

para distintos andrógenos luego de 72 horas de administrados a los

cultivos. Lcs resultados (tabla VII y Fig. 27) muestran que 1a mínina

concentración a la que la testosterona es efectiva es 1C)-8Mcon un

52 % de aumento en la incorporación de marca y que su efecto es máxi

mo a una concentración de 10'7 M (115 9L). La 5 q DHTy el Schaddiol

fueron igualmente efectivos con la testosterona e la dosis de 10-7 M.

El antiandrógeno Acetato de Cyproterona agregado a una concen

tración de 10-5 Mnc tuvo ningún efecto sobre la incorporación de H

aminoácidos pero redujo significativamente la estimulación causada por

10-7 Mtestosterona cuando era agregado simultáneamente a los cultivos.

Del mismomodoque para el estudio de la síntesis proteica fue es

tudiado el efecto del agregado de andrógenos sobre la incorporación de

precursores específicos del DNAa material ácidc precipitable. La tes

tosterona fue agregada a túbulos luego de 3 días de cultivo, en conceg
fi

M)
I

traciones que habían estimulado el crecimiento del epitelio (10.

con c sin la presencia del antiandrógeno Acetato de Cyproterona en con

contraciones 100 veces superior. La incorporación de BH -timidina

muestra, comose observa en la Fig. 2B, un aunento luego de 48 horas

del agregado de la hcrmona alcanzando un máximo a las 72 horas con un
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Figura 26 Efecto de los andrógenos sobre la incorporación de
amino-ácidos por túbuios epididimarios mantenidos en

cultivo de órgano.E1 tejido fue cuitivado por tres días con dos
cambios de medio y dentro de los cinco dias subsiguientes los
distintos cultivos recibieronmmdiofresco conteniendo 0,1 uM
Testosterona por uno a cinco días (f1echa).A1 cabo de este pe
riodo e] tejido fue incubado con mezcla de amino ácidos (3H)
por 3 hs. a 32°C y la radioactividad incorporada en 1a fracción
citosóiica fue estimada por e] metodo de Mans y Nove11i.

(-.--) T 0,1 UM (—O—) Control,so]o vehículo
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Figura 27 Efecto de la concentración de andrógenos en e]
medio de cultivo sobre la incorporación de amino

ácidospor‘tübulos epididimaríos en cultivo de órgano.
E1 tejido fue cultivado cano se indica en la figura 26 reci
biendo durante los últimos cuatro días de cultivo Testosterona
a las concentraciones indicadas en el medio y la incorporación
de amino ácidos fue ensayada comose describe antes..Los resul
tados se expresan como dpm incorporadas por mg de proteína

:_SD.n=6.La barra rayada representala incorporación cuando e]
tejido fue cultivado en presencia de Testosterona 0,1 uMmas
Acetato de Cyproterona 5 uM

* P( 0,05 vs contro]
** P< 0,05 vs Ïa menor concentración de T. "¡32'



TABLAVIIEfecto de distintos andrógenos presentes en e] medio de
cultivo por tres dias a diferentes concentraciones,sobre
la incorporación de (3 ) amino acidos a materia] ácido
precipitable en tübulos epididimarios humanos.

Incorporación de(3H)amino
Tratamiento _ .d

ac1 05' dpm/mg proteína

Media Í ES n=6

Control 4266 ¿380

Testosterona 10'9 M 4483 1225

Testosterona 10'8 M 6470 *a) ¿289

Testosterona 10'7 M 9160 *a) 1742

Testosterona 10'6 M 9500 * ¿787

5a Dihidrotestosterona 10'7 M 8533 * ¿780
56 Androstan-3a,178 dio] 10‘6M 7566 t ¿389

Acetato de Ciproterona 10'5 M 4900 i300
Acetato de Ciproterona 10'5 M + 6233 *b) ¿405

Testosterona 10'7 M

E1 tejido proveniente de dos pacientes fue cultivado en medio
sin andrógenos por tres dias antes de] agregado de los distintos
canpuestos.Ua incorporación de 3 amoni ácidos fue evaluada 72hs
despues comose describe en mateuiaïes y métodos.

* P< 0,05 con respecto a los valores controles
a)* P<_0,05 con respecto a la concentración menor de testosterona
b)* P(0.005 con respecto a testosterona 10'7 M
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Figura 28 Efecto de los andrógenos sobre la incorpOración de (3H) Metil
Timidina el DNAde túbulos epididimarios mantenidos en cultivo de

órgano.El tejido fue cultivado con el mismoesquema descripto en la figura
26.La incorporación de marca radioactiva en el DNAse obtuvo incubando los

cultivos con 1 uCi de (3H) Metil Timidina por 16 hs. a 32°C cuantificando
sela sobre la fracción nuclear precipitada con TCA10%.LosResultados se
expresan como d.p.m. de precursor incorporado por mg. de DNAy representa

el promedio de dos determinaciones independientes por triplicado i DE.
La flecha señala el agregado al maedio de cultivo de:

(—.—) 0,1 uMTestosterona
(-()-—) 0,1 uMTestosterona + 50 uMAcetato de Cyproterona

* P(0,05 con respecto al control
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Figura 29 Efecto de la concentración de andñógenos en el
3 medio de cultivo sobre la incorporación de

( H) Meti] Timidina a] DNAde tübulos epididimarios humanos
en cultivo de órgano.E1 tejido fue cultivado comose indica
en 1a figura 26 recibiendo durante los últimos cuatro dias
Testosterona (T) (-O—) y Dihidrotestosterona (DHT)(—A—)
a ïas concentraciones indicadas .
Los resultados se expresan comod.p m. de precursor incor
porado por mg DNAt_DE .La barra rayada representa los re
suïtados obtenidos cuando e] tejido fue cultivado en pre
sencia de Testosterona 0,1 uM+ Acetato de Cyproterona
50 uM (—.—) (T+CA).

* P<(L05 con respecto a1 c0mtr01
** P4 0,05 con respecto a 1a menor concentración de

andrógeno
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TABLAVIIIEfecto de varios andrógenos presentes en medio de cultivo
por tres días a diferentes concentraciones sobre 1a incor
poración de (Me3 ) Timidina a materia] ácido precipitable
de tübulos epididHnarios humanos.

