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1. INTRODUCCION.
. Antecedentes Histeor:cos.

Apreximadamente hace 2200 afics. Aristoteles ncte la analogia en
los efectos de la castracien entre nifios y pajarcs sexualmente
inmadurcs., tambfién indicd les cambies regresives que ceaurren en el
galle después de la castracion, incluyvendo percida de la fertilidad,
agresidn, comportamiento sexual vy caracteri{stizas sexuales secundarias
tales como la cresta y los espolones. Estas cbservacicnes Sugieren

una amplia influencia fisioldgica de las genadas (£2.

No fue sino hasta 2200 aNsos mas tarde, cuando el fisidlogs aleman
A. A. Bertheld (1B43), demostro que la cresta de los galleos castrados
no se atrofiaba s: los testiculcs eran extirpados v colocados sueltos
dentro de la cavidad abdominal cdel animal, Supusc que la accicen de los
testiculos schre la cresta del galleo se efercia a travées de la
sangre. Sus experimentos scn consideradss come el punte de inicio de
la Endecrinologla al proporcionar las primeras evidencias sonvincentes
de la presencia de agentes Qque mAS tarce fuersn llamades Hormonss

CI.&8,3.32.

Claude Bernard (I18SS-1878)., establecid el procesc regulaterio
dentro del crganismc e (nicid el ccncepto en terminos precisos y
modernos (5).

En 1303, se ententraron lipidas en cdlulas de Leydig;
sSugiriéndase gue la secrecidn interna del testiculoc es de naturaleza
lipigdica C63.

En 1811, Pezard demstird gque la inyeccidén de extractes de
testiculo en solucidn salira era también efectivo en restaurar el

crecirtente de la cresta en el capdn {7,

CGrandes esfuerzos fuercn heches por Quimicas para asslar las

substancias promotoras © androgencss; ¥y en el afio de 1935, leslie

-



Experimentss subsecuentes estatlecieron gue la T es el principal
andragens Sesretads por el testtenls 42  tooss les antmales;
dandose a conocer mAs tarde sSuU estrustura (2D

£l avanse tecnsliogics en el desarrcllo de metodss nas sensible
para la separacien e LZdentificacresn de hormonas, han permitidce la
utilizacidn de peguellsimas cantidades de ubstrate ¥y ‘tejido. La

introduceion de cromatagraflia de papel para estercides de 18 atomes de

a L
carbene (C-180 perrate Utilizar menas <e SO mg de estercide as! ceomxo
una cantidad comparable de te)idoe. La dispanibilidad comercial de
e, 3

hormonas marcadas cen T - "H {Triuicd., adesas <e la introduccidn
de <crematograllia en capa fina. ¥ cromategrafia ce gas  para ia

separacisdn: y esgectrometria de masas gara la fdentifizacisn, dan cone

resultade wna reducoien gradual en el uso de substrates de
100 a 208 ng v de homegenelzadas, frazciones de 1 a (O ma. Estas

adelantcs tecnclegicss han Permitides un incremento en el numers de
estuctes ce algunas especies animales, incluyendc el humano. en varias

condicicnes filsiclogicas (89D,

Tl aparato reproductor masculino esta formado por las sigulentes
< uncicnes diferentes:

£
12 Dmos génadas., los testiculos; &2 Un érgano copulader. el pene;

[

rie de tubos y tibules; 43 Glandulas

cantidad de niszulce liseo en sus paredes

Son érganns bilaterales. uno usuvalmente de mayer tamafic gue el

otro. Cada uns es un érgans ovolde, midiendo apronamadanente 4 a © cm
de largs v de 2 a 3 zm de dispelre. en el nhombre pesan cerca de 30 g
Lrx.282

Los testizules se cesarrallan al .
fere en el hambre ¥ en oiros espuéss
del nac:imientc al saso escrot pared corporal



sukierta per ona Salea lava de prell La pasicien de los testicules en
1o

el escrote ¥ Ila direccion de su eje

ayerTS varia cen ia espesle En los rumiantes son FenIcioses ot sU
eie longitudinal en posSicidn »ertical: en 1os eQuUanss ¥ Sanincs el eje
lengitudiral se acerca muechs a La horizontal:dac, y en el cerds el eje

s& encuentra diagsnal.

E: escroto ademis de proteger al testiculs, mediante su tgnica
dartos ayuda junto con el muscule cremidster ¥y la disposizién anatamica
de la vena espersdlica a mantener la texperatura adecuada para la
esper matogenasis, £l descensc normal de ls=s testicules al escrots es

necesari> para la producscicn de espermatcozoices (4,770

Scn glandulas tibulares compuestas., rogeadas por una  gruesa
capsula filrosa, llagada la Junica Albuginea. Jue es5 rica en tLejizs
fibrese Riande. Al nivel del borde postericr de caca testicule se ca
un engrosamiento de tejido conectlive Gue penetra en la glandul para
formar un tabique vertical incomplets. Cooxe tience 2 hallarse en el

centro ce la glindula, este takique incoxmpletc y la percidn en

0@
*
0
]
»
n
v

de la capsula que le ha dacds rigen resibe el nomire de Mediastines

103 @l cual esta formade S un sistera plexifeors e condusics
revestidos de epitelic. el dencminads Rete de Testis. Unzss delgades
tacigues fibresss los Ségruls Testis. se extienden radialzerie a

partis del mediastine hasta la tunica albuginea, y Zividen al <Srgand
&N unos B0O compartimentos piranidales; los Lodbulillos testiculares
C112.

£n la zara interna de la tonica

9

al
so cede suU lugar a una capa =is laxa. previsia de numercsss vasss

sanguinecs, la Funice Vasculzar,

{

Cacda testizuls esta suspendids en el eszrote por el esxlrenc de un

large dicule vascular., 4 3 que esta formade por

2l conduztos escreter del ¥y los vascs

SANFULNEeSS ¥y hervids gue llegan al tests

A zZonlinuaci®n se realizara una  Zescripsisn breve de los

principales foppartipentcs ce @ste &Tgano:

)



Tutules Senundfercs

La rmasa Testicula erente FEST IS
rubul os seminiferas. € e 23 S0N en
volumen (142, =muden entre C. .02 v C.2 mm de dismelrs v Ze F0 a 70 cno ce
largo 113,

La argquitectura fundamental del ecitelic semaniferc esta
constituids por dos categorlas grincipales de celulas; las células de
Sertol: € CS 2 w las ceélulas espermatlogénicas ZJue se ncuentran
rodeands a lag S €13,

Lax CE tienen una JIJonfigurazidsn Lridicensiconal bastante
cempleja. pere puecen imaginarse coms celulas esencialmenie
crlindricas., su contorns es irregular por fermar el scsten de las
células germinales, cada CE se extiend centripetamente scihre la
lar:ina basal cel wbulc serminifers al centre del lumen,

Cuanda las CS farzan comslejss de Lan espez:ales zerza de la
base del epitel:c seminifers, Sus superficies mentSranales se fusicnan
for manco reas S1vas que jumte can el rejids peritubular
constituven la Memzio~-testicular Esta barrera divide al
epitelic en un compartifients Dasal. gue conliene  las espermalogonias

les

Y esperratocsitics preleptoténises ¥ un comgariiments yustaluminal,
que contiens las fases mas avancadas ce diferenciacicén de las ceélulas
germnales. permitiends asi de esta Tanera, gque las IS mantengan en
este Gliime compartimenic un ricroasrhiente <iferente Y adecuads para
la diferencracien de las celulas germinales J{:5./50 »ya que ademas
esta Darrera l:imita el pasc de molecuias por el restante espacic
tubular del teslicule v viceversa (185.17.:130.

Estas CS aderds de praparsicnar el apeye mesinics y la protescien
a las gelulas germinales
sintes:s Ze protelnas,. en
gegenerazisn »y Ze lecs <
estercides. pariticipan en
desewmpelar un papel act:ivo

radures (18D,




La activicad funcicral de las CE esta tasmbien modulada per los
estadios cel cicle espermatogenico. Las aaltiples interacciones
birdireccionales entre lag CS y las celulas germinmales pueden ser

c directo de célula-ceiula, lo cual es

o

mediadas por cualgquier centac
muy» desarrollaco enire estas celulas Yy~ @ a traves de difundibles

factores paracrinces (6).

Durante la diferenciacidn progresiva de las celulas de la regiédn
basal del ttbe a el lumen, la przliferaczisan desplama a las células
hasla el inter:ier del tubc en tante que las =mis cercanas a el lomen se
transforman en ceélulas libres aodviles, les espermatozcides., dichs

proceso se dencmdina Ssperaciogenests.

