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ABREVIATURAS 	EMPLEADAS. 

Ci Curie 

cpm cuentas 	por 	minuto 

q fuerza 	gravitatoria 

mm ni i 1 Vine tros 

lrm micrómetros 	(106 	metro) 

nrn nanómetros 	(10-9 	metro) 

ni  niíl 	i 	1"i t ros 

UI microlitros 	(10_6 	litro) 

11g microgramos 	(10-6 	gramo) 

ng nanogramos 	(10-9 	gramo) 

pg picogramos 	(10-12 	de 	gramo) 

M molar 

RE retículo 	endoplásmico 

RIA radioinmunoanálisis 

A Androstendiona 

DHT di hidrotestosterona 

DHEA dehidroepiandrosterona 

Preg pregnenolona 

Prog progesterona 

T testosterona 



TABLA 	1 

NOMENCLATURA DE ESTEROIDES EN TESTICULO 

Nomb r c t r i v i a 1 

Atid ros tendit¥¥nr¥ 

Dehidroep¡andre, sterona 

1 7 	c  i d rox. i 1, regneno 1 o n a 

Nombre sistemático (IUfAC) 

1 -artdrosten-3, 17-diona 

5-and ros ten-31`-o I -1 7-ona 

5-pregrien-3 , 1 7c -dio1 -20-ona 

lr-pregnen-17ci-o1-3,20-diona 

5-pregnen-3t¥-o1-20-ona 

¥r-pregnen-3,20-diona 

4-and ros ten -17G-o1-3-ona 



1. 0 	INTRODUCC ION 

1.1.- Descripción Anátomo-Histológica del Testículo Humano. 

Los testículos son dos órganos que forman parte del a-

parato reproductor masculino. Su forma es ovoide y miden de cua 

tro a cinco centímetros de largo y tres a cuatro centímetros de 

ancho. Se desarrollan en la cavidad abdominal, a partir de las 

gónadas indiferenciadas del embrión, y posteriormente migrán, en 

la vida extrauterina, a través del canal inguinal, localizándose 

en los bordes anteriores de la raíz de los muslos, dentro del 

escroto. Están cubiertos por una cápsula gruesa denominada al- 

bugínea, cuya porción más desarrollada se conoce como mediastino, 

el cual se encuentra perforado por conductos que, en su conjunto, 

constituyen el rete testis. 

Los testículos presentan fundamentalmente las siguientes 

características: 

Los túbulos seminíferos, cuyas paredes están formadas por 

células epiteliales que forman el epitelio germinativo, donde se 

encuentran,adernás, las llamadas células de Sertoli, que son célu-

las voluminosas, y se extienden de la base del epitelio hacia el 

interior del túbulo. 

La segunda característica es la presencia de células que 



se 	encuentran entre lo s túb1lo 	seniiníferc 	, en el tejido inter.  

sticia1 del t.ticulo, 	:,on denomina.las células de Leydig o 

intersticiales, 1.:rs cuales son consideradas células endócrinas. 

1.2.- Fisiología del Testículo. 

Los testículos llevan a cabo dos funciones fun-

damentales, una reproductiva y otra hormonal. La primera con-

si ste en la esperniatooénesis, que se lleva a cabo en el inte-

rior de los túbu1os serniníferos, e incluye el desarrollo y ma-

duración de las células germinales o espermatogonias. Dichas cé 

lulas proliferan y se diferencian pasando por tres etapas: 

Una de crecimiento, en que las células aumentan de volumen y 

son conocidas corno esperrnatocitos primarios. Divisiones mitó-

ticas y divisiones meióticas, que darán como resultado los esper 

matocitos secundarios y las espermótidas (estas últimas células 

tienen ya la mitad de cromosomas). 

Las espermátidas se transformaren en los espermatozoides o cé-

lulas reproductoras masculinas por medio del fenómeno llamado es- 

permiogénesis, liberándose hacia la luz de los túbulos seminí-

feros para llegar-  al rete testis y seguir su trayecto por el 

tracto genital masculino. 

La segunda función incluye la síntesis y secreción de 

los andrógenos, nombre genérico para las sustancias con activi- 
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dad de hormona sexual masculina, dicha síntesis se lleva a ca-

bo en las células int.ersticialeso de Leydig. 

Ambas funciones testiculares están controladas por las 

hormonas gonadotróficas, secretadas por la glándula pituitaria 

anterior. Dichas hormonas son la hormona estimulante de los folí 

culos FSH, que actúa sobre las células germinales para promover 

la espermatogénesis; y la hormona estimulante de las células in 

tersticiales ILSH(hormona luteinízante), que- actúa en las célu-

las de Leydig,promoviendo la secreción de andróge.nos y estróge-

nos (21, 52) 

Las células intersticiales o de Leydig como ya fue 

mencionado, se encuentran entre los túbulos serniníferos, en el 

tejido conectivo. Su principal función es la de la secreción de 

andrógenos que regulan el desarrollo del tracto reproductor mas 

culino y mantienen las características masculinas externas o 

caracteres sexuales secundarios (musculatura del cuerpo, patro-

nes de crecimiento del vello, timbre de la voz etc.). En el hu-

mano,el tejido intersticial ocupa cerca del 34% del volumen tes 

ticular, y las células de Leydig constituyen el 12l de éste (48). 

La secreción de las células de Leydig es de aproximadamente sie 

te miligramos del principal andrógeno, la testosterona, diarios 

en un hombre normal. Esta hormona sale al tejido intersticial 

siguiendo tres rutas posibles: vasos sanguíneos, vasos linfáti-

cos y túbulos seminíferos, aunque la mayor parte de la testoste 

rona va a la sangre. Se piensa que ésta entra libremente a los 



túbulos seminí ferc,s (145), y es sal I í donúa prubab1emente promueve 

o 	ayuda a la espermato¥lenésís (53,23.). Existen evidencias de que 

las células de Leydiq retales ya secretan testosterona (2,8,9,29), 

y que es ésta, precisamente, la que estimula el desarrollo geni-

tal del feto mascu1íno. 