Tratamiento Incorporación de (Me 3H) Timidina
dpm/mg DNA

Media i ES

Control 4460 i389
Testosterona 10'8 M 5133 ¿396

Testosterona 10'7 M 7656*a):396
Testosterona 10'6 M 8300* ¿730

SaDihidrotestosterona 10'8 M 5900 ¿463
SGDihidrotestosterona 10'7 M 9666*ab)¿755
baDihidrotestosterona 10'6 M 9234* ¿719

6
50 Androstan 30.17B-di01,10_ 7376* i938

El tejido proveniente de un paciente fue cultivado en medio sin
andrógenos por tres dias antes de] agregado de los distintos
compuestos La incorporación de (Me 3 )Timidina se llevó a cabo
72 hs despues según se describe en métodos usando tres cultivos
para cada punto.

* P<_0,05 con respecto a Tos vaiores controles

a)* P(_0,05 con respecto a 1a concentración menor de testosterona
b)* Pg0,05 con respecto a Testosterona 10'7 M.
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incremento del 180 % con respecto a los valores iniciales para luego

disminuir a un 60 % de los valores máximos. El agregado simultáneo

del Acetato de Cyproterona bloqueó por completo el efecto estimulatg
rio del andrógeno.

En condiciones de estimulación máxima(72 horas) Fueron estu

diados los efectos de varios de los metabolitos activos de la testqs
terona y los resultados se observan en la tabla VIII y 1a Fig. 29.
La testosterona mostró máximaestinulación a concentraciones de 10-7

Mcon un '72 '16de aumento en la incorporación de 1a marce. La 5 o( UIT

también alcanzó máximeactividad a esa concentración con una estimu

lación del 117%por sobre los valores controles que fue significati

vamente mayor (P(IJ,02) que la inducida por la misma concentración
.5

de testosterona. El 5 0( ,3 O(diol fue usado a concentraciones de 10
My produjo un aumento en la incorporación de marca no diferente de

la causada por la mismacantidad de testosterona-pero menor que la

producida por la concentración quivalente de Sci DHT.

III.3.5 Inducción androgénica de la síntesis de Eroteínas esgecffi
(Las.

E1 establecimiento de las condiciones óptimas de estimulación

por andrógenosde la síntesis proteica permitió el estudio de la in

ducción preferencial de determinadas proteínas. Con tal Fin túbulos

cpididimarios cultivados por tres días con andrógenos y túbulos con

troles fueron incubados con mezcla de aminoácidos (SH) y (140) respeE

tivamonte comose indica en Materiales y Métodos y la radioactividad

asociada u las proteínas sintetiZadas fue analizada mediante electro
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foresis en gel de poliacrilamida.

En la Fig. 30 se observa que la incorporación se distribuye

en picos discretos y resueltos e todo lo largo del gel. La co-elec

troforesis de citosol control (140) es usada comopatrón interno y

el cociente entre las dpmde cada isótopo permite evaluar el grado

de estimulación de una determinada proteina con respecto al resto. El

cálculo de un Indice aH/laC promedio (10 Linea horizontal) permite

distinguir al menos doce picos cuyos valores exceden ese valor con mo

vilidades electroforéticas respecto de la albúmina (HA)de 1,7; 1,57;
1,39; 0,98; 0,88; 0,82; 0,68; 0,5; 0,42; 0,3; 0,2 y 0,1.

La presencia del antiendrógeno Acetato de Cyproterona en con

centraciones 100 veces (10-5 M)superior e la de la testosterona usada

(10-.7 M) redujo la estimulación hormonal general como se deduce del

nuevo valor promedio de B pare el indice 3H/140 (Fig. 31).

Una inhibición superior a la diferencia entre las medias fue

tenida en cuenta para la selección de seis picos especialmente sensi

bles al antiandrógeno. En le Fig. 31 se individualizan aquellas pro

teínas cuya sintesis estimulan los endrógenos e inhiben los entiendró

genes.

El cálculo descripto para la Fig. 30 Fue repetido en seis cul

tivos diferentes centrándose le atención sobre las seis proteínas des

criptus y se obtuvieron los siguientes valores de RA: 1,39 Ï 0,03 (de
tectablc en 3 cultivos sobre 6); 0,98 Í 0,02 (3/6); 0,82 Í 0,02 (4/6);

0,68 Ï 0,01 (6/6); 0,42 Í 0,01 (5/6) y 0,30 1 0,02 (3/6).

Con el mismoesquema experimental se estudió la zone del órgano

donde esta inducción fuera más activa mediante el parámetro comparati

V0:
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Figura 30 Inducción de la sintesis de proteinas en epi
dïdimo humanoen cultivo de órgano.Efecto de
los andrógenos.

Tübulos epididimarios cultivados por tres dias con 0,1 uM
Testosterona o controles fueron incubados con 12 y 8 uCi

de mezcla de amino ácidos (3H) y (14€) respectivamente por
3 hs.a 32°C.

El citosol de ambosexplantos fue dializado y sometido a
co-electroforesis en gel de poliacrilamida en gradientes
lineales del 6 al 12% y la radioactividad correspondiente
a cada isótopo fue determinada en cada fracción .

Panel superior: perfil de radioactividad de (3H)
correspondiente a cultivos con
Testosterona.

Panel medio: Perfil de radioactividad de (14€) corres
pondiente a los cultivos controles.

panel inferior:Cociente de radioactividad 3H/14C

Las proteinas migraron hacia el cátodo de izquierda a dere
cha correspondiendo la marca de BPBal frente.
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Figura 31 Especificidad de 1a inducción de proteinas por andróge
nos en epididimo humanoen cultivo de órgano.

Túbuios cuitivados en presencia de 0,1 uMTestosterona(
oTestosterona 0,1 uMcon e] agregado de 5 uMAcetato de Cyprote
rona fueron incubados y procesados para 1a detección proteinas
sintetizadas comose detalla en 1a figura 30. 3 14
Las iineas horizontales representan e] indice medio H/ C para
e] correspondiente cultivo y las flechas señalan aqueïlos picos
con una inhibición mayor que la diferencia de las medias.
E1 esquema inferior muestra la representación gráfica de 1a tin
ción de] ge] con azul Coomasiney ias movilidades relativas a 1a
Albümina sérica humana (RA)
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- i - i
ESTIMJLACIONRELATIVA s = _._._ x 100

ï

. 3 14
donde 1 es el Índice H/ C para una determinada proteína en una

de las zonas estudiadas.
r . 3 14
1 es el Indice H/ C promedio del mismo gel.