Por canveniencia. la espermatogenesis suele describirse en 3
fases principales. En la primera, llamacda espermatocitogenesis, las
espercategonias preliferan por division mitetica. £n la segunda lase.

fr

la meics:is, lzs espermatocites sufren dos vigicnes de maduracién

produci ends las espercatides. En la tercera fase, llazada
espermiogénesis, las espermitides sufren una serie Ze transforracicnes

citoldgicas gque dan origen a la fermacién de espermatozordes (1300

La espermatogenesis se i1nicia e=n las celulas germinales
primardiales. las espermatogsnias, lacal:tadas adyvacentemente a la

menmbrana basal del tubule: las cuales se clasifizan en dos tipes

aistintes de celulas. A v 8B Cr:1.202. Las espermatogontas e tipe A
scn las celulas basicas que se someten a diwvisisn mitdtica,
formandese celulas claras CApRY ¥ celulas sbscur CAZ3. estas Cltimas

Se tLransfeorman en esper=atogonias de tips B. las cuales se dividen por
S51S ¥ Se giferensian para producir una nueva generacisn ce zélulas

gerzinales; los espermalocitos prizarios, estas células diplcocides son

las celulas zmas grandes encentradas a celular. i chas celulas

a conti

cacidén tiemen la primera divisidén merdtica fermands dos
celulags mas pegrellas; los espermatociios sezundaricos. cada uhe de
les crales contiene el mismo nimers de Sromoscomas cde las  ceélulas

prirarias, estas celulas sen poco frecientes (5230

ze dividen

s
espermatides jue se encuentran en el citcplasta de los exirenmos libres



de las S las espermatides,

ura serle de CaAmZios

es;:«er.‘.u'.’::‘:x:es. OroCess

Sual sucede lo siguiente:

ur poce farmanss

te de la cabeza del espermatconzide.
1

-
erenclacian de un camponente esyed

El primer signo e di fico el
espermateTeide es la aparicidn de une & de varics granulss gque se
encuentran dentro de las vacuzstas del aparate de Golgi que entran en

coalescencia sara formar l1a granulacsen azrossmica. Esta a
continuasian se disemina sobra la superficie del nuclec como una
cublerta delgada dencrinada capuchen acrossmize.

Les centriclas se zueven hacia un lade del nocled, en

5 4z
cpueste al capuzhén acroscmico. AN, unc de les centriocles origina un

R

tlamentoe Asial JFAS gque crece hacia el exterier y atraviesa |l

perficie celular. Al misme tiempo, las muitocendrias emicran hacia

6 v
-0
-
»
4
[
[

aistribuven alrededsr del mmsme en {orma de vaina & collar.

En el extrems «istal de!l cellar mitocondrial hay wna estruchiura

de tips anular, llamada antllo termainal. El zallar ¥ el anille

terminal se enctuentran denurc de 1a parte media ¢ cuerpe del
CSPerTaALeIol de.

oy resto  Zel citoplasca se  Zesprende  del espermatozeld en

El espermatoztaide formado por completo deja

nrfers,

ahera las CS v gqueda libre dentro del Igmen v del tubule semn
r de esile SCoMeNLs aungue tienen madures marfoldégica no son
de

iogquisz camente activos., 1o cual es adguirado mediante un process
<

Se ha caleulads qQue la Juracidn tcotal de e
el hombre desze la espersmatogonia a espermatezoelde es de 78 2 5 Z2las y

eri la rata es e 7 = & dias (:11.827.

EI pumerc ce asoftacisnes & esladics celulares del giclo del
epitelio s ers varia cen la especie en particular, por ejemple e

e
la rata se sabe de 14

=

. en el czbayc de (2 y en el humans se
suzieren © estadies (Figura 1D la duracisn de este

Zeterminacs DeCiante analisis autoradiografliccs ae Digopsias






testicclares (1352,

La espermatogénesis es dependiente de una

local de T, aungque no existen evidencias direclas iferza e
evenls andrageno-dependiente  duranle  la  espurmalogenssis, wari
ohservaciones morfoldgicas y bliogquimicas sostienen el consepte de que
algunocs estadics de! ciclo del epitelic seminifersc pueden ser mas
depend: entes por la estimulacisdn de andrégencs que  por atres,

particulairmente en los estacdios VII y VIII en la rata <!,14.230.

Te ido Intersticizl.

El twejide intersticial se localiza entre los tubules semtiniferocs
IFigura 23 y esta formado por fibras cde colagena, vascs sangulness v
linfaticos. nervios y poccs tipos celulares como son; fibroblastes.
macrofages. ocasionales celulas cebadas b algunas ceéelulas
moesénquimatesas  relativamente indiferencziadas gue ante  estimules
gonadotrofices pueden dar lugar a las Celulas de Lewdiq (CLY CI33. las

cuales sintetizan y liberan la hormona masculina la 7.

En la rata las CL aparecen entre el dia 15-1€ del periods de
gestaczion las cuales comienzan a produszir la T (24> y ceclina su

produzcidn en los primeros 10-15 dias de vida pastnatal (25,

£1 desarrolloe del fenstipe magssuline durante la esrriogénesis
est Dajs el contrel de la T formada en el tesiiculc fetal. AL

parecer en el embrién humane la secrec:én de la T se inisia después de

la diferenciacion hNistoldgica del testiculo fetal, gmue comienza a
sroanizarse a las 7-8 semanas de gestas:iadn. El maxims contenide de la
T del testiculo fetlal se enzuentra entre las 10-15 semanas gue se

correlaciona son el masxims nivel! de la T plasmatica. La produccidn de
la T durante las semanas 8-12 del desarrcllo embrisnaric es esencial
para el desarrolle normal del hombre » la formazidn del tracto
urogenital masculino se completa en las senanas 12-13 (&85>, estas
edlyulas intersticliales son muy  abundantes en 1 U

desarrcolles embrionario. ia T es secretada de forma local M produse
induszzion del sistema de condustos mesonefriccos con formaciones de leos

condustics eferontes del testiculo, el epididims, leos vasss deferentes
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Figura 2. Corte de wn resticulo himano. Los tibalos cortadss moestran
diferentes fases de la espermaraginesis 170 X. Tomado de
Blomm y oal., (13). Pp. B3,



/ Lag wvesiculas

¥

en wn peraoda &
infancia.

en donde al ser

nipdrisi s

La T e necesar:ia ©n Unid cohcentraliin alta para manteners la

espermaloginesis de los tytulss semd S5, 01 que sSe encuntra

circulands en la sangre =25 esancial para mantener la funz:en de las
glandulas accesorias del sexo masculine. incluvendo la préstata. el
eprdidima, las vesiculas seminales vy lag glandulas bulbouretrales,
también es responsable de las caracteristicas sexuvales secundartias,
ejerce substanzial activicdad anabol:ca sobre algunss Srgancss blanco o
sexuales tales come la prel. apendice. musculo esgueletico. 1z medula
del huese v oen el s~ifon. De izual manera ejerze praofung astivicdad

merabalica sakre alguncs te)ides linfatizos (el t:imed.

Para el humans la tasa de secrecidén de la T, es de & a € mgrdta
e el vardn nermal. La ci1fra de T plasmidtlica Clibre y unidad es
aproaimadanente o 2.8 a3 10C mi en los  varcsnes adultes v o d

G383 wg 100 =l en las mujeres adultas. Estas cant:dades dezlinan zZen

[ 94

la ecag en

E1 tetrde intersticial varia dependienzac de la especie en
SuWELI ST, En el humanc, s un Lejidd soniuntave laxs @xgepsicnalmente
r:zo en liguido extracelular. En el cerdo, el carallo y la zarigueva;
lags I son muy  abundantes  ocupands la mawyer  parte  del Spasio

rata. constituyen solo el 1Y% Zel voldmen
e

gue hay 22 mllcnes d
de reticulc endoplasmice lisc por grame de ¢

el
secreta cerca de 1.5 facl ce T por dia (13,283,

especificas  al

&griza irregular, cde 14 a 280 um de

con etras., pers cuands estan



secaradas,. pueden ser alargadas & fus:fermes.

A) Su nizleo redondeass ccocnitiene una  pequela  cantidad de
neterccromatina JdLspEosta periférisavente con une ¢ dos nuclecles,
siendo frecuentexzente binusleadas.

<3 Premnente cenple e de Gzlgi Y un extenss reticule
endoplasmico  l:s0 comprendiends un Area 22 10.E2C ;.:n . el cual
canliene las eniimas necesarias para la bicsintes.is de andrégencas.

852 CGran cantidad de mitlecendrias, alcanzande la c:fra de 600 por
célula, estas varian en forma y tamafio.

Como resultads de estes dates morfométricss las CL sen zapazes de
procducir uynas 10.000 maleculas de T por segundo.

6) Una caracteristica partizular es la presencia de cristales
citeoplasmiticos., cudo groser es £ a 3 um v cde 20 wm de large. Estes
Cristales de Rinke son esclusives de la maver parte de les varsnes
cesde la pubertad hasta la etapa sen:zl. Scn cbjeto de estudic por su

ariada abuncancia vy descenocida funcicnalicdaz (130,

Reazmerts v cel., (312 mepzicnan gue las CL tachien groducen
proestaglandinas,. cpionatos, angiotensinas y sSiros =stercides come  son

la 17-08Praog v Ea.