La función de las células de Leydiq fue desconocida 

por mucho tiempo, aún cuando ya se sabía que los testículos e-

jercían un control sobre los caracteres sexuales masculinos. En 

1850, Franz Leydig ya había descubierto en el testículo de varios 

mamíferos un tipo di ferente de células (t+l), pero no fue sino 

hasta 1903, en que Bouin y Anccl (10) postularon la función en-

dócrina de estas células, basándose en cuatro observaciones: 

A) la forma que presentaban era epitelbidea y su núcleo prominen 

te como en muchas células secretoras. 

B) su orientación hacia los vasos sanguíneos y nc., hacia los túbu 

los, hacía pensar en transporte de una hormona. 

C) la permanencia de los caracteres sexuales secundarios en in-

dividuos cuyos testículos presentaban los túbulos seminiferos 

dañados, pero no así las células de Leydig. 

D) su presencia,en gran número, en el testículo embrionario, cuan 

do el tracto reproductor masculino se encontraba en desarrollo. 

1.3.- Esteroides. Aislamiento y Determinaciones. 

Ya para 1935, se aisló e identificó la testosterona ( 1 5, 

19) como la hormona masculina del testículo, pero no se podía 
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precisar si era sintetizada en las células de Leydig o en otro 

sitio dentro del testículo. 

La testosterona, así corno otros compuestos biológicos 

de gran importancia (hormonas adrenocorticales, estrógenos, er 

qosterol, colesterol), son esteroides, compuestos orgánicos que 

contienen un núcleo ciclopentanr>jp>erhidrofenantreno. Estín com-

puestos por tres ciclohexanos, un anillo ciclo pentano y una ca-

dena lateral, que varía en tamaño. Dependiendo del número de á- 

tomos de carbón de estos compuestos se les agrupa en: Estranos, 

Androstanos, Pregnanos y Colestanos, según tengan 18, 19, 21 ó 

27 átomos respectivamente. 

Se han establecido cuatro glándulas como fuente de pro 

ducción de esteroides: 

Testículos, ovarios, corteza suprarrenal y placenta. 

Debido a la gran importancia fisiológica de los este-

roides, la química, en este campo, empezó a florecer y desarro 

liarse. Primeramente se dedicaron a aislar e identificar una 

serie de esteroides, llegando a cerca de doscientos. 

Posteriormente, se intensificaron los estudios sobre 

el metabolismo de los esteroides, entendiéndose por metabolis-

mo, aquellas reacciones biosintéticas que conducen a la producción 

de una hormona o sustancia específica, y las transformaciones 

que ésta pueda tener en los tejidos periféricos. 
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La biosíntesis de las hormonas esteroideas, incluyen-

do la posible conversión a andrógenos y e:.strógenos, fue una fa-

se del metabolismo considerada por los primeros investigadores. 

Se encontraron con problemas respecto a las posibles vías de 

biosíntesis seguidas por los esteroides, que se fueron aclarando 

posteriormente conforme fueron descubriéndose nuevas técnicas 

para su estudio. 

En la cuarta década del siglo veinte, se descubrieron 

dos técnicas de gran valor. Gerard y Sandulesco (1936) introdu-

jeron agentes eficientes para la separación de esteroides cetó- 

nicos de estructuras no cetónicas. Reichsteín (1936) introdujo 

el uso de la columna de adsorción cromatográfica para la separa 

ción de esteroides adrenocort.i cales , que Callow y Ca1Iow utili - 

zaron. Gracias a estas dos técnicas,se obtuvieron resultados de 

mejor rendimiento en la obtención de esteroides de la orina. 

Posteriormente,se adaptaron nuevas modalidades a la técnica de 

cromatografía. La cromatografía en papel (1950) por Zaffaroni, 

aplicada a los esteroides, marcó una nueva era en el análisis, 

y permitió la experimentación a nivel de microgramos; la co-

lumna de partición y las cromatografías de placa fina y de ga-

ses, permitieron otro avance, pudiéndose separar e identificar 

cantidades del orden de 10 a 100 nanogramos. 
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El empleo de técnicas físicas ha sido de gran ayuda 

para probar la estructura de los compuestos esteroideos, su se-

paración y su fraccionamiento. El desarrollo de la espectrosco-

pía infrarroja por Furchyot (l946) y por Jones y Dorbiner (1948) 

fue un avance muy importante para la identificación de esteroi-

des. Las determinaciones por ult.r- av¡oletaci'.Oorfman (1953); la 

resonancia magnética d Shoolery y Rogers (1958); la espectrome- 

tría de masas deRied (1958) y el análisis cristalográfico de ra- 

yos XdeBerna1 (1932) y Crowfoot (1957), fueron otros avnces. 

Fue de gran ayuda,también,ei desarrollo de ciertas reacciones de 

color como la de Kober (1938), la de Zimmerman(1935) y el análi 

sis fluorescente de Cohen y Bates (1947). 

Otro avance considerable fue el uso de isótopos radiactivos y 

de procedimientos enzimáticas, Hurlock y Talalay (1958), así co 

mo de preparaciones de enzimas biosintéticas de esteroides, co-

mo reactivos. 

El metabolismo de las hormonas esteroideas y las sus-

tancias relacionadas directamente con éstas, se ha estudiado con 

una variedad de técnicas, incluyendo 	las de perfusión y el 

uso de material biológico tanto "in vivo" como "in vitro" . 

Primeramente,predominaron los estudios "in vivo", consistiendo 

en la administración, generalmente,a humanos (16)  de grandes can 

tidades de hormonas esteroideas y sustancias relacionadas que 

se pudieran convertir a éstas, aislándose los productos metabó- 
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ticos de la orina. Las tüce¡ca', posteriores utilizaron la p e r f u 

siñn de g1findu1as, corte dr. tejido, homogenizados de tejido, e 

incluso enzima-; de tejido, con esteroides marcados en uno o va-

rios puntos del núcleo o de la cadena lateral (C l1r , deuterio, 

tritío). 

