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;espermatozo1des,
adquieren’ 1a  maduracién
células sexuales
Egcién! espermatica

urot, 1981; Cameo et.

algunas . protefnas,

{ Killian and

,F11ck1nger,
Desde e] 3
por,; ssri “ur < 'repiﬁelio’ cilindrico
seudbestr;at'if:icado con.esteraocilios y/o- m1crovellos1dadas, coh
una membrana basa1 g “bite1io estd formado por cince tipos
ce1u1ares Cé]ulas princiua]es, basales, halo, estrechas y claras.

De 1os cinco tipos ce]ulares, las células principales desempefian

el aape1 Vméél importante, ya que metabolizan testosterona a
dlhidrotestosterona giendo este el andrégeno mas activo ( Tindall

et a1.;‘1974 Danzo and Eller, 1978.).

Enfesta trabajo el objetivo fué, determinar en un modelo de

éﬁTtiVo  ce1ﬁ1ér en monocapa, la accidén de los andrégenos en Jla
?L‘Bifefénciacién_de las poblaciones celulares en el del epididimo de
“rataiy ‘mediante un rastreo isot6pico, determinar 1a accidn
énzimatica presante en 3ia formacién de DHT a partir de
testqﬁterona exogena, relacionando as{ los cambios morfoldgicos

con los fisioldgicos.



En; & se cu1c1varon célulasv

nresente trabaJe de tes1s{

de
enid1qiﬁo es"

estostercna (

admiﬁié;ro 100 nM')

‘de 5% de ‘co. Y, 95% de aire a 37 c, ‘én‘cond1c1ones_estér11a
SEAEY 2 ! i .

Posteraormente.‘ se . tomaron fotcgraffas a‘vmacrosco a
(qontraste de. fasas). ‘se procasaron a]gunas muestras
controles.. como ‘. .de 'tratados" para» m1croscop1q e1eccr6n
7tfaﬁsm1sién y se tomaron cu1t1vos posteriores parai real1zat
pruebas de asterasas no espec1f1cas y Acido Peryod1co—$ch f

‘ PotA otro 1ado, se cultivaron céluias de epididimo 'y se L1és
-agregé testosterona tritiada [1,2,6,7,16,17~ 3H(N)]—Testosterona
¢ 100 000 cpm) y se tomaron al{cuotas de los medios de 1ncubac16n
'para determinar por cromatograffia de placa fina, 1os metabolitos
“prqducidos a partir de 1la testosterona, y conocer asfi el
porcéntaje de transformacién dque existe de testosterona a
‘dihidrotestosterona (DHT). A ia par, se realizaron bicensayos con
fragmentos de epidfidimo de ratas adultas incub&ndclos por un lapso
de 6 horas y procesando las muestras para determinar el porcentaje
dek transformacién de testosterona a DHT, con el fin de poder
comparar estos resultados (en donde se sabe que existe una buena
cantidad de DHT a partir de testosterona), con los resultados que
se obtuvieron de los cultivos realizados y los experimentos de
recién nacidos.
Los resuitados mostraron que en los cultivos tratados con
testosterona exdégena, las células presentan algunos cambios en su
morfologia, como son 1Ja presencia de inciusiones lipidicas vy

presencia de mitocondrias con crestas tubulares. Ademds, estos



aéﬁiénlpositiva a la ﬁrueba de PAB- Yy a la

éiarasés:ﬁo especificas a los siete dias, dichos-
,rasultados coinc1dieron con la presencia de DHT a log siete dias
; el hecho de que se presentd una minima cantidad de

'_DHT n 1as ratas recién nacidas.

anterior es importante porque mostré la edad aproximada

Jenw'éueﬁ laé células del epididime ya poseen una maquinaria

]ehzim&ﬁicé madura para metabolizar andrégenos como la testosterona
’haéia'pHT { 8 horas con células en cultivo) y también se pudieron

obéervér algunos cambios morfolégicos en las células que realizan
dicho “metabolismo ( dnclusiones lipidicas, mitocondrias con

crestas tubulares).



14ndulas bu1boqrét¥a1és’o"gféhdu1as
8. e vsxéh‘iéigﬁhos' mam{faros.
] aldndulas como las ampulares ¥
Fcoagulantes. i " cada. parte integrénne del  aparato
iFép;odﬁéﬂor'mascﬂifhb. cumple funciones espeéificas que cuando se
intégran,' dan como- resultado la produccién de Jos gamatos
masculinos 'y por otro lado, la produccién de andrégenos.

Parte importante de este proceso..1o constituye el epididimo,
éargano de orfgen mesonéfrico (a partir del conducté de  wWolff),
cuyo papel es determinante en la maduracidén espermatica. per 1lo
tanto en la fecundacidén de los gametos femeninos por Darﬁe de los
aspermatozoides fértiles., Se considera que eaeste ©6rganc ha
evolucionado tanto anatémica como fisioldgicamente, desderrﬁn
simple tubo para transporte de espermatczoides en peces
(Henderson, 1962}, hasta una estructura bastante compleja con
éran variedad de funciones en mamiferos marsupiales ( Temple-Smith
y Bedford, 1980}, y demds mamiferos.

El epididimo, es un érgano, integrado por varias estructuras,

como son: el conducto del epididimo (tubo Gnice muy enrollado,




“1a superficie poatafolatprai,'deIT

stricturas tisulares, “tejido
s q1§ 1{56{ (' Borysenko, M. et;‘a1‘::
hal1a revestido por. ‘un .gp1€;l1
con estereoc111os. Yy consta de c n
‘1nc1pales. estrechas. claras{_’

W., 1887).

‘encuentra rodeado por capas de miscu

corrssponde a la regidn medi

porcién terminal que s§~ continuakﬁcohf el

cabeza . 1a cola. de forma contraria.a 1o ‘que sucede con la
vmusculatura 1isa. que aumenta en grosor conforme pasa de cabeza a
c91a. ‘Al miprcscopio éptico, el epitelio posee los tipos celulares
ya mencionados .y cuyas caracteristicas se describen a
cont1nﬁac16n:

-  CELULAS PRINCIPALES.- ,1a7 microscopfa o6ptica convencional,

permite observar, las cé1ulas prtnc1pa1es del segmento inicial,

Que muyestran. un nuc]eo a ‘r nte nivel, razén por - 1a cual

algunas <células que poseen sy n Ieo en la parte superior. »536; '

sido referidas cqmo células ica1es (Ham11ton 1975, Reid, 1957.




Sun, 1980). En general’, las célﬁiasléfiqéipqiés son 3moée£édémente

poseen’ nucleo

coloreadas:,

108 grénulos densos

las

a 1as del . segmento

s moderada, niicleos de tamafio irregular

] nente iréd fegibnksﬁpranuclear contiene muchos
los densos en la parCe basal de las células.
mlctoscopia electrénica caracteriza a estas células
: porque su membrana plasmétxca basal hace contacto con la membrana
basal subyacente por -medio de procesos celulares, ya sean anchos
o' delgados. En la regién apical de estas células se encuentran
pequefias invaginaciones entre las bases de las microvellosidades
en - la membrana plasmdtica y se extienden hasta el citoplasma.
Subyacente a la superficie celular apical, se localizan grandes
vesiculas de superficie membranosa aparente (100 nm. de didmetro),
{Hoffer, A. P., et al, 1973; Flickinger, €. J. ,1979). Exi{sten
"también numerosas vesiculas grandes sin una envoltura membranosa
aparente, tipo endosomas, (150-300 nm. de didmetro), tales
elementos o vesiculas lisas, son mis o menos esféricas y pdalidas,
las que contienen acumulos de material. En la regién apical
también hay mitocondrias, filamentos, polisomas, reticulo
endoplésmico rugoso, endosomas, cuerpos multivesiculares pdlidos y
microtibulos.

La regién supranuclear de estas células contiene al

aparato de Golyi formado por muchos sdculos  y elamsntos‘




ves1culares asociados de camaﬁo pequeﬁo e 1ncarconectados. 'Eiisca BN :

as células pr1ncipales de la cabeza y 1as de'

: 1a‘ cola ya que las prlmeras, tlenen gran cantidad de l;sosomas

cuerpo tamblén se presentan

dxstxnguen por su clcoplasma denso, nucleo denso Y alargado en’ 1a

letad superior de la célula Y una base estrecha no blen de 1nida :1'
que hace contacto con la membrana basal. -

Su ultraestructura muestra células columnares altas Y mas
estrechas que las principales, con su nicleo en la parte media. Son
ricas en mitocondrias dispersas por todo el citoplasma, tienen
abundantes elementos vesiculares pequefios Yy sin envoltura en su
regién apical y poco reticulo endopldsmico rugoso. Los cuerpos
multivesiculares muestran una matriz pAlida, moderada o densa Yy
son evidentes en la regién supranuclear con posibles lisosomas.

El aparato de Golgi tiene numerosos sdculos y vesiculas
asociadas y se encusntra en la regisdn supranuclear a todo lo largo
del nicleo. En 1la regién basal hay raeticulo endopldsmico,
polisomas y mitocondrias (Sun y Flickinger, 1980); a través del
citoplasma existen muchos grdnulos de glucégenc en grupos.

ta diferenciacién de células precursoras hacia células
estrechas, parece ser independiente de andrégenos (Delongeas Yy
Gelly,1985). Estas células son precursoras de las células claras

(Sun y Flickinger, 1979).