Los resultados expuestos en la Fig. 32 muestran que salvo para

las proteínas de HA0,98 y en menor medida para la de RA0,3 la síntg
sis de las demáses estimulada preferentenente en los segmentos más

proximales al testículo o CAPUTsiendo menos intensa en los segmentos
distales c CORPUSdistal.

Con el objeto de estudiar 1a vida media de las proteínas antes

mencionadas, los túbulos fueron incubados con mezcla de aminoaóidos

radioactivos en las condiciones habituales. Luegode tres lavados con

solución salina los túbulos Fueron cultivados con medio completo por

espacio de l a 9 horas. Tras la electroforesis de los respectivos ci

tosoles 1a radicactividad asociada a las proteínas estudiadas Fue grs

ficada en función del tiempo de recambio de aminoácidos comose obse:
va en la Fig. 33.

En cuanto a los casos de radioactividad decrece rápidamente en

las primeras horas hasta alcanzar una marca constante. Considerando

que la electroforesis en una sola dimensión puede reunir más de una

proteína con el mismoRF la presistencia de marca por encima de cier

to tiempo luego del marcado descenso inicial puede representar la pps

sencia simultánea de proteínas ds distinta Vida media. Aúnasí, consi

derando solamente la caída inicial fueron estimados los siguientes ug
lores para este parámetro;
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0[ I I Ra=0.30

so I0[ - -Ro =0.1.3

20 l0[ . .Ra =058

30 Io l I Ra=0.82

18‘: - I .Ro=0.98
Coput Corpus Corpus

Prox DiSÏ

Figura 32 Inducción de proteínas por andrógenos en los
distintos segmentos de] epidídimo humanoen

cuïtivo de órgano.
La estimuïación de la síntesis de las proteínas detec
tadas segünïa técnica detalïada en ïas figuras 30 y 31
fue estudiada en e] Caput epídídimario y los segmentos
proximales y distales de] Corpus.

3 14 3 II

(3H/14C)
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Figura 33 Estimación de la vida media intracelular de las
'proteinas inducidas por andrógenos en cultivo de

órgano de epididimo humano.
Túbulos cultivados con 0,1 uM'Testosserona por tres dias
fueron incubados con amino ácidos ( H) como se detalla en
la figura 30.,prosiguiéndose e] cultivo en un medio completo
en amino ácidos no radioactivos por espacio de hasta 9 hs.
La radioactividad correspondiente a las proteinas detectadas
cuyo R se detal]a,fue cuantificada y se 1a grafica en fun
ción dé] tiempo de recambio del medio
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Perfi] electroforético de fluidos tisulares y
proteinas asociadas a eSpennatozoides.

Esquema de tinción con azul Coomasine de las proteinas pre
sentes en e] fluido tubular de] Caput (CAP),Cauda (CAU)y
citoso] (CYT)(de todas las zonas) epididimario.
Las proteinas asociadas a 1a cubierta de] espermatozoide
(Sp) de] Cauda epididimario fueron obtenidos por tratamien
to de los mismos con C1 Na 0,6 M.
Los asteriscos corresponden a las bandas mayoritarias.
La zona rayada correïaciona aqueïias proteinas presentes
en e] espermatozoide y en alguno de los fluidos estudiados
Las flechas indican las zonas donde se ubican las proteinas
inducidas en cultivo.

Figura 34
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B 1,39 vida media aproximada : 1 hora: RA0,98 : l hora; R 0,82 :A

2 horas; RA0,68 : 5 horas; HA0,30 : 2 horas.

A

Cuandose somete a electroforesis al citosol de tóbulos culti

vados se puede detectar en este extracto celular la presencia de pro

teínas (por tinción) cuyos RFcoinciden con las que e] tejido sinteti
za activamente en cultivo. AunqueminimiZadas por la existencia de

un alto númerode proteínas constituyentes en el citosol, alguna de

las prineras se convierten en constituyentes impoztantes de los flui
dos secretados.

El análisis de los fluidos tubulares del CAUDAy CAPUTepidiqi

mario presentan comose observa en la Fig. 34 la presencia de proteí

nas QJBcoinciden en parte con las inducidas por andrógenos en el tú

bulo (RA0,32; 0,68 y 1,0). Algunas de éstas pueden ser extraídas del

espermatozoide mediante lavados con altas concentraciones de sal (RA
0,54; 0,67; 0,82 y 1,0).

III.4 Discusión.

La aproximación a1 esclarecimiento de] mecanismo de acción de

los andrógonos en el epidfdimo humanoFue hecha mediante la caracte

rización de su metabolismo y captación " in vitro " (de LARMINAT

1980) y la postulación de receptores específicos (MEfiEWÚ.

Los resultados BQJÍexpuestos revelan que ese proceso de cap

tación y metabolisnn es mantenido en condiciones que podrían asemeja:

se a las fisiológicas. Esta conversión de la testosterona tiene como

objetivo en los animales de experimentación la obtención del compuesto
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capaz de estimular más eficientemente al órgano, 1a 5 o(DHT.

La existencia de un mecanismode efectiva retención de compueg

tos 5<x reducidos de la testostercna se evidencia al estudiar la pro

porción entre ambos, producto y substrato, dentro y Fuera de 1a célu

la. Mientras la testosterona representa el 60 %de la radioactividad

del medio a las 3 horas de incubación sus metabolitos activos Sci DHT

y la mezcla 5<X3 a y 3‘5 dioles conforman el 30 % de los compuestos
analizados. Esta relación se invierte totalmente dentro del tejido y

aún más cuando analizamos 105 compuestos unidos a macromoléculas solu

bles.

En el mecaniSmopor el cual los andrógenos estimulan los diver

sos parámetros estudiados en el epidfdimo humanoparticipan activamen

te receptores hormonales solubles (TEZONy col. - 1981) con caracterfig

ticas similares a los descriptos en la rata (BLAGUIER- 1971). Esto se

ve confirmado en estos resultados por varias líneas de evidencias:

- Uniór especifica por parte de macromoléculas del citosol del metabo

lito ccnsiderado comode mayor actividad biológica la 5d Ü-IT.El

complejo y aún no esclarecido proceso de " activación " del receptor

" citoplasmático " depende de la unión de ligandos de estructura es

pacial bien definida (LIAO- 1973) y entre los Fisiológicamente act;

vos es la 55([1fl la que más efectivamente induce la transformación

dcl complejo.