Con estas técnicas se pudieron elaborar algunas vías 

de biosíntesis para los esteroides adrenocorticales (Hechter 

19149, 1951). 

Las técnicas "in vivo'' que se han utilizado para cono 

cer los productos finales obtenidos, han aportado gran uti1i- 

dad, sin embargo, los pasos intermediarios de las reacciones es- 

teroideas no han sido posible establecerlos de esta manera. 

Las técnicas "in vitro" son de gran ayuda y a su vez 

complementarias para delinear los pasos y mecanismos involucra-

dos en la vía metabólica de los esteroides. 

Por otra parte, con el desarrollo de técnicas histo- 

químicas, en 1958 se localizó la enzima esteroidogénica 3E; - 

hidroxi-esteroide dehidrogenasa (h0, 5e) en muchos mamíferos. Su 

actividad fue difícilmente probada en el testículo humano (143), 

pero finalmente se logró, escogiendo sustratos y condiciones de 

incubación adecuados (20). En otros mamíferos se probó su acti-

vidad específica en las células de Leydig. Posteriormente se lo 

t 
graron separar los componentes testiculares (túbúlos y células 

intersticiales) y se incubaron por separado con Prog 3H. Se ob- 
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servó que las células de Leydig tenían una habilidad preponde- 

rante en convertir la progesterona a andrógenos, mientras que 

los túbulos seminíferos mostraban poca actividad. Otro factor 

muy importante que se observó fue que la conversión de coleste- 

rol a andrógenos ocurría solamente en el tej ido intersticial (24). 

Un avance más fue el empleo de la niicroscopía e1ectró 

nlca y el fraccionamiento celular por centrifugación,a1 	cono-

cerse mejor las estructuras citológicas de las células de Leydig, 

y sus componentes. 

1. 1+.- Metabolismo y Síntesis de Andrógenos. Células de 

Leydi9. 

En el hombre, las células de Leydig tienen forma poligo- 

na 1 y un diámetro  de 15 a 20 lkn. El organoi dv; más abundante y 

prominente es el retículo endoplásmico (RE), que consiste en u-

na serie de túbulos interconectados. Las mitocondrias se presen 

tan en tamaño y número moderado, su forma es 1ame1ar por lo ge-

neral, algunas veces tubular. El aparato de Golgi tiene de cua-

tro a seis sacos aplanados y sus vesículas son muy pequeñas, en 

contrándose en la periferia. Presenta dos centriolos, gotas de 

grasa y unos cristales que se conocen como cristales de Reinke 

siendo exclusivos de las células del hombre. Presentan,además,mi 

crotúbulos, microfilamentos, lisosomas primarios, vacuolas di-

gestivas (lisosomas secundarios) que son muy comunes. El núcleo 

es muy grande y su forma es semiovoide, 



Por medio de estudios químicos de fracción celular (50), 

ha sido posible determinar el lugar donde se localizan las enzi 

mas y/o sistemas enzimáticos que llevan a cabo la biosíntesis de 

esteroides en la célula de Leydig. 

Por el gran tamaño del núcleo de las células de Ley-

dig, su forma, la orientación de éstas a vasos sanguíneos, la 

gran cantidad de retículo endoplásmico liso, la presencia de en 

zimas involucradas en la biosíntesis de esteroides y la gran ha 

bilidad para sintetizar andrógenos, a diferencia de los túbulos 

seminíferos, se comprobó que las células de Leydig son células 

secretoras cuya principal función es la síntesis de andrógenos 

a partir del colesterol. 

Actualmente se han señalado las posibles vías de bio-

síntesis que sigue el colesterol dentro de la célula para lle-

gar a testosterona, principal andrógeno secretado. También se 

conocen las enzimas involucradas. (Fig t). 

La biosíntesis de colesterol se lleva a cabo en el RE 

de las células intersticiales por medio de enzimas unidas a éste, 

cuya abundancia ofrece una gran superficie de interacciones(1,3,4  

5.). La mayoría del colesterol utilizado para la biosíntesis es 

elaborado en las mismas células (37,57), utilizando muy poco del 

derivado del plasma sanguíneo. 

Una vez sintetizado el colesterol es esterificado y a 

cumulado en gotas de lípido, proporcionando así más colesterol 



para nuevas biosíntesis de esteroides. Este colesterol primeramen 

te entra en la mitocondria, y es allí donde se lleva a cabo el 

rompimiento de su cadena lateral, por acción de las 20 y 22-hi- 

droxilasas y las 20-22 liasas o desmolasas, que se cree están 

localizadas en las crestas de las mitocondrías (58,59. Se des-

conoce la manera de como atraviesa el colesterol la membrana in 

terna de la rni tocondria (11+) 

Algunas mitocondrias contienen gotas de lípidos donde posible-

mente se pudiera acumular el colesterol, o la Pregnenolona allí 

formada. Se ha sugerido que la HL regula el sistema de rompi-

miento de la cadena lateral del colesterol, teniendo como inter 

mediarlo al AMPc, y se considera que este es un paso limitante 

para el control de la biosíntesis de esteroides (24). 

Una vez formada la Preg, sale de la membrana mitocondrial al ci 

toplasma celular, donde se encuentran las enzimas necesarias pa 

ra la conversión de Preg a testosterona, la cual ,se encuentra 

íntimamente unida al RE (3 0). Algunas de estas enzimas se en- 

cuentran asociadas 	a transportadores de electrones, la 17CI hi- 

droxilasa se encuentra asociada a flavoproteínas y al citocromo 

P1+50' 

Hay dos caminos o vías posibles a seguir para la bio-

síntesis de andrógenos en el testículo humano, el de la É 4{ Prog 

y el de la ¥5 DHEA, este último considerado como la vía predo- 

minante por algunos autores (60). Sin embargo, se desconoce cual 	-, 
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sea el camino preferente para el metabolismo de la Preg en la 

gónada masculina. 