- CELULAS. " ‘CLARAS.- Estas -céiulas,se identifican‘en

raegiones, por su regién apical altamente vacuolada yvla pre néia."‘
de numerosos grdnulos densos abajo o arriba del nucleo qﬁe‘ §hed§ﬁ
estar en diferente posicién. El nicleo es redondo, pélidb f ébniﬁn—
nucleolo prominente. La regién basal, se halla con frecuencia
llena de cuerpos moderadamente densos o palidos.

Desde el punto de vista ultraestructural, se aprecia  la
regién apical con numerosas vesiculas pdlidas de diferente tamafio;
tienen una gran regidn supranuclear con abundantes cuerpos densos
¥ en su regién basal, se encuentra el nicleo con una cantidad
variable de gotas de lipidos. Presentan microvellosidades de la
membrana plasmdtica apical hacia el lumen e invaginaciones en
dicha membrana. En la regién apical, entre la cisterna de reticule
endopldsmico rugoso y mitocondrias hay vesiculasg no envueltas de
diferente tamafio. Grandes vacuolas sin envoltura en la regién
apical con elementos membranosos de diferente tamaflo. Hay
ribosomas Llibres y varios tubulos apicales membranosocs. Cuerpos

" &cido-fosfatasa positivos de naturaleza lisosomal.

En la regién basal se encuentra el nicleoc pAdlido y abundantes
gotas de 1lipidos, poco retfculo endoplasmdtico, polisomas Yy
mitocondrias. La membrana plasmidtica basal constituye wuna unién
uniforme con la membrana basal principal adyacenta, ¥y muestra

vesiculas tanto cubiertas como no cubiertas.

~CELULAS BASALES.- Son células planas, alargadas cercanas a la base
del epitelio, donde entran en contacto con la membrana basal.

Poseen un nlcleo esférico o alargadec moderadamente denso con



'!parchés de cromatina ‘condensada periférica, rodeada de citoplasma

* palide

Sbay micrdscopia electrénica, nos permite caracterizar estas
-';cé1u1h;-por ser pequefas y redondas o alargadas con nucieo grande

¥y poco citoplasma. Tienen una gran superficie de contacto con la
membrana - basal fundamental. Estas células no tienen contacto con
el lumen. Existen algunos desmoscmas entre las células basales vy
las principales (Hamilton, 1975), el poco citopiasma que rodea al
nicleo tiene aparato de Golgi, mitocondrias y reticulo
andopldsmico rugoso poco desarrollado, pocos 1isosomas, cuerpos
multivesiculares y gotas de 1lipidos ocasionales. Vesiculas
envueltas y sin envoltura a 1o largo de la superficie, cuerpos
multivesiculares Yy lisosomas que sugieren endocitosis (Hamilton,

1875).

- CELULAS HALO.- Se hallan distribufdas a todos los niveles del
epitelio y se pueden identificar por su ndcleo denso con parches
de cromatina condensada periférica rodeada por citoplasma pAlido.
A nivel de microscopfa electrénica podemos ohservar gque son
semejantes a los linfocitos ( Hamilton,1975: Flickinger,Howards vy
€English, 1978; Goyal, 1985; Hoffer, 1976). Se hallan en la l4mina
propia fundamental y poseen un nacleo en forma de “C" con
numerosos parches de cromatina, su citoplasma es pdlido, tienen
retfculo endopldsmico rugoso poco desarrollado, mitocondrias vy
ribosomas libres, aparato de Golgi muy desarrollado, asociado a un
par de centriolos, vesiculas palidas en su citoplasma vy tamﬁién
algunos cuerpos ligados a la membrana rodeados por una regién mas

palida (estos son fosfatasa-acida positives y tienen naturaleza



lisosomal), ‘hay “pocos :cuerpos  multivesiculares .y no -existen
uniones

videntes:entre las células.”

‘@e i::una - barrera’

Existen bevidénéias'rde“iaryﬁfeﬁéncié
‘anatémiqo-fisiq;égica, entre la sangre y ios testtéuloé.’La primera,
fue hecha por  Friend y Gilula, en 1972, .y -posteriormente - fue
confirmada por otros investigadores {Cavicchia, 1979;. Suzuki vy
Nagano, 1978; Greenberg y Forssmann, 1983; Hoffer y Hinfbn, 1984).°
Picha evidencia consiste en la presencia de uniones estrechas
entre células principales adyacentes en el epid;dimo de rata;
Suzuki y Nagano notaron que la organizacién geométrica de estas
uniones disminuye en nimero desde el segmento proximal hasta el

distal del epididimo.

La barrera funcional existe debido a la difersncia de
concentracién de los compuestos orgdnicos e inorgdnicos entre el
fluido luminal y la sangre (Crabo y Gustafson, 1964). Idea que se
reforz6 después con los experimentos de micropuntura de varios
investigadeores, {Jenkins, Lechens y Howards, 1980; Turner, et.
al., 1984; Johnson y Howards, 1976; Turner, et. al., 198S5).

Con respacto a las funciones del epididimo, se pueden citar
las siguientes:

A) Absorcitén del fluido de la rete testis.

Diche flufido se absorbe en la cabeza por medic de difusidén
pasiva {Crabo y Gustafson, 1964}, se absorbe agua y estdn
involucrados dos iones dependientes de andrégenos, el ién cloro
(en la cabeza} y el idén sodio (en la cola}. Se ha observado la
endocitosis que realizan las células epiteliales al wutilizar

varias moléculas en diferentes experimentos realizados, por

10



ejemp]o, la - ferritina catiénica, la ferritina nativa y la
“ peroxidasa; ".mismas que fueron fagocitadas por las células
'epitélia]es. En el segmento proximal de la cabeza, dentro de las
células principales, sa encuentra la proteina ligadora de .
‘andrbgenbs ( Pelliniemi, L. J., et al, 1981; Attramadal, A., et
al, '1981). La alfa~2 macroglobulina ¥ la transferrina se  hallan
-secuestradas en vesficulas que son recicladas al lumen. i

B) Secrecién de protefnas.

E1l epidfdimo es capaz de secratar carnitina (porcién
distal de la cabeza), inositol (cauda) y glicerilfosforilcolina
(cabeza) . El ebidfdimo toma azlcares y los incorpora a sustancias
que se liberan al lumen, dicha sintesis y transporte es m&s répida
en la cabeza y cuerpo que en la cola. Han sido identificadas, una
seria de proteinas similares, dicho grupo de protefinas, se
relacionan con ta maduracién espermatica y su sintesis, la cual
estd mediada por andrégenocs, tales proteinas son, entre otras:
glicoprotefna epididimal 4cida, protaina de la motilidad de

Forward, protefna DE, protefna IV y Protefna F.

C) Sfntesis y metabolismo de esteroides.

En el epidfdimo, existe biosintesis de testosterona a partir
de acetato, colasterol, pregnenolona, progestarona ]
bdihidroapiandrosterona { Fig. B). La progesterona se convierte en
metabolitos S-a-reducidos.
La enzima 5-a~-reductasa, wutiliza como sustrato a la
testosterona para transformarla en dihidrotestosterona (DHT),
compuesto que sirve como sustrato a otra enzima importante, la 3-

a-hidroxiesteroide deshidrogenasa, aue transforma la DHT, en 5-

11



a-androstan-3-a-17-B~ol, andrégeno inactivo y sustfato de ”15 17
a-hjdrpxﬁ]asa; La 3-a-hidroxiesteroide deshidrdgeﬁasa.'Les' S :
una enzima‘que puede ser dependiente del NADP o del NADPH 'y que no -
cambia con 1a edad, ademads de que permanece consténte;a.1o ‘largo
de todo el epidfdimo. La 5-a-reductasa se encuentra ]iéada»aila
membrana, su pH &éptimo es de 6-7 y requiere. . de- NADPAi'como
cofactor, en algunas especies es mayor en el epiteiio de la cabeza
y se detecta a las 6 u 11 semanas de vida.

Cabe sefialar que 1a  dihidratestosterona (DHT) es
precisamente el andrégeno mas active, el cual se ha compfobado que
es capaz de estimular la formacién de ARNm, que sintetiza la
glicoprotefna 4cida epididimaria (GAE), ademés de incrementar 1a
sintasis de otras protefnas. Dicho andrégeno, es metabolizado por

Jas células principales a partir de la testosterona.

D) Sintesis y metabolismo de otros compuestos como
prostaglandinas. .

Existe 1la sintesis de compuestos como el glutation, que as
mayor en la cola del epididimo y le sirve como proteccién de 1la
enzima para los espermatozoides en contra de sulfhidrilos
enddégenos 1libres. Las prostaglandinas se presentan en mayor
cantidad en la cola del epididimo y la vitamina “D”, que . también .
es mayor en 1a cola y hasta el momento se desconoce eu funcion - en

dicho 6rgano.