El Ex o5 el prinzipal esirsdgenc bBiaoligicamente aztive eh la zujer
{7,152, estos scn secretadcs por las zelulas de la teca del £
Q@varico, por la placenia. la cortesa suprartenal vy adends se producen

en manor cantidad fuera de estas glandulas per transforrmacicnes de les

estercides no stragencs (T v AS (32,331, Esta conversidn de
androgencs a esirage involucra tres reaccicnes distinlas genérizas

que son catalizadas per el matize P<4S0 arcmatasa (342,

Experimentes in  vitro zson res marcades radicactivamente

indizan gque en el tejidec testicular Ze la rata tante las CL zexmo las
CS partizcipan en la sintesis de estricencs (557, Callard y cel., (35
=encionan Guw la T es un andrdgens arcrmatizadc y gue la arcmatasa esta
asoliada con las CS curante los estagdiss criticzes de la preliferazion
de las espercatogonias en ratas inmafuras v con las CL en las ratas
avltas, PayTme v esl.. (3572 las

o

las

CE son el principal sivto
1

<L scn el prancipal ¢ ol el



desarrollo de la putertad.

La sintesis de los astrogencs o3 Impo

3 mportante durante ! desarrcll
de individuos prepuberss. Las posi2les Tunciones de los estrdgencs
durante este periodd incluyen un  efects local  en las  tubules

seminiferos parz preparar el medio adecuads para 1lix inciaciodn de la
espersatogenesis. provocande un segunde ef

33 ecte sobre la produccivn de
la T (392,

Cuando se administra centinuamente altas dosis de Ez a ratas

aduitas resulta una “hipofisectemia Tisioldégica” ocriginande una

inhibicion del <crecimiente » una regresion gonacdal. L.as dosis

requeridas de £2 en zualguier especie para causar un elfecto particul ar

varia ampliamente, por ejemple, log ratznes son muche mas resistentes

gque las ratas y los conejos. Camblos direcies sobre los drgancs

accesorios del macho son también llevades a cabo por
estrogencs. En el

el tratamiento de
hombre nermal se presenta mayor resistencia a los
efectos per £z gque en hombres castrades (0.

Del msme made que la T desarrslla les caracteres sexuales

masculines. lws estirogenss desarrellan los caracteres sexuales

Temeninos, interviensn en los procescs de la ovulacidn, implantacidn,

embaraze,  parte.  lactancia. En las gallinas. delernsunan  la

plgmentacien d= las plumas (2.0, En animales como la rata v raten
ios 2SLregQenos provecan canblos conductuales y un estado de

estro (82,

Se han mestrado evidencias 92 los variables efeclos que producen

les estrogenos en la economia vital y en particular del £z por ser el

mis active.

La inhibivion de  la espermatogenasis por estrogencs fue

demostrado primeramentie en la rata. soteriormente fue observado en

ciras especies de mamiferos. en hamsier. cuy>., tora. 238 ¥ en el

hombre. Este efecto fue considerado secundaric al supramirse la

liberacion de gonadetrofinas de la adenchipdfisis par los
esiregencs T80,

Dates referentes a los cambios producidos por el Ez sobre la

10



secresign de la Hormona Lutesnzzante (LMD indican gue el E2 responde

diferentemente durante per:odos certes y larges de tratamients 3720

Kalra v col.. (<3 encontraron gque el E2 as: zome la T actuan en
el sistema nervioss central (SNC2 para :nhibir la secrecidédn de la

Hormona Liberadora de Genadotrefinas (&EnRH).

Bajo condiciones <e cultivo, Laws y czl. . (44D deancstiraron que en
celulas de pirtuitaria ovina hay tna liberacian de 2 a2 3 veces mas de
LH en respuesta a IC nM de la GnRH, cuands se pretratd con E2 hasta
por 12 horas.

Otres trabajes presentades por Padmanabhan y cel.. (53 en
cuitives de calulas de prtultaria bocvina cen tratasientcs de Ez por 2
heras durante S5 dias cobservaren gue el Ez no afesta la likeracidn
basal de la LH. pero con un tratamiento de 28 horas se llevs a cabo la
estimulacien de la LH., cencluvendcese gue los efectes del Ez on

dependientes cde la zoncentracicn y del tiempe de expasicién.

El usc de esirdgencs en sombinacidn cen la 7 en desis adecuadas
en capsulas de polidimetils:lomance (durante 8 neses’ han  sido
propuestos come anticonceptives masculings ocasicnands cligosparmia,
pero  despues de suspenderse diche tratamients este efesto es

reversible (45.470.

Bajas dosis de Ez faproxamadamente 240 ngoadtla-animall inducen
efectss poce significatives sobre el sislema reproductive masculino.
en dosis altas (rayores de 1880 ngrdla-animald) provozan efectos
significativos en fa repreduccidn masculina  y en ics érgancs

androgeno-cdependtentes {48,

Ern hontres norsales la administracidn cronica de altas desis de

la T Cdurante € meses) Jdic comd resulilado la inhibicidén de las

"

Senadotrefinas » ce la espermatogenes:s, resultlands una atesspermua
del BO-TI% (420 En monos machos castrades. el Iz exogeno puede
tams:én acLuar sinérgicanente con la T para mantener vegulada la
coensentracisan de la LH en canticades gue :inhikban la regulacién por

retrzalimen




El usec de esiragenss en la “erapla 2ard 2l Srataimients @2 canzer
de prostata es de gran {mpoflancia ledrics-prastico. Se regureren
grancdes canticades de esirdgencs para 17

el c¢recimients de cdncer

metastatico de prastata. Es posible eslragenss inhiban por

competencia ias acciones cde cualguier ena. Do este modo es

pesible cantrolar los tumores cdurante ales (20730

La produccién e £2 en la mujer escila entre 30 v 200 ¢ en 23

heraszs. dependiends de la fase del! ciclo menztirwual, Aunentan de forma
cons:derakle curante el embarazs (2). £n el wvaren adultec T0% cel Z2

®n plasma proviene de la arcomatizacidn de la T y A circulantes.
Pequelfas cant:idages son sSecretadas por la corteza suprarrenal peroc la
mayoria del 30% restantle es producida per los testizulos. Parte del
E2 en la sangre vencsa testicular proviene de las L as! zemo de las
[ La concentracien de Ez plasmatice en el varsn es de
aproxtimadanente 2 ng-1t00 =@ y la tasa de produccsién total es de
0.05 mgrata C30).

1.3 Fisilosgiag del Testicula,

EL testicule es un organc mixte. con funciones endocrinas )
eaXsorinas, Estas funciones estan conlreladas por fastores intra ¥
extratesticulares (113>,

Los factores externcs influyen en el sistema endosrino a traves

de la aztividad del SNC sobre la adenchipafisis (5,6,20.

La funzien enddmrina rveside fundamentalmente en las CL. gue
liberan la 7 ¥y la funcion exdrina en leos tcbules seminifercs par
llevar a cabo la espermatogénesis. cuy> producto exdcrinc scon las
celulas sexuales y paor ello se le considera esencialmente come

glandula citogeénica (13D,

Las newohcrmonas secretadas por las newonas del hipotalams, las
SnRBH, llegan i1 los geonadotropas e la adenohipefisis a traves de los
Vasos del sistlema porta-hipotalanc-hoipdlists para conRtrolar la
sintesis y liberacian de gonadotrsfinas. LM y Ja Hormena Estinoulante
del Felicule (FSHd (Ef 52.55,53). lLa protetna G, 2a hidralis:ig de la

. . R -z
fesfeinesiticdina, la protein =inasa €. el acidse araguidsnico., el Ca

.-
ty



y algunecs metabélites son ldentificadss coms posibles mediadores en

este procesc (S50,

El mecanismo seguidc PoOr wstas gonadolrcefinas ssbre la funcien
a

tasticular se presenta

ta H C(primer mensajerc) actta scbre las (L estimulands la
estera:dogénesis ¥y cansecuentemente la produzsz:idn de la T. fLjandcse
A receptcres especificos de la mexbrana clasmatica de #stas (Figura
3a). Esto estimula la accien de la adenilatogislasa gue bajo la
presencia de ianes Mz™%. esta enzim cataliza la produscien de
2,5 ~adenosinmonafosfate ciciico (AMPe) (segunds mensajers) a partir
ce Adencsintrifcsfatc (ATPD dentro de la célula, 2! AMPc resultante
es entonces degradade per wma fasfodiesterasa a 5'AMPc & se une a una
subunicad regulataria de una protein cinasa causand> la literacién de
una subunidad catalitiesa libre. Las preotein cinasas  al ser
estimulazas por la LH., zatalizan la fesforilacién de las proteinas
intracelulares las cuales prchablenent acLiven la secuencia de
svenics, invelusradas en la biss
sintesis de protelnas tamblén

hormonal de las CL y alguncs

prerequisitd para cma respuesta

inhibicien ¢de la sintesis de pr

de la T ante la expesicisn de un sortc tiemps cde la LM,

La colestercl -esterasa produce csclestercl libre a partir de los
res e C2)! contentcas en las gotitas lipidizas Ze las L. La

enzima 20-22 cesntlasa escinde la cadena .ateral el Tzl para formar
la Preg, ¥ 1as enzimas del religule endeplasmice lisc llevan a cabo
las transfaormacicnes siguienhtes para la faormas:ish de la