Corno se ha mencionado con anterioridad, el problema de 

detectar pequeñas cantidades de esteroide en muestras biológi- 

cas ha sido solucionado,en parte,por el desarrollo de técnicas 

durante los últimos diez años. Con estas técnicas ha sido posi - 

ble efectuar estudios tanto "in vivo" como ''in vitro', ya que, 

anteriormente,en la mayoría de los casos se agregaban precurso-

res de esteroides marcados con isótopos radiactivos, rompiéndose 

la estructura celular (homogenizados y fracciones subcelulares). 

Como consecuencia,habíaa1t.eraciones de las condiciones fisioló-

gicas normales del órgano. 

Es importante señalar ,que se conocen los esteroides 

presentes en el testículo, las enzimas involucradas, en las vías 

de biosíntesis de éstos, las vías metabólicas posibles, pero aún 

son desconocidas las "pozas metabólicas'' de dichos esteroides, 

es decir, las concentraciones reales involucradas en el proceso 

metabólico. 

1.5.- Objetivo. 

El objetivo de este trabajo es precisamente estudiar 

las "pozas metabólicas" de los esteroides presentes en el testí 

culo humano, empleando el radioinmunoanálisis para la medición 

de los compuestos esteroideos involucrados en la biosíntesis d.e 

hormonas androgénicas. 
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Este método se basa en el análisis por saturación, cu 

yo principio es la ley de acción de masas (27, 60), la cual es-

tablece que al mezclar una sustancia P con otra E , cada una 

con una concentración inicial, se genera una velocidad de reac-

ción K1  para la formación del complejo PE , y otra velocidad 

K2  , para su disociación. 

En el análisis por saturación tenemos que E corres-

ponde a moléculas del mismo tipo (esteroides) que compiten por 

los sitios de unión de otra molécula P , encontrada en menor 

concentración. Dependiendo del esteroide que se una a los si-

tios de unión de la proteína P , se formará un complejo PE* o 

PE si el esteroide es radiactivo o no. Como las concentraciones 

de E y E* , exceden los sitios de unión de P , se establece 

una competencia entre ambos. 

En el radioinmunoanálisis la proteína P es un anti- 

cuerpo específico para el esteroide. 

Finalmente, establecido el problema del desconocimiento 

del metabolismo endógeno de los esteroides en el testículo, y 

con la posibilidad de aplicar el RIA como metodología, con las 

características de confiabilidad requeridas para los límites de 

sensibilidad del orden de picogramos, se pretende llevar a cabo 

el objetivo de este trabajo, cuya hipótesis se plantea en los 

siguientes términos. 

Se ha demostrado que la biosíntesis de testosterona en 
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el tejido testicular humano se inicia a partir del colesterol e 

incluye una serie de pasos metabólicos que siguen por Preg- Prog-

17 OH Proq- A- T, siendo la vía metabólica que cuenta con mayores 

evidencias; por lo dicho, se esperan encontrar las mayores po-

zas metabólicas en esos compuestos. 
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2.0.- M A T E R I A L Y M E T 0 D 0. 

Material biológico: 

Se colectaron veinte muestras de testículo humano, 

durante la autopsia de personas que no hubieran tenido enferme-

dades relacionadas directamente con las vías genitourinarias. 

Las muestras fueron tomadas en el Servicio de Patología del Nos 

pital General del Centro Médico Nacional, dentro de las 24 ho-

ras después de fallecido el paciente. 

Se procuró mantenerlas a baja temperatura (0-4°C), des 

de su obtención hasta su posteriorprocesamiento. 

React ¡vos : 
Solución amortiguadora: con fosfato dibásico de sodio 

de Baker Chemical Co., gelatina. lote 508696 de BBL, azida de 

sodio de Eastman Organic Chemicals (este último con preservati- 

vo). 

Acido etilen diaminotetracético (EDTA) en forma de sal. 

Sal tetrasódica lote 800641 de Calbiochem. 

Carbón activado Norit-A lote 289 de Matheson Coleman 

and Bel). 

Dextrán T-70 lote 7981 de Pharmacia. 

Acido Clorhídrico. 

Todos los reactivos anteriores en grado analítico. 
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Disolventes: 

Eter etTico, metanol, etanol, benceno, acetato de eti 

lo, tolueno, acetona, cloruro de metíleno. 

Solución de cloruro de sodio al 0.9t. 

Todos los disolventes se destilaron antes de su uso y 

fueron de grado analítico. 

Esteroides no radiactivos: 

Progesterona, 17-h idroxiprogesterona, androstendiona, 

testosterona, dihidrotestosterona, dehidroepiandrosterona, prez 

nenolona y estradiol. Se obtuvieron de Steraloids Inc.; siendo 

recristalizados antes de ser utilizados. 

Esteroides radiactivos: 

Progesterona 1, 2-3H; 	17 cthidroxiprogesterona 1, 2- 

3H; pregnenolona 7-3H; 17 Pregnenolona 7-3H; androstendiona 1, 

2-3H; dihidrotestosterona 1, 2-3H; testosterona 1, 2-3H; dehi-

droepiandrosterona 7-3H, sulfato de pregnenolon.a 7-3li, estradi-

01 17 E3-6, 7-3H. 

Todos con actividad específica entre 20 y 50 Ci/mM, se 

obtuvieron de New England Nuclear Corp, y se purificaron por 

cromatografía en capa fina (CCF) antes de ser utilizados. Se com 

probó su pureza radioquímica, agregando una pequeña alícuota a 

una cantidad conocida de esteroide no radiactivo, y cristalizán 



dose a una actividad específica constante. 

Se utilizaron cromatoplacas de Sílica-gel con fluore5  - 

cencia en 251+  nm y con 0.25 mm de espesor de E. Meck, A. G. 

Darmstadt lote 147351. 