E) Espermiofagia.
Los espermatozoides no eyaculades, son e11minadbé’én algunas

especies a través de 1a orina, pero no.en todas._pbrf]o”tanpé Sé3hé’~

12




p]ﬁnteaﬁor jg,ﬁfeéénéi
epitelialasi epidid
posjs1émehﬁa {
(Neaves,l_ﬁ.'

1969; Hoffer

COMPGSICION

s importantes - como

' protefnas,

. cabeza tal 18 porcién distal de 1la
“cola (Levine y Marsh

Entre las molécuias

‘podemos citar la:. a ;xglféer11fosforj1co11na,

fosfocolina, inositol, {écido ia _cd;(Afora; Dinakar y .Prassad,
1975), glicerol (COobef"y‘:Braoks, ' 1981), prostaglandinas,
glutation, 4cido ascérbico yVQibamind D." Log principales iones
que se ancuentran en 1 apididimo, son el sodio, potasio, cloro y
fosfato, estos varfan en concentracién y distribucién a 1o largoe
dal conducto (Crabo y Gustafson, 1964).

Dentro de las moléculas orgdnicas, es importante destacar que
la carnitina ha sido propuesta como un posible precursor de la
acetilcarnitina, fuente de energia para 1los espermatozoides
(Casillas, Villalobos y Gonzédlez, 1984), o también como molécula
promotora de la maduracién de los espermatozoides durante su paso
por el epididimo (Casillas y Chaipayungpan, 1979).

Tanto la glicerilfosforilcolina como 1a fosfocolina
[ ]

13



”iptéﬁvienehl en la = concentracién . ‘dé f.:;éstbsééfépéfi'lyr
; dihidfé:estbéteroﬁa en el epididimo. Algunas p:oﬁginéé 'Q#esentes
;énk‘e;bldmen son secretadas por el epitelio, per;?se ha ééoﬁuestd
 5dﬁ9 ﬁambién puaden ser secretadas o absofbidas 'pbr los
'ésﬁérmatozoides (Wong, Tsang Yy Lee, 1981). La albumina, la  a-2-
:macroglobulina, la transferrina Yy la proteina ligadora de
andrégenos, son algunas de las proteinas que se han encontradeo en
el f£lufdo luminal del epidfdimo (Turner, et. al., 1984; Wong vy
Yeung,1978; Skinner y Griswold, 1982)., Otras proteinas estén
presentes pero sélo se tiene evidencia indirecta de su presencia,
tal es el caso de glicoproteina epididimal 4cida {(Lea y French,
1981), la glucoproteina 4cida dimérica (8Sylvester, Skinner 'S
Griswold, 1984) y la proteina de la motilidad (Brandt, et. al.,
1978). Enzimas importantes, presentes en el lumen, son
galactociltransferasa {Hamilton, 1980}, 1la a-1,4-glucosidasa
{Paquin, 1984), 1la anglotensina I {(Hohlbrugger, et. al., 1982;
Hohlbrugger y Dahlheim,1983) y una glucoproteina de alto peso
molecular (> 1,000,000) que se ha propuesto que tiene la funcidén
da. actuar como substancia de inmovilizaci6én para’ los
espermatozoides (Usselman y Cone, 1983), a dicha proteina se le ha
denominado mucina y es la causa de una viscoelasticidad muy alta
del fluido luminal de la porcién caudal del epididimo de rata.
Los espermatozoides, se encuentran en el lumen de la porcién
caudal del epididimo.
La regulacién de las funciones hasta ahora descritas, tanto
epiteliales como luminales, se hallan reguladas por andrégenos y

en particular, podemos citar a la testosterona vy algunos

14



metabﬁlitos Sa-reducidos’ de;,éétﬁ,-la unica  funcién que no se
eancuentra ‘ directamante reguladé por‘ andrégenos, es la
~espermiofagia, ( Orgsbin-Criét; M, C., Danzo, B. J. y Davies, J.,
1975). ) i ’

Se ha confirmado la presencia de receptorxes citoplasmicos
epididimales (Ritzen, et. al., 1971; Hansson, et.al., 1973) que
permiten el ligamiento de la DHT,(dihidrotestOSCQrona) , mismo que
puede ser bloqueado por antiandrégenos como el acetato de
ciproterona y la flutamida (Tindall, et.al., 1975; Tindall, et.
al., .1974; Danzo y Ellaf, 1975). En 1971, Ritzen et al. reporté
una segunda proteina con alta afinidad de ligamiento en el citosol
Y 9que es sintetizada por las células de Sertoli Yy penetra al
epididimo via conducto eferente, dicha protefina fue denominada
Proteina-Ligadora de Andrégenos (ABP).

Ademds de estas proteinas, se han podido identificar algunas
hormonas como la prolactina, el estradiol y otras sustancias como
la vitamina D, que posiblemente tengan algun papel importante en
el tejido, pero que todavia no estd bien establecido. Es
importante mencionar el papel que le ha sido atribufdo a 1la
aldosterona, mineralocorticosteroide adrenal localizado sobrs la
células claras, que es el de regular la concentracién de 1los
espermatozoides en el epidfdimo, (Jenkins, A. D., Lechene, C. P. ¥
Howards, S. 8., 1983; Hinton, B, T. y Keeper; D.A., 1985; Turner,
T. T. y Cesarini, D. M., 1983). )

Otro papel importante es el que jusga la vitamina D, que es

el de mantener la homeostasis del calcio y fésforo.
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EPIDIDIMD

Segmento proximal
(cabeza)

Segmento distal
(cabeaza)

Tuﬁulus~eferentes
R Cabeza
,,.:w‘:REVt'e;tekstis

Cuerpo
7

- Tabulo
seminifero

——

Conducto
deferente

TESTICULO

Segmento proximal
{cola)

{cola)

FIGURA A. REPRESENTACION DIAGRAMATICA DEL TESTICULO, MOSTRANDO LA
LOCALIZACION DEL EPIDIDIMO Y SUS PARTES.

¢ Tamado de Knobil, E. The physiclogy of reproduction, p&g. 1001)
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CBJETIVO
Determinar los efectos morfofuncionales y metabélicos de
adminiskracién exégena de testosterona, sobre el epididimo
ratas recién nacidas y adultas, asi como en cultivos celulares

dicha estructura.
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HIPOTESIS

S8i  la testosterona administrada de manera exégena en
bioensayos y cultivos primarios de epididimo de ratas recién
nacidas, produce cambios morfolégicos a nivel de organelos, estos
podrdn ser identificables por técnicas inmunocitoquimicas b4

ultraestructurales.
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A

b

2.
3,
4,
5.
6.
7.
8.
9.
10,

12,
13.
14,
15.
16.
17.

) MATERIAL NO'BIOLOGICO..

METODOS.

n'nacidas de la cepa Wistar,

acu1tad de Medicina de 1la

1.”Acetato " de -etilo . .(  Mallinckrodt;.'Inc.:' Paris, :Kantucky,
~U.S,A.). - L : : Lo G R

Aéetato de ﬁranilo ( éigmélCHéﬁ;éé{ ;Lﬁgjé:L'M;.ri
U.8.AL) e LR
Acetona ( Merck-México, S.A.).
Acido sulfurico ( Merck-Méxiéo;‘séA.)
Albumina ( Sigma Chemical Co. St. Louié
Antibidticos { Microlab, Méxicoi)ff:‘
Araldita 6006 ( Ciba-Geigy, S.A. Basi1sa,

Azul tripanoc ( Marck-México, S.A.).

Benzal (Farmacéuticos Altamirano de México, S.A;J;" 

Buffer de fosfatos ( Merck-México, S.A.). _l

-Citrato de plomo ( Merck-México, S.A.). - R

Cloruro de potasio, KC1 ( J.T. Baker, S.A. de C.V. México).
Clorure de sodio, NaCl ( Merck-México, S.A.).

DDSA (Dodecenyl Succinic Anhydride)}, ( Merck-México, S.A.).
DMP-30 (2,4,6-tri(dimetilaminoetil) fenol), ( Merck-México,
D1213rometano { Merck-México, S.A.).

Esténdares: Androstenediona, Testosterona, 5-a-Diona, 6-8-

Diona, Androsterona y Dihidrotestosterona ( Sigma Chemical
Co. St. Louis, Mo. U.S.A.).
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‘de cuitivoi Dulbecco’s Modified ‘éa'g*lé
Laboratorieg. Life Technologies, inc

‘126 Methy1 p-Hidroxybenzoato ( Merck-México, S: A )

:27 POPOP  ( 1,4-bis-[4-Methyl-6-phenyl- 2-oxazoly1]benzene)
( sigma chem1ca1 Co. St. Louis, Mo. U.S.A.).

28. PPO { 2,5-diphenyl-oxazole). { Sigma Chemical Co. St. " Louis,
Mo, U. S.A.)

29. Tetréxido de osmio (Merck-México, S.A.).
30, Suero bovino fetal (S.B.F.) ( Microlab, México,).

- 31. Testosterona fria ( Sigma Chemical  Co. St. Lou1é. Mo.
U.S.A.).

32, Testostarona marcada ([1,2,8,7,16,17-3K (N)]- Testosterone
(0.250 mCi) { Du Pont, NEN Products, Boston, MA.) .. .