- La translocación al núcleo comoproducto de la activación es también

observuhlc en este modelo. La concentración nuclear de 1a hormona es

pGCÏFiCnantC unida se produce simultáneamente con la disminución de

dcl complejo en el citosol.
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b La alta afinidad en la interacción con ligandos específicos y la

prolongada retención con probables sitios aceptores nucleares, aquí

observada, son características constantes de los ruceptcres para mu
chas hormonasesteroideas.

- La inhibición por antiandrógenos de la captación citoplasmática y

nuclear de la hormonarevela la participación de receptores en am

bos procesos.

El bloqueo del efecto estimulatorio de los andrógenos por el

Acetato de Cyproterona muestra que la interferencia en 1a unión de

hormonapor su receptor conduce a la formación de un complejo inacti

V0

El nivel en el cual el complejo receptor-antiendrógeno se des

conecta del proceso normal de estimulación no puede inferirse de estos

resultados y será aclarado en el capítulo IV de este trabajo.

Las respuestas a los andrógenos en los diversos parámetros es

tudiados son similares a las demostradas en tfibulos epididimarios de

rata estudiados bajo las mismas condiciones (BLAGJIEH- 1973, 1974,

1975). Así, el mecanismo de acción de la hormona en animales de experi

mentación puede ser extrapolado hacia el hombre con pocas diferencias.

Del mismomodoque en la rata la sintesis proteica en los túbu

los presenta una Fase " lag " de 48 horas antes de una estimulación

franca comorespuesta a los andrógenos. La activación por parte de los

andrógenos de parte de la maquinaria biosintética involucrada, cono la

formación de polirribosomas Funcionales (BLAGUIER- 1975) puede expli

car en parte estos hechos.

Es importante destacar que la concentración mínimade testoste

rona y S o(DHTa la cual se obtiene máxima estimulación es de 0,1 uM.
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La determinación de andrógenos tisulares en el epidídimo humanopor

PURVISy col. (1973) revela un contenido de aa ng/g y 12,7 ng/g de

los mismos andrógenos resultando en una concentración muyaproximada

de 0,25 uMpara la suma de ambos lo cpe hablaría de una respuesta "

in vitro " dentro de los patrones fisiológicos de estimulación.

Salvo en el caso de la reducción irreversible de la testosterq:

na sus metabolitos son interconvertibles entre si. Este hecho no permi
te la adjudicación de roles especificos para cada uno de los andróge

nos de la serie. La comparación de la testosterona, la 54x DHT,y el 5

CK,3 CX, diol no muestra la existencia de diferencias en la estimula

ción de la síntesis proteica. Sin embargola capacidad de la so( D-lT

es significativamente diferente de los demósen su capacidad de estima
lar la síntesis del DNA.Esta capacidad mitogénica por excelencia de

la DHTya había sido resaltada en varios modelos experimentales (GOR

DÜN), (MAINWARING- 1977) y explica entre otros efectos por ejemplo:

la agenesia de los genitales externos en el síndrome de testículo femi

neizante con ausencia de 5 o(reductasa y niveles normales de testoste
rona.

Las características bifásicas en el tiempo de la inducción de

la síntesis de DNApor andrógenos refleja los resultados expuestos pa

ra el epidídimo en regeneración en la rata (11.4.7). Aunquelos resul

tados sobre regulación del númerode sitios receptores no son extrapo

lables a 1a luz de estos resultados si se observa, comoen el modelo "

in vivo ", que la inducción de la mitosis tiene un límite o mecanismo

de retroalimentación intrínseco del órgano. Comoen el animal vivo Ve

len pura este modelo " in vitro " las mismasconsideraciones para ex

plicar la presencia de una Fase " lag ".



La concentración activa pc-rparte del receptor de la 5 0ta”

en los núcleos del tejido efector y la actividad mitogénica de 1a mig

ma habla de una relación entre los dos procesos. Del mismomodo la ug

riación de] contenido de receptor nuclear con el aumento de proliferg
ción celular confirman la estrecha dependencia encontrada en e] ani

mal de experimentación " in vive ".

El bloqueo de la estimulación andrcgónice de la síntesis del

DNApor antiandrógenos en el epidfdime humanoen cultivo confirma le

participación activa del complejo receptor-hormona en este proceso.

El efecto de los antiandrógenos no se limita al proceso de división

celular, muyprobablementela disminución en la síntesis proteica in

volucre un bloqueo en los mecanismos de transcripción del DNAe inter

ferencias en el procesamientoposterior de las proteínas sintetizadas

(MAINWARING- 1980) (a). Así también la reabsorción activa de agua

que debe jugar un rol importante en la mantención del volumen celular

es sensible a los antiandrógenos en experiencias " in vivo " (WONG).

Estos hechos demuestran una participación directa del complejo

receptor-hormona a distintcs niveles en un proceso integrado de esti
mulación de la célula efectera. El establecimiento de las condiciones

de óptima respuesta a los andrógenos de este sistema abrió las posibl

lidades de estudio sobre los factores inducidos por los mismosque pu

dieran actuar específicamente en la maduración de espermatozoides.

La inducción por andrógenos de proteínas específicas epididimg

rias parece jugar un rol preponderante en el proceso de maduración

del espermatozoide. Aunqueno ha sido posible encontrar reacción inmg

nológica cruzada entre las especies ya caracterizadas en animales de

experimentación y el espermatozoide humano, el mcdelo propuesto puede

ser extrapoludo de las mismas al hombre. En este trabajo se muestran
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las primeras evidencias para la validación de esta hipótesis.

La inducción de la síntesis de determinadas proteínas por an

drógeros en magnitudes superiores a la estimulación generalizada ha

sido demostrada en un antema de variables controladas. El bloqueo de

esta estimulación específica por el agregado simultáneo de antiandró

genos confirma por un lado la especificidad hormonal y la participa

ción de] receptor citosoluble ya descripto en el mecanismode respueg
ta.