Como soluciones de centelleo se usaron: 

2, 	5 difenioxasol (PPo) y p- bis (2, 5 fenIIoxas ¡sol il) 

benceno (POPOP) de grado de centelleo de New England Nuclear 

Corp. en la proporción de cuatro granos y 0.05 gramos respecti-

vamente por litro de tolueno. 

Anticuerpos: 

Los anticuerpos fueron producidos en los laboratorios 

de la Sección de Andrología de la División de Endocrinología y 

Reproducción de la Unidad de Investigación Biomédica, CMD IMSS. 

Todos los anticuerpos obtenidos fueron titulados y va 

lorados en cuanto a su especificidad antes de ser utilizados pa 

ra el radioinmunoanálisis. 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: suero anti-

progesterona, suero am i-pregnenolona, suero anti-estradiol, sue 

ro anti-androstendiona, suero anti- dihidrotestosterona, suero 

anti-testosterona, suero anti-dehidroepiandrosterona. 

En la determinación de proteínas se utilizó como pa- 
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trón,albúmina sériea bovino, fraeciórn V (le Sigma Chemieal Co. 

Equipo: 

Balanzas anal í ticas líe1tler modelos 	8 	y 	M. 

Pote nciómetro Beckmaro digital modelo 3550 

Mezcladores por vibración y magnéticos. 

Horno con presión reducida, Thelco, modelo 19. 

Espectrómetro de centelleo líquido, Packard Tricarb, 

modelo 3320. 

Homogenizador Virtis; otro tipo Potter con émbolo de 

teflón y tubo de vidrio liso. 

Me todo1ogía. 

Tratamiento de las muestras. 

Una vez obtenidos los testículos,se limpiaron, separan- 

doles la túnica albugínea, se pesaron y se homogenizaron con 25 

ml de solución de NaCI al 0.9s. Esto se efectuó a 4oC. 

Se centrifugó el homogenizado, usando el sobrenadante 

y desechando el sedimento. Esto se hizo a baja velocidad (500) ¥tq. 

Cuantificación de proteínas. 

Las proteínas fueron medidas por el método de Groves 

(22), utilizando como patrón, albúmina sérica bovina y haciendo 

lecturas a dos longitudes de onda, 244 nm y 233 nrii, con un espec 
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trofotómetro Pye. UNICAM-SP 6-500. 

Determinación de esteroides. 

El radio¡nrnunoanálisis fue empleado para cuantificar 

las pozas metabólicas de Prog, Preg, A, DHT, T, DHEA y estradiol. 

Método general_ (Posteriormente se describirá para cada es- 

teroide). El método consta de las siguientes etapas. Se pone un 

volumen de muestra (del sobrenadante obtenido en la centrifuga- 

ción), y se le agregan 1000 cpm aproximadamente del esteroide 

radiactivo (trazador), poniendo las mismas alícuotas de radiac- 

tividad a viales de conteo. Esto, con el objeto de controlar las 

pérdidas ocurridas durante el desarrollo metodológico posterior. 

Extracción.- Se agrega un disolvente orgánico adecua- 

do en cuanto a la polaridad de los esteroides por extraer, se a 

gita un minuto aproximadamente, se separa la fase acuosa de la 

orgánica por congelación de la primera, mediante la inmersión 

del tubo en una mezcla de hielo seco-acetona. Se decanta la fa- 

se orgánica a otro tubo y se evapora a sequedad con una corrien 

te de aire seco en un baño de agua a 30°C. 

Purificación.- El residuo obtenido es transferido con 

una mezcla de éter etílico-metanol a una cromatoplaca de sílica 

-gel. En los extremos de la placa se aplican uno o dos ug de 

los esteroides, como una referencia (estándar). Una vez aplica- 

da la muestra y el estándar, se desarrolla la placa, siempre en 
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el mismo sentido, en una serie de sistemas de disolventes, que 

resulten apropiados para la mejor separación entre los esteroi-

des a medir. Las placas se revelan posteriormente, ya sea con 

una lámpara de luz ultravioleta, o por rea ciones químicas espe-

cíficas, marcando así las zonas correspondientes a los esteroi-

des con un círculo (estándar), y en el resto de la placa se mar 

ea ron las áreas respectivas, tomando un centímetro hacia arriba y 

hacia abajo del centro de la zona revelada para cada esteroide. 

Se desprende esta área y se aspira mediante succión a una pipe-

ta Pasteur que estará previamente empacada con fibra de vidrio. 

Elución.- Se eluye el esteroide de la sílica gel con 

1.1 ml de mezcla de éter etílico-metanol. Se toman dos a.lícuo- 

tas del volumen obtenido por la elución, una para calcular la 

recuperación del trazador y corregir las pérdidas durante la ex 

tracción y la purificación. La otra alícuota se coloca en un tu 

bo de ensaye y se evapora a sequedad. 

Anólisis.- Se prepara una curva tipo con concentracio 

nes conocidas de esteroide no radiactivo: 0, 10, 25, 50, 100, 

250, 500, 1000 y 5000 py. Cada tubo es elaborado por duplicado. 

Se prepara una solución con el anticuerpo en la dilución reque-

rida dependiendo de su título y del rango de sensibilidad, con 

la solución amortiguadora de fosfato 0.25 M, conteniendo azida 

de sodio y gelatina, ambas al 1% y a un pH de 7.0. Se añade ade 

más el esteroide radiactivo en una concentración de 5000 cpm 
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aproximadamente en cada 500 1,I de la rnezcla. 

A los tubos de la curva y de las muestras, después de 

que se ha evaporado el disolvente, se les agregan 500 ul de la 

mezcla, se agitan y se incuban a 4°C durante 18 horas, tiempo 

más que suficiente para llegar al equilibrio. 

Separación de fases. - Se agredan a los tubos 200111 de 

una suspensión de carbón activado-dextr5n, se agitan y se centri 

fugan a 800 x/g durante 15 minutos, a 4°C. El sobrenadante se 

decanta a viales de conteo. Se agregan 5 ml de solución de cente 

íleo a los viales de recuperación y a los del análisis. Final-

mente se cuenta la radiactividad presente en el espectrómetro de 

centelleo líquido. 