Aungue el tesiiculo estia bajs el contrel de las genadotrefinas cde

[2

la agdenchipdfisis exxisten Taclores locales (:intratesticulares? gue

caentralan tambien la produssisn de la T Probaklemente uno de estcs
facztores ws la Hormona Liberadcora de LH (LHRHD gue al parecer puede

tener el potenzial para elerzer la2g efextss regulatsricos sobre la

funzisn ¥ estrustura de las CL (553, OLre investigadores han

observads Jue s s& Troduce  un i@s1on lLocal <e los Libules

3
[



a)

Mitocondria

TUBD SEMINIFERD

b) CELULADE

Figura 3. Comportamientos testiculares y posibles mecanismos de regula
cién. R, receptor hormonal; AC, adenilatociclasa; ABP, prote
fna umidora de andrégenos; FSH, hormona estimulante del fo-
liculo; WH, hormona luteinizante; AMPc, adenosin monofosfato
ciclico; Ep, estradiol; C, colesterol; T, testosterona. Toma
do de Rusell (8). Pp. 155.



seminiferes £e podria evitar fa For la LHRH resultandc

Rigartrofia e las ML vaci~ae 714 50N

Posiklemente rtambien se encuentran invelucrades factores
producidos por las Cf gue al agctuar scbre las T wvan a cznirolar
directamente la secrecien cde la T & mas prodablerente van a modular

la T en respuesta a la LH {603,

Por olra parte se ha demestrads gue el flulds interstlcial del
testiculo (FIT) de rata adulta normal que rocdea a los tubules
seminiferos., a las CL llenmands los espaclios intersticiales, puede
ejercer importantes efectos estimulatorics sobre la secrecidn de la 7T
de las ClL. La accien del FIT parece ser cdiferente de la Gonadotropina
Coriénica Humana (hCGD v al de la LHRH, aderis tiene la zapacidad para

interactuar con cualquiera de estas hormenas (58D,

Sharpe ¥ col., (511 mencionan gque la formaclidn y volumen del FIT
as regulads por factores endairinog CLE/hIG v paracrines,
sugiriendsse a las CL como el posible sitic de secrec:idn de factores
vasoactives. Se ha obgervadce gue baje la ausencia total de las CL,
unicamente la T puede mantener el wvolumen noroal del FIT, leo cual
sugiere gque las celulas gque responcden 2 los estimulcs de les
andrécencs en los tdbulos semdriferos (zeélulas peritubulares & de

Sertolid son el principal regulacdor Tislclogico del voliumen del FIT.

lLa FSH (Figura 3b) actuia especificamente sobre las membranas de
las CS y Junto con la T producicda por las CL, mantieren la espermatoge
nesis y activan la sintesis de la Proteina Unidora de Androgenss [ABPD
en las CS. tanto en condicicnes inm vitre come in vivo, La ABP se
secreta a la lur de les tUbulos sexinifercs y transporta la T para
mantener elevada la concentracidn de la misma en el eplitelioc
sexirifers gue reviste los conductos eferentes y en el epididimo

15,268,623,

La FSH estimula la adenllatozi=laga en los tubules seminiferes
incrementando la produssisdn de 3'S°-AMPz, activan las protein oihasas,

estimulan la preduccidn de ABP. la activacien de los plasmindgencs y

los estragencs. Al parecer la FSH nz influye directamente en ciros

14



tipos celulares del testiculo C390.

les estad:ic
VII-YIIT de la rata las CS tienen las mas altaz secrecisnes 2@ ABP.
1a mas alta actividad de la fosfodiesterasa y fa minima uvniden de FEH

minima estimulacién de produccién de AMPc por la FSH (8D,

Se asume gque la Prolactina (PRL) produce efectcs sobre la funcion
del testicule reflejiandose directamente su accién sobre las CL. La PRL
iodinada ha side mostrada a ser Jlocalicada en el compartimentc
intersticial €52,533. Incrementa la produccidn de la T inducida por
LH, facilitando la transfermacién del Col a Preg en ratas sexualmente
inmaduras (642,

{.4. Esteroidogenesis Testicular.,

La produccién de la T a partir de Preg ha sido estudiada
extensivamente desde 19568. cuando Slaunwhite y Samuels descubriercn la
secuencia biosintatica. incluyende la Preg, 17-OHFrog y A. mas tarde
1lamada wvia A4, Esta via fue predominante hasta 1852 cuanda varios
investigadores presentaron evidencias de una secuencia alternativa, la
cual i1ncluye 17a-OHPreg., DHEA, delta S-andrestendicl llamada via aS.
Parece que ambas VviasS son operantes en menor ¢ mayor grado en algunas
especies (Flgura 42 (65,66).

Brandes (£7) menciona que cuando un conpuesto se acumule & sea
secretado por el testiculo, no es necesariamente un indice de que se
halle en la via principal.

Ha guedado establecide gque la esterocidogénesis del cvario, de la
adrenal vy del testicule producen sus hormonas caracteristicas por

mecaniSmas Similares gue difieren en una & dos enzimas requeridas para

la {somerizacidn final, la oxtdo-reduccisn & la escisién
carbono-carbena. €n la estercidogénesis del testicule ozurren

aproximadamente 20 reacciones. siendo las dos principales los tipos de
oxide~reduccicn, Que son deshidrogenaciones e hidroxilaciones. La

produczién de los estercides testiculares vcome resultade de la

15



BIOSINTESIS DE ANDROGENOS

LNERCE)

CHy  via a® P

.
|

CLESTERGL
FUBSION O LA CA-
DERA LATERAL
no o
COLESTEROL PREGMENDLONA 17-0M PREGKENOLONA AN TENDIOL
o,
* T2 via st e on
Cs0 &=0
o o o o
PROG ESTERONA 1700 PROGESTERGNA ANOROSTENDIONA TESTOSTERONA

Figura 4. Las flechas gruesas indican la via preferencial de biotransformacién para los
esteroides en el teaticulo de rata. Tomado de Odell y Moyer (11). Pp. 29



combinacian de ¢stas reacciones, esta baje la influencta de melécuylas
reguladoras, de substratos adecuades. de cofactares y de condicirones

intracelulares especificas (37,380,

La produccian de estercides endogencs va a depender Ze un gran
numers de factores, alguncs  seran inherentes a las  asztividades
brologicas cenoctdas del esteroide en particular. a su relacien czoms
intermediario © de la wvelcocidad <e secrecien, a los sistemas de
transporte & bBien a uUna cambinacidn de éstos (88D,

Daesde 1984, F. lLynen ¥ X. Block repertarcn la secuencia de pasos
en la via estercidogénica desde Acetil CoA hasta Col. el precursor
basico de la bicsintes:s de todas las hormcnas estercides (6%, Uno
de los primerss pasces en la bicsintesis de ta T es el omovimenio del
Czl libre hacta l!la membrana mitocendrial de la L, dicho transperte es

incresentado por la LH & AMPc (C42.562.

La respuesta estercidogeénica de las CL ante la LY, cdepende
principalmente de las enTimas gue controlan la escisién de la zadena
lateral del Col intramitocendrial. ademas de la activac:dn de la
selestersl —esterasa para originar la liberacidn del Col a partir de
ésteres de Col zgue pueden probhablemente estar también involuzrades
csS2a3.

Se cree que la LH, ejerce sus prinsipales efeclos en estimular la
hidroxilaczien del Ceol para formar 20 y 22 hidroxi-colesterol (580,
Bags la presencia de NADH S Ng'zé ca*® v la enzima 20-22 desmolasa
dependiente del tocromo P&SO. la cual cataliza la escisidn ce la
cadena lateral del Col! para producir estercides C-21., Preg. Esta
reacccidn es considerada comd el paso limitante en la bicsintesis de
la T C52.58,70).

La produccion de androdgencs. a partir de precurscres C-2L, Preg iy
Prog. requiere las actividades de dos enxinas; la 17Ta-hidroexilasa ¥ la
C 17-20 liasa. La primera cataliza la reaccidn de hidroxdlacien de
los estercides (C-2¢ y en seguicda la € 17-20 liasa elimina los 2
carbones de la cadena lateral para producir esteroides C-1S. la DHEA v

A respectivapente. La girecclen que pueden seguir estas hormepas al



Les que eisten eon las JIL pueden

Sperar as s la esteroldogdnesis., Sind tamzien

regulan total © parcialmente otras funcranes 22 las L {322,

La esis de las hormonas en el svaric v o testiculo esta
regulaga gor un mecan:szo de contrcol Sundamental gue imzliuve la LE v
i as s:intetic-adas

PO Un DeCAnisSmO de conirel gue Lnvolucra a las hormen
por estas msmas glandulas (T30, El 22 se ha considerade un facltor
ipportante en la regulacion de la estercidogenesis tesii

estables:do urna amsolia conirovers:

sehra la asitividad testic
Lratadas con hIG & AMPs o
wna inhibicien de la sintes:s de

fectlan un pasc distal a la unizn

Mros auteres han sefal ads

la sintesis de la T (56,6085

2.8 QOrginss Andrdgenc-Depens

Vesiculz Seninal (VSD,

scbre

Son 2des glandulas &n las que se wvalumen v
Ltoda del conirel hormonal: por 1S rtanto. el volumen v a forma ce

#51as esilructuTas varian consideratlemente Zon la edaz.