Aúnconsiderando la variabilidad entre experimentos la constqg
te aparición de estas proteínas estimuladas refuerza su importancia

comoparámetro de la respuesta hormonal. La corta vida media de algu

nas de estas proteinas en el tejido puede ser el resultado de la de

gradación, juntamente con una activa secreción al medio (no analiza

do), la presencia de bandas constituyentes importantes en los Fluidos

con los mismosRAreforzaria la segunda opción.
La inducción se produce preferencialmente en los segmentos pre

ximules al testículo para las más activamente sintetizedas (RA0,82;
0,67 y 0,30). Esta caracteristica, comúna las Proteínas Epididimarias

Específicas de la rata (KOHANE- 1980)estab1ece zonas de síntesis y se

creción distantes de aquellas donde la transición hacia el estado mado

ro del espermatozoide se hace evidente (HINHICHSEN).Sin embargo no pg

rece ser sólo la secreción de estos componentespor parte del epitelio

sino su unión al acrosoma del espermatozoide lo que favorecería la ad

cpisición de capacidad fertilizante en la rata (GONZALEZECHEVERRIAy

CUASNICU—1981 comunicación personal). La extracción de estas proteí.

nas del espermatozoide por técnicas no destructivas permiten inferir

como en el caso de la rata (KOHANE- 1930, CAMEo- 1931) su asociación

con las membranasexternas de esta célula. Entre las post-albúminas
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del epididímo humano con HAde 0,68 y 0,82 extraídas de los esperma
tozoides, 1a primera coincide con 1a movilidad electroforótica de la

proteina andrógeno-dependiente de mayorsíntesis, que, presente en

el citosol del órgano es uno de los componentesmayoritarios del

Fluido del CAUDAepididimario. Esta suma de características la con

vierten en un intermediario con promisorias posibilidades de estar

involucrado en e] proceso de maduración epididimaria del espermato
zoide.

Aunque sin duda parte de un complejo skxama (y hasta incluso

sólo una Fracción del total de proteínas epididimarias involucradas)

esta proteína o grupo de proteínas cumplirian con los postulados del

mecanismo propuesto en la rata (KOHANE- 1980) y conejo (ORGEBIN

CRIST- 1975) para 1a maduración del espermatozoide.

-152



IV. ESTUDIOS SOBRE a MECANISMJ DE ACCION DE ANTIANDROGENOS EN EL

EPIDIDIMJ DE RATA.
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lV.l Introducción.

La capacidad de ciertos compuestos de inhibir 1a estimulación

hormonal de andrógenos y estrógenos fue establecida antes del total ee
clarecimiento del mecanismode acción de estos últimos.

En el caso particular que nos oCupa los antagonistas aunque

denominadoscon el término genérico de antiandrógenos pueden dividir

se en dos grupos: los de estructura esteroides comoel Acetato de Qy

proterona, el BOMT,y el SKF 7690 o los derivados de la FLUTAMIDAcg

mo el sc“ 15423 o el FU 23905 (ver Fig. 35).

Consinderándolos exclusivamente desde el punto de vista de ag
tagonistas estos compuestosactúan a distintos niveles. Ya sea las

estructuras nerviosas relacionadas con el control gonadotrófico (NEH

MANN), (HAYNAUD- 1979) o los órganos efectores de andrógenos (RAY

NAUD—1977, 1979; ORGEBINCRIST - 1975 (b), 1977) todos los tejidos

sensibles a su administración presentan el mismomecanismode res

puesta hormonal ya descripto y es Justamente sobre éste donde se po

ne de manifiesto el efecto antagónico de los antiandrógenos.

Experimentos " in vivo " muestran que la retención (FANGy

LIAO—1969) de hormona radiosctiva en núcleos de próstata y epidídi

moÚINDALL—1974) es bloqueada por la administración simultánea de

antiandrógenos. La capacidad de estos compuestos de competir con la

hormonapor los sitios de unión en el receptor citoplasmático expli

caría en parte su mecanismode acción. El complejo ligando-receptor

citoplasmático sufre una serie de modificaciones que conducen a le '

activación " del mismopara su posterior translocación. Este proceso

estudiado desde varios puntos de vista presenta variables que deben

ser ajustadas en experiencias " in vitro ".
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El tipo de LIGANDOque une el receptor parece condicionar la

eficiencia de las subsiguientes etapas y de la totalidad del proceso.

La mayoría de los receptores para esteroides requiere de la

unión de la hormonapara su activación. Sólo una unión estable a lo

largo de todo el proceso garantiza la efectiva transformación del

complejo (FANG—1971), (LIAO - 1973), (BAILLY- 1977). La sustitu

ción de grupos funcionales en la estructura básica de 1a hormonaal

tera la interacción de esta con el sitio activo del receptor obtenióg
dose complejos de variada Vida media. La potencia androgénica de los

esteroides fisiológiccs está en relación directa a la estabilidad

del complejo formado con el receptor. El complejo así formado está su
Jeto a una serie de transformaciones no del todo esclarecidas.

Si bien la TEMPERATURAes destacada por todos los autores como

un factor general de activación, diversos autores (BAILLY- 1980), (

NDTIDES- 1978) sólo le asignan un efecto catalítico.

La intervención de INHIBIDORESde bajo peso molecular ha sido

postulada por varios autores (NOTIDES- 1975), (BAILLY- 1978) pero

Su naturaleza y mecanismode acción aún no han sido esclarecidos.

Es conocido por otro lado la capacidad activadora de solucio

nes de alta FLEHZAIUNICApostulándose que de este modo la disocia

ción del receptor de los posibles inhibidores, ya citados, acelera el

proceso de transformación.

La existencia de PROTEOLISISespecífica del receptor conduciefl

do a una estructura modificada ha sido postulada por PUCAy col. (

1972) comoun mecanismo posible de activación. Según estos autores 1a

forma " nativa " B S del receptor para estradiol sólo encontrado a bg

Ja fuerza iónica representaría un agregado de la forma fisiológica de

5 a 3 S, disociada a mayores concentraciones de sal. Los factores
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transformantes poseerán mayorafinidad por esta última Formay el

producto de su activación es inindistinguible del receptor extraído

del núcleo (CHAMMES- 1972), (GREENE- 1977).