Para todos los esteroides se procedió según se indica 

en la metodología general, presentándose algunas variaciones que 

se citarán a continuación. 

Radioinmunoaná1isis para Progesterona y 17 atiidroxipro 

ges te ropa (7 ) . 

La extracción se llevó a cabo con éter etílico, 10 ml. 

El residuo obtenido de la extracción y evaporación fue reconsti 

tuído con éter etílico-metanol en una proporción de 3:1, para su 

posterior aplicación a cromatoplacas. Las placas se desarrolla-

ron en los siguientes sistemas: Benceno 100%; Eter etílico- 

benceno 	2:1. 

La elución se realizó con éter-metanol 95:5. 
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El anticuerpo requerido para la mezcla se diluyó para la Prog y 

para la 17 OH Prog 1:2500. 

El carbón dextr,n uti1icado estaba r,n una relación de 0.25-

0.25 %- 

Radioinmunoaná1ísis para Androstendiona, Dihidr•otestos 

terona y Testosterona (3a). 

La extracción sc hizo con éter etílico 10 ml. El resi 

duo obtenido de la extracción y evaporación se reconstituyó con 

éter metanol 2:1 y se aplicó a crumatoplacas. Estas se desarro-

llaron en Benceno 100%; Benceno-acetato de etilo 7:3; y en Ben-

ceno-metano) 9:1. 

Se hicieron curvas para cada esteroide y se mezclaron 

el esteroide radiactivo, la solución amortiguadora y el anticuer 

po en las di luciones siguientes: 

Para Androstendiona 1:5000 	DHT 1:10 000 

Testosterona 1:5000 

Se incubó y se separaron fases con carbón-dextr•án 0.25-0.25%. 

Radioinmunoanálisis para Estradiol (38). 

La extracción se hizo con éter etílico 10 ml. Se evapo 

ró y se reconstituyó con éter etílico-metanol 9:1, dejando un vo 

lumen de 1.1 ml para posteriormente tomar alícuotas de recupera 

ción y análisis. 
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Una vez hecha la curva, se preparó la mezcla poniendo 

el esteroide radiactivo en una concentración de aproximadamente 

10 000 cpm en cada 5001;1, ul anticuerpo en una dilución de 

1:100 000. 

Se incubó y se separaron las tases con carbón activado-dextrán 

0.625-0.0625 g. 

Radioinmunoanálisis para Pregnenolona, Dehidroepiandros 

terona y sus formas sulfoconjugadas (28), 

En este radioinmunoanálisis se hicieron dos extraccio 

nes con el objeto de separar.primeramente,las formas sulfoconju 

gadas de Preg y DHEA. En la primera extracción se usó tolueno, 

y una vez separada la fase orgánica de la inorgánica, se trata-

ron por separado. En la fase acuosa se encontrarían los estero¡ 

des sulfoconjugados.Se les agregó 204 de NaCI (saturado), y se 

ajustó con HC1 a un pH de 1; se efectuó una segunda extracción 

con 10 ml de acetato de etilo. La fase orgánica se incubó a 37°C 

durante 12 horas. Se evaporó posteriormente. 

La fase orgánica de la primera extracción, se evaporó 

también y se aplicó a cromatoplacas de la misma manera que se 

hizo con la obtenida de la segunda extracción, cada una por se-

parado y para cada muestra. 

Se usó éter etílico-metanol 2:1 para aplicar a las pla 

cas,las cuales se desarrollaron en benceno 100%; benceno-acetato 
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de etilo 8:2 y benceno-inetano] 95:5. 

Se revelaron las placas con el reactivo de O'crtel (í-

eido sulfúrico-etanol 2:1). 

Se eluyó con 1.5 de éter etílico-metanol 95:5. 
Elaboradas las curvas para DHEA y Preg, se preparó la 

mezcla para cada esteroide con las siguientes condiciones: 

Para Preg se puso el anticuerpo en una dilución de 

1:8000 y el esteroide radiactivo en 5000 cpm aproximadamente pa 

ra cada 500 u  1 . 

Para OHEA se diluyó el anticuerpo 1:6000, y el este- 
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3.0 .- R E S U L T A D O S 

Con respecto al método empleado, el radioinmunoanáli - 
sis, se consideraron ciertos parametros como determinantes para 

la confiabilidad de los resultados obtenidos, entre otros tene-

mos: 

La sensibilidad del método, es decir. la variabilidad 

de la dosis 0 ng, encontrándose que el coeficiente de varia-

ción (C. V.) para todos los esteroides analizados fue menor al 

2%. 

La mínima dosis que se detectó fue de 10 pg para el 

estradiol, de 15 pg para DHEA y Preg; de 10 pg para A, DHT y T; 

de 50 pg para Prog y 17a0H Prog. 

Los blancos determinados en el método fueron menores 

de 20 pg, excepto en los radioinmunoanálisis para Prog y 17c0H 

Prog, que se encontraron con un valor promedio de 50 pg. 

La exactitud del método,considerada como la recupera-

ción de una cantidad del esteroide a medir, agregado al inicio, 

fue de aproximadamente el 80%. 

La recuperación del trazador fue, para todos los casos, 

superior al 70%, solo para Preg fue del 40% y para Androstendio 

na del 60%. 

Los errores del pipeteo (10 y 50 111) fueron del 2% co 

mo coeficiente de variación, coincidiendo con el error de con- 
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teo propio del espectrómetro. 

Con respecto al homogenizado del tejido testicular,se 

tuvieron ciertos problemas al utilizar el homogenizador de aspas 

Virtis, ya que los túbulos seminíferos difícilmente se rompían 

debido a su elasticidad, enredándose y formando un conglomerado. 

Después de procesar las muestras en el Virtis, se pasaron a un 

homogenizador de tipo Potter con émbolo de teflón, y se obtuvo 

así una mezcla mis homogénea. 