En el wvarsn sexvalmente madurs sen Srganss  alargades.  <en
RoDercsas VAL Batliones laterales. que parten ce una luz
irreguiaraente razifizada.l Se osriginan oSms leos
comduct Seferentes ¥ Se asemejan a 2llcs en Su esSirusiura tasica.

La pared el wube tiene 3 catas, Una £apa externa Je tefidc

cenective Fibroso rico en Tibras elasticas; Una Sapa meldia de muscuwlc

repssa schre una cara ZelgaZfa de telids

[}




£1 revestimuents epitelial

de celulas cilinaricas altas,

[
»
W
;1
i
i
!

puede haber irreg

e
Las eviulas epitelialec,

producte es un liguids bastante viscoso.
Que va a parar al cendusie eyaculader en el momentoe de la eyacsclacy
y consti Ly uma parte de los llguidos que farkan el vehicuic para los

ia caracteristica mis remarcable de a

esparmatcetoides
campasi2idn del liguidoe de las VS es el alto centenids de substanztias

regucteoras (322,

La mucesza de las VS, es extraordinariamente rica en pliegues,
ells permite que la veslicula tenga uvna superficie enorme de epitelis
secretorio. hatlends posible que el “ubc sed tambien distendido poar la
Secrecien s:in que sufra estiramiento la membrana de celulas
secretorias gue reviste la VIS

El tamaf™Me y capacidad de almaceraje e las VS y su pstenci .
esSLlan SuUletas & wvariaciones (ndividuales, gue son particularmente

conspicuas en el hombre 743

Cuando una celula de la VS & de la préstata se desarrclla en un
medioc sin T. es peguela. no tiene nucléoslo ni basefilia ziteplasmiza vy
resulta bioguimugamente 1nazliva. £l tratamientic zon la T tiene come
resultado la aparizidn de un gran nucléclo visible, con intensa
bascfilia en el citoplasma., )y recuperacion de un conjuntio normal de

enzimas (23,

Eprdidims.

£5 un Organc muy vascularizado. tiene una cublerta fibrosa

similar perc algo mas delgada a la tdnica albuginea de! teslitulco;, se
encuentra divaiZlizZs en tres regiones; la cabeza, el cuerpe ¥ la cola.

la porcidn inicial <e la cabeca

b

! wvelumen maximd se localiza en
que es el lugar metabdlicamente mas active., el cuerpe ¥ la cola estan
formades por el conducie del epididime JuUnio con el iejide conectivo.
Argano tiene una funsidn dual ., aciia ToOmMD wn reservorio para
Y tambien prodiuce Una S$esTelion v en @5ie camno

reizipa juntd zan la prestata. la VB y oiros Arganss actesoriss en

m



1a formacian Sel plasma seminal 132D

¥elzae Y cal. _(¥ED indizan que 1 magdurasisn de les

eEpermaloscides en ¢l eplaidime €5 uUR procese anarigenc-dependiente.

el 2ual parece tener luzar en la regirén cabezta-cuerpe =2l eprdrdime de
ramlfercs. Los androgenss responsacles para esta rmadurac:dn se cree

a
que son lcs metabdlitcs de la T, Sa-reduzidos vy Ba-redfuc:ides de la DHT.

El Ltransporte del esperza en el epididinms, se real:Za de acuerds
a la especie, desde uncs poces dlas a varlas semanas., depende ademas
de un mecanisme neurcmuscular. el cual :involucra contraccicnes
ritmicas espontaneas <e 1os TEisSWSs LUbulos. N> hay una evidencia
cdirecta de gue el espermatorolde contribuyva suzstancialmente ©on Su
propla rigracisn o Dien cear ayudadss par la sezrecisdn deal
epididimo {(2¥).

€n general no hay un acuerco sobre la cuestidn de la secrecien
del epicdidims;, sSi ella misma se provee de un mwedi:o favorable para
mantener la viabilidad del espermatcrorde. o© si el arganc ejerce
influencia en alguma otra forma. En analsgila a las secrecicnes
epiteliales de ctres organos ccesorios, la integridad ¥
caracteristicas gquimicas del epltelio tubular en el epidicdimo tienen
una relazion dependiente scbre la presencia de hormonas del seao
masculine y es por le tantc consecuentemente afectacso por la
castracidn. la hipefisectiomia y ¢

atamientc de androéogencs (323,

Otra faceta de la funcidén secretori del epididime, es la
destrucceldn ¥ fagocitaosis del esperma par el epitelic ¥
esparmiofages., posiblemente esie es ayudado en alguna parte por el
misme fluido de secrecion (42D,

Se sabe que la ABP producida por las CS es transportada al
epididims donde es absorbica. probablemente esta protelna
Lransportadora de andrsSgenss que aztla en el testiculsz puede tamblen
hacerlo en el epididimo C76,



Exta glanduls puede Jdescribirse coTtparandzla a unas castalia. por

LU forma Vo osn vellmern. Se le conoesn <ot parcicnes: el cuerss
ia peraien crgeminada, £l cyerpo es urna peguetia

o que rodea & la Urelra en

¥
protuber angla transversal en forma 2e an:ll
su

@rigen, =R la base de la vejiga

Se encuentra distribuida en btoda

una <=apa wmuscolar. Tiene consistenci firme. esta rodeaza
capsula delgada. formada de tefrds conectivo. que se extiende por su
interizsr para censtitulir <! abundante estircema.

La sesrecidn prostatica, es un ligquido cpalescente y fluirde, de
reazs:dn ligeramente acs:ida. Tiene un contenirdo preoteinice baje.
srmade per diastasa, belagluccronidasa. vVarias ensimas protecliticas
¥ wna poderesa fibrinolisina. Esta ricamente inervada con plexos de
fibras nervicosas amelinicas unidas a peguefics ganglios siopatices.
Hay terminacicenes nervissas sensitivas de diferentes clases fLbulles

terminales, carpusculos gemitales., ets.) disexminades por &l tejids

gontuntive intersticial. eristlends ademas terminacicnes

el epitelic (T30,
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IT a4 B2 glandulas reguefas coxpuestas de 15

Zztas glandulas que estan incluidas en la

substlansia de la grastatas =on de tres tipos diferentes v se hallan
Qistribuidas en  tres onas separadas situacdas mas o Tencs
cencentricazente alrededsr de la uretra. Las glandulas muccosas. sen
las Ze Denar volumen v se hallan en el tejidc periuvretral. Tiaenen
gran 1mportanci enr relaz:cn zon lss aumentss de la substanc:

prestal:ca Gue se produce el el hombre de edad. sen estas glandulas
las gque suyelen hipertrefiarse para constituir nodules adematesss. Las
glindulas submuccsas: se hallan en el anillo tisular que rodea al
tejids periureiral. Las giandulas principales externas © propias (las
que proporcicnan la mayer parte de la secresién se hallan dispuestas
en 1 farte mixs exiensa vy voluminosa de la glandula), es ampliamente
atestadis gue estas aliandulas sSon el lugar de z=rigen de la hiperplasia

2= el lugar

prostitiza, 28 tants gu la

refer: 2o para €l desarrolls

29
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2. PLANTEAMIONTD ZEL FRIBLIMA.

En la actual:dad se conoce que el tlesticulo esta regulads per

factores :ntra v exntratesticulares. Su  principal hermana  de

secrecidén. 1a T. permite manteher las caracteri{ist:cas sexvales
secundarias., la esSpermatogenesis. ia funcién de las glanculas
accesorias masculinas (el epididimo, la ves:icula semtnal, la présiata

v las glanduelas bulbcuretrales) y es util en forma de anticenceptivo.

S:in embarge. la naturaleza de loas factores responsables de
modular la capacidad estercidogénica testicular aun no es bten
cenocides, aungue hay varicos candidalcs polenciales a este respecto.

entre los cuales se encuentra el Ez.

El E2 es 1a hormona kioclédgicamente mas activa de los compuestos
estrogénices. Se le ha atribuldo una serie de efectcs en la funeion
reproductora masculina., en comdinacidn con la T actda coms
anticonceptive, en la osificacidn de los huescs.en la mujer interviene

en locs procesces de ovulacian, embaraco, parto.ete.

Se han presentado una gamma de pesibilidades de los efectos
producidss par el E2 en la estercidogénesis testicular,

Es por ello. que estudicses en el campo de la esteroirdagénesis
testicular han realizade investigaciones concernientes a los efectos
producidos por el Ez. sSugiriéndcose que existe una inhibicién en la
secrecitn de GnRH del hipotalamo. de gonacdotrofinas hipofisiarias,
oodificacian de la moorfoelogia  del testiculao, alteraciones en la
sintesis de la T. ademis se ha sugeride que e! E2, en la via
bigsintetiga A4 afecta algunals) etapa (s) previas a la formacidn de
la T, para lo cual se proponen tratamientos erédnices de Ez durante
espacics de tiempo de © y 12 semanas. para poder asi dilucidar los
efectos producidos por ésta hormona.