33, Tolueno ( Merck-México, S.A.). : b

u.siA. ).
@rand-Island,

34, Tripsina ( Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.
(Gibco Laboratories. Life Technologies, .Inc.
N.Y. U.S.A.). L i

35. Triton X 100 ( Sigma Chemica1_co.'StJMLou1$
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“GULTIVO CELULAR.
Para Eea1izar el cu1t1v9 celular, se uq11iiaron los epididimos de

‘ratas‘ macho devla cepa w1staf. dentro de un rango de edad de 0 a

"6 'dfas. E1" instrumental adecuado para la diseccién, se esterilizé’

en una -solucién de benzal, durante un lapso de 30 minutos, Las
ratas se desinfectaron perfectamente, con benzal por unos minutos
: Y en-seguida se colocaron en una campana de extraccién, donde
fueron decapitadas. Para su diseccién, se sujeté perfectamente el
ejemplar decapitado en un scoporte de fondo obscurc, y se procedid
a la extraccidon de l1os érganos correspondientes. Dicha operacién
se practicé mediante una incisién en la regién posteroventral del
ejemplar. Una vez abierto, el ejemplar se colocd en el microscopio
de diseccién y se ubicd 1a vejiga urinaria, como referencia para
identificar 1los testiculos donde a su vez se localiza el
epididimo, que se encuentra en la superficie posterolateral de los
mismos. Habiendo 1localizade 1los testiculos, se exbrajerbn
'comp1etcs Yy se colocaron en una caja Petri con solucién salina

+

+ ++
balanceada 1ibre de Ca Yy Mg (s.s5.8.), con antibioticos

(10,000. unidades/ml. de peniciiina y 10,000 micro gramos/ml. de
'estfebtamicfna). Postariormente se disecaron los epididimos,

tratando de eliminar 1la mayor parte del tejido aque rodea al
conducto epididimario. Una vez disecado el tejido, se coloc6é en un
tubo c¢onico con 2 ml. de solucidén enzimatica de tripsina 0.25%,
(ver apéndice), para su disociacién. La disociacién del epidfdimo
se 1levd a cabo por medio de resuspendido mecdnico-enzimatico del
mismo, que consiste en hacer pasar el tejido que se encuentra en
solucién enzimatica de tripsina, por la punta de una pipeta,

bombeando varias veces., Se tomaron cinco fracciones de tejido a
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Eintéiﬁa}os'éé S;miﬁutds, eéidééir sé.reééspendieron laskcélulés'en,
v2'ml. de spiﬁciﬁn‘dﬁ ttip;iha;fﬁd&js minutes ‘en el primer. tubo,al
trancurrir los. 5 minutos, e dééiéﬂe 1a discciacién ezimaﬁiqa,,éon_
4inhibidpr de ‘tripsina y el ;éjido que no se terminéd de disodiar,
'sa pasd.a un segundo tubb,rdonde se resuspendié por otros. . cinco
.minutos m&s con 2 ml. de solucisn de tripsina, al término de .los
cuales, se agregaron 2 ml. de inhibidor de tripsina para detener
la dQisociacién y nuevamente, el tejido que no se alcanzé a
disociar, se pasa a otro tubo y 56 sique disociando hasta
completar 25 minutos, esto tiene la finalidad de detener la accién
enzimitica sobre las c¢élulas y evitar asi una mayor muerte
celular, que se podria presentar si disociamos por un lapsc de 25
minutos continuos. El inhibidor de tripsina se utilizé al doble de
concentracién de la solucién de tripsina ( 0.50%, ver apéndicel},
para asegurar que se detuviera la accitn de la enzima sobre las
células, por lo que al final de la disociacidén, sBe mezclaron
perfectamente las cinco fracciones, y se dejé una sola suspensién
celular.

Posteriormente, dicha suspensién, se centrifugé a 1000 rpm.
durante 10 minutos para separar el inhibidor y la tripsina de las
células, se decanté el sobrenadante y se di6é un lavado con 5 ml. de
medio de cultivo, resuspendiendo las células y centrifugandec por
otros 10 minutos a 1000 rpm. Una vez lavadas las cdlulas, se
procedié a contar las células colocando 50 nl. de suspensién
celular Y 50 pl. de azul tripano (ver apéndice), de esta dilucién
se tomaron 50 ul, y se colocaron en la camara de Neubauer o

hemocitémetro, y se contaron las células que se encontraban en las
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a)

o cuadrantes de d1cha camara. Sé]o se contaron

AT podemos conocer el numero de células que se tienen por

,mjlﬁl{trp, que = para este trabajo fueron 750,000 en promedio.

dentro de las cajas Petri de {0mm. de didmetro, agregéndoles
ml. 'de medio de cultivo previamente preparado, (ver apéndice).

';Laé' muestras ya sembradas y perfectamente etiquetadas

. o
incubaron a 37 € c¢on 956% de oxigeno (0 ) y 5% de diéxido
2

carbono ~ (CO ) por un lapso de dos semanas durante las cuales
2

las

son- las unicas

cadgf

=Finalmente, se sembraron 750 000 células para ‘los lotes

.Control‘ y el mismo nimero para los tratados, sobre cubreobjetos,

2.5
se
de

se

les aplicaron las pruebas de esterasas no especificas, fotografia

a microscopia de luz ( contraste de fases) y prueba del Acido

Peryédico-Reactivoe de sShiff, esta Gltima prueba, también

50

practicé a 1la par en cortes de intestino delgado para tomarlos

como control y poder compararlos con los cultivos de epididimo

realizados, obteniendo asi 1informacién cualitativa del contenido

de mucopolisacédridos.

E1 medio de cultivo se cambié cada tercer dfa, verificando la

viabilidad de 1las células en el microscopio.

Muestras tratadas.

Se tomaron cinco cajas Petri que contenian células, ademas

del

medio de cultivo, 50 microlitros de testosterona 100 nM, frifa,

sin marcar, (ver apéndice).
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»b):MyéétrbsAédhcro{

céiula y:medio de;cultivo.

se:incubaron por.siete dfas yiisé‘ fealizﬁroﬁ.”1as

ondientes” cada dfa, es decir se sacaron ‘una :por-

o De ‘estas células sembradas se tomaron muestras tanto de
abniréles como de tratados para realizar diversas observaciones  a:
'nfveﬁ de - microscopfa electrénica de transmisién, analisis de
esterasas, fotografia y fotomicrografia y andlisis cromatografico
de act{vidad enzimética esteroidogénica, es en este ultimo

andlisis cuando se utiliza la testosterona marcada.

Cada uno de los estudios antes mencionados se realizaron bajo

1la misma metodologia general, pero fueron manejados bajo

condiciones especificas, dependiendo del tipo de estudio
realizado. Estas condic{cnes se especifican en la parte
correspondiente.
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Jas celulas sn cultivo.

sembraron’ sobre cubrecbjetos de -

“contenidos en cajas Petri de”10 mm. de didmetro.’

"Los pasos a seguir en este tipo de microscopia son: :

L ?ii;b?énf4 Se utilizé técnica de inmersién, ya que 'sélo sgi ﬁizp

e ﬁicroscopia electrénica de las células en cultivo, tanto controles
coma tratados con andrégenos ( testosterona no marcada).

A las cajas que contenian las células cultivadas, se 1les
agregaron 2 ml. de fijador, se uti]izb glutaraldshido 2.5% en
‘buffer de . fosfatos 0.1M a pH 7.2 - 7.4, el tiempo de fijacién
varié de 30 a 60 minutos, dependiendo de 1las necesidades del
tejido. Las muestras se lavaron por decantacién con buffer de
fosfatos de sodio 0.16M a pH 7.4, haciendo 3 cambios de 10 minutos
cada uno; las muestras se pueden quedar en buffer durante 24
hrs. a 4 grados centfgrados.

Postfijacién u osmificacién.- Se hizo con tetradxido de osmio al
1% en buffer de fosfatos 0.2M pH 7.4 da 1 - 2 hrs.

Esto permitié obtener mayor contraste y mayor estabilidad en las
membranas. Realizada 1la postfijacion, se procedié a lavar las
muestras en buffer de fosfatos 0.15M, con 3 cambios de 15 minutos
cada uno. .
Deshidratacién.- Las muestras se deshidrataron con una serie
ascendente de alccholes. El1 procedimiento de deshidratacién se
hizo de la siguiente forma, utilizando alcohol etilico:

Alcohol 50% para lavar las células en cultivo.
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1 cambio.de. {0 mins: &

quedar 10s teJ das durante 8 hrs

fAjtho1-80x 1 cambio de 10 mins.’