A cada una de las muestras se les determinaron las pro 

teínas totales y se obtuvieron resultados similares, presentando, 

todas ellas,un contenido uniforme, de 17.5 mg proteína/ml de ho 

mogenizado, promedio y límites de 15.1 mg/ml a 20.8 mg/ml de ho 

mogenizado. 

La cantidad medida para cada esteroide se encuentra en 

la tabla 11 y se representa en la Figura 2. 

Como se observa en la Figura 2, se separaron los este 

roides determinados en dos grupos: Los que son sintetizados den 

tro de las células de Leydig y aquellos que se sintetizan fuera 

de éstas. 

Dentro del primer grupo, el esteroide encontrado en 

mayor concentración fue la testosterona, 0.460 ny/mg proteína, 

siendo la poza metabólica de mayor tamaño. Siguen las de Prog, 

l7aOH Prog y Preg, 	y,por último, las correspondientes a A y 

DHEA, que resultaron las pozas más pequeñas. 
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De los esteroides bioformados fuera de la célula de 

Leydig, la 5 ndihidrotestosterona fue más abundante que los 

estrógenos. 



T A B L A II 

ESTEROIDES EN EL 	TESTICULO 	HUMANO EXPRESADOS 	EN 

ng/mg 	de 	proteína. 

Esteroide X E.S. Rango n 

Progesterona 0.328 0.073 0.114-1.025 19 

17 	OH 	Progesterona 0.326 0.047 0.135-0.795 19  

Androstendiona 0.067 0.02 0.049-0.292 19 

Testosterona 0.46 0.168 0.0148-2.359 19 

Pregnenolona 0.306 0.055 0.069-0.891 19 

Dehidroepiandrosterona 0.022 0.005 0.009-0.066 19 

Dihidrotestosterona 0.24 0.089 0.021-1.285 19. 

Estrógenos 0.085 0.016 0.017-0.275 19 
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D 1 S C U S 1 0 N 

Dacio que las muestras fueron obtenidas de sujetos con 

diversas enfermedades, sc,  c<,nsideró que éstas pudieran ser varia 

bles a las que se debería tomar en cuenta, por lo tanto, se anali 

zaron las repercusiones que pudieran tener. 

En relación a los estados patológicos, las muestras 

se separaron en tres grupos: Grupo A.- pacientes sin enfermeda-

des aparentes ''normales"; Grupo B.- pacientes con diabetes; Gru-

po C.-  pacientes con cirrosis. 

Según los resultados obtenidos los tres grupos presentan concen-

traciones de andrógenos y estrógenos similares. Ver Tabla III. 

En el caso de la testosterona en pacientes con cirro-

sis, se observa una diferencia estadísticamente significativa, a 

parente con respecto a las cifras obtenidas para el grupo de los 

individuos normales, si se toma en cuenta el valor promedio y el 

error estándar de la media P 0.05. Pero si se considera la des-

viación estándar, la significación estadística desaparece. 

En el caso de las muestras de los pacientes con diabe 

tes,se tiene que la DHT difiere con respecto a las muestras de 

los pacientes "normales". Pero en este-caso.  también, al conside-

rar la desviación estándar, coinciden dichos grupos. 

De lo anterior se puede decir que,las muestras emplea 

das, fueron homogéneas, y para el análisis de pozas metabólicas 
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efectuado, se pueden considerar en conjunto, corno muestras de pa-

cientes "normales", pues los estados patológicos considerados, 

no alteraron las concentraciones o el tamaño de las pozas metabó 

ticas mencionadas. 

Con respecto a la edad de los pacientes, fluctuó de 

42 a 85 años. Se tomó el valor promedio y se separaron en dos 

grupos, las menores al valor promedio y las mayores al valor pro 

medio (57 años). Si se considera solamente el error estándar, se 

encuentran diferencias entre las cifras correspondientes a Preg, 

Prog, 17 OH Prog, A, T y DHEA. 

En el caso de la DHT y los estrógenos no hubo diferencia signifi 

cativa entre ambos grupos. Ver Tabla III. 

Sin embargo,al tomar en cuenta el valor promedio de las determi-

naciones y la desviación estándar para todos los esteroides ana-

lizados, estadísticamente son iguales. 

El número de muestras empleado para el análisis es 

significativamente mayor a aquellos utilizados en otros trabajos 

(.13) . 

Es muy importante hacer notar que las muestras se obtuvieron de 

autopsias efectuadas después de 8 horas de fallecido el indivi-

duo, y no de muestras obtenidas de individuos vivos, aunque el 

tejido analizado (testículo), no presentaba alteraciones •ana= 

'tómicas ni histológicas, en el momento de su obtención. 

Con respecto a los resultados obtenidos,se observó 
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que la poza metabó1 ¡ca de mayor tamaño fue la de testosterona, 

considerada como el andrógeno que principalmente se secreta en 

el testículo. 

Le siguen,en tamaño, las pozas de Pregnenolona, Progesterona y 

17czOH progesterona, resultando la más pequeña la de dehidroepi- 

androsterona. 

A través de estudios previos (31+) se han logrado es-

tablecer en el testículo, las posibles vías metabólicas de bio-

síntesis de testosterona, a partir de pregnenolona. Se han su-

gerido dos vías principales, una que considera a los esteroides 

de la serie ¡1t{ como los intermediarios más comunes, y otra en 

que se consideran a los ¿¥ 5 esteroides como pasos intermediarios 

más importantes. Ver Figuras 3 y 4. 

En estudios hechos con ratas se estableció que la vía 

preferente para la biosíntesis de testosterona es: 

Preg ----> Prog ---> 17a0H Prog --- 	A --- 	T 

Estos estudios se apoyan en datos obtenidos para cada paso in- 

te rmed 1 a r io. 

Sin embargo ,se presentan otras vías con relativa fre- 

cuencia: 

Preg ----> 17 OH Preg ---. 	DHEA ----> Androstendiol 

A ----> T 

La actividad en estas vías es menor en comparación con 

la vía mencionada primeramente (34). 
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Se han hecho experirnentos "in vivo'' en testículos nor 

males de humano (36) y parece ser que ocurren eventos ;inri lares 

a los mencionados. 