22



3. CEIETIVO GENERAL.
Detercunar los efectes del estradicl Lliberado de implantes en

diferentes dosis ¥y tiempes scbre la actividad estercidogénica del

testiculs de ratas.

3.1 QCEBJIETIVOS PARTICULARES.

3.2.!. Determinar Cuantitativamente los Estercides de los

Homogenelzades Testiculares.

2.2 Determinar la Cantldad de Proteinas Fpresentes en los
Homegenel Tades.

3.1.3. Evaluar e! Efecto del estradicol sobre la Estercidogénesis
Testicular.

3.,1.3.1. Evaluar el Efecte de Dosis.
3.2.5.2. Evaluar ol Efecto de Tiempo.

23



3. HIPQTESIS DE TRAS5AJO.

tes  tratamientos de  estradiol disminuiran la sintesis de

la testosterona producida en el testiculo al modificarse las
concentraciones endégenas de los esterocides en las etapas en la via

esteroidogeénica testicular.
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A los wubcs s€ les acgreqgd 1 reomogenizads testicular de la
muesira correspondiente. © bien agua destilada para los “bBlances™ del
matods.

La extraccizn Jde los estercides se realizéd con 3 =l de éter
etilica, se agiic mecanicamentle durante un minuto v se deid reposar
hasta obiener Sos lfases; la acucsa se congeld al introducir los tubos
en un baflo de hielo seco-acetona. La fase orgamnica se decantd a un
tube de vidrio con fondo cénice. la operacidn se repitic en una
ocasien v las fases croinicas reunidas se dejaroen evaperar a sequedad.

£l extracto adherido a las paredes del tubo se redisolvid con una
mezcla de eter etilico-metapol €2:1) agregande 10. 8 y & gotas, lo
cual se transfirid a cromatoplacas (Silica Gel B0, F25e. 0.25 mm de
espesar, 20 x 20 enmd a c—onas de aplicacién de 1 cm de anche; en puntos
particulares dJde cada placa se colocaron 2 3 de cada uno de les
correspondientes esteroides como referencias cromatodraficas. Las
crematoplacas se desarrollaron en Benceno y despues de permitir que el
disolvente alczanrzara el borde superior, las cromatoplacas se sacaron y
e camblaron a un sistema Renceno-Acetato de Etilo (8:2), despuss de
secarlas al igual gue en cada cambio de sistemd. se colocaron en un
sitema de Bencepc-Metanol £8:1).

Les estercides de referencia se localizaron en la cromatoplaca
son una lampara de luz ultravieleta a 254 nm, aprovechando la
fluorescencia de 1a silica gel y la caracterlstica de los estercidesy
cen funcisn Z4-3-celtcha de absorber a esta longitud de onda. en <l
caso de la Preg se revele con reactive de Sertel Cacido
sulfarico-etansl 2:13, A continuacidn se trazaron lineas horizentales
unrende las =onas de les estAndares, de la parte supersier e inlerior
de cada zona revelada y con lineas verticales los limtes de cada =oha
de aplicacidn, gquedando perfectamente delimitada la localizacion de
los esterocides en cada muestra.

La 81lica se desprendid por raspado conh Una navaja. se aspiro con
una pipeta Pasteur previamente empacacda con fibra de wvidrio, y se
eluyd con agroximadamente 1.1 ml de una mezcla de éter etilice-metancl
(8:22 en wudbos de 10 X TS mm v se concentraron a seguedad.

Poster:ormente se agrege exactamente 1.0 ml de éter a cada tubce.
se agite v se tome una alicusta de SO0 pql. se colocd en viales de

contec., Se de)o evaporar ¥ se le adiciond §.0 ml de liquido de Contec
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CInstagel-Teluens 1:20 midiends de esta manera el

percentaje de

recuperacion. Ltes restantes 500 ul permanecieron en el tudo para

medir por RIA 1a canticdad de esterclide no oarcaso.

RIA.

Se realizd wuma curva patrén para para cada esterc:de Preg. Preog.

17-CHProg. A y T.

l.as condiciones Sajo las cuales se consLlruyeren

Para cada uno de los estercides lueron:

Ancrtiguador de RIA CARD: feosfatcs de sodiao O.1

Gelatina Q.1%, Azica de sodic 0.1% ., pH 7.0,

ilas curvas pawrén

. NaCl D2.:15 M,

vol. de esteroide

" Tube Cstercide redioastive para ptucsion
frea <pg) ctiemer 3000 cpm/ dol AniL
soo cuerpd
Tagsd - \
o -
rreg Anti-Preg:
1 2 15 4l en ©O mi : : coDO
de AR.
2 3
Prog: APLL-PrOgT
2 to 20 Ul em 100 ml 1 : s000
de AR
- 20
B 17-OHPros: ATLI-3T-OH
s 50 10 1 en BO WL Prog:
e AR. 1 : 1800
- 100
A Anti-a:
g POC o Ll en SO wml 1 : SO00
de AR
| ] 300
= Anty=T:
L 1000 15 i1 em 100 ™ 1 : 3000
de Am_
10 10000
w 50000




Una wvez que fue agregade la respectiva masa de esteroide frio
Cne marcado? por duplicado, se dejd evaporar a temperatura ambiente.

Despues de ello ge prepard una solucidén con cada une de les
estercldes radicactivaes en AR hasta cbhtener aproxdimadamente S000
cpm-TO0 el A partir de esta sclucidon, se prepard la cilucien del
anticuerpe en particular como lo seffala la tabla anterier, y ss
agregarcen SO0 wl a cada tubs curva Yy muestira dejandose  incubar
aprexi madamente 18 horas a <4+C.

Al termino de cichs periodo se agregaron 200 ul de suspensién
carbdn activado-dextran T 70 (S2% mg y 62.% mg en 100 ml de agua
desiconizada) a excepcidn de los tubos totales e inmediatamente se
centrifugd a2 3000 rpm durante 1S minutos a 4 *C. esto con la finalidad
de separar la fraccidn unida de la no unida.

Se decant?d el scbhrenadante en viales de conteo, se les agregd 5.0
ml de solucidén de Centelleo (Instagel-Tolueno 1:12 y las fracciones
unidas se midieron en un espectrdmetro de centelleoc liquido Beckman LS
TS00 en coandiciones &plimas para ®H. durante un minuto.

Se trazarcn las curvas  patréon al  expresar graficamente la
transformacidn Logit del cambic del porcentaje de unidn neta de
estercide marcado como funcion cel Log de la cantidad de estercide no
marcadc presente en el tubo. Se calculd el porcentaje de uvnidn de
estercide radicactivo de cada muestra y se interpold en la curva
patren correspondiente. se hito la correccadn pertinente de acuerdo a
la recuperacién de caca trazador y en cada tubo, obteniendo al final
la zantidad de esteroide por ml de muestra.

5.3, Determinocion Cuantitativa de Proteinas (Melodo de Grovess

Se realizd una curva patrén por duplicado. la cual se construyo
de la s:gutente manera:

de referenzia: 1 marml de AlbUmina Ssrica de

e
Id
[

Eslucien proteind
Bovino Fraceidn V.
Amortiguader de fosfatos 0.1 M: NaQl 0.15 M, Azida de sodioc 1% .

Reactiveo de Croves: Detergente Brij 35, preparade al 1% en

solucien amcrtiguadera de fosfatos 0.1 M.
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Protalro Agua Reactive de

* Tubo 23y imly aravas <mb
o - 1, aoo 2. 000
x s o, eo3 -

2 10 o. 000 -
3 15 o. ous -
¢ 20 . swo -
-4 zs o, 979 -
< s ©. o0 -
7 T Q. 825 -
» 100 ©. oo -
° se0 0. ss0 -
1o 100 o. 830 -

La proteina de referencia se discolvid en €! amortiguador y se
leyo su abscrvencia a dos longitudes de onda a 224 v a 232 nn.

Para pocder delerminar la cant:dad de proteina presente en las
nuestras se tomarsn de los homogeneizades lesticulares fracclones de
B2 i los cuales recibieren el misms tratamients gue los de la curva
patron.

La medicron espectraictlométrica se realizo en ure
espectrofotdmetro Cary Modelco 118, tomands las lecturas en las
longitudes de conda anteriormente mencionadas, con esto se obluvo un A
de absorvencias. restands la lectura de 233 nm a la lectura de 225 nm.
Esta diferencila se temd come funeidn de la cantidad de protelna
construyendo asi una curva patrén.

Les & de absorvensias de los experimentales fueron interpsiados

en l1a curva patrén.



5.4, Analistis Estodistico.

Les resultlades obtenidss se analiZaren comparando les promedics 2
errcr  estandar de 12 media (e.e.m.> de los grupos control oy
experimental utilizande la prueba *t* de Student y selo se
consideraron comc estadisticamente significatiwvas aquellas diferencias

de p £ C.05.
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5. Resultados.

S: kien es cierto que se inicid con lotes de £ animales, el

cambio en el numers al final se Zebid a la muerte cde los animales.