~iATcohol. 95% 2 cambios de 10 mins. cal
“ATcoho1 100% 3 cambios de 15 mins.
-E1 tiempo.de deshidratacién no debe exceder de’ 2

Vinfi1tracion.— Se realizé con. una. mezcla 1na—sd1§ehte

en este caso, Araldita-Tolusno en proporcisn 1i1. Las muestras se
decantaron, y se les adicioné solvente, req1iianﬂd{é cambios de 10
7i4m1nﬁtu§7 cﬁda uno, con la finalidad de extraer iés residuos de
"IGOhol en.los. tejidos y obtener mayor penatracién de la rasina.
jInc1usi¢n y. polimerizacidn.- Se 11evé a cabo con araldita-

" tolueno, 1a cual se preparé de la sig. manera:

DDSA 3.5 cc {endurecedor}
Araldita 6005 6.0 cc (resina)
' Tolueno 6.0 cc ’ {solvente)
DMP - 30 0.12 cc (catalizador)

Se adicionaron cémo se mencioné anteriormente. Es necesario
fabricar recipientes de aluminio de 1 cm. de altura y en el fondo
colocar una gota de resina, después se colocd el cubreobjetos con
las células cultivadas y por Ultimo las células se cubrieron con
resina, Este recipiente se colocé en una estufa a 60 grados
centigrados por 1 hr., es recomendable hacer 2 cambjos de resina.
Finalmente, se desprende el cubreobjetos y las céliulas son
colocadas en capsulas de plastico que ya vienen con la forma del
molde adescuada y se orientan apropiadamente, (parte plana da}
tejido hacia el fondo de la cadpsula), se cubrieron con resina Y.

se etiguetaron para su identificacién. La poiimerizacidn ocurre -

27




cuando las cédpsulas se introducen en la astufa a 60 grados
centigrados y el tiempo varfia de 12 a 24 hrs.

En - la elaboracién de las cuchillas se wutilizaron barras da.
vidrio LKB, de 40 cms. de largo, 7 mm. de grosor y 25 mm. de
espesor, previamente lavadas y libres de polvo y grasa.
Antes de realizar los cortes, se moldearon los bloques de resina
para obtener una pirémide truncada, formando un pequefic cuadrado
donde se encuentra el tejido, y una base amplia.

Los cortes se realizaron con un ultramicrotomo manual Porter-
8lum, MT-1.

Las cuchillas contenfan un pozo con agua bidestilada para perﬁitir
que tos cortes flotaran y por rafraccién de la luz, se supac el
grosor de 1los cortes. Este pozo se logré colocando una cinta
angomada y sallada con esmalte transparente para ufias. '

El1 espesor de los cortes fue:

1 micra ........4s... color verde

90-60MM. ........... COlOr plata

Los cortes adecuados para microscopia electrénica de
transmision son 1los plateados y los grises, mientras gue 1los

cortes semifinos ( verde) son empleados para identificar las

- estructuras a estudiar por medio de microscopfa de luz.

Para contrastar, se requirié de metales pesados. Los cortes finos
se colocaron en rejillas de cobre pequefas ( 300 mesh ) y se
contrastaron con acetato de uranilo al 2% ( alcohdlico ) en
metanol al 50% 1las muestras se lavaron en metanol 50%,
requiriendose de 3 cambios de 1 min, Se dejaron secar las muestras

scbre. papel filtro durante 10 mins. Y después se colocaron en
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qftféto plbﬁo' éoh*1a~caré ‘queicont

'abajo. en contacto con el citrato’ de p10

cftrato es al\minado con - agua b1dest11ada
"m1n.vcada uno. -
 La§ :muestrus se dejaron secar sobre pape) fj]iﬁ

altimo se observaron en el microscopio e1eccrénig“

(: Zeiss, M-109), para identificar estructuras y: pode

micrografias correspondientes del tejido.
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TECNICA PARA ESTERASAS NO ESPECIFICAS.

Reactivos necesarios:

1. Na PO 7V Nitrito de sodio 4%
2 4
2. KH PO 8. 'Alfa naftil acetato .
2 4 - :
3. Acetona 9. ‘Eter monometil etilen glicol:
4. Formaldehido 37% 10. Hematoxilina de Harris
5. Pararosanilina .11.. NH OH
: Ytk

6. HC1 concentrado
Todos los reactivos utilizados correspondiercn a la marca Merck-
Méxice, S.A.
A) Solucién fijadora:
20 mg. de NEZPO‘. 100 mg. de KH2P0 , 30 ml. de agua dasti]nda, 45

ml., de acetona y 25 ml., de formaldehido 37% (guardar en

refrigeracion).

B) Buffer de fosfatos:
I.~- 9,465 g. de Na2HPO4 en 1 litro de agua destilada
1I.- 9,070 g. de KH2P0O4 ( 1/156 M ) en 1 litro de agua destilada.

Se mezclan 85 ml, de I y 156 ml. de II.

C) Pararosanilina: (Debe ser recients)

250 mg. de pararosanilina en § ml. de agua destilada y 1.26 ml. de
HC1 concentrado, calentar suavemente, se deja enfriar y se filtra.
Se mezclan igual volumen de pararosanilina y solucién de nitrito

de sodio al 4% y se dejan reaccionar por 1 minuto.

D) Solucidén alfa naftil acetato:
Disolver 50 mg. de alfa naftil acetato en 2.5 ml. de  eter

monometi) etilen glicol.

E) Mezcla de incubacién:
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pararosanf11na hexazot1zada 'so ucién de  alfa

__naft\I acetato .y 45 mls de huffer ‘se ajusta 1‘pﬂj§'§.ﬁ con’ NaOH

’cla: se: filtra antes lé‘ agrega a 1la

v,seideja 45;m)nutos.-33 n:agua destilada y se

;fobservan ;91— microscopic dé Tdé. Los’clitivos  que tisnen color

o esterasas.

Esta prueba, sdélo #é bracticﬁ a ias células en cultivo,
tanto a controles como tratados‘ c 24 horas .para ver al momento
en que presantaban reacc16n positlva a esterasas no especfficas.

Todos 1os reactivos utilizados fuerpn de la marca Merck-México, '

S.A.

REACCION DE ACIDO PERYODICO-SHIFF . :
Esta reacci6én se llevd a cabo, para detectar 1a-pré§§n91a,dé
mucopolisacdridos en los cultivos celulares de epididimo. 'La

metodologfa para dicha reaccién fue la siguiente:

1.- Fijar las células en buffer neutral de formol al -10%" i

2.~ Lavar con agua destilada.

3.- Agregar solucién de azul alciano pH 1.0 por 30 minutos.

4.- Quitar el exceso de azul alciano con un papel secante y lavar
con agua por 5 minutos.

5.~ Oxidar con solucidn de dcido peryédico por 5 minutos.

8.~ Lavar con agua circulante por 5 minutos.

7.~ Agregar solucién reactiva de Schiff por 10 minutos.

8.~ Enjuagar con solucién de metabisulfito de sodio, tres cambios

de 2 minutos cada uno.
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9.~ Lavar con agua circulante por 10 minutos.

10.- Deshidratar con alcohol 95% , alcohol absoluto "y racTafgr:‘

con xiloi, haciendo dos cambios en cada uno.’ - . H
También esta prueba se aplicé solamente a-las. células:ien::

cultivo utilizando reactivos de Merck-México, S.A..
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CROMATOGRAFIA ‘DE:CAPA FINA. . »
Laybromatoéraf{é.ga ‘de: radioisétopos, son
dos ‘técnicas que parmiten’cc ransformacién

que - -hay,” - de " un.com isma . ruta

metabélica por

Los viales se sacaron de 1la incubacién cada

»bﬁa-vaz €erm1nado el tiempo de incubacién se detuvo

esta con 10 ml. de éter frio y se congel6 a - 20 C.

b)wéé1u13"de epididimo de ratas recién nacidas en cultivo.

Se

mbraron 1 000 000 de células, de 1a manera antes

" descrita. Se utilizaron siete cajas Petri, una por cada dfa de 1la

sqména. A dichas cajas, se les agregaron 10 ul. de hormona marcada

]
y se incubaron en la estufa a 37 C en una atmésfera que contenia

6% de CO y 95% de aire. La incubacién se llevé a cabo por siete
2

dfas, se obtuvo una caja cada 24 horas y se proces6 por medio de

cromatografia.

c) Bioensayos con fragmentos de epididimos de ratas adultas.

Al mismo tiempo que se elaboraron los cultives, se hicieron
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.bjoénégyos con ratas adultas, extrayendo el epididimo e incubando
0 frégmantos del mismo en seis viales diferentes con medio de
.cultivo y téstosterona marcada, estos fragmentos fueron pesados-
‘péra establecer la relacién entre porcentaje de transformacién por
‘mi1igraﬁo.de tejido, se incubar fragmentos, procurando que Su peso
fuera similar. Dichos fragmentos se incubaron por un iapso de seis
hofasﬁdetenieﬁdo_la incubacién con 10 ml. de éter frfo cada hora y
ge  dejaron las muestras listas para su cromatografia
cérrespond1ente. El promedio de peso de los fragmentos fue de 3
mg..y en el Ultimo vial se colocaron varios fragmentos que en
'éfémédio Vpesaban 10.8 mg., este vial se incubé por 6 horas
también.
EXTRACCION.
Se realizaron tres extracciones con 10 ml. de éter cada una.
En. el éter se encuentra la hormona marcada con radicactividad vy
corresponde a la fase iiquida, la fase acuosa corresponde al medio
de cultivo. Primero, se agitarén los viales en forma vigorosa
para que el éter extrajera la hormona que se encuentra en el medio
de cultivo, después se dejé reposar 5 minutos y se congeld la fase

o
acuosa a - 70 C con una mezcla de acetona mas hielo seco y se

decanté la fase liquida en otro vial limpio.