En este tipo de estudios se han utilizado precursores 

de testosterona radiactivos, sin embargo, en los experimentos efec 

t u a d o s ya sea " i n vivo'' como " i n v i t r o ", se h a n presentado algu-

nos  problemas corno son: los de permeabilidad a los precursores ra 

diac.tivos, las diferencias inherentes en las preparaciones expe-

rimentales, y el, que no se midan o no se tomen en cuenta las po-

zas metabólicas de los precursores. Al no tomar en cuenta las po 

zas metabólicas, se pueden acumular,en exceso,ciertos esteroides, 

como en el caso dela î , Preg, 17 OH Pr•eg y Pr•og, teniendo como 

consecuencia el que se bloqueen parcial o totalmente las trans-

formaciones metabólicas posteriores. 

Cuando un tejido testicular "in vivo" o "in vitro", 

es expuesto a un precursor radiactivo, se ha puesto mucho énfasis 

en registrar a los rne.tabolitos formados. En la mayoría de estos 

experimentos, las interpretaciones hechas, toman en cuenta cual 

de los metabolitos se encuentra en mayor cantidad o concentración, 

considerándolo como el más importante en la formación de testos-

terona, sin tomar en cuenta las vías endógenas. Es muy importan-

te tener-  en cuenta, que si un metabolito se encuentra en mayor 

concentración que otros puede significar: que, en efecto, sea más 

importante para la formación de testosterona; o que la razón por 



-35- 

la que se encuentra en mayor concentración es debido a que es me 

tabol izdo muy lentamente, y, por lo tanto, se está acumulando en 

mayor cantidad que otros.  

Si se observa la Figuras , con los resultados que ob-

tuvimos para cada esteroide intermediario en la biosíntesis de 

testosterona, se tendrá que, la vía en la cual se han encontrado 

las pozas metabólicas de mayor tamaño es la correspondiente a 

los A4. En cambio,la vía de los A5  tiene algunos esteroides que 

no fueron detectados, como en el caso de la 17aOH Preg, y otros 

como la DHEA fueron encontrados en cantidades muy pequeñas. Esto 

nos puede hacer pensar que la vía preferente para la biosíntesis 

es la de los A4. Sin ernbargo,hay que considerar a las enzimas in 

volucradas en ambos caminos, pues es importante conocer la canta 

dad de éstas, así como la velocidad de transformación de un com-

puesto a otro. 

También cabría la posibilidad que en la vía de losA 5  

encontremos pozas de esteroides más pequeñas debido a la rápida 

transformación que sufre el esteroide a testosterona. Y en el ca 

so de los t 4  esteroides se podría acumular el esteroide en las 

pozas metabólicas por falta de enzima que lo transformara (por 

saturación), o por que fuese más lenta la transformación a testos 

terona. 

Apoyando los puntos tratados con anterioridad, se sabe 

que la enzima que se encuentra en mayor cantidad en el testículo 
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es la 3 (30H esteroide dehidrogenasa e isomerasa, involucradas en 

la vía de los t, esteroides. Se ha visto que es más lenta que les o- 

tras enzimas, pero se encuentra en una 	mayor proporción , de tal 

manera ,que no se satura, por lo que resultaría muy difícil la al-

ternativa de que se acumulara esteroide por estas vías. 

Con esto podemos apoyar a la vía de los C,G  esteroides 

como la preferente para la síntesis de testosterona en el testí-

culo. 



T AB 	L A 	111 

CONCENTRACIONES 	DE ESTEROIDES EN 	LOS DIFERENTES 

GRUPOS 	DE MUESTRAS DE 	TESTICULO HUMANO. 

Grupos 	de 	¡nuestras Concentraciones de 	esteroide expresadas en 	ng/mg de 	proteína. 

5P 	P 17 	P A T DHEA DHT E 

"Normales" 0.32 	0.40 0.42. 0.072 0.64 0.02 0.328 0.093 

Diabetes 0.31 	0.32 0.31 0.045 0.51 0.02 0.13 0.07  

Cirrosis 0.265 	0.275 0.19 0.072 0.078* 0.065 0.30 0.08 

Mayores 	de 	57 	años 0.37 	0.64 0.56 0.10 0.98 0.02 0.35 0.04 

Menores 	de 	57 	años 0.33. 	0.20 0.27 0.05 0.15 0.018 0.18 0.07 

No 	significativo estadísticamente. 
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5.0.- 	C O N C L U S I O N E S 

Después de haber analizado algunos resultados en este 

trabajo, es importante hacer notar algunos puntos. 

La poza rnetabólica de mayor tamaño en el testículo hu 

mano fue la de testosterona, considerada como el andrógeno prin 

cipal de secreción o producción fisiológica de la porción endó- 

trina del testículo. 

De los esteroides intermediarios en la biosíntesis de 

la testosterona, los que presentaron pozas metabólicas de mayor 

tamaño fueron: la pregnenolona, la progesterona y la 17a0H pro-

gesterona, esteroides pertenecientes a la vía metabólica de los 

A 4  esteroides. 

Los esteroides involucrados en la vía de los A 5  este-

roides se encontraron en muy pequeñas cantidades, algunos no 

fueron detectables. 

Según los resultados obtenidos, la vía preferente para 

la biosíntesis de testosterona es la vía de los A 4esteroides. 

Sería aconsejable probar las vías referidas con estu-

dios en los que se involucraran pruebas dinámicas, como estimu-

laciones o inhibiciones para corroborar o corregir los datos ob 

tenidos por nosotros. 

Resultaría también interesante efectuar este tipo de 

trabajo en biopsias de personas normales, con el fin de esta- 
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blecer ciertas comparaciones en cuanto a la fisiología del 

testículo. Teniendo cuidado de agrupar-  las muestras dependiendo 

de la edad de los pacientes. 
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