En el cdiseflic experimental llevade a cabo, se observe que los
resultados chlenides de les grupas contrel en los tratamientos de & y
12 semanas no mastraron diferencias significativas; esta nos permitis
formar un salo grupo control (Y. el cual fue comparads con los grupes
esxporimentales para poader as! determinar lcs efectes produsidos por
el Ez,

6.1. Et Pesc corporal.

Se observd que al inicio de los tratamientos no hubo diferencias
significativas entre les diverscs lotes de los animales, ne obstante
al fimal de! tratamiento los animales Zel ggrups control Fand peso
llegando a 430 gramass. En los grupos experimentales se observd gque el
peso corporal disminuyd signifizativamente conforme mavesr fue el
Ltamalio del implante ¥y mientras mayor iempo durd el tratamiento
CTabla 1D,

5. 2. Ll Feso Testicular,

En la Figura 5§ se nuesira el efeclo gue sabre el peso testicular
se manifests por la presencia de los implantes liberdores dZe Eaz. Se
encantréd gque el pesc testicular disminuyd significativamente en forma
progresiva respeztc al aumento en la lcongitud del implante ¥y al tiempo
de iratamiente.

E.53. Extrazciin y Purifizasién.

Durante la extracsion y purificacidn se tuvieron los culdados
necesariss para cumplir los propisitos de amdas etapas. Otteniendose

de manera general con la primer etapa un velumen de extracto constante

ara tosfxzs las muestras: raltiends asi una exirazecidn homagenea
P



Longitud 5 e m a n a

del
Implantle {mARD -3 2
Control 430 = 6 430 * &
Lo cto>
a a
H 46 =z 8 362 x 17
cE> <5>
a a
3 340 = 5 329 * 10
c62 cd>
a S
7 330 £ 4 2 = 8
(- 6>

Tabla 1. Efecztc del Ez liberadeo de implantes de palidimetilsiloxanco
sehre 9l pasce coerparal (g) (media & e.e.m ) durante 8 yv 12 senanas.

El valer entre pardntesis indica el numero de animales.

2. p £ o0.05 comparads zon el grupo control.



mg PESQ TESTICULAR

2000~
LONGITUD DEL MPLANTE
-e= iam
=== lmn

— TRm

~-A

SEMANAS

Figura 5. Efects del E_ 1libarado de implantes de polidimetilsiloxane sobre
el peso testfcular (g) (media % e. e.m.) durante § y 12 semaras.

a2, 2 X 0.05 comparado con el grupo control.



separando los estercides de interes, del resto del material bioclégico
scluble en agua.

Este extracts fue purificado, con el objeto de mantener
radioguimdcamente pure cada estercolide. para ello se tuvierén las
precaucicnes pertinentes durante la transferencia C(no raspar la
silica, agregar exactamente la cantidad de gotas al redisolwver., lavar
correctamente la pared del tubo. etc.) para poder asft dar la
especificidad adecuada a la metodologia y utilizar los discslventes
adecuados para el desarrclloe cromatografico para obtener
postericrmente coms resultado una cuantificacién mas exacta de las

hormenas.

6.4, RIA.
E.4.1, Sernsibilidad de las Curves Pairén..

En la elabcracién de las curvas patrén para  Pregqg. Prog.
17-CHProg. A ¥ T el range de sensibllidad que se manejd para todas fue
de 0.0 pg a S0000 pg. obteniendose coeficientes de correlacicen (rd
de 0.877. 0.934. 0.995, 0.882 y 0.885 respectivamente.

5.4.2. Recuperacidn de Trozadores.

En términos porcentuales la recuperacion total de los trazadeores

fue:

Para Preg; B84% de recuperacisdn. con coeficiente de variacidn
Cc.v.2 del B%.

Para Prog; 88% de recuperacién. conh ¢,v. del TX.

Para 17-CHProg; B88% de recuperacion. con c.v. del 7%

Para A; B57% de recuperacidén., con c.v. del 18%.

Para T; Si% de recuperacién, con c.v. del %
&.5. Cuantificacién de Preteinas (Hétodo de Grovesd.
En lo gue respecta a la cuantificacisén de proteinas mediante el

matodo de Groves. la curva estandar obtenida mostre un r de 0.938.

Con base a esta curva estandar. tas concentracicnes de 1lcs
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esterordes se expresardén en termnes de lix cantidas de protelinas
(po-mg cde protelnad para as! evaluar 1os efectos producides por el Ez

en dichas substanc:ias, los zuales se presentan a cantinuacidén:

Preg; en la takla Z se muestra que a las B semanas de tratamento
disminuyd significativamente, n tante que a las 2 semanas se
ancentrd dismtnueisn significat:va ¢on el implante de lmm., mientras

que con los implantes de 3 v Thm se cbservd uUna azumilacidn en la

Prog;, en la tabla 3 se cbserva gue la Prog dismi

y& a las § y 12
Semranas. encoentrandcse diferenc:as estadisticamente significativas
a las € semanas con los implantes de 1mm » 3mn ¥y a las 12 semanas con
el implante de imnm.

17~CHProg: zcomo se chserva en la tabla 4 la 1T7T-ONProg disminuyd
significativarente conforme maveor fue la longitud del implante y mayer

tiempd de ratamiento.

A: 4 pesar de la pegue®a cencentracion de A cbienida en el grupo
ccontrol {takla S2 puede chbservarse gue los efectos gue produce el Bz
var dirigides 3 disminuir la sintesis de este estercide a las § y 12

semanas.

T: en la tabla © se aprecia gue el EZz2 liberado de los implantes
disminuyd la sintesis de T progresivamente conforme aumenio la
duracian del tratamients v la longitud del implante, reduciendcola
drasticamente con el 1mplante de 1m2 hasta llegar a una inhabicidn

total con el implante de Tmm a las £ semanas.

En la Fagura 8, se resumen graficamente estcs resultados
chservands gue e! efecto gque produce el E2 somre ia estercidogénesics

testicular Se localiiza a nivel de la 17-OHFrog v A inhibiendose la

sintesis de la
ST Stra parte., si expresamcs estos mismos resultafos en Ltermines
de porcentaje de cambic con respesto a =2

e un 100N ebservamess que para la mawveria de lss estercides su

sinters fue aproxizaZanente inhibica




Longt sud s © m a n a

det
Inplante Camd & 12
Control 767 = g8 75T £ 85
10> 102
[-% <
1 156 * 2t 264 = 26
B> 5>
a
3 125 & 30 489 t 112
[«f-R] 4>
a
re 223 = 45 1332 = 388
<E> (424

Tabla Z. Efecto del Ez liberado de implantes de polidimetilsiloxane
sobre la cncentracian de 1a Pregnenoleona (¢ pg-/mg de proteinad
Cmedia 2 e.e.m.) durante 8 y 12 semanas.

Il waler entre paréntesis tndica el numero de animeles.

G, g £ Q.08 comparade con £l grupo contrel.



Longireud s e

m 4 n a
del
Implante Imm> & 12

Control 1085 2 123 1088 = 124
10> c103

! E15 & 111 ° <53 = g8 °
-3 5>

5 6C3 ° SES = 266
43 cas

T £92 = 65 1173 = 282
€= 43}

Tabla 3. Efecto del Ez liberads de impplantes de polidimelilsiloxano
scobre la concentracien de la Frogestercna ( pg-mg de protelina)l
(oedia = e.e.m, D durante € y 12 semanas,

T entre paréntesis indicc el nirero Ze cnimales.
o5

[1I)
D

1A
)

compereade con el grupe coalsrsl.
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Llongltud s e m a n a

del
Implante Cmmd 6 1z
Control 2024 * 208 2024 * 208
cto> cio2
H 39 ¢+ 12 * 161 = 40 *
15 €55
k] 12 4° 179 + 98 °
(&3] (95
7 - < 5+ z2°
(5] €6

Tabla B, Efecto del Ez liberado de implantes de polidimetilsiloxano
sobre la concentracion ce 1la Testosterona ( pg/mg de proteinad

Cmedia * e.e.m > durante 6 v 12 semanas.

El velery entre paréntesis indica el numero de animales.

a, p £ 0.05 comparade cen el grupo control.



PREGNENOLONA PROGESTERONA 1T =0OH PROGESTERONA
Pu/mgprat. /oy pem. re/mgprey.
2000 1 e
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Pe/me oret. AMOROSTENOIMA
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[ [} .
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Figura 6. Representacién general de los efectos producidos por el Ep sobre las concentraciones de los
esteroides (pg/mg de protefna) durante 6 y 12 semanas.
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(pe/mg de proteina) durante 6 y 12 semadas.




7. Anaiisis de FEesulledes.

£l disefo experimenial utilizado para el desarrcollc del presente
estudio permitic demcstrar los efectos que produce el 2.

Nuestroes dates indican gue el E2 afectsd el pess cerporal de las
ratas dism:puyendele conforme se fncrementd el tamafic del implante y
la duracién del tratamiento. Existen evidencias de que los
estrégencs reducen el crecimients, al actuar sobre les centros
hipotala=m:icos,; mestrandsse gue en ratas macho adultas ¥y jovenes
tratadas con esirégencs sinteticos ¢ naturales disminuyercn la

concentracion de la hormema del crezimiento (2,29).