El resultado de todas esta interacciones es un cambio en la

interacción del complejohormona-receptorcon distinas matrices arti

Ficiales, efecto que podría relacionarse con variaciones en la afini

dad por distintas estructuras celulares. La disminución con 1a activación
de la retención de receptor "nativo" para estradiol por Heparina inmovili

zada (MDLINARI-1977)va acompañada de una mayor adsorción o matrices

aniónicas (NUNCK- 1979) hecho que podría relacionarse con una asocia
ción más estable a componentes nucleares.

Los trabajos de MUNCKy FOLEYprueban que las mismas entidades,

" nativas " y " activadas ", con distinta actividad nucleofílica pue

den ser extraídas en CDHdiCüMESfisiológicas no pareciendo ser el re

sultado de un artefacto de técnica.

Comoha sido demostrado para los andrógenos en 1a próstata y

los estrógenos en el útero la formación del receptor nuclear comopro

ducto de la translocación del citoplasmático es específico y dosis de

pendiente para cada hormona 6/AN oooaN - 1976, CLARK— 19‘76, SUTHEFILAND

- 1977) y la efectividad de la respuesta hormonal es, comoha sido ex

plicado anteriormente (1.3.6) proporcional su tiempo de retención den
tro de] núcleo.

Los experimentos de CLAHKy col. (1973, 1974) en útero de rata

y SUTHEHLANDy col. (1977) en oviducto de pollo muestran que los anti

estrógenos se unen al receptor de estrógenos formando un complejo este

ble que es translocado al núcleo donde es retenido por los aceptores

nucleares. Estos autores postulan que el reciclado del receptor Juega

un rol clave en la regulación de una respuesta constante. Este paso
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está especificamente influenciado por los antiandrógenos que unidos

al receptor previenen su disociación del material aceptor nuclear

blocpeando su reciclado (ver Fig. 38 A).

Aunquemuchose conoce sobre los efectos biológicos de los eg

tiandrógenos es poco y no del todo clero lo que se conoce acerca de

su mecanismo de acción (ICHII - 1980), (BRUCHOVSKY- 1930), (NERI 

1977), (MAINWAHING- 19'77 (b)). Del mismo modo que ciertos esteroi

des sintéticos pueden emular y hasta superar la potencia androgánica

de la Sri DHTdebido a la formación de un complejo mucho más estable,

la interacción de los sitios de unión con moléculas de antiendrógenos

parecerfan conducir a la Formaciónde complejos inactivos. Le centi

dad de antiandrógenos que es necesario inyectar para bloquear la esti
mulación hormonal semeja le relación de concentraciones usada en los

ensayos " in vitro " de competición por la unión al receptor (HAYNAUD

y col. 1977, 1979) reforzando los postulados de LIAO(1973) en el seg

tido de que una unión de alta afinidad es necesaria para la estimula

ción mediada por el receptor.

Dadoque no existen antiandrógenos radioactivos de alta ectiul
dad ecpecffira no ha sido posible hasta el momentodilucidar cual de

los pasos posteriores a la Formacióndel complejo es la especificameg

te ÜJUQUÜLÜLpor estos antagonistas.

E1 objeto de la parte final de este trabajo fue estudiar el

efecto de los antiandrógenos sobre la distribución subcelular del re

ceptor para andrógenos comométodo para explicar el mecanismo de la

acción antagónicu de los primeros.
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1V.2 Materiales z Métodos.

Ratas Wistar machosadJltos fueron ligadas en sus conductos

eferentes al epidídimo y luego de siete días oastradas bilateralmen

te. Transcurridas 48 horas los animales Fueron divididos en diez gra

pos de cinco e inyectados intraperitonealmente con 0,015 mgDHTsola

o en combinación con 0,150; 1,5 o 15 mg de Acetato de Cyproterona o

RU23908 disueltos en 0,4 ml de Etanol : Salina (1:1). Dos grupos

controles recibieron los antiandrógenos en cantidades de 15 mgpor

animal y un tercer grupo solo vehículo. Transcurridos 90 minutos

los animales fueron sacrificados y el sector del CAPUTepididimario

visiblemente libre de espermatozoides Fue usado para la preparación

de les fracciones citosólica y nuclear cono se detalla en 11.3.5.

La cuantificación de sitios receptores por el métodode inter
cambio se llevó a cabo según se indica en 11.3.9 y los resultados

analiZados estadisticamente mediante el método de TUKEY.
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IV.3 Resultados.

Comofue demostrado anteriormente (II.4.5) el proceso de trans

locación nuclear del complejo citoplasmático es saturable luego de una

dosis de 15 ug de 5€(DHT.Con el objeto de estudiar el efecto de los

antiandrógenos sobre este proceso esta dosis mínima,efectiva para máxi

ma translocación'fue inyectada con cantidades crecientes (10 x, 100 x y

1000 x) de Acetato de Cyproterona o HU23908.

La medición de los niveles de receptor citoplasmático (Fig. 36)

muestran un significativo descenso luego de la inyección de la hormona

efecto que es revertido con 1a administración simultánea de Acetato de

Cyproterona. Este tendencia se manifiesta aún a las dosis más bajas de

antiandrógeno. El efecto aumenta con la relación Acetato de Cyproterona

- SCKDHThasta obtener diferencias no significativas con los controles

a partir de la dosis media usada de 1,5 mg. El Acetato de Cyproterona no

parece por si solo alterar los niveles de receptor citoplasmático a las

dosis en cue bloquea el efecto de la hormona. Del mismomodola inyec

ción simultáneo del antiandrógeno no esteroideo RU23908 inhibe la dis

minución en los niveles de receptor provocado por la DHTen un proceso

dosis dependiente no alterando los niveles cuando se lo inyecta solo

(Fig. 36).
Existen diferencias significativas en los efectos citados entre

los dos antiandrógenos a las dosis comparables siendo el Acetato de Cy

proterona máspotente antagonista que el antiandrógeno no esteroideo.

Este menor efecto del RU23908 permite encontrar un antagonismo depen

diente de la dosis para las cantidades inyectadas.
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El análisis del contenido de receptor nuclear en aquellos lo

tes donde la retención citoplasmática del receptor por efecto de los

antiandrógenos era máximareveló una correspondencia estrecha entre

las dos especies (ver Fig. 37).