Se eavapord dicha fase en baflo Marfa a 37 OC con agitacioén,
dejandc los viales destapados en una campana de extraccioén.

La extraccién se realizé de la misma forma, tanto para
células, cultivos celulares y fragmentos de epididimo de ratas

adultas.
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'CORRIMIENTO; DE’LA" PLAC/

-Sefudéjaron libres los carriles de los extremos (. 1 cm. ) vy

_”;tanﬁo los estandares como las muestras, previahente resuspendidos
Ten 100 Q1 de acetona y 100 pl de etanol, respectivaments, se
cé]ocaron sobre la linea inferior, poniendo una gota de estédndar
tantd en el carril correspondiente como en el de las muestras. Se
aplicé una gota de cada estandar a cada carril de 1las muestras
para que funcionaran como acarreadores ( 1 gota = 2 ul. aprox.).
Posteriormente, se tomé una alicuota de 30 ml de 1los 100 ui

resuspendidos correspondiente a 1las muestras que se quieran
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fheainferior; una en cada

prepard un sistema - de soiventes que

de d1c1oromecano y: 30 ml. de acetato de

'yv tro s1atema que ccnsistib en una mezcla de Eter-hexano

proporc1én 3:1 (790 ml. de éter.y 30 ml. de hexano) y se colocéd
yén ]p~camara de cromatograffa con un papel filtro que va a ayudar
i a Hdmégeﬁeizaf el meﬁia interno en ta camara. Debe cuidarse que la

cdmara_ se encuentre perfectamente bien nivelada para gue el
‘solvente ascienda por capilaridad de manera uniforme.

Después, se colocd la placa dentro de la cdmara y se tapd
perfectamente, sellando la tgpa con grasa de vacio, evitando asf
que se evapore la mezcla y se pierda la proporcién calculada.

Se dejé correr y se sacd cuando la mezcla de solventes 1legéd
a la 1fnea superior de la placa. Dicha placa se revelé con 4cido

sulfarice ( H SO al 10 ¥ ), en e] casc de muestras control y con
. 2

Juz ultravioleta de onda corta cuando corresponden a muestras
tratadas, marcadas con tritio, en estas placas con tritio, se
seffalé con un 14piz del numero 2 las zocnas en donde se notaban
manchas, posteriormente se recorté la zona de los estédndares y se

reveié con 4cido sulfurico al 10 %, sumergiéndola en dicha

solucién durante 5 segundos y luego se calenté a 100 oc para
revelar las hormonas que no tienen doble enlace y no se observqron
con 1luz wultravioleta. Se colocaron juntas las dos partes de Jla
placa que se recortd ( la de los estdndares y los tratados ) y se
raya con 14piz del numero 2, haciendo renglones que encierren las
manchas de los estandares, procurando que las manchas ( marcadas,

observadas con luz ultravioleta) queden dentro de un selo renglion
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‘como 16 muastia la figura e

" TRATADOS
(7).

FIGURA E. MANERA DE TRAZAR FILAS Y RENGLONES QUE ABARQUEN UNA
MANCHA OBSERVADA CON LUZ ULTRA VIOLETA

Se numeraron 1los renglones comenzandoc por el punto de
aplicacién hacia el frente del solvente; las placas se recortaron
en filas y posteriormente se recortaron por renglones ( fig. E)
colocéndo ios cuadros resultantes en viales limpios y
perfectamente identificados, a los cuales se iss agregaron 5 ml.
de 1fiquido de centellec (ver apéndice) y se llievaron al contador
de centelleo ( Beckman, Modelo LS 6000 IC), para saber la cantidad
de cuentas por minuto ( cpm) que se tenian en dicho cuadro, que
corresponden al porcentaje de transformacién de 1la testosterona
marcada al estandar ( metabolito) que se hallaba en ese renglén.

Para calcular el porcentaje de transformacién de las hormonas
esteroides sintetizadas por las células, se realizaron los
siguientes calculos:

1.- A 1las cuentas netas, se les restaron 40 que son las cpm

corregidas.
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corregidas:en: . ,>v las

17100 % de' transformaciény por “-una

el° porcentaje de transformacién - de ‘cada’

MUESTRAS.~'DE LA 1 A LA 13,

CPM =40 % TRANSFORMAGION % TRANSF. NETO
7. 8545 . ... ‘25,22 . . o

T.e85 2.et

Rades 250=00026722 % (. primer valor de % de
i transformacién en la primer muestra ).

*-83,~ El porcentaje de transformacién neto, se obtuvo calculando el

rpordéntaje de transformacién del blanco que es Unicamente medio de
cultivo  y hormona marcada y este se le resté al porcentaje de
transformacién, esto se realiza haciendo corresponder cada valor

del blanco con cada valor de nuestras muestras para T , después,
1
cada valor del blanco con cada valor de las muestras para T , etc.
2

Con ésta ultima columna es con la que se trabajo.
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RATAS MACHO CEPA WISTAR ( .Adultos y recién -
. . SRR naci oa). .

Diseccibn Yy extracc’ién

TESTICULOS 7 EPIDIDIMOS EN

'
Yoo

3 '. s L
S S.B.
L

+

TEJIDO CONJUNTIVO G
{ Desechar ) Tripsina 0.25%
en: S.S.8. BN

1
R .
“Tiempo de disociacidn en minutos. .. . 5
(Diferentes fracciones celulares) o S
+
INHIBIDOR DE TRIPSINA 0.50%
- DMEM.
{ .Se mezclan
tlas. fracciones

Una sola fracc'lon celular
l

CONTEO Y SIEMBRA DE 750 o000
CELULAS

Oemmumm

INCUBACION ( 37 C; 5% CO
y 96% de O ).
2

E ' N
A
[}
: _ i ' H
r : o o
H TRATADOS CONTROLES
E (Testosterona) :. :
'
i H ' \
1 1 [} '
I3 I3
H ) H .
H H H i
} | 3
CROMATOGRAFIA MICROSCOPIA INMUNOHISTOQUIMICA
{sobrenadante) (Contraste de fases) {Esterasas)

(Electrénica de transmisién)

FIG. C METODOLOGIA GENERAL DEL PRESENTE TRABAJO.
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MICROSCOPTA.

En los cultivos.celulares. realizados; se pudo observar la

formacion . de [pequefios , ‘aclmulos ;de ' células -epiteliales del

epid1d{mo. pféééﬁgghdose'(éiéihbie:viéta) un mayor tamafo sn los
cultivos qué 'fuérﬁn‘tratados con testosterona. Estos acumulos
Forméqg isiéﬁéé qus’ se encuentran asociados a fibroblastos.
Mediante ﬁidfoscopia‘de tluz ( contraste de fases), se observéd gue
las -células’“'de " estos acumulos, presentan varias inclusiones
,1i§1dicas' (fig. 2A, 2B), también se pudo apreciar con ayuda del
'micFoscopio “que dichas inclusiones lipidicas, eran mds numerosas
an rics cu1€1vos tratados con testosterona. La microscopia
electrénica  de transmisién, permiti¢ observar, ademds de dichas
inciusiones, en los cultivos tratados con testosterona, 1a
presencia de mitocondrias con crestas tubulares, que son
caracteristicas de 1las células que se encargan de producir

hormonas esteroides,: (( Dahl, 1971 a,b,c), ( fig. 4).

HISTOQUIMICA.

Las céiulas epiteliales de los cultivos en monocapa del
epidfdimo, exhibieron reaccién positiva a 1a prueba de esterasas
no especfficas ( fig. 5A, 5B) Dicha reaccién fue m4s 1intensa en
los cultives tratados con testosterona que en los controles
(ademas se pudo apreciar una coloracién mds intensa en el centro
de los acumulos epiteliales tratados), ( fig. 6A, 6B ).

Las pruebas histoquimicas para glucoprotefinas, como la del

Acido Peryédico-Shiff ( P.A.S5.) gue se practicaron desde el
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HETABOLISHQldE ANDROGENOS .

Con respecto al metabolismo de andrdégenocs, en .las placas se
.obtuvieron patrones de corrimiento muy simitares en “todos los
diferentes experimentos que se realizaron ( fig. 1y 1a ), y con
respecto a los metabolitos encontrados, principalmente se hallaron
androstenediona y dihidrotestosterona.

Los experimentos realizados con epididimos de ratas recién
nacidas, mostraron muy poca transformacién de testosterona a
dihidrotestosterona, ya que se encontrd bajo porcentaje de DHT
( fig. 7 ). En cuanto a los epididimos de ratas adultas, se observé
la presencia de DHT desde la primera hora de incubacién con un
buen porcentaje de transformacién, ademas, se observé también
aunque en menor proporcién la presencia de androstensdiona, ( fig.
8). Por otro Jlado, los experimentos en los que se utilizaron
varios fragmentos de epididimo, se observé casi el mismo
porcentaje de transformacién tanto de testosterona como de DHT vy
muy poco porcentaje de transformacién de androstenediona.