£l peso testicular tambien disminuy? ceon el tratamients de E2
conferme mayor fue el tamalie del implante y mayer el tiemps de
tratamiento. Al respecto se ha cobservado que cuandc a ratas adultas
Wistar se les cclocd subcGlaneamentie zapsulas de silastic liberande E2
durante B semanas. les testlcules fuercn severamente atrofiados (81).
Sin embargo nuestros resultados muesiran algunas divergenczias con lo
reportade por Robaire y col.. (48) en sus experimentes al trabajar con
dosis bajas y altas de Z2 (240 y 1880 ngrdia.rata respectivamented y
por Saksena vy ccol. (82> cen tratamienioss cortes (5 diasd al indicarnos
ambos autceres gue el E2 no tiene efectos significatives scbre el peso
del testiculo. Nuestros resultades difieren ce los de Saksena posrque

8N NUeSLro case son tratamientes a largo plazo C 6 y 12 semaras 2.

Se ha establecido gue el testiculo esta modulado por mecanlsmos
locales (722 y aungue su principal producto de secrecidn no es el Ea.
se ha sugeridc que el Ez2 exogeno influye en la funcidn reproduztera
masculina., acdministrads durante periodes a corio y largo plazo produce
diferentes efectcs bioldgicos (39,43.48).

Los resultades sbtenidcs en cuanto a leos efectos del Ex scbhre la
T. itndican que el E2 inhibio drasticamente la sintesis de la T, lo
cual ceoncuverda con esiudics In vivo llevades a cabo en ratlas normales.
considerando al testiculo un <Srgane blance para los estrégencs
(83,833,



Otros investigaderes han mostrade btax)o condicicnes in vitro con

deosis de Er de 1pg una significante disminucicen de la T (85).

Brinkmann » col.. (F£2 han demcsStrado gue la sintesis de la T es
inhibida con tratasientos combinades de hTG con Ez2. encontrandocse gue
el efecte ne se localiza a  nivel de los receptores de Ez

citoplasmatices.

Por otra parte., en este experimentoc se encontré que el Ez
disminuyvd la sintesis de la Preg y Prog a las B semanas acumulandose
ambas a las 12 semanas. A este respecto se ha observado que la
sintesis de la T es inhibida como censecuencia del Ez de manera dosis-—
dependiente 88), pero este patrén no ha sido extensivo a los

precursores de la T (87D,

Xeel y «¢cel.,(73 seffalan gque al Ezx afecta la actiwvidad
esteroidogénica en un paso distal a la unioen de la hCG & AMPc de
las CL.

En cuante a les efectos causades por el Ez en las pozas
metabolicas de los estercides 17-OHProg ¥y A Ctabla 4 y S) notamos que
fueren dissunuidas a las 8 y 12 semanas de tratamiento lo cual podria
sugerirncs que el Ez actua a nivel de los intermediarios.

Varios grupcs han indicado posibles sitics de acciodn del E2 en la
via esterocidegénica. Honter y col. .(87) trabajando con ceélulas de la
teca de porcino indican fue el E2 actta posterior a la unlén de la
LH inhibiende la sintes:s de la Prog. Alguncs autores (52-250 han
planteadsa gue la A también disminuye, pero para este caso en
particular cbservamos gque la concentracion de la A fue baja inclusc en
el grupo control. Esto gquiza podrla deberse a que sSu precursor
inmediate pude haberse transfermado en otres metabolitos. ademis hay
que tener #n cuenla gue @s1os resultados fuereon obtenidos bajo

condi:cicnes in vivo.

Este descensc en las concentracicnes de las pozas matabélicas de
izs esteroc:cdes podria refiejarnss la actividad de las enzimas

inveolusradas en la via esteroidogénica. Ec probable que las en21mas



encargadas de la trarnsformacion ce Preg a Prog no esten severamente
afectadas por lo cual se sugiere gue el B2 prodijo sus efectos a nivel

de las enzimas 17a-h:iZdrosalasa v GQiT-2C lias responsables de la
T

Y

cenversian de Prog a 17-0HPreog v 17-0HProg a A spesziivamente, con la
resultante inhibiciédn de la T, Sir. embargs n2 sclament se ha
encentraads que el Ez actue en estos sitis (53,71.72,882 sino gue
ctros estudios han demcstracde que el Ez puede onhibir varias enzimas
en la via esterordogénica permitiends la disxinuzidn de los
androegencs. Murone y ccl. (€92 sugieren gque es la l7-cetcestercide
reductasa. ctreos investigadores (20.912 cpinan gque el E2 funciona como
inhiblidor competitive de la 33-hidresaestercide deshidrogenasa. Payne
y ccl. (37> demcstraren en las CL de rata sexualmente madura bajc
condiciones de cultivo y adrinistrando Ez2 el altas deosis C1iuM que el

E2 no tuve efects sckre la actividad de la enzima C 17-2% liasa.

Otros autores sugieren (85,822,930 gque los esirdgencs pueden
alterar la produccidn de la T a traves de dos mecanismos diferentes;
13 la inhibicidn de la LH per la glandula pituitaria y 2) un efecto
directe de los estrégencs scbre el testiculo. En nuestro experimento
¥ con bases bibliograficas supcnemos Jue el Ez causc una “eastracidn
fisitoldgica™ al inmterrumpirse la conexisn del sistema hipdtalame-—
hip&fisis-testiculo irnhibiendese la sintes:s de las GnEH, per lo gue
1a LH ¥ la FSH no son producidas, de manera gue al ne exastir el
estimuls de estas hormenas troficas se producen alteraciocnes en las CL

¥y €8 respectivamente scbre la sintes:s de la T y en la

espertatogenesis (42,4352,

Por cotra parte se podria esperar gue existiera una correlacidén
entre un mayor efecto comd respuesta de uwna rayor dosis y mayor
durac:on de tratamiento del Ez scobre las  etapas de la  wvia
estercidoceniza. Aungue este zosporiam:enio no fue cperativo para les

rmafiarios ¥y para la misma T st lo

S om

recurscores de 1a T, para lz2s :int
S

we. la pesibie explicacisn a e reciera ser gque el testiculo se

3

N g

oiera refractaric al £z son un tratamientso crénics v la respuesta de

1
©s precurssres ante estc es Inrexmaniar s sintesis e fnclusc la T
i s

trende ligerament 3 incrementarse a las 12 semana

“guisiera" re-eslatlecerse.

[
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Resulitados anex

a los efectos causados por el Ez2 son agqueilos
relacienados can los  &rgances andrégeno-dependientes, en las que

observaciranes hec

i
v
b}
(9]
“
hi]
£l

ticipantes del mismo proyecte encentrarcn

que wi Ez dism: el pesc de dichos &rganos (epididims. vesicula
seminal , préstatad (¢ Cemunicacion personal Dr. AL Rosade. Depto.
e Biclegla de la Repreduccidn.  UAM IzZlapalapa D> lo cual coincide con

lo repertado por la literatura (48,82) per lo que podria suponerse que
el epididims carece de su principal metabélite, la DHT (94.

Se hacen necesaricos o4rcs estudios complementarios, come san el
evaluar cuantitativamente el E2 en el testiculo con la finalidad de
conocer st es almacenado en éste crgano; realizar estudios sobre las
enz:mas :nvolusradas en las transformacicnes de los precursores de la
via A4 anteriores a la formacién de la DHT., asi como poder comprobar
que las geonadotrofinas han dejado de ser producidas y de Ser postible
determtnar LHRH de origen hipotalamico para demostrar que nuestiro

experimento dejs de produsirla.
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B. CONCLUSICONES.

2. Se determinardn las conzentraciones de los precurscres
e tntermediarios de la bicsintesis de la T asi come a esta CGltima en

los homogeneizadoes testiculares por RIAZ especificos.

2. Se obtuve la cantidad de proteinas presentes en los

homogeneizados testiculares utilizande el métode de CGroves.

3. Se demostrd que el efecto del Ez2 es dosis-dependiente sobre

el pesc corporal ¥y peso testicular.

ER El E2 disminuyd la concentracicén cde cada una de las etapas

previas a la fermaclsn de 1a T a las 8 semanas de tratamiento.

5. Se probd que el Ez blogued la estercidogénesis testicular a

nivel ce la 17-CHProg v A.

6. Se encentrd que el Ez inhibio la sintesis de 12 T a2 las ©

semanas ¢on el :mplante cde lmm,

7 Indirectamente se chservs Que el E2 inhibic las actividades de
las enzimas micresomales dependientes del citocrome P40,
17a-hidrexilasa y € 17-20-liasa causando la disminucsien en la sinlesis

de androgenos.

8. Se cbserve gue la lengitud de les implantes noc mostro
relacion directa con el efectc de tiempe en la esteroicdogeénesis

testicular.

2, Se sugitere realizar estudizs soomplementariss para determnar

el lugar esacte v el mecanismc e accisn del efecto del Ez,
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