El aumento del 120 % en el número de receptores nucleares lue

go de 1a inyección de la hormona Fue no detectable en aquellos anima

les que recibieron cualquiera de los antiendrógenos conjuntamente Con

la SGIDHT.
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Figura 36 Influencia de los antiandrógenos sobre la depleción
de receptor citoplasmático luego delaiadministración
de 5a DHT

Ratas castradas por 2 días fueron inyectadas con vehículo (-)
o con 15 ug de 5a DHT(+) 90 min.antes de ser sacrificadas.

Los antiandrógenos Acetato de Cyproterona o RU23908 fueron
administrados simultaneamente a dosis entre 0,15 y 15 mg Los
sitios de unión fueron estimados comose detalla en la fig 9.

Los resuïtados corresponden a] promedio :_ES de tres determina
ciones independientes .

* P < 0,01 con respecto a] lote inyectado con 5a DHT

¿LP ( 0,01 con respecto a] lote control
CLP < 0.01 con respecto a] lote inyectado con 1a dosis

menor del mismo añtiandrógeno.
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Figura 37 Efecto de los antiandrógenos sobre e] aumento de
receptor nuclear producido por la inyecciónde Sa DHT

La concentración intranuclear de receptor de andrógenos fue
determinada mediante la técnica detallada en las figuras 5 y 9
en los lotes de animales descriptos en la figura 36.

* P ( 0,01 con respecto al lote contro].
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IV.4 Discusión.

La unión de la hormonapor el receptor lleva a lu formación

de complejos de prolongada vida media. Esta fuente de interanuión es

termine - receptor surge de un " englobamiento " de la molécula de

la hormonapor la proteína quedando el sitio de unión encerrado muy

dentro del complejo (LIAÜ—1906). A diferencia de las eniimus que

metabolizan andrógenos o las proteínas transportadoras de] plasma cg

yos sitios activos o de unión reconocen uno solo de los planos de la

molécula de la hormona, el receptor comolodemueaxan los elegantes

trabajos de CAS1AÑEDAy LIAÜ,rodearIa de tal modo al ligando que este

no podría interaccionar con el medio. Esta intarnalización de la hor

monadentro de la molécula receptora daría cuenta de las altas cons

tantes de afinidad de estos últimos por sus ligandos (oeJ orden l a

0,1 nM) y las bajas velocidades de disociación (1% DHTo oc = 36 ho

ras) encontradas por WILSONy FRENCH.Estos mismos autores mediante

estudios de equilibrio de disociación nuestran un cambio positivo de

entropía resultante de la interacción entre la sex DHTy su receptor

en epjdídimo. Este aumento en el grado de libertad del complejo po

dria ser debido a la pérdida de interacciones con moléculas del sol

vente al cerrarse sobre el sitio de unión o a relajacinnes locales du

la estructura cuaternaria de la proteína.
La hormona “ encerrada " " modela " desde dentro mismo de la

proteina su estructura cuaternaria. modulandola capacidad de inform;

ción del receptor, propiedad inherente al mismo.
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Los antiandrógenos compiten efectivamente con los andrógenos

por su sitio de unión del receptor en sus formas citosólica y nuclear
" in vitro ". Las extrapolaciones de estas a las condiciones " in vi

vo " no son simples, sin embargo comoha sido citado las cantidades de

antiandrógeno que es necesario inyectar para bloquear la estimulación

hormonal y las concentraciones necesarias para inhibir la unión de hor

mona a sus receptores "in vitro" (RAYNAUD- 1977 - 1979) refuerzan 1a

hipótesis que los antiandrógenos producen complejos inactivos con el

receptor en los experimentos ” in vivo ".

La necesidad de ligandos especificos para la activación “ in

vitro " del receptor para su siguiente translocación al núcleo fue

claramente demostrado por LIAO(1973). Aunque los antiandrógenos muvc

tran una franca inhibición de la captación nuclear de hormonaradicac

tiva en núcleos de próstata y epidídim (LIAO- 1973, TINDALL- 1974),

la presencia de complejos receptor-antiendrógenos dentro del núcleo no

puede ser descartada y la interferencia con el mecanismode transloca

ción normal del mismono pudo ser esclarecida.

Los resultados del presente trabajo muestran claramente que la

interacción del receptor con la molécula de antiandrógeno causa su re

tención en el compartimento citoplasmático y por lo tanto lu disminu

ción en la captación nuclear de hormonaantes citadas se debu u un blo

queo del mecanismo de translocación del complejo formado.

Es importante recalcar que la potencia de los antiandrógunns

inyectados para inhibir las respuestas biológicas inducidas por andró

genos superan su eficacia comoinhibidores competitivos de lu unión de

la hormonaa sus receptores " in vitro ". En los experimentos aquí mos

trados un exceso de 100 veces de Acetato de Cyproterona inhiben el 45 %

de la unión de andrógenos " in vitro " (Fig. 5) mientras que inyectado
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.inhiben el 90 % de la translocación nuclear de receptor mediada por an

drógenos (Fig. 36). Para el HU23908 las proporciones fueron del 23 %

de inhibición " in vitro " y 69 % " in vivo ". Estos hechos demuestran

que un entorno Fisiológico refuerza los mecanismospostulados para la

interacción Hormona-Receptoren experimentos " in vitro " y vulidan

las consideraciones iniciales hechas por LIAOsobre el meCanismode ac

ción de antiandrógenos " in vivo ".

Los requerimientos estructurales para una interacción con 01

sitio activo son cumplidos por los antiandrógenos usados. La separa

ción entre los grupos funcionales en posición 3 y 17 de los undróua

nos potentes es similar a la distancia entre grupos de similar polari

dad en la molécula de los derivados de la Flutamida, el SCH10423 y

el RU23908 (ver Fig. 35). Estos compuestos comprometerían nn nu in

teracción con el receptor los péptidos de reconocimiento de usos gru

pos funcionales pero la posibilidad de torsión de la molécula du li

gando conduciría a la Formación de un complejo inactivd.

Por otro lado la adición de grupos voluminosos en posiciones

claves de 1a molécula de estructura esteroidea transforma compuestos

de actividad androgénica como el H1881 en antiandrógenos como e]

R2959. Esta sustitución sobre los carbonos 1 y 2 explicaría en parte

la actividad antiandrogénica del Acetato de Cyproterona. El plngamien

to de las cadenas polipeptídicas sobre las moléculas de antiundróueno

conducirían a una conformación espacial del complejo con diferente

afinidad por ciertas estructuras subcelulares o insensible o la trans
Formaciónenzimática y por lo tanto resistente a'la activación.