En 1lo referente a los cultivos tratados con testosterona
marcada se observé que a partir de las seis horas, comenzé a

incrementarse el porcentaje de DHT y androstenedicna y se
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mantuvo: constante .’ durante Tos's, 6y 7 dias.’’La ‘testosterona

disminuyd’ en’su’porcentaje.de transformacién conforme “transcurre

o e1 vt‘;i‘empé

D-4 = ANDROSTENEDIONA.
T = TESTOSTERONA,
DHT = DIHIDROTESTOSTERONA.
‘. FIG., -1 . Localizacién de los principales metabolites, contenidos

en - las diferentes muestras (controles y tratados), dentro de 1a
placa cromatogrdfica.
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FIG. 1a. CORRIMIENTO DE LOS DIFERENTES METABOLITOS EN LA PLACA DE
SILICA GEL
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FIG.2 FOTOMICROGRAFIAS DE CELULAS EPITELIALES DE EPIDIDIMO EN
CULTIVO, (CONTROLES). 1i.1.- Inclusiones lipfdicas.
A. Acumulos epiteliales a las 24 horas de cultivo (320 X).
B. Acumulos epiteliales a las 48 horas de cultivo (320 X).
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FIG. 3 FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS EPITELIALES DE EPIDIDIMO DE
RATA EN CULTIVO, TRATADAS CON TESTOSTERONA EXOGENA A LAS 48 HORAS,
( 800 X). 1i.1.- Inclusiones lipfdicas.
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FIG. 4 MICROGRAFIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE CELULAS
EPITELIALES PROPIAS DEL EPIDIDIMO EN CULTIVOS PRIMARIOS
(17600 X). i.1.- Inclusiones Tipfidicas.
m.t.- Mitocondrias con crestas tubulares.
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FIG. 5 FOTOMICROGRAFIAS DE CULTIVOS PRIMARIOS DE EPIDIDIMO, CON
LA TECNICA HISTOQUIMICA-ENZIMATICA PARA ESTERASAS (CULTIVOS
CONTROL). A. 320 X Y B. 300 X.
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FIG. 6
LA (CULTIVOS
TRATADOS CON TESTOSTERONA). A.

120 Y B. 300 X.
(LA REACCION COLORIDA ES MAS INTENSA EN EL CENTRO DE LOS ACUMULOS)

FOTOMICROGRAFIAS DE CULTIVOS PRIMARIOS DE EPIDIDIMO, CON
TECNICA HISTOQUIMICA-ENZIMATICA PARA ESTERASAS
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METABOLISMO

ANDROGENOS
% TRANSFORMACION
100
—
a0
80
40
20
"] ﬂ e
7 15 20 25 30
TIEMPO (mirutos)
[ rTesvo ANDROBT Sl oHT
8 o4 B-DIONA A-DIONA

FIG. 7. PORCENTAJE DE TRANSFORMACION DE LA TESTOSTERGNA HACIA
OTROS METABOLITOS EN EPIDIDIMOS DE RATAS RECIEN NACIDAS.
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METABOLISMO

ANDROGENQS
% TRANSFORMACLION / mg te}ido
36
= i
264
20 1
15
104
5 -
0- = :
1 2 3 4 6 8 8+
TIEMPO (HORAB)
[ Tesvo ANDROST R our
B -4 8-DIONA A-DIONA
ADULTO

FIG. 8. PORCENTAJE DE TRANSFORMACION DE LA TESTOSTERDONA HACIA
OTROS METABOLITDS EN EPIDIDIMDOS DE RATAS ADULTAS.

#Se incubaron aproximadamente & fragmentos bajo las mismas
condiciones.



METABOLISMO (androgenos)

celulas cuftivadas

% TRANSFORMACION

100

ol A 7 A - o
a

60

40

20 £

[ . —'1

1 2 3 4 68 8 19 24 48 72 96 120 144 168
TIEWPOQ (horaw)

[Jrestost I oHT D-4

EPIDIDIMO (ratas recian nacidas)

F18. 9. PORCENTAJE DE TRANSFORMACION OBTENIDD MEDIANTE LA
ADMINISTRACION DE TESTOSTEROMA EXOGENA EN CULTIVOS CELULARES DE
EPIDIDIMO DE RATAS RECIEN NACIDAS DURANTE SIETE DIAS.



DTS CUSTON

- En 105'cu1ti903 calu1a es realizados, ‘se. lograron  obtener

d1versas 1mégenas conforme transcur rbnzloé dfas de  ‘incubacién,

1nmed1atamente después da conc]uido 8l’“cultivo,” se - observaron
células de Forma esférica.~ debido f al - proceso de dispersién
"enzimatica., En las primeras 24'hor§s de cuitivo, se observaron
S.algunas células aplanadas qué sa comenzaron a adherir a la caja
Petri en forma gradual, hasta formar pequefias colonias de
acumulos epiteliales. A las 48 horas de cultivo, los acumulos
epiteliales fueron més grandes en tamafic y nuamero de células,
adquiriendo wuna forma poligonal. La microscopia de contraste de
fases, permitié observar inclusiones lipidicas en el citoplasma de
las cédlulas epiteliales.
En general, todas las observaciones antes mencionadas, concuserdan
con 1la descripcién de las imAgenes encontradas por Kierszenbaum,
A.L. et. al. 1980, en un modelo celular de rata; asf como 1las
fotografias tomadas a diferentes horas de cultivo, en las cuales,
Kierszenbaum observé, también con contraste de fases, abundantes
grdnulos en el citoplasma de las células en sus cultives, La
presencia de estos grédnulos, sugiere actividad esteroidogénica por
parte de estas céliulas, ya que una de 1las caracteristicas que
poseen las <células productoras de hormonas esteroides, son las
inclusiones 1lip{dicas en su citoplasma, (Dahl, 1971 a,b,c). La
otra evidencia de una posible actividad esteroidogénica se

manifestd, al observar las células cultivadas utilizando 1la
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microscopia‘ elactrén1ca .de.transmisién,

“trabajo: rea'lizado por. Kl‘lnafe'lt‘.ar, a.R and Amanr}.‘ R/P. 1880, iyt

“ademés’’

“ha “establecido “‘una dependencia diferencial de

'andrégeﬁbé'énhré'1és‘d1ferentes tipos celulares del epididimo para
addﬁirir éus caracteristicas definitivas, es decir, no todos los
tipo§ celulares del epididimo requieren la misma concentracién de
andrégenos para diferenciarse completamente y madurar ( Delongeas,
J. and Gelly, J., 1985); asf, se menciona que cuandc los cultivos
de epidfdimo, poseen bajas concentraciones de andrégenos, se
diferencian primero, las células estr;chas (Resko, et al., 1968;
DBhler and Wuttke, 1975).

En los cultivos del epididimo, tratados con testosterona, se
observd que exfsten colonias celuiares de mayor tamaido, comparadas
con los controles. Esto puede relacionarse con los trabajos vya
antes reportados por algunos investigadores ( Blaquier, J.A.,
1973, 1975; Kiinefelter, G.R. and Hamilton, D.W., 1985), en los
que se menciona que los andrégencs como la testosterona y en
especial 1la Dihidrotestosterona (DHT), ejercen wuna influencia
directa sobre la sfintesis de proteinas en modelos de cultivos de

tejidos de epidfdimo de ratas, siendo esta estimulacién,
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prbpéréiona1‘ al tfempo da incubacién. Hay proteinas presentes en
épidiqihds de ratas adultas, cuya secrecioén es dependiente de
aﬁdrééenoé ( Orgebin-Crist, M.C., Eller, B.C. and Danzo, B.J.,
11983),’y que éon jdénticas tanto en epididimos poco diferenciados-
como en epididimos de ratas adultas, sugiriendo una accién
bfegﬁ1adora y estructural en ambos tipos de individuos ( Toney,
f.w. and Danzo, B.J., 1989). El1 epididimo de conejos aduitos,
raquiere méas tiempo de exposicién que el epididimo de conejos
sexualmente inmadurocs, para responder a estimulos de tipo hormonal
éon cambios en la sintesis de proteinas ( Brooks, D.E., 1987},
‘debido a que las células indiferenciadas estdn en proceso de
maduracién, crecimiento y diferenciacién ( Orgebin-Crist, M.C.,
Eller, B.C, and Danzo, B.J., 1983) v por 1o tanto son mas
susceptibles a cualquier tipo de estimulacioén,

Estd bien establecido gque 1a DHT influye en la sintesis
de RNA por parte de las células, (Tuohimaa and Niemi, 1968). Esto
se reforzd, cuando se administré antibiético ( Actinomicina-D) y
observaron que se inhibfa la sintesis de RNA ( Blaquier, J.A.,
1973). Sin embargo, no todas las protefnas requieren de 1la
presencia de andrégenos para poder ser sintetizadas.

Los resultados indicaren la presencia de mucopolisacaridos a
los siete dias de incubacién (reaccién de PAS), misma que fue mas
marcada en los cultivos de células de epididimo, tratadas con
testosterona que en los controles, y que puede deberse a la
estimulacién por parte de la testosterona. Esto nos indica que va
existe secrecidn de estos compuestes por parte de las células en
cuitivo ( muy probablemente las células principales}, ademis de

indicar cierto grado de maduracién de Jas células, que les permite
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- Las ’esgergshs Hb‘aspéeificﬁs; comprenden'&nvgréh ‘Qruﬁo de
vénzi;as ”( éarboxi!esterusas, ari1escerasas, acet1]esterasas‘ Yy
'co]inesterasas) que son marcadores muy usuales para (-3} ;stud1o de
diferenciacién metabdlica y modulacidn hormonal en el epididimo

( Abou-Haila, A. and Fain-Maurel, M.A., 1387).

La reacci6on a la prueba de esterasas no especi{ficas, en este
trabajo, se presenté positiva tanto en Jos cultivos sin
tastosterona, como en los cultivos tratados con testosterona,
exhibiendo estos Ultimos, una coloracién mas intensa en el centro
del acutmulo que en 1a periferia, 1o cual es consistente . con los
trabajos de Abou-Haila, A. y Fain-Maursl, M.A., 1987, quienes
encontraron que la testosterona estimula la actividad de enzimas
esterasas, esto, fue comprobado en ratones castrados a Jos que se
administré testosterona, déndo come resultado, la restauracién de
1a actividad de esterasas. En el epididimo de ratén, las
carboxilesterasas, eaxhiben la mayor parte de la actividad de las
anzimas esterasas no especfficas. La accién y aparicién de nuevas
esterasas, es gradual en el epididimo de ratén y se debe a 1a
activacién de un patrén de genes dque controlan su expresion
conforme transcurre el tiempo { Masters and Holmes, 1975; Moss,
1979), esto se relaciona con 1a diferenciacién celular y 1la
actividad funcional gque marca as{, una diferenciacién progresiva
del epididimo a tavés del tiempo. La reaccion menos intensa en 1la
periferia de los acumulos celulares,posiblemente se deba a un

menor grado de maduracién en estas célutas, ya que se encuentran
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en coﬁstante.‘pr011feracion Y expansiéﬁ.pafa féfmar;1a’m§ﬁocqu.
+El. ‘metabolismo de testosterona a dihidrotestdatefonalk fue
detarmiﬁado en dos sistemas diferentes ( Diclorometanc-Acetato de
“‘etilo 8:2 y Eter-Hexano 3:1), para asegurar 1a separacién completa
de. los diferentes metabolitos en el corrimiento de 1a pilaca
'";érbmabografica, para obtener as{, un porcentaje de transformacién
limas, preciso. Los principales metabolitos encontrados
(androstenediona y dihidrotestosterona), coinciden con los
reportados por Klinefelter, G.R. y Amann, R.P., 1980, quienes
compararon el metabolismo de células principales con el de células
basales en el epididimo de rata. Su trabajo  mostré que las
células principales son las que juegan un papel esencial en 1la
transformacién de testosterona a DHT, y por 1o tanto, intervienen
en la capacitacion espermdtica, debido a 1a presencia de 1las
enz1maé que 1levan a cabo dicha reaccién (. 5 a-reductasas).
También lograron establecer que las células principales son més
sensibles a 1la supresion de DHT administrada, que 1as células
basales, ya que cuando retiraron la DHT administrada normaimente a
sus cultivos purificados, se percataron de dque el epitelio tiende_
a reducirse en las células principales ( Orgebin-Crist, M.C. and
Ménézo, Y., 1980).
Los resultados que se obtuvieron de epididimos de ratas recién
nacidas, mostraron muy bajo porcentaje de transformacién .de
testosterona a DHT, lo gque se traduce en una muy baja actividad
de las enzimas 5 a-reductasas, encargadas de dicha reaccién. Este
fenémeno puede deberse a que la maquinaria enzimatica no se
encuentre todavia preparada o madura, a esta edad, para llevar a

cabo tal proceso metab6lico ( fig. 7). En 1o que a epididimos de
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ratas"édu1tas; sej ref1era. ‘porcentaje dé;‘

transformacio debido

“‘necesarias

“por parte de41as cé1u1as prinC1pa1es, yd'bish diféréhciadés. En

experimentos aiternos a las. 1ncubac1ones de Fragmentos a1s1ados de
‘ epididimo. . de ~rata aduita, se hicieron ‘incubaciones, utilizando
var{os ffagmentos de epididimo, que nos permitieron evidenciar atn
mas la activiQad de las enzimas 5 a-reductasas, al contenef Vmégér
numero de células principales en los fragmentos. La testosterona
se. consumié casi a la mitad, produciende un mayor porcentaje de
transformacién ( fig. 8 ). Los cu1£ivos de epididimo realizados,
mostraron que aproximadamente, & partir de las seis horas  de
incubacion, comienzan a incrementarse los niveles de DHT, lo cual
puede indicar que las células ya se encuentran maduras y por lao
tanto, Yya pueden producir la proporcién adecuada de enzimas 5 a-
reductasas, capaces de transformar testosterona a DHT; esto
concuerda con los datos encontrados para epididimo de ratas
adultas, en las que a las seis horas de incubaciéon, existe ya, una
actividad metab6lica bien definida por parte de dichas enzimas. A
la par se observa en la grafica, un decremento de testosterona que
coincide con un incremento de 1a DHT, conforme transcurrié el
' tiempo de 1incubacién ( fig. 9 ). En los mismos cultivos, a los
siete dfas, todavia se mantuvc 1la actividad enzimatica que
transforma testosterona a DHT, 1o cual se puede relacionar con los
resultados a la prueba de esterasas, que indicaron la presencia de
esterasas no especificas hasta los siete dfas de cultivo.
Algunos investigadores mencionan que a los tres dfas de

cuitivo, el tejido es ya metabélicamente activo, pero con los
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resultados de este trabajo, podria decirse que dicho metabolismo
se presenta un poco antes ( fig. 8 ). 7

La cantidad de androstenediona presente, tal vez, se deba a
la actividad de otras enzimas diferentes de 1és 5§ a-reductasas,’
que actuan sobre Tos productos liberados al medio, en los cultivos
estdticos, ya que eséos productos se acumulan y pueden ser
metabolizados y degradados. Si se utilizara un cultivo de flujo
continuo ( Orgebin-Crist, M.C. and Ménézo, Y., 1980), se tiene 1la
ventaja de que el aire y el medio gue necesitan las células, para
desarrollarse, se difunden mucho mejor que en 1los cultivos
estaticos, ademAs de que se puede colectar el medio y analizarlo
continuamente. Este sistema, disefiado por los autores antes
mencionados, ya se ha usado en cultivo de fragmentos de epididimo
y presenté 1as ventajas antes decritas ( Orgebin-Crist and

Tichenor, 1972; Hoffman et al., 1976).
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CONCLUSIONES

VLa testostarona administrada de manera exégena a células
indiferenciadas de epididimo de rata, en cultivo primario,
mostré influencia directa sobre el aumento de tamafic de las
co1on3as epiteliales, la secrecién de mucopolisacaridos y de
enzimas esterasas no especificas, la sintesis de protefinas y 1la
maduracién y diferenciacién de 1as c¢élulas principales, hacia
células con caracteristicas de céluilas astaeroidogénicas y
actividad metabélica.

€1 tejido en cultivo, comenzé a ser metabolicamente activo,
a los tres dias de incubacién.

En el epididimo de ratas recién nac idas no  hubo
transformacién bien establecida de DHT a partir de testosterona ya
que las células a esta edad, carecen de un grado de maduracién que

les permita realizar dicho proceso.
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0.400 gr.
0,810 gr.
0.060 gr.

~-0.080 gr.
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ajustar - @1 "pH a 7.4 con NaOH: 1N
volumen final:-a:100-ml.

enfriar a temperatura ambiente,
aprox. 8 gotas) y ajustar. el

| s L E T S e 4
: b) Solucién salina balanceada’( S:S.Bi)=1ibra.de Ca. 'y Mg
: NaC1 8.0 . gr.
KH PO 2.0 gr..’
2 4 |
Kel 0.2 gr.
Na HPO 1.15 @gr.
2 4
EDTA o EGTA ( opcional) 0.02 gr.
Agua bidestilada 1000 m1.

c) Medio de cultivo ( DMEM) + Suero bovino fetal.

Medio de cultivo 8.5 agar.
NaHCO . 3.7 gr.
3
Suero bovino fetal 160 ml,
Antibi6tico 0.5 ml./ cada. 100. ml.
Agua ultrapura 1000 m1. :

d) Medio de cultivo ( DMEM) + Albumina.

Medio de cultive 10.3 gr.

Albimina bovina 0.1 gr.

NaHCO 3.7 gr.
3

Agua ultrapura 1000 m1,

Se ajusta 1 pH a 7.5 con el bicarbonato de sodio (
coloracién rojiza, espuma rosada), y se afora a 1000 ml.

8) Solucién enzimdtica de tripsina 0.25%.
Pesar 0.25 gr. de tripsina y disolverios en 20 ml. de S5.5.8.
+

+ ++
libre de Ca y Mg
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: h) Tsstosterona 100nM

o Pesér 4-%X10 g, de testosterona, 'disol

2
'gtanol absoluto. Tomar una al{cuotaﬁdéﬂ§0§}u
250 m1. de agua destilada. Aforar a §00-mi:
_refrigeracion. e

i) Testosterona tritiada.

Tomar 100 ul. de testosterona marcada

de etanol absoluto, de aqui, tomar Qna,a}icuot

para obtener 100 000 cpm.
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