Comofue demostrado en útero de rata (CLARKy col. - 1973,

1974) y oviducto de pollo (SUTHEHLANDy col. - 1977) los antiestró
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genos unidos al receptor de estrógenos son retenidos por los sitios

aceptores nucleares. El complejo permanece " anclado " a los compo

nentes nucleares deteniendo el reciclado a la forma citosólica y sin

tesis de nuevas moléculas de receptor (Fig. 38 A). De acuerdo con es

te mecanismolos antiestrógenos se comportan comofuertes agonistas

al comienzo de su efecto y su antagonismo podría caracterizarse como

" hiperbólico ".

Con la única excepción del riñón de ratón (BULLÜCK- 1979) no

fue descripta actividad androgénica alguna del Acetato de Cyproterona.

Este y otros compuestos relacionados muestran sólo un comportamiento

antagonista para con los andrógenos en un amplio rango de concentra

ciones y diferentes períodos de tiempo de tratamiento (COFFEY- 1969,

MAINWARING- 1977, 1980) (a). Estas características están de acuerdo

con el mecanismode acción propuesto en el presente trabajo. Ningún

efecto androgénico temprano podría esperarse dado que la translocación

y/o retención nuclear es bloqueada desde el comienzo (ver Fig. 38 B).

La regulación hormonal (de LARMINATy col. - 1978) y la modu

lación farmacológica (ROBAIHE- 1977, de LARMINAT- 1980) hen sido

descriptas para la Scífleductasa epididimaria y la andrógeno-dependen

cia de la actividad del receptor hormonal surge de las conclusiones

del presente trabajo, a la luz de estos últimos resultados la trunslo

cación del receptor podrían conformar el tercer paso dentro del meca

nismo de acción de andrógenos sujeto a regulación en el epidfdimo.
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Figura 38 Panel A Esquema de] mecanismo de acción genera]

mente aceptado para los antiestrógenos.

<2> Estrógenos
[22) Antiestrógenos

E5:) Forma nativa de] receptor de estrógenos

géa> Forma activada de] receptor de estrógenos

E3221 B Mecanismo propuesto en base a los resuita
dos experimentales del presente trabajo
para e] mecanismo de acción de antiandró

genos.

p Andrógenos
D Antiandrógenos

Ei) Forma nativa de] receptor de andrógenos

E:> Formaactivada de] receptor de andrógenos.
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V. CCNCLUSICNES .



Los receptores androgénicos en el epidídimo de le rata son clu

ramente andrógeno-dependientes. Su compartimentalización dentro de la cé

lula es afectada por periodos de castración cortos. La prolongación de

este tratamiento disminuyesignificativamente la cantidad de sitios to

tales (técnica de intercambio " in vitro ") en el citosol y núcleos

lleva a la no detección de las formas nativas BS y nuclear 48 (técnica

de marcación " in vivo "). Une variación en los parámetros de unión se

observa así mismo, en el primer caso.

La provisión de andrógenos afecta del mismo modoambos aspectos:

la distribución subcelular y concentración neta de receptores.

La translocación nuclear del receptor citoplasmótico es un pro

ceso dosis dependiente saturable luego de una inyección de 0,015 mg de

5d[}fl' evidenciándose un solo tipo de sitios nucleares extraíbles. La

disminución correspondiente de sitios receptores ditoplasmóticos no es

total y pone en evidencia la presencia de dos poblaciones de sitios en

este compartimento, con distintas afinidades por el ligando y capacidad
de translocación.

Le terapia con andrógenos restablece totalmente los niveles de

Receptor nuclear y parcialmnete los del citoplasmótico. El aumentoan

tecede al pico de proliferación celular, por lo que es el contenido

neto por célula e Receptor el que aumenta debido a una síntesis neta.

El Receptor citoplasmótico transtocable, de configuración BS

y de K = 2,8 x 10-9 M es el más suceptible de regulación hormonal,
-9

mientras que el sitio de unión no transtocable de KD= 0.68 x 10 M

-l7l



responde a los andrógenos sólo luego de una reinducción segura del an
terior.

El epididimo humanoen cultivo de órgano es capaz de responder

al agregado de andrógenos en el medio en las siguientes Formas:

Capta y metaboliza activamente la testosterona a compuestos

5d DHTy la mezcla de 5 d 3G ,P androstandioles.
La

dad en el citoplasma celular y el complejo se transloca al

SCKDHTse une a un receptor macromolecular de alta afini

núcleo donde es retenido por espacio de varias horas.

Este proceso es inhibido por antagonistas comoel Acetato de

Cyproterona.

Los andrógenos activan la síntesis proteica en un proceso gra

dual y dependiente de Ia dosis.

La sintesis de DNAy por consiguiente la replicación celular son

estimulados por el agregado de hormona, especialmente por la 5 q

DHTen un proceso aparentemente autorregulado en el tiempo.

Ambosprocesos conjuntamente con la hipertrofia celular provoca

da por la testosterona son bloqueados por el agregado simultá

neo de Acetato de Cyproterona evidenciando la participación del

Receptor androgénico en esta serie de estimulaciones.

El epididimo humanosintetiza en respuesta a los andrógenos agre

gados doce proteínas

proterona
inducción que es bloqueada por el Acetato de Cy

para seis de las mismas.

Estas proteinas son sintetizadas más activamente por los segmen

tos proximales al testículo siendo secretadas el lumen.
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La interacción de al menosdos de ellas con los espermatozoides per

mite considerarlas como involucradas en el proceso de maduración que los

mismossufren dentro del epidídimo.

En experiencias llevadas a cabo en ratas castradas se estableció

el mecanismode acción de los antiandrógenos de naturaleza esteroidea y

no esteroides. El Acetato de Cyproterona y los derivados de la Flutamida

compiten con la hormona por la unión al sitio receptor Formandoun com

plejo incapaz de sufrir los procesos de activación para su posterior
translocación nuclear.

El antagonismo estudiado sobre este último parámetro, es más a

fectivo que-sobre la inhibición de la unión de hormonahecho que evidencia

la necesidad de un entorno químico Fisiológico para la adecuada modulación

Farmacológica del Receptor